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Chapitre L.I. L’infarctus du myocarde

1. Définition de Pinfarctus du myocarde

Les cardiopathies ischémiques représentent aujourd’hui un probléme de santé majeure.
En 2015, elles ont été responsables d’environ 15% de la mortalit¢é mondiale (dossier de
I’Organisation Mondiale de la Santé, 2017). L’une de ces pathologies est 1’infarctus du
myocarde qui est fréquent dans les pays développés notamment en Europe ou il est
responsable d’environ 1,8 million de morts chaque année, soit prét de 20% de la mortalité

totale sur le continent (Nichols et al., 2014).

Cette pathologie se manifeste sous la forme de lésions au niveau du tissu cardiaque qui
s’accompagnent d’une diminution de sa fonction, pouvant aboutir au décés de la personne
atteinte. D’apres les chiffres avancés dans un dossier de 'INSERM de 2013, I’infarctus du
myocarde présente un taux de mortalité¢ de 10% dans I’heure et de 15% dans I’année qui suit.
Ces chiffres ont connu de fortes baisses au cours des derniéres années grace aux progres
thérapeutiques réalisés et a ’augmentation de la vitesse d’intervention des secours qui ont
permis de diminuer la mortalité 30 jours post-infarctus d’environ 68% en 15 ans (Gabriel,

2013).

L’infarctus du myocarde est causé par un déséquilibre entre les besoins et I’apport en
oxygene au niveau du tissu cardiaque. Cette ischémie est le plus généralement causée par
I’apparition d’un thrombus réduisant la lumiere de 1’artére coronaire et qui s’ensuit d’une

diminution, voir de I’arrét du flux sanguin alimentant le tissu myocardique.

Cette obstruction aboutit finalement a I’apparition de 1ésions au niveau du myocarde
suite a la nécrose des cellules ischémiées et a la forte réaction inflammatoire que celle-ci
provoque. La sévérité¢ de ces 1ésions est dépendante de différents facteurs (Benhabbouche et
al., 2011) :

- la taille de la zone a risque qui correspond a la portion du myocarde qui n’est plus
approvisionnée par la circulation sanguine.

- la durée de I’ischémie dont le prolongement est responsable d’une augmentation de
la taille de I’infarctus au sein de la zone a risque (Figure 1).

- la circulation collatérale dans le myocarde permettant au flux sanguin de persister
de manicre faible dans la région ischémiée. Ces vaisseaux collatéraux ne permettent en temps

normal qu’un passage minimal du sang, mais en cas d’obstruction de l’artére coronaire,
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I’augmentation de la pression au niveau de cette artére va provoquer une augmentation du
diametre des vaisseaux, ainsi que du flux sanguin. Toutefois, I’importance de cette circulation
secondaire varie en fonction des individus (Charney et Cohen, 1993).
- la température corporelle, dont la diminution rapide et cela méme de maniere
modérée (entre 32 et 34°C) permet une cardioprotection importante (Tissier et al., 2012).
I'espéce animale considérée qui sera plus ou moins résistante aux Iésions résultantes
de I’ischémie myocardique.

Taille d’infarctus
(% d’AAR)

100 === === e mm o m e oeoooo-oo-o---ooooooo Lésion ischémique

80 -
60 . Si collatérales

Si hypothermie
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@)

Infarctus sous Infarctus

Pas d’infarctus -
endocardique transmural

Figure 1: Evolution des lésions ischémiques (LI) cardiaques en fonction du temps. Les
courbes sont données en pourcentage d’aire infarcie par rapport a I’aire ischémiée totale ou
aire a risque (AAR). Les Iésions apparaissent dans un premier temps au niveau sous-
endocardique du ventricule gauche (VG) et s’étendent ensuite vers I’autre extrémité du tissu
jusqu’a ce qu’elles deviennent transmurales (d’aprés une figure de Benhabbouche et al.,

2011).

Les cellules cardiaques nécessitent beaucoup d’énergie sous forme de molécules
d’adénosine triphosphate (ATP) afin d’assurer leur fonction contractile et n’ont que trés peu
de réserves. En condition d’ischémie, I’absence d’oxygene et de substrat au niveau du cceur

ne permet plus une production efficace en ATP, ce qui provoque un épuisement des réserves
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en I’espace de 2 a 3 minutes. On assiste alors a un arrét de la contraction cardiaque et, en cas
de prolongement de I’ischémie, a la mort des cellules principalement par nécrose
(Benhabbouche et al., 2011). Ce mécanisme est responsable d’une perte d’intégrit¢ de la
membrane plasmique et ainsi de la libération de facteurs pro-inflammatoires contribuant aux

dommages au niveau du myocarde (Frangogiannis et al., 2014).

L’ischémie prolongée du myocarde est responsable de 1’apparition d’une aire dite
« infarcie » au niveau sous endothélial qui s’étend ensuite en direction de 1’épicarde et devient
transmurale lorsque la totalité¢ de I’aire a risque est nécrotique (Figure 1). Toutefois, la mort
de ces cellules ne se fait pas exclusivement par nécrose, mais aussi par 1’apoptose de cellules
moins impactées par 1’ischémie, notamment en périphérie de l'aire a risque (Zhao et al.,
2002). Au cours de I’apoptose, la cellule se divise en différents corps apoptotiques évitant le

relargage de son contenu diminuant la réponse inflammatoire.

Il est donc primordial dans ces conditions de permettre au cceur d’étre de nouveau
approvisionné en oxygeéne. Ainsi, le premier traitement pour empécher les dommages
engendrés par cette ischémie d’apport est d’assurer le retour d’une irrigation sanguine
suffisante au niveau du myocarde par des moyens chirurgicaux. Les procédures les plus
couramment mises en ceuvre dans ce but sont I’angioplastie qui permet d’élargir
physiquement la lumiére de I’artére et la thrombolyse qui dissout le thrombus sanguin a

I’origine de I’ischémie (Keeley et al., 2003).

Toutefois, la reperfusion du tissu ne permet pas un arrét immédiat des dommages
survenant au niveau du myocarde et, paradoxalement, celle-ci est responsable de 1’apparition
de Iésions supplémentaires dites « lésions de reperfusion ». Ce phénomene a été décrit en
1960 grace a des modeles animaux et peut étre responsable de plus de 50% de la taille finale

de l’aire infarcie (Yellon et Hausenloy, 2007).

2. Physiopathologie

2.1. Cause de la pathologie

Dans la majorité des infarctus du myocarde, 1’occlusion de 1’artére coronaire et ainsi
I’ischémie myocardique observée s’expliquent par la présence de plaques d’athérosclérose au
niveau de la lumicre artérielle. L’un des principaux facteurs responsables de 1’athérogenese
est ’exces de cholestérol sanguin, un facteur qui seul peut suffire a expliquer I’apparition de

ces plaques d’athérome. Ce phénoméne résulte d’une perméabilisation de 1’intima, une
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couche interne du vaisseau composée notamment de cellules endothéliales en contact avec la
circulation (Badimon et Vilahur, 2012). Cette perméabilisation induit I’accumulation de LDL
(Low Density Lipoprotein) contenant des apolipoprotéines B a travers I’intima de la paroi
artérielle (Figure 2). Le role de ces LDL est de transporter le cholestérol du foie vers les
autres organes périphériques car cette molécule est trés hydrophobe et ne peut donc pas
circuler seule dans le sang. Le passage de ces LDL a travers 1’endothélium aboutit a la
formation d’un agrégat lipidique dans lequel les lipoprotéines accumulées sont modifiées,
notamment par oxydation du fait de la présence d’especes réactives de 1’oxygeéne (EROs) ou
d’enzymes telles que les lipoxygénases ou la myéloperoxidase (Parthasarathy et al., 1989 ;
Daugherty et al., 1994). Ces LDL oxydés ont alors un effet pro-inflammatoire responsable du
recrutement de monocytes qui se différencient en macrophages et donnent des cellules
spumeuses apres absorption des lipides déposés. Ces cellules sont responsables de la
formation d’un core nécrotique constitué d’une accumulation de lipides et de débris
cellulaires. Ce core est recouvert par une capsule fibreuse composée de cellules musculaires
lisses ainsi que de protéines extracellulaires, principalement de la famille du collagene, et
permet d’éviter tout contact entre la circulation sanguine et le core nécrotique (Nadkarni et al.,

2009).

Malgré I’augmentation de la taille de la plaque d’athérosclérose avec le temps, celle-ci
n’est que rarement responsable de I’obstruction de I’artére. En effet, on assiste lors de ce
phénomene a un remodelage du segment du vaisseau concerné qui permet un maintien de sa
lumiere. La plaque d’athérosclérose est toutefois le sieége de 1’expression de facteurs pro-
apoptotiques et de protéases qui causent une perte de cellules au niveau de la capsule fibreuse,
ainsi qu’une dégradation de sa matrice riche en collagéne causée par les macrophages. Ainsi
I’occlusion artérielle est majoritairement due a la rupture de la capsule fibreuse de la plaque
fragilisée. Cette rupture peut étre provoquée par un stress émotionnel ou physique important
ou peut simplement découler de 1’amincissement trop important de la capsule induit par le

ceeur lipidique nécrotique (Bentzon et al., 2014).
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Figure 2: Etapes de la formation d’une plaque d’athérosclérose jusqu’a sa rupture.
L’accumulation de LDL dans I’intima du vaisseau aboutie a la formation d’un core nécrotique
responsable de la fragilisation de la capsule qui I’isole de la circulation sanguine. Ce
mécanisme peut aboutir a la rupture de cette capsule et a la libération de facteurs pro-

thrombotiques dans le sang (traduit de Funk et al., 2012).

Cette rupture entraine la rencontre des éléments pro-thrombotiques du core nécrotique
et de la circulation sanguine. La libération de ces éléments pro-thrombotiques a un effet pro-
coagulant important et est responsable de la formation d’un thrombus constitué
principalement de filaments de fibrine, de cellules sanguines et de plaquettes (Kyrle et
Eichinger, 2005). La formation de ce thrombus provoque une perturbation de la circulation
sanguine qui aboutit a une sténose de la coronaire, c'est-a-dire a une diminution de sa lumiére
(Figure 2). Toutefois, I’ampleur de cette thrombose présente une variabilité importante qui
dépend de la thrombogénéité du matériel de la plaque exposée, de la perturbation du flux
sanguin au niveau local et de la prédisposition a la thrombose de la personne atteinte, celle-ci
pouvant étre augmentée par des facteurs extérieurs modifiables tels que la cigarette,

I’alimentation et I’exercice physique (Bentzon et al., 2014). Ainsi la rupture de la plaque
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d’athérosclérose peut se traduire par un amincissement de la lumicre aortique de manicre

presque asymptomatique mais aussi par une obstruction compléte de 1’artére.

De ce fait, les patients présentant de multiples plaques d’athéroscléroses au niveau des
artéres coronaires sont davantage enclins a subir des ischémies du myocarde (Goldstein et al.,
2000). De plus, le risque de faire un infarctus est augmenté suite a la survenue d’un premier.
En effet, cette pathologie augmente 1’athérosclérose et provoque I’épaississement d’autres
plaques, ailleurs dans I’organisme, ainsi qu’une augmentation de 1’activité protéase qui peut

favoriser leur rupture (Dutta et al., 2012).

Il existe toutefois des cas d’infarctus qui ne sont pas dus a 1’athérosclérose et qui
représentent autour de 10% des cas observés (Niccoli et al., 2015). Ils peuvent avoir
différentes causes telles que par exemple un spasme coronarien prolongé, une embolie

coronarienne ou une anomalie congénitale des artéres coronaires.

2.2. Effet de ’ischémie sur le myocarde

Les cardiomyocytes sont des cellules nécessitant une disponibilité continue d’énergie
sous la forme de molécules d’ATP afin de pouvoir assurer leur fonction contractile. En effet,
la réserve d’ATP dans les cardiomyocytes est faible et en cas d’arrét de synthése, elle ne
permet de maintenir une activité contractile cardiaque que durant quelques secondes. Ces
cellules doivent ainsi synthétiser I’ATP de maniére a la fois importante et continue. Cette
syntheése est étroitement régulée pour correspondre au besoin cardiaque sans I’excéder
(Kassiotis et al., 2008). Le métabolisme cardiaque est principalement aérobique et nécessite
beaucoup d’oxygene. En condition normoxique, la synthése d’ATP se fait par
phosphorylation oxydative au niveau mitochondrial (Figure 3). Ce besoin important des
cardiomyocytes en ATP est assuré grace a la forte densité mitochondriale dans ces cellules,
puisque, chez ’homme, la fraction mitochondriale représente environ 23% de la masse

cardiaque (Schaper et al., 1985).
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Figure 3 : Schéma illustrant la phosphorylation oxydative mitochondriale. La chaine de
transport des ¢lectrons (fléchée en pointillée) fait intervenir 4 complexes protéiques
transmembranaires (I, II, IIT et IV) qui permettent le maintien d’un potentiel de membrane
grace au transfert de protons (H') & travers la membrane mitochondriale interne vers 1’espace
intermembranaire. Le gradient électrochimique ainsi créé est utilisé par I’ATP synthase (V)
pour produire de I’ATP grace a un transfert de protons de I’espace intermembranaire vers la
matrice mitochondriale (Pell et al., 2016).

C : cytochrome C ; Q : coenzyme Q.

La phosphorylation oxydative fait intervenir 4 complexes dits de la « chaine
respiratoire » qui transferent les électrons fournis par les composés réducteurs produits par le
cycle de Krebs (NADH et FADH;) jusqu’au complexe IV ou les molécules d’oxygeéne sont
réduites en molécules d’eau. Le transport des électrons le long de la chaine respiratoire est
responsable d’un transfert d’ions H' de la matrice vers 1’espace intermembranaire de la
mitochondrie, générant un gradient de protons au niveau de la membrane mitochondriale
interne. Le potentiel énergétique de ce gradient est ensuite utilis¢é par I’ATP synthase
(complexe V), le reflux de protons dans la matrice mitochondriale permettant la synthése
d’ATP a partir d’adénosine diphosphate (ADP) (Cooper, 2000). En condition de normoxie, ce
mécanisme est a ’origine de la synthése d’une faible quantit¢ d’EROs causée par une fuite
d’¢électrons lors de leur cheminement dans la chaine respiratoire, fuite qui aboutit a une
réduction de I’oxygene et a la formation d’anion superoxyde (O,”). Ces molécules possedent
un role fonctionnel dans la cellule mais peuvent devenir toxiques en cas d’accumulation.

Cependant, ces EROs sont rapidement éliminées par 1’action d’un systéme enzymatique
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compos¢ de la superoxyde dismutase (SOD), qui catalyse la dismutation de I’O,"en H,O», et
de la glutathion peroxydase, qui assure la réduction de I’'H,O, en H,O au cours de

I’oxydation du glutathion (Auten et al., 2009).

Dans les premiéres minutes de 1’ischémie, 1’absence d’oxygeéne inhibe la
phosphorylation oxydative mais celle-ci est alors compensée par une voie anaérobique de
syntheése d’ATP, la glycolyse acide. Cette voie présente un rendement bien plus faible et n’est
pas en mesure de maintenir le battement cardiaque. De plus, elle est responsable de
I’accumulation de lactate et de protons qui diminuent le pH intracellulaire (passant en 30
minutes d’ischémie d’un pH de 7,1 a 5,5-6,0) et contribuent a la baisse de 1’activité contractile
(Solaini et Harris, 2005). Cette diminution du pH intracellulaire est aussi due a I’ATP
synthase qui fonctionne a I’envers pour tenter de rétablir le potentiel de membrane
mitochondrial et qui hydrolyse de I’ATP, libérant un proton par molécule hydrolysée (Grover
et al., 2003). Toutefois, la diminution de pH protége le cceur dans un premier temps en
limitant la perméabilisation de la membrane mitochondriale et ainsi la mort des cellules

pendant I’ischémie (Qian et al., 1997).

L’ischémie est aussi responsable d’une perturbation de ’homéostasie ionique. En effet
’augmentation de la concentration en H' induit 1’activation de 1’échangeur Na'/H' qui
entraine ’accumulation de Na' intracellulaire. La concentration d’ATP étant trop faible, la
Na'/K" ATPase ne peut plus expulser le Na" intracellulaire et celui-ci active 1’échangeur
Na'/Ca®" provoquant une accumulation de Ca®" dans la cellule (Allen et Xiao, 2003 ; Gracia-
Dorado et al., 2012). Ce mécanisme peut aboutir a une surcharge calcique dans la cellule qui
s’accompagne d’une déplétion en ATP et de dommages mitochondriaux menant l1a encore a la
diminution de I’activité contractile du myocarde. Si I’ischémie perdure, des enzymes
dépendantes du calcium telles que les phospholipases et des protéines telles que les calpaines
sont activées et dégradent les composants cellulaires, ce qui aboutit a la formation de 1ésions
myocardiques irréversibles causées par la mort des cellules, principalement par nécrose
(Williams et Gottlieb, 2002 ; Neuhof et Neuhof, 2014). De plus, celle-ci est responsable de la
rupture de la membrane plasmique provoquant la libération de composés cytosoliques a
I’origine d’une réponse inflammatoire. L’ampleur des lésions causées dépend de la durée et
de I’intensité de I’ischémie. Il est donc important de permettre une revascularisation dans le

délai de temps aussi court que possible afin de limiter ces dommages.
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2.3. Effets de la reperfusion sur le myocarde

La reperfusion rapide du tissu ischémié par thérapie thrombolytique ou angioplastie
coronaire représente la stratégie la plus efficace pour limiter la taille d’infarctus engendrée,
améliorer 1’état clinique du patient et prévenir les complications. Elle permet de fournir de
nouveau des substrats et de ’oxygene au tissu resté un certain temps en condition d’hypoxie.
Toutefois, bien que cette reperfusion soit nécessaire, elle est aussi paradoxalement
responsable de dommages pouvant amplifier ceux déja survenus au cours de 1’ischémie

(Figure 4) (Yellon et Hausenloy, 2007).
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Figure 4 : Evolution des 1ésions myocardiques au cours d’un épisode d’ischémie-reperfusion.
La reperfusion, bien que permettant de limiter les dommages causés par une ischémie
permanente, est responsable de 1€sions supplémentaires dans les premiers instants suivant le
réapprovisionnement soudain du tissu en oxygene (AAR : aire a risque) (d’apres une figure de

Thibault et al., 2007).

La reperfusion ne garantit pas le retour de I’activité contractile cardiaque, celle-ci peut
s’accompagner d’une sidération du tissu cardiaque se traduisant par le maintien de I’arrét de
I’activité contractile du tissu malgré le retour de la circulation et I’absence de lésions
irréversibles. Ce symptome peut persister durant plusieurs jours voire semaines apres le début
de la reperfusion. De plus, malgré la reprise de la contraction, celle-ci peut s’accompagner
d’une arythmie potentiellement néfaste et responsable d’une insuffisance cardiaque chez le

patient.
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Le retour soudain d’O, au niveau cardiaque provoque une production importante
d’EROs, notamment au niveau mitochondrial, induisant une forte augmentation du stress
oxydant. Il occasionne une perturbation supplémentaire de I’homéostasie ionique. En effet, le
Ca”" intracellulaire accumulé dans la cellule pendant la phase ischémique diffuse dans la
mitochondrie lors de la reperfusion du fait de la restauration du potentiel de membrane
mitochondrial (Ohtsuka et al., 2004 ; Garcia-Dorado et al., 2012). Ainsi, cette surcharge
calcique mitochondriale, I’augmentation soudaine du stress oxydant par formation massive
d’EROs et le retour a un pH physiologique sont responsables d’une hypercontraction des
cellules cardiaques et de 1’ouverture du mPTP (Halestrap et Pasdois, 2009 ; Kalogeris et al.,
2014) (Figure 5).

v transitoi Survie
= « 71 pH Ouverturedu mPTP 2208 callulaire
!?D % ——> (libérationde facteurs
c E /1 EROs pro-apoptotiques)
8o e /1 Ca% °
g S * /' réponse inflammatoire S § m Apoptose
5 € (libération d’EROs) ft A 3 partielle
5 3 =5 2
£ T %
g - ]
o .
— Nécrose
e . SEvere
Temps>
" l *\I synthese ATP
P .vo * /1 Na*, Ca%*, H*
E ] 2 —> + /1 EROs Nécrose
O | «\J nutriments
:dc.) g_ » /1 facteurs pro- et apoptose
o £ inflammatoires
25
3 v
N travail contractile

Figure 5 : Schéma explicatif des conséquences de I’1schémie-reperfusion cardiaque au niveau
cellulaire. Au cours de l’ischémie myocardique, la chute de la synthése d’ATP et
I’accumulation d’ions Ca®" et H™ ainsi que des EROs dans les cellules aboutissent & leur mort
principalement par nécrose. La reperfusion du tissu ischémié bien que nécessaire, provoque
I’ouverture du mPTP suite au rétablissement du pH physiologique et a une augmentation
massive en Ca’" et en EROs. La perméabilisation de la membrane mitochondriale et la
libération dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques qui s’en suivent causent de nouvelles
1ésions dites « de reperfusion » dont I’importance croit en fonction du temps d’ischémie (1, 2

et 3 correspondant respectivement a des reperfusions précoce, intermédiaire et tardive).
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De nombreuses hypotheses concernant la structure de ce pore se sont succédées mais,
a ce jour, celle-ci reste une énigme. Plusieurs études ont tout d’abord considérées « 1’adenine
nucleotide translocator » (ANT), le « voltage-dependent anion channel » (VDAC), la protéine
translocatrice (TSPO) et la cyclophiline D comme des composants du mPTP (McEnery et al.,
1992 ; Zamzami et Kroemer, 2001). Toutefois 1’'usage de modeles animaux n’exprimant pas
ANT, VDAC ou TSPO ont montré que ces protéines ne sont pas des composants essentiels et
ne joueraient qu’un role de régulateur dans I’ouverture de ce pore (Kokoszka et al., 2004 ;
Krauskopf et al., 2006 ; Sileikyte et al., 2014). En revanche, il existe un consensus pour
considérer la cyclophiline D comme le principal régulateur de 1’ouverture du pore (Di Lisa et
al., 2011 ; Gutiérrez-Aguilar et Baines, 2015). Le rdle clé de cette protéine a été montré par
des expériences de délétion chez la souris (Basso et al., 2005). Le modele le plus récent
considere que I’ATP synthase serait le constituant majeur du mPTP bien que ce modéle soit

encore controversé (Bernardi et al., 2015).

L’ouverture du mPTP a la reperfusion est responsable d’un gonflement important de la
mitochondrie. Si I’ouverture n’est que transitoire et permet le maintien de la bonne intégrité
des mitochondries la cellule peut survivre a 1’épisode d’ischémie-reperfusion (Kerr et al.,
1999). A I'inverse, si I’ouverture du mPTP perdure au point d’induire le déchirement des
membranes mitochondriales externes, diverses molécules pro-apoptotiques contenues dans
I’espace intermembranaire sont libérées telles que le cytochrome C et provoquent la mort de
la cellule par apoptose ou nécrose suivant la sévérité des lésions mitochondriales (Halestrap et
Pasdois, 2009). Ainsi, le mPTP représente une cible potentielle afin de limiter les dommages

liés a la reperfusion myocardique en bloquant son ouverture.

3. Stratégies cardioprotectrices

I existe un grand nombre de stratégies ayant montré un fort potentiel cardioprotecteur
contre les Iésions de reperfusion chez 1’animal, méme si pour 1’heure bien peu aient montré
un véritable effet chez I’homme (Vander Heide et Steenbergen, 2013). Parmi ces traitements
cardioprotecteurs, nous n’en évoquerons qu’une partie parmi les plus décrits dans le but de
donner un apercu des moyens a disposition dans la lutte contre les dommages causés par

I’infarctus du myocarde.
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3.1. Inhibition de I’ouverture du mPTP

Le mPTP mitochondrial joue donc un role important dans 1’apparition des Iésions liées
a la reperfusion. Il a ainsi ét¢ montré que cibler la cyclophiline D, principal régulateur de
I’ouverture du mPTP, au moyen d’un ligand tel que la cyclosporine A permet d’améliorer les
fonctions mitochondriales de cardiomyocytes isolés a partir d’un cceur insuffisant cardiaque
(Sharov et al., 2007). Elle permet aussi de limiter la taille d’infarctus engendré aprés une
ischémie-reperfusion myocardique qu’elle soit administrée avant ou apres le début de
I’ischémie (Weinbrenner et al., 1998). La sangliféhrine A, un autre ligand de la cyclophiline
D, permet elle aussi la protection du cceur contre les lésions d’ischémie-reperfusion en

bloquant le mPTP (Clarke et al., 2002 ; Shanmuganathan et al., 2005).

Comme mentionné¢ précédemment, ’ouverture du mPTP est facilitée par une
surcharge en Ca”" intracellulaire. L’un des principaux régulateur de la concentration en Ca®"
dans la cellule est 1’échangeur Na'/Ca®", capable d’assurer le transport du Ca*" a travers la
membrane plasmique dans les deux sens. La perturbation de I’homéostasie ionique au cours
de I’ischémie-reperfusion induit une augmentation de 1’activité de ce transporteur a I’origine
de cette surcharge calcique. Son knock-out hétérozygote permet la protection du myocarde en
condition pathologique (Ohtsuka et al., 2004 ; Imahashi et al., 2005). A Dinverse la
surexpression de cet échangeur provoque une sensibilité plus importante face aux 1ésions liées
a I’ischémie-reperfusion (Cross et al., 1998). Limiter la surcharge calcique a 1’origine de

I’ouverture du mPTP représente donc une stratégie valide dans la protection de ces 1ésions.

Ces résultats confirment I’'implication du mPTP dans la survenue des lésions apres
ischémie-reperfusion. Mais les mécanismes aboutissant a son ouverture sont multiples, ce qui
se traduit par de nombreuses cibles stratégiques qui permettent d’assurer la protection du tissu

cardiaque.

3.2. Exercice physique

I1 est clairement établi que la pratique d’une activité physique réguliere permet de se
prémunir contre les risques de développer un infarctus du myocarde. De plus, ’action
bénéfique de I’exercice augmente en fonction de I’intensité de celui-ci (Sesso et al., 2000 ;
Tanasescu et al., 2002). Cette protection myocardique peut s’expliquer par la diminution du
taux de cholestérol LDL sanguin qui s’accompagne de I’augmentation des HDL (high density
lipoprotein), ceci étant associé a une diminution du risque d’infarctus (Warburton et al.,

2006). L’exercice physique est aussi a 1’origine de modifications structurelles au niveau de la
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circulation coronaire sur le long terme. Celles-ci se manifestent par une augmentation du
diameétre de la lumiere de I’artére coronaire et des artérioles, ainsi que par 1’augmentation de
la densité de ces derni¢res (Laughlin et al., 2012). Ces modifications s’accompagnent aussi

d’un accroissement de 1’activité vasodilatatrice dépendante de 1’endothélium.

L’exercice permet aussi de limiter les dommages occasionnés par la survenue d’une
ischémie-reperfusion cardiaque (Brown et al.,, 2003). Cette protection des Iésions
myocardiques se manifeste par le maintien d’une meilleure intégrit¢ des mitochondries.
Comme indiqué précédemment, 1’ischémie induit une chute de la synthése d’ATP causée par
une inhibition de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Celle-ci est partiellement
compensée par une accélération de la glycolyse acide, responsable paradoxalement de la
syntheése de produits déléteres pour la cellule tels que le lactate. Burelle et al. (2004) ont
montré que I’exercice physique provoque une adaptation du métabolisme énergétique avec
une diminution de la glycolyse acide au profit d’'une amélioration de la reprise des voies
aérobiques a la reperfusion, permettant une meilleure synthése d’ATP et la protection de la
cellule. Cependant le principal effet bénéfique de I’exercice est la diminution du stress
oxydant induite grace a I’augmentation de 1’expression de SOD-1 et 2, deux isoformes situées
respectivement au niveau de la membrane et de la matrice mitochondriale (Lee et al., 2012 ;
Powers et al., 2014). Celles-ci constituent la principale voie d’élimination des ions
superoxides fortement produits au cours de I’ischémie-reperfusion et impliqués dans
I’ouverture du mPTP. Il est d’ailleurs a noter que la surexpression de SOD-2 est suffisante

pour inhiber les lésions cardiaques li€es a I’ischémie-reperfusion (Chen et al., 1998).

3.3. Traitement anti-inflammatoire

Des études ont aussi montré que les récepteurs de type Toll, qui jouent un rdle dans
I’induction de I'immunité innée liée a la reconnaissance de pathogenes exogenes, sont
impliqués dans les Iésions liées a la reperfusion. En effet, des souris n’exprimant pas le géne
codant ce récepteur présentent une diminution de la taille de I’infarctus engendré apres

ischémie-reperfusion myocardique (Hua et al., 2007).

L’usage de certains traitements anti-inflammatoires a confirmé I’implication de
I’inflammation dans ces lésions puisqu’ils ont permis de réduire la taille de l’infarctus
engendré apreés l’ischémie-reperfusion myocardique (De Meyer et al., 2012 ; Wei et al.,

2013).
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3.4. Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est produit par la plupart des cellules, il assure une
régulation de diverses voies métaboliques et permet notamment une vasorelaxation artérielle
qui est dépendante de I’endothélium (Bauer et Sotnikova, 2010). Des études ont aussi montré
que le NO influence la sévérit¢é des lésions occasionnées par I’ischémie-reperfusion
myocardique. Différentes stratégies ont été utilisées afin de moduler sa disponibilité au niveau
cardiaque, tel qu’en stimulant 1’activité de I’oxyde nitrique synthase (NOS) endogéne ou en
utilisant des donneurs de NO. L’augmentation de la disponibilit¢ de NO grace a ces deux
stratégies a montré un effet cardioprotecteur apres ischémie-reperfusion (Csont et al., 1999 ;

Kanno et al., 2000).

3.5. Paradoxe du pH

Au cours de I’ischémie, la glycolyse anaérobique est responsable de la synthése de
lactate et de proton qui cause une diminution du pH intracellulaire. Ce pH est ensuite restauré
a une valeur physiologique lors de la reperfusion (Yellon et Hausenloy, 2009). Cette
restauration rapide du pH physiologique est impliquée dans les dommages liés a la
reperfusion (paradoxe du pH). En effet, maintenir le pH a une valeur inférieur a 7 apres le
début de la reperfusion montre un effet cardioprotecteur (Qian et al., 1997 ; Fukita et al.,
2007 ; Inserte et al., 2008). Cette protection s’explique par le fait que le maintien d’un pH
acide retarde 1’ouverture du mPTP et ainsi bloque la libération de facteurs pro-apoptotiques

dans le cytosol (Qiao et al., 2013).

3.6. Hypothermie corporelle

L’hypothermie est depuis longtemps connue pour protéger les organes et notamment
le cceur en condition d’ischémie. Ainsi, les organes en attente de transplantation sont pour
cette raison conservés en atmosphere froide. De la méme maniere, une diminution modérée de
la température corporelle (32°C) au cours de I’ischémie cardiaque permet de limiter

I’apparition de 1ésions ischémiques (Yang et al., 2011).

En ce qui concerne les lésions de reperfusion, les travaux étudiant les effets d’une
diminution de la température corporelle au début de la reperfusion du tissu cardiaque ont
montré des résultats contradictoires, provoquant un débat quant a I’efficacité cardioprotectrice

d’une telle stratégie (Tissier et al., 2011). Des résultats récents ont tout de méme montré que
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I’instauration d’une hypothermie modérée (32 - 35°C), diminue la taille d’infarctus observée
apres ischémie-reperfusion du myocarde mais préserve aussi les fonctions contractiles. Il est
toutefois important de permettre une diminution rapide de la température corporelle et cela le
plus tot possible apres le début de la reperfusion pour assurer ’efficacité de cette protection
(Tissier et al.,, 2012). Le caractére non spécifique de cette stratégie rend difficile
I’identification de cibles responsables de cet effet mais cette protection pourrait étre lice a

I’inhibition de 1’ouverture du mPTP.

3.7. Pré- et post-conditionnement ischémique

Une autre stratégie cardioprotectrice consiste a réaliser plusieurs cycles d’ischémie-
reperfusion du muscle cardiaque de courtes durées avant le déclenchement de son ischémie
prolongée. L’efficacité de cette méthode a tout d’abord été observée en 1986 quand une
équipe a montré que quelques cycles de 5 minutes d’ischémie suivie de 5 minutes de
reperfusion permettent de réduire de maniere significative la taille de I’infarctus provoqué par
une ischémie de 40 minutes (Murry et al., 1986). On parle alors de pré-conditionnement

ischémique (Figure 6) qui permet de retarder la nécrose ischémique.

Ischémie Reperfusion

Ischémie-
reperfusion

Pré-
conditionnement

Post-
conditionnement

Figure 6: Chronogrammes illustrant les protocoles de pré et post-conditionnements
ischémiques cardiaques. La couleur blanche illustre I’ischémie du tissu cardiaque en

opposition a la couleur rouge correspondant a sa perfusion.

Cette protection du pré-conditionnement est transitoire et ne persiste, aprés son
initiation, qu’entre une a deux heures (phase précoce). Toutefois une seconde fenétre de
protection plus longue est observée 24 heures plus tard (phase tardive) pouvant perdurer
autour de 72 heures (Iliodromitis et al., 2007). Les mécanismes de cette protection ne sont pas

pleinement établis mais celle-ci implique I’activation de kinases telles que la protéine kinase



C et plusieurs tyrosines kinases (Armstrong, 2004). De plus une voie impliquant d’autres
protéines kinases de survie, comme Akt (protéine kinase B) et Erk1/2 (« Extracellular signal-
regulated kinases »), joue un role important dans cette protection contre les Iésions liées a la
reperfusion (Hausenloy et Yellon, 2007). Cette voie est appelée voie RISK (pour
« Reperfusion Injury Salvage Kinase ») et son inhibition est responsable d’une perte d’effet

du pré-conditionnement ischémique (Hausenloy et al., 2005).

Il a par la suite ét¢ montré que le recours a de courts cycles d’ischémie-reperfusion
myocardique non plus avant mais apres une phase d’ischémie prolongée (Figure 6) permet
une protection du tissu cardiaque avec une efficacit¢ de méme ampleur que celle observée
avec le pré-conditionnement (Zhao et al., 2003). Les mécanismes d’actions de ce post-
conditionnement ischémique semblent similaires a ceux décrits pour le pré-conditionnement

et impliquent la voie RISK.

Une autre stratégie consistant cette fois a effectuer ces mémes cycles d’ischémie-
reperfusion myocardiques sur un organe différent du coeur permet 1a encore de diminuer la
taille de I’infarctus au niveau du myocarde. Cette stratégie de conditionnement a distance a
tout d’abord été montrée par pré-conditionnement en occluant a répétition une artére
circonflexe cardiaque avant d’effectuer une occlusion de plus longue durée de 1’artére
coronaire gauche (Przyklenk et al., 1993). Ce résultat montre que le pré-conditionnement
résulte de la synthése et du transport de facteurs cardioprotecteurs dans le tissu traité. D’autres
résultats ont ensuite montré que ce conditionnement a distance permet d’obtenir un effet
cardioprotecteur méme lorsqu’il est effectué au niveau d’autres organes tels que le rein ou la
patte chez le rat (Weinbrenner et al., 2002 ; Hausenloy et Yellon, 2008 ; Li et al., 2010a). 11
permet de plus d’assurer une protection aussi efficace et méme supérieure au post-
conditionnement local (Gritsopoulos et al., 2009). Tamareille et al. (2011) ont montré que
I’association du post-conditionnement local et d’un conditionnement ischémique a distance

durant la fin de I’ischémie cardiaque permet une protection encore supplémentaire.

3.8. Effet de facteurs de comorbidité sur 1’effet des stratégies cardioprotectrices

Comme nous venons de le voir, les ¢tudes réalisées chez I’animal ont mis en évidence
plusieurs stratégies capables de protéger le myocarde contre les dommages liés a 1’ischémie-
reperfusion myocardique. Toutefois, les résultats obtenus chez I’homme se sont révélés
décevants et aucun concept expérimental, transposé en clinique, n’a permis de démontrer un

effet cardioprotecteur chez I’homme. L’un des exemples les plus récents est 1’essai clinique
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de phase III CIRCUS qui a cherché a vérifier I’effet cardioprotecteur de la cyclosporine
injectée avant 1’angioplastie coronaire de patients présentant un infarctus du myocarde (Cung
et al., 2015). Malgré de bons résultats chez I’animal et un essai de phase Il encourageant,
I’essai clinique CIRCUS n’a montré aucun effet bénéfique aprés un an sur les patients traités
par rapport au groupe ayant recu le placébo. Cette difficulté de transposition de résultats chez
I’homme peut étre due a des différences entre espéces mais aussi a la présence chez I’homme
de facteurs de comorbidité qui sont souvent associés a I’infarctus du myocarde. Ceux-ci
peuvent interférer avec 1’efficacité de ces stratégies et ne sont pas pris en compte dans les
modeles expérimentaux. Les principaux facteurs de comorbidité sont le vieillissement,

I’hypercholestérolémie, le diabete et I’obésité.

3.8.1.Le vieillissement

La majorité des patients susceptibles de bénéficier d’une stratégie cardioprotectrice
complémentaire appartient a une tranche d’age avancée ; aux USA par exemple, les maladies
coronariennes affectent 50% des plus de 65 ans et plus de 80% de la mortalité associée a ces
pathologies apparait dans ce groupe d’age (Jahangir et al., 2007). Le vieillissement est ainsi
un facteur de comorbidité associé¢ a une augmentation des risques d’infarctus et du taux de

mortalité.

De plus, le vieillissement s’accompagne d’une diminution de 1’efficacité de différentes
stratégies cardioprotectrices telles que le pré-conditionnement ischémique. Ebrahim et al.
(2007) ont montré une diminution de I’effet de ce conditionnement sur des cceurs de rats
d’age moyen (12-13 mois). Toutefois, d’autres études ont montré que 1’augmentation de
I’intensité du stimulus de pré-conditionnement permet de restaurer la cardioprotection mais
que D’effet protecteur est définitivement perdu sur les cceurs de rats d’age plus éleveé (18-20
mois) (Schulman et al., 2001). La perte d’efficacité due au vieillissement a également été
décrite pour le pré-conditionnement pharmacologique (Sniecinski et Liu, 2004 ; Nguyen et al.,
2008), le post-conditionnement (Przyklenk et al., 2008) et le conditionnement a distance (Hu

etal., 2002).

Des résultats cliniques ont montré [Dinefficacit¢ d’un protocole de pré-
conditionnement ischémique (pré-occlusion de 120 secondes) sur des patients agés (moyenne
de 71 ans) alors que les coeurs de patients adultes (45 ans en moyenne) sont préservés des
Iésions d’ischémie reperfusion par ce stimulus (Lee et al., 2002). On retrouve toutefois une

protection des cceurs de patients agés en prolongeant la durée de pré-occlusion (passage a 180
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secondes). Cette étude montre que 1’effet du vieillissement est associ¢ a une atténuation de
I’activation des canaux potassium ATP dépendants mitochondriaux (K-ATP), connus pour

étre impliqués dans ’effet du pré-conditionnement ischémique (Gross et Auchampach, 1992).

3.8.2.Le diabéte

Le diabéte est un facteur de comorbidité important de I’infarctus du myocarde. 1l est
responsable d’un doublement des risques de la fréquence de cette pathologie et limite la
récupération des patients apres sa survenue (Zairis et al., 2004 ; Emerging Risk Factors
Collaboration et al., 2010). De plus, la mortalité¢ a la suite de I’infarctus du myocarde est
supérieure chez les patients diabétiques, ce qui peut s’expliquer au moins partiellement par

une augmentation de la taille de 1’aire infarcie (Orchard et al., 2006 ; Alegria et al., 2007).

Des études ont de plus montré chez le rat, quun phénotype diabétique induit une
diminution de sensibilité¢ de 1’effet bénéfique du pré-conditionnement ischémique et nécessite
I’augmentation de I’intensité du protocole utilis€¢ pour que soit observée une cardioprotection
(Bouchard et Lamontagne, 1998). Ce résultat pouvait aussi s’expliquer par une diminution de
la sensibilité de 1’activation des canaux K-ATP chez les animaux diabétiques (Kerstern et al.,

2001 ; Tsang et al., 2005).

Cet effet du diabete sur la sensibilité au pré-conditionnement ischémique a ¢été
confirmé chez I’homme (Lee et Chou, 2003), ceci peut s’expliquer par un dysfonctionnement
mitochondrial associ¢ a une augmentation d’EROs. Ce stress oxydant accrue induit le
découplage de la NO synthase, qui provoque une diminution de la concentration du NO et une
syntheése accrue d’EROs (Wang et al., 2000 ; Hassouna et al., 2006). Une dysfonction de la
régulation calcique au niveau du réticulum sarcoplasmique a également été rapportée chez les

souris diabétiques db/db (Stolen et al., 2009).

3.8.3.L obésité

L’obésité correspond a un exces de graisse important pouvant entrainer de séveres
problémes de santé et touche aujourd’hui un grand nombre d’individus. En 2012, la
proportion des francais atteints d’obésité a été évaluée a 15%, sachant que 32,3% des francais

restant étaient en surpoids (enquéte ObEpi-Roche 2012).

L’accumulation du tissu adipeux est responsable d’une augmentation de la demande

métabolique en oxygene et s’accompagne d’une augmentation de la tension artérielle
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aboutissant a une hypertrophie cardiaque notamment au niveau du ventricule gauche (Vasan,
2003 ; Avelar et al., 2006). Des études ont aussi montré que 1’obésité est a I’origine d’une
diminution du couplage entre la consommation en oxygene et la production d’ATP dans la
mitochondrie (Boudina et al., 2005). De plus les acides gras sont aussi responsables d’une
diminution de la fonction cardiaque en provoquant la diminution de la synthése d’ATP (Yu et
al., 2014). 11 a ainsi été observé une relation linéaire entre la sévérité de I’obésité et le risque
de survenue de I'infarctus du myocarde (Yusuf et al., 2005 ; Zhu et al., 2014). Ce résultat est
corr¢lé au fait que I'obésité est associé a un syndrome inflammatoire systémique pouvant

aider au développement du diabete et de I’athérosclérose (Lumeng et al., 2011).

Comme les autres facteurs de comorbidité, I’obésité provoque une diminution de
I’effet protecteur de stratégies de conditionnement ischémique (pré et post) dans les modéles
animaux (Katakam et al., 2007 ; Wagner et al., 2008). Les mécanismes évoqués sont une
augmentation du stress oxydant, ainsi qu’un défaut d’activation des K-ATP et de la glycogéne

synthase kinase 3 impliquées dans la cardioprotection.

3.8.4.L’hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie est un facteur qui favorise la survenue de l’infarctus du
myocarde, mais elle est aussi responsable d’une augmentation des 1€sions causées par cette
pathologie et du retard du rétablissement de la fonction contractile myocardique a la
reperfusion (Golino et al., 1987 ; Wang et al., 2003 ; Ungi et al., 2005). Le fait que des
molécules qui permettent de diminuer la syntheése de cholestérol dans ’organisme telles que
les statines posseédent un effet cardioprotecteur confirme le role délétére de son accumulation
(Osborne et al., 1989 ; Stenestrand et al., 2001). Cette famille de molécules inhibe I’activité
de la hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMG-CoA réductase), une enzyme qui assure la

synthése d’acide mévalonique, 1’étape limitante de la formation de cholestérol.

Comme d’autres facteurs de comorbidité, I’hypercholestérolémie perturbe I’effet des
stratégies cardioprotectrices telles que I'utilisation de donneurs de NO (Tang et al., 2004) ou
les post- et pré-conditionnements ischémiques (Szilvassy et al., 1995 ; Kupai et al., 2009). Ce
résultat se confirmerait aussi chez ’homme puisqu’une perte de 1’effet cardioprotecteur du
post-conditionnement a été observée chez des patients hyperlipidémiques (Kyriakides et al.,

2002).
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Il faut cependant noter que certaines ¢tudes ont montré que le pré-conditionnement
conserve sa fonction cardioprotectrice en cas d’hypercholestérolémie chez 1’animal
(Iliodromitis et al., 2006 ). De plus, d’autres stratégies cardioprotectrices restent efficaces en
condition d’hypercholestérolémie telles que I’exercice physique (Pons et al., 2013) ou le
traitement au moyen de certaines statines (Wee et al., 2008), cela sans nécessairement

provoquer de diminution de la concentration du cholestérol sanguin (Andreadou et al., 2012).
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Chapitre L.II Le cholestérol

1. Définition du cholestérol

Le cholestérol est un composant majeur des bicouches lipidiques constituant les
membranes cellulaires chez les eucaryotes supérieurs. Connu depuis le 18iéme siecle, son
implication dans de nombreuses fonctions cellulaires, ainsi que dans diverses pathologies en

ont fait, depuis lors, un sujet d’étude important (Ikonen, 2008).

Le cholestérol est une molécule lipophile constituée de quatre cycles carbonés rigides,
comprenant trois cycles de type cyclohexane (A, B, C) et un cycle de type cyclopentane (D)
(Figure 7A). L’ensemble des jonctions reliant ces cycles présentent une isomérie de type
trans, ce qui se traduit par un enchainement de ces différents cycles de maniére plane (Figure
7B). Deux groupements méthyles, reliés aux carbones 10 et 13, sont orientés de manicre
orthogonale par rapport a ce plan et du méme co6té de celui-ci. A 1’'une des fins du systéme
cyclique de ce stérol se trouve un groupement hydroxyle (sur le carbone 3), ce groupe forme
la téte polaire du cholestérol correspondant a sa partie hydrophile. Enfin a I’opposé, se trouve
la chaine latérale du cholestérol, une chaine isooctyle flexible (sur le carbone 17) (Grouleft,

2015).

Figure 7 : Structure du cholestérol : (A) représentation de Cram du cholestérol ; (B) modeles

de remplissage de 1’espace et en batons de la molécule (Song et al., 2013).
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La structure du cholestérol lui permet de s’insérer dans les bicouches lipidiques
constituant les membranes cellulaires. Il peut ainsi s’aligner avec les autres lipides en
orientant sa chaine isooctyle vers ’intérieur de la bicouche lipidique et son groupement
hydroxyle a I’interface entre la membrane et la phase aqueuse. Cependant sa téte polaire reste
basse dans la membrane en comparaison a celle des phospholipides, qui est plus chargée et

plus exposée vers 1’extérieur de la membrane (Song et al., 2013).

De part sa propriété hydrophobe, le cholestérol n’est pas soluble dans le sang et
requiert donc I’intervention de lipoprotéines pour son transport via la circulation sanguine a
travers 1’organisme. Son transport du foie vers les autres organes périphériques est assuré par
les LDL alors que le transport inverse des organes périphériques vers le foie, ou le cholestérol

est éliminé afin d’éviter son accumulation, s’effectue sous la forme de HDL.

Phospholipides

Lipoprotéines Densité (g/ml})| Taille (nm) Lipides majeurs |Apolipoprotéines majeures
: . mep Apo B-48, Apo C, Apo E,
Chyl 0,930 75-1200 T d
ylomicrons <0, riglycérides Apo Al, Al A-IV
i e 0,930- 1,006 30-80 Tislyciries ApoB-48, ApoE
chylomicrons Cholestérol
Very low density ; 45
0,930- 1,006 30-80 Trigl d ApoB-100,Apo E, Apo C
lipoproteins (VLDL) ’ ’ PR i +APOE, APO
Int-ermedla-ry density 1,006-1,019 2535 Trlglycer!des Apo B-100, Apo E, Apo C
lipoproteins (IDL) Cholestérol
 lowe denslty 1,019- 1,063 18-25 Cholestérol ApoB-100
lipoproteins (LDL)
High density Cholestérol Apo A-l,Apo A-ll, Apo C,
lipoproteins (HDL) e —— Phospholipides ApoE

Figure 8 : Schéma de la structure des lipoprotéines et tableau récapitulatif des différentes
lipoprotéines et de leur composition. Les lipoprotéines sont rangées en ordre croissant de
densité, celle-ci augmente a mesure que la quantité de triglycérides contenue dans le cceur

lipidique diminue (données extraites de Feingold et Grunfeld., 2015).
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Les lipoprotéines sont des particules complexes comprenant un noyau hydrophobe
central composé de lipides non polaires tels que des esters de cholestérol et des triglycérides.
Ce noyau est entouré¢ d’une membrane hydrophile composée de phospholipides, de
cholestérol libre et d’apolipoprotéines. Ces apolipoprotéines permettent la cohésion et la
solubilisation de ces lipoprotéines dans le sang. La nature des apolipoprotéines détermine la
nature de la lipoprotéine formée (Figure 8) et constitue un site de reconnaissance des

lipoprotéines par les cellules.

2. Svynthése du cholestérol

Le cholestérol est synthétisé dans 1’organisme, mais il peut aussi étre absorbé par le
biais de 1’alimentation. Le rapport synthése de cholestérol dans I’organisme / absorption a
partir de nourriture a été estimée a environ 70/30 (Ikonen, 2008), bien que ce chiffre varie
d’un individu a DPautre et en fonction du régime alimentaire de la personne. En cas
d’absorption trop importante, le corps compense cette absorption de cholestérol en réduisant
la quantité synthétisée et inversement.
Le foie est le principal organe synthétisant le cholestérol, mais le cholestérol est aussi
synthétisé en une plus faible quantité dans d’autres organes tels que les glandes surrénales et
les organes reproducteurs. Cette synthése est réalisée par diverses enzymes réparties entre le

cytosol et le réticulum endoplasmique (Krisans et al., 1996).

Le premier substrat de cette synthése est 1’acétyl-CoA qui peut étre produit dans la
mitochondrie par glycolyse ou par B-oxydation des acides gras. Deux molécules d’acétyl-CoA
sont ainsi condensées dans le cytosol pour former une molécule d’acétoacétyl-CoA grace a
I’acétoacétyl thiolase. A cette molécule est ensuite ajoutée une troisiéme molécule d’acétyl-
CoA grace a la HMG-CoA synthase pour former une molécule de HMG-CoA. Cette molécule
est ensuite réduite en mévalonate par la HMG-CoA reductase qui est située exclusivement au
niveau du réticulum endoplasmique et dont I’activité représente 1’étape limitante de la
syntheése du cholestérol (Krisans et al., 1996 ; McFarland et al., 2014). Elle peut ainsi étre
ciblée pour diminuer la synthese du cholestérol dans 1’organisme grace a des statines, une

famille de molécules qui diminue son activité.

Le mévalonate est ensuite converti, grace a trois réactions nécessitant I’ATP, en
isopentényl pyrophosphate, un composé capable d’étre isomérisé en diméthylallyl
pyrophosphate. La condensation successive de deux molécules d’isopentényl pyrophosphate a

ce dernier compos¢é aboutit a la synthése d’une molécule de farnésyl pyrophosphate, qui en
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réagissant avec une autre molécule de farnésyl pyrophosphate, forme le squaléne (Figure 9)

(Berg et al., 2002).

CH3
H,C 0PO,0PO,3
Isopentényl pyrophosphate
Isopentényl CHs
hosphat
pyrophosphate .
PPi Chs CH; X
0PO,0P0;3
CH; CHs X CH; N
0PO,0P0,;3
N ™ N
H3C OP0,0PO3* HsC H3C
Diméthylallyl pyrophosphate Géranyl pyrophosphate Farnésyl pyrophosphate
Farnésyl pyrophosphate + NADPH
2 PPi + NADP* + H*
CH; CH;

Squaléne

Figure 9 : Voie de synthése du squaléne par condensation de molécules dérivées du

mévalonate. PPi : anion pyrophosphate.

La cyclisation du squaléne conduit finalement a la synthése du premier stérol de cette
voie, le lanostérol. Il existe ensuite deux voies capables de métaboliser le lanostérol en
cholestérol, d’un coté la voie Bloch (Bloch, 1965) et de 1’autre, la voie Kandutsch-Russell
(Kandutsche et Russell, 1960) (Figure 10). La premic¢re de ces deux voies comprend
différentes réactions s’achevant par la synthése de desmostérol qui donne le cholestérol par
réduction par la 24-déshydrocholestérol réductase de la double liaison présente au niveau du
carbone 24 de la molécule. L’autre voie a été observée par Kandutsch et Russell dans des
glandes prépuciales de souris, celle-ci débute par la réduction de la double liaison du carbone
24 du lanostérol. Cependant, malgré la nature différente des molécules impliquées dans cette
voie, avec notamment la présence du lathostérol, les enzymes intervenant restent les mémes
que dans la voie Bloch (Cerqueira et al., 2016). Ainsi, deux voies dont I’importance varie
suivant les organes permettent la syntheése du cholestérol a partir de lanostérol, la voie Bloch

¢tant toutefois globalement prédominante.
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QSJVY —>  Bloch pathway
—>  Kandutsch-Russell pathway

Squaléne
HO H H HO HO HO
Lanosterol ff- MAS t- MAS Zymosterol Dehydrolathosterol 7- Dehydrodesmosterol Desmosterol
§ §
Dihydrolanostérol Dihydro-ff-MAS Dihydro-t-MAS Zymostérol Lathostérol 7-Déhydrocholestérol Cholestérol

Figure 10 : Voies de synthése du cholestérol a partir de squaléne. Les fleches pleines en noir
montrent la voie Bloch, celles en rouge montrent la voie Kandutsch-Russell et celles en

pointillées noires représentent les réactions permettant le passage de la premiere a la seconde.

Des travaux plus récents ont montré la possibilité de voies hybrides aboutissant a la
synthése du cholestérol (Bae et al., 1997 ; Mitsche et al., 2015). En effet la réduction de la
liaison du carbone 24 pourrait aussi se faire entre les étapes du lanostérol et du desmostérol,
se traduisant par une voie Bloch bifurquant en cours de route vers la voie Kandutsch-Russell

(Figure 10).

3. Absorption du cholestérol

Comme mentionné précédemment, malgré notre capacité a le synthétiser, une partie
importante du cholestérol disponible dans notre organisme provient de I’alimentation suite a
son absorption au niveau de I’intestin (Ikonen, 2008). L’équilibre entre ces deux phénomenes
est étroitement régulé afin d’assurer le maintien d’une cholestérolémie contrélée. Le
rendement de la synthése du cholestérol par I’organisme est en effet modulé en fonction de la
quantité de cholestérol absorbé dans le but de limiter les risques d’hypercholestérolémie.
L’augmentation de I’ingestion de cholestérol est a I’origine de I’inactivation de protéines de
liaison des ¢éléments de réponse aux stérols (SREBP) qui restent alors fixées au niveau du
réticulum endoplasmique. Une diminution du cholestérol, quant a elle, provoque 1’activation
de SREBP qui permet d’augmenter 1’expression de génes nécessaires a sa synthése (Horton et

al., 2002 ; Radhakrishnan et al., 2007).

Outre le cholestérol, I’absorption d’autres nutriments présents dans 1’alimentation
induisent une augmentation de la cholestérolémie, tels que les acides gras insaturés et trans,
ou les fibres alimentaires solubles (Grundy et al., 2016). Chacun de ces nutriments
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individuellement n’a que peu d’impact sur le taux de cholestérol sanguin, mais le cumule de
leur effet peut induire une augmentation plus significative pouvant aller jusqu’a une hausse

d’environ 25%.

Le cholestérol ne peut pas circuler librement dans la lumiére de ’intestin pour étre
absorbé, d’autres molécules telles que les acides biliaires sont nécessaires a ce mécanisme. Ce
sont des molécules amphiphiles alors que le cholestérol est une molécule trés insoluble dans
I’eau. Cette propriété permet aux acides biliaires d’aider au transport du cholestérol dans le
systetme digestif en formant des micelles au contact de la membrane plasmique des
entérocytes. Les micelles sont généralement de forme sphérique ou parfois en forme plus
allongées en fonction du rapport lipide/bile qui les compose. Ils sont constitués de lipides
polaires arrangés de manicre ordonnée et orientés de sorte a diriger leur téte polaire en
direction de la phase aqueuse. Les acides biliaires, eux, sont arrangés perpendiculairement
entre leur téte polaire. Ils proviennent de la vésicule biliaire qui se contracte lors de la

digestion pour libérer son contenu dans I’intestin et aider a digérer les graisses (Cohen, 2008).

A TP’intérieur de I’intestin, le cholestérol hydrophobe, est solubilisé dans ces micelles,
ce qui permet de faciliter son transport a travers la barriére de diffusion des cellules
responsables de ’absorption du cholestérol, les entérocytes (Ikonen, 2008). Bien que cela
puisse varier d’un individu a I’autre, environ 50% du cholestérol ingéré y est absorbé (Sudhop
et al., 2009). Le médiateur clé de cette absorption est la protéine NPC1L1 (Niemann—Pick C1-
like 1) (Altmann et al., 2004). Le role de cette protéine dans 1’absorption intestinale du
cholestérol a été établi apres ’avoir identifié comme étant la cible d’une molécule servant a
traiter des patients atteints d’hypercholestérolémie, I’ézétimibe (Davis et al., 2004). NPCI1L1
est ainsi capable de lier le cholestérol a la surface des entérocytes et le complexe résultant est
ensuite internalisé sous forme de lysosome via une endocytose dépendante de la clathrine (Yu
et al., 2005) (Figure 11). NPCIL1 ne serait toutefois pas uniquement responsable de
I’internalisation du cholestérol dans les entérocytes, mais aussi d’autres stérols, notamment
d’origine végétale, tel que le phytostérol. En effet, des souris n’exprimant pas NPCILI
montrent une réduction de 1’absorption de ces stérols, ainsi qu’une résistance a 1’accumulation

de cholestérol dans 1’organisme induite par un régime riche en stérols (Altmann et al., 2012).
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Figure 11 : Schéma récapitulatif de 1’absorption par les entérocytes du cholestérol présent au
sein des micelles dans la lumiere de I'intestin (Wang, 2007). Le cholestérol, présent dans les
micelles au niveau de la lumiére intestinale, passe la membrane des entérocytes grace a
I’action de la protéine NPCI1L1. Il peut alors soit étre transféré dans la lymphe grace aux
protéines ACAT2 et MTTP et transporté par les chylomicrons, soit étre rejeté dans I’intestin
par ABCGS5 et ABCGS.

NPCIL1 : Niemann—Pick Cl-like 1 ; ACAT2 : Acyl-CoA cholesterol acyltransferase 2 ;
MTTP : Microsomal triglyceride transfer protein ; ABCG : ATP-binding cassette sub-family

G member.

Une partie du cholestérol absorbé, mais surtout les autres stérols impropres a
I’organisme sont ensuite redirigés dans la lumiére de [Dintestin grice au couple
ABCGS5/ABCGS8 (ATP-binding cassette sub-family G member), qui permet leur élimination
de I’organisme et donc prévient I’accumulation des stérols alimentaires (Wang et al., 2014).
L’acyl-CoA cholesterol acyltransferase 2 (ACAT?2) transforme le cholestérol absorbé en ester

de cholestérol.

Le cholestérol est ensuite stocké sous la forme de chylomicrons afin de permettre son
transport dans la circulation. Cette organisation du cholestérol fait intervenir la protéine
MTTP (Microsomal triglyceride transfer protein). Le chylomicron est une lipoprotéine dont la
surface est couverte d’'une monocouche de phospholipides contenant du cholestérol libre et

qui est entourée 1’apolipoprotéine B48 (apoB48). Ces chylomicrons sont ensuite libérés dans
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la lymphe au niveau du conduit thoracique qui prend en charge la circulation du cholestérol

(Hussain, 2014).

Les chylomicrons interagissent au niveau des tissus adipeux et du muscle squelettique
avec des lipoprotéines lipases qui causent 1’hydrolyse des triglycérides des noyaux et la
libération d’acides gras libres. Ces acides gras passent a travers les capillaires des cellules
endothéliales et atteignent les adipocytes et les cellules des muscles squelettiques pour étre
stockés et oxydés. Apres €limination du noyau des triglycérides, se forment des résidus de
chylomicrons plus riches en esters de cholestérol et caractérisés par la présence
d’apolipoprotéines B, CIII et E. Ces résidus sont 6tés de la circulation grace a la fixation des
apolipoprotéines E sur des récepteurs présents au niveau des cellules hépatiques qui
permettent 1’entrée de ces résidus dans la cellule par endocytose et leur catabolisme par les
lysosomes. Le cholestérol est alors libéré pour étre soit converti en acides biliaires et excrété
dans la bile, soit stocké dans des lipoprotéines formées dans le foie, les VLDL (Cooper et

al.,1997).

4. Transport du cholestérol dans I’organisme

Le cholestérol étant une molécule hydrophobe, son transport dans le plasma nécessite
une liaison a différentes lipoprotéines (Figure 8) telles que les chylomicrons qui permettent
son stockage dans le foie. Chaque famille de lipoprotéines est composée d’apolipoprotéines
spécifiques qui aident & maintenir leur stabilité, les fixent au niveau de récepteurs sur leurs

cellules cibles et permettent un échange de lipides entre lipoprotéines.

Les VLDL sont des lipoprotéines riches en triglycérides formées dans le foie a partir
d’acides gras et de carbohydrates. Elles sont ensuite libérées dans la circulation sanguine,
interagissent avec les capillaires des tissus, ce qui conduit a 1’hydrolyse de leur noyau de
triglycérides, formant des résidus de VLDL riches en esters de cholestérol. Une partie de ces
résidus qui n’est pas réabsorbée par les cellules hépatiques est modifiée par substitution des
triglycérides restant par des esters de cholestérol et retrait de toutes les apolipoprotéines a
I’exception de I’apolipoprotéine B. Ce processus permet la synthése de LDL riches en
cholestérol. Leur fonction est d’approvisionner en cholestérol les tissus présentant des
récepteurs aux LDL, comme les glandes surrénales, le muscle squelettique, les lymphocytes,
les gonades et les reins. L’apport de cholestérol par ce processus est étroitement régulé par sa
synthése dans les cellules cibles. En effet, ’augmentation des LDL au niveau de ces cellules

provoque une diminution de la synthése de HMG CoA réductase et une augmentation du
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stockage de cholestérol par les cellules. A I’inverse, une augmentation du cholestérol dans les
cellules est responsable d’une diminution de I’expression en récepteurs des LDL permettant la

régulation de cet approvisionnement (Feingold et Grunfeld, 2000).

Contrairement aux LDL, les HDL sont chargées de transporter le cholestérol des
organes périphériques vers le foie, on parle alors de voie de transport inverse du cholestérol.
Cette voie permet d’éviter I’accumulation du cholestérol dans 1’organisme pour le stocker

dans le foie ou il peut étre réabsorbé par les LDL pour alimenter d’autres organes.

Les HDL sont les plus petites et les plus denses des lipoprotéines, les protéines
représentant environ 50% de leur masse et 1’apolipoprotéine A-I correspondant a environ 70%
de cette masse protéique. Cette apoliprotéine est synthétisée a la fois dans le foie et I’intestin
et est sécrétée dans le sérum. Ces protéines s’associent entre elles, avec des membranes
phospholipidiques et le cholestérol pour former des pré-HDL pauvres en lipides. Ces pré-
HDL sont capables de capter le cholestérol des macrophages des parois artérielles via le
récepteur de I’ATP-binding cassette A-1 (ABCA-1). Le cholestérol est ensuite transféré dans
les HDL pauvres en lipides ou il est estérifi¢ par la lécithine-cholestérol acyltransférase. A
mesure que le cholestérol est estérifié, il est stocké dans le noyau des HDL pour former des

lipoprotéines matures (Rosenson et al., 2012).

Les HDL posseédent deux mécanismes pour se décharger de leur cholestérol. Elles
peuvent (1) le transférer au niveau du foie de maniére facilitée par I’intermédiaire d’une
protéine scavenger receptor-B1 (SR-B1) et ainsi mener a la formation de bile et a sa sécrétion
au niveau de I’intestin ; (2) le transmettre aux LDL, un processus dépendant de la cholesteryl

ester transfer protein (CETP).

5. Régulation du cholestérol dans I’organisme.

Le cholestérol joue un rdle important dans de nombreuses voies cellulaires et celui-ci
est de ce fait fortement régulé afin d’assurer leur bon fonctionnement. Par ailleurs,
I’accumulation de cholestérol dans 1’organisme est responsable d’une augmentation des
risques de maladies cardiovasculaires ainsi que de I’aggravation des lésions qui y sont li€es.
Le controle de la concentration du cholestérol se fait a la fois par la régulation de son

anabolisme et de son catabolisme.
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5.1. Régulation de ’anabolisme du cholestérol

L’¢étape limitante de I’anabolisme du cholestérol est la synthése de mévalonate a partir
de la HMG-CoA, assurée par la HMG-CoA réductase qui est une cible pharmacologique pour
la prévention de I’hypercholestérolémie (McFarland et al., 2014). L’activité de cette enzyme
est de plus régulée par le cholestérol lui-méme. Cette protéine contient un domaine
cytoplasmique, ainsi qu'un domaine membranaire qui lui permet de détecter le cholestérol. En
cas d’exces (ou d’autres stérols), il se produit un changement structurale dans ce domaine qui
le rend plus susceptible a la destruction par le protéasome. La synthése de cholestérol peut
aussi étre diminuée par ’activation de la « AMP-activated protein kinase » ou AMPK. Cet
effet implique aussi la HMG-CoA réductase qui est alors phosphorylée par cette enzyme, ce

qui provoque une réduction de son activité (Clark et Hardie, 1990 ; Zhang et al., 2015).

L’expression d’autres genes impliqués dans 1’absorption du cholestérol alimentaire est
aussi influencée par I’ingestion d’une quantité trop importante de cholestérol. Ainsi, NPCILI,
le couple ABCG5/ABCGS8 et MTTP présentent un ¢élément de réponse au cholestérol au
niveau de leur promoteur qui provoque une diminution de leur transcription en ARNm en

condition d’hypercholestérolémie (Lin et al., 1995 ; Davis et al., 2004 ; Field et al., 2004).

5.2. Régulation du catabolisme du cholestérol

Le catabolisme du cholestérol a lieu dans le foie, ou il est stocké et est assuré
principalement par la voie de synthese des acides biliaires. Bien que plusieurs des enzymes
impliquées dans cette voie soient actives dans d’autres tissus, le foie est le seul organe capable
de cette synthese. La voie principale ou « classique » de synthése des acides biliaires est
initiée par I’hydroxylation du cholestérol en position 7 via I’action de la cholestérol 7a-
hydroxylase (CYP7A1), une enzyme de la famille des cytochromes P450 localisée au niveau
du réticulum endoplasmique. Il existe une voie alternative de synthése des acides biliaires qui
implique I’hydroxylation du cholestérol en position 27 par une enzyme mitochondriale, la
cholestérol 27-hydroxylase (CYP27A1). Cette autre voie est appelée voie acide de synthése
des acides biliaires. Les intermédiaires formés par cette voie sont ensuite hydroxylés en

position 7 par I’oxystérol 7a-hydroxylase (CYP7B1) (Lorbek et al., 2012) (Figure 12).
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Figure 12 : Voies de synthese hépatique des deux principaux acides biliaires. Au niveau

hépatique, le cholestérol est dégradé pour former des acides biliaires. Les deux principaux
sont I’acide chénodéoxycholique et I’acide cholique dont la synthése a partir de cholestérol est

initiée respectivement par le CYP27A1 et le CYP7AL.

Les récepteurs LXR (Liver X Receptor) ou récepteurs nucléaires aux oxystérols
agissent comme récepteurs du cholestérol et de ses dérivés oxydés qui s’accumulent quand le
taux de cholestérol devient trop élevé. Les LXR sont exprimés au niveau nucléaire dans le
foie et dans le systéme digestif inférieur afin d’assurer cette fonction (Zhao et Wright., 2010).
LXR-B a pour role d’activer le transport inverse du cholestérol des organes périphériques vers
le foie. LXR-a quant a lui se trouve au niveau du foie et aide au catabolisme du cholestérol en

acide biliaire.

Les acides biliaires sont ensuite stockés au niveau de la vésicule biliaire. Leur
transport a travers les membranes canaliculaires du foie est un processus ATP-dépendant géré
par la bile-salt excretion pump (BSEP). La conjugaison de ces acides améliore leur solubilité
et empéche leur diffusion a travers les membranes cellulaires de I’intestin. Les acides biliaires
étant incapables de quitter la lumiére de l’intestin, leur concentration augmente jusqu’a

induire la formation de micelles permettant 1’émulsification et ainsi 1’absorption des lipides.
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Comme vu précédemment, parmi les enzymes qui interviennent dans la dégradation du
cholestérol a I’intérieur des cellules, plusieurs appartiennent a la famille des cytochromes
P450 comme le CYP27A1, fortement exprimé dans le foie (Barau et al., 2015). Ces enzymes
sont des oxygénases, ayant pour role de permettre 1’oxygénation de différents substrats, tel
que le cholestérol. Un autre cytochrome participant a la régulation du catabolisme du
cholestérol est le cytochrome P450 scc (side chain cliving) ou CYP11A1. Cette enzyme est
principalement présente au niveau des organes stéroidogéniques tels que les gonades, les
glandes surrénales ou le cerveau. Elle est située au niveau de la membrane interne
mitochondriale et permet de cataboliser le cholestérol en prégnénolone, un précurseur de
I’ensemble des hormones stéroidiennes. Toutefois, ce cytochrome est aussi présent dans de
nombreux organes tels que le coeur, malgré leur absence de fonction stéroidogénique (Kayes-

Wandover et White., 2000).

Cette synthése de prégnénolone représente 1’étape limitante de la synthése des
hormones stéroidiennes et I’activité de CYP11A1 est dépendante du transfert du cholestérol a
travers la membrane mitochondriale car celui-ci est peu présent dans I’organite. Le transfert
du cholestérol vers la mitochondrie influence donc la stéroidogenése et nécessite a ce titre une

régulation importante.

6. Transport du cholestérol a 1a mitochondrie

6.1. La protéine translocatrice (TSPO)

La protéine translocatrice (TSPO) a tout d’abord été identifiée en 1977 dans les
organes périphériques tels que les reins, le foie ou les poumons au moyen de ligands se fixant
aux récepteurs aux benzodiazépines. De ce fait, lui a tout d’abord été attribué¢ le nom de
récepteur périphérique aux benzodiazépines (PBR) en opposition a leur récepteur central
(Braestrup et Squires., 1977 ; Griffin et al., 2013). Ce récepteur a ensuite été renommé
protéine translocatrice en 2006 pour étre plus en adéquation avec la fonction physiologique

alors décrite (Papadopoulos et al., 2006).

La protéine TSPO est exprimée de maniere quasi-ubiquitaire dans 1’organisme mais
est principalement présente dans les organes ayant une fonction stéroidogénique tels que les
glandes surrénales et les gonades (Wang et al., 2012). La structure de cette protéine consiste
en 5 hélices alpha transmembranaires (Rone et al., 2009a) et présente un site de fixation pour

le cholestérol en C-terminal au niveau cytosolique. Cette séquence de la protéine TSPO fixe le
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cholestérol avec une affinité de 1’ordre du nanomolaire et est appelée « domaine CRAC »
(cholesterol recognition amino acid consensus). Elle présente un motif d’acides aminés tres
conserveé : L/V-X(1-5)-YX(1-5)-R/K (Lacapere et al., 2001 ; Jamin et al., 2005). La protéine
TSPO est aussi capable de lier d’autres ligands endogénes tels les endozépines

(Papadopoulos, 1993 ; Tsukagoshi et al., 2011) et les porphyrines (Li et al., 2015).

Bien que la protéine TSPO soit synthétisée dans le cytosol, elle est transportée vers
une translocase de la membrane externe, Tom70, par deux molécules chaperonnes Hsc70 et
Hsp90 dont elle est ensuite libérée de manicre ATP dépendant. L’insertion au niveau
transmembranaire de TSPO est ensuite facilitée par la métaxine 1 (Mtx1) et accélérée par
I’AMP cyclique (Figure 13) (Rone et al., 2009a). La protéine TSPO est de plus susceptible de
former des homopolymeéres (de deux ou trois protéines principalement) (Delavoie et al.,
2003).
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Figure 13 : Transport de la protéine TSPO au niveau de la membrane mitochondriale externe
(d’apres Rone et al., 2009a). TSPO est synthétisé dans le cytosol et s’intégre ensuite, grace a
différentes protéines, dans la membrane externe de la mitochondrie pour former un complexe
avec d’autres protéines telles que VDAC et ANT.

MMI et MME : respectivement membranes mitochondriales interne et externe.
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Malgré de nombreuses études sur le role de la protéine TSPO depuis son identification
dans les années 1970, celle-ci reste aujourd’hui assez méconnue. Les premiers travaux
¢tudiant la délétion de ce gene chez 1’animal ont montré que ce récepteur est vital puisque

celle-ci engendrait la mort des animaux a 1’état embryonnaire (Papadopoulos et al., 1997).

La principale fonction décrite de TSPO est de permettre le transfert du cholestérol de
la membrane mitochondriale externe a la membrane interne pour qu’il soit transformé par le
CYPI1A1 en prégnénolone, le précurseur de I’ensemble des hormones stéroidiennes
(Papadopoulos et al., 2015). La protéine TSPO jouerait ainsi un réle important dans la
stéroidogenese en permettant I’entrée du cholestérol dans la mitochondrie, 1’étape limitante de

la synthése d’hormones stéroidiennes (Miller et Bose, 2011).

Toutefois des études plus récentes ont remis en question ces conclusions: 1)
I’¢laboration d’une lignée de souris viable n’exprimant pas TSPO ne présente pas de
modification de la stéroidogenese (Morohaku et al., 2013 ; Tu et al., 2014). 2) Peffet pro-
stéroidogénique d’un ligand de la protéine TSPO, le PKI11195, garde une efficacité
comparable sur des cellules n’exprimant pas TSPO, suggérant une autre cible de la molécule

dans ce phénomeéne (Tu et al., 2015).

TSPO interagit avec d’autres protéines au niveau de la membrane mitochondriale
comme VDAC et ANT (McEnery et al., 1992). Cette derniére protéine est située au niveau de
la membrane interne et le complexe protéique impliquant TSPO, ainsi formé, représenterait
un site de contact entre les membranes interne et externe de la mitochondrie qui pourrait aider
au passage de molécules lipophiles telles que le cholestérol a travers cette membrane
(Rupprecht et al., 2010). La protéine TSPO a aussi été¢ décrite comme faisant partie du
complexe protéique constituant le mPTP (McEnery et al., 1992). Cependant comme pour
VDAC et ANT, I"implication de la protéine TSPO dans le mPTP a été remise en cause par des
travaux récents montrant que 1’effet de 2 ligands de la TSPO, PK11195 et 4’-chlorodiazépam,
sur I’ouverture du mPTP reste inchangé dans des mitochondries n’exprimant pas TSPO
(Sileikyte et al., 2014). Ces résultats suggerent que les ligands de la protéine TSPO pourraient
influencer le mPTP en se fixant sur une autre cible. Cette cible pourrait étre ’ATP synthase
puisqu’elle est aujourd’hui décrite comme un constituant potentiel du mPTP (Bernardi et al.,
2015), de plus des benzodiazépines et le PK11195 sont capables de se fixer a cette enzyme
(Johnson et al., 2005 ; Cleary et al., 2007). La protéine TSPO pourrait aussi indirectement
moduler I’ouverture du mPTP en agissant sur la production d’EROs. Schaller et al. (2010)
ont montré que TRO40303, un ligand de la TSPO, permet la réduction du stress oxydant avec
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une diminution de la production d’EROs dans des cardiomyocytes de rat traités avec H,O,. Il
inhibe aussi la production d’EROs mitochondriaux dans les cardiomyocytes apres hypoxie-
réoxygénation, ce qui retarde 1’ouverture du mPTP et améliore la survie cellulaire (Hanson et
al., 2015). Ces résultats confirment ceux obtenus grace au ligand de la protéine TSPO
SSR180575 qui prévient les dommages causés par le stress oxydant au niveau de
cardiomyoblastes, ainsi que les lésions cardiaques induites par 1’ischémie-reperfusion chez le

rongeur (Leducq et al., 2003).

En résumé, les principales fonctions décrites de TSPO, dans le transport du cholestérol
et la stéroidogenése, sont aujourd’hui remises en question (Papadopoulos, 2014 ; Selvaraj et
al., 2015). De nombreux travaux montrent que la protéine TSPO joue un rdle dans le transport
du cholestérol dans la mitochondrie, mais contrairement a ce qui était admis jusqu’a tres
récemment cette protéine est probablement le composant d’une machinerie métabolique

multiprotéique et n’est pas responsable, a elle seule, de ce transport.

Toutefois, outre cette implication dans le transport du cholestérol, la protéine TSPO
semble impliquée dans d’autres processus cellulaires puisqu’elle peut influencer la respiration
mitochondriale, le potentiel transmembranaire mitochondrial ou 1’apoptose (Casellas et al.,
2002). La protéine TSPO joue aussi un role dans I’activation des astrocytes et microglies dans

le cerveau ou dans la synthése de I’héme dans le foie (Surinkaew et al., 2011).

6.2. La protéine TSPO dans le coeur

Bien que principalement exprimé dans les organes stéroidogéniques, la protéine TSPO
est présente dans la majorité des tissus et notamment dans le cceur (Veenman et Gavish, 2006)
ou elle a été mise en évidence par Davies et Huston (1981) chez le rat et le cobaye au moyen
de diazépam radiomarqué. La distribution de la protéine TSPO dans le cceur est toutefois
compartimentée, celle-ci étant significativement plus ¢élevé dans le ventricule que les

oreillettes (Gehlert et al., 1985).

La fonction de TSPO dans cet organe n’est pas connue mais elle a été¢ impliquée dans
I’apparition des fibrillations cardiaques, celles-ci pouvant étre inhibées au moyen d’un ligand
de cette protéine, le 4’-chlorodiazépam (L1 et al., 2010b). De plus, des ligands de la protéine
TSPO possedent des effets inotropiques qui peuvent tre positifs ou négatifs en fonction du

modele, de I’espece et/ou de la concentration utilisée (Surinkaew et al., 2011).
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Ces ligands présentent aussi des propriétés cardioprotectrices (Morin et al., 2016),
comme par exemple le 4’-chlorodiazépam, qui est capable de diminuer significativement la
taille d’infarctus aprés une ischémie-reperfusion et permet de protéger les fonctions
mitochondriales. L expression de la protéine TSPO n’est toutefois pas modifiée en condition
d’ischémie-reperfusion dans la mitochondrie. Les mécanismes de cette protection impliquent
une inhibition de I’ouverture du mPTP assurant un maintien du potentiel de membrane
mitochondrial. Ceci s’accompagne d’une redistribution de la protéine anti-apoptotique Bcl-2
au niveau de la mitochondrie (Obame et al., 2007). Cet effet cardioprotecteur du 4’-
chlorodiazépam est également associée a une diminution du stress oxydant contribuant ainsi a

I’inhibition de I’ouverture du mPTP (Paradis et al., 2013).

Un effet cardioprotecteur similaire a toutefois €t€¢ observé avec un autre ligand de la
protéine TSPO, spécifique d’un autre site de la protéine, le TRO40303. Alors que le 4’-
chlorodiazépam reconnait le site de fixation des benzodiazépines sur la protéine, ce ligand
fixe celui du cholestérol et permet dans des modeles de rats et de souris une meilleure
récupération cardiaque apres ischémie-reperfusion ainsi qu’une réduction du stress oxydant.
TRO40303 permet aussi de limiter I’ouverture du mPTP dans des cardiomyocytes malgré une
absence d’effet sur des mitochondries isolées, pouvant signifier un effet indirect de ce ligand

sur le mPTP (Schaller et al., 2010).

48



6.3. La “Steroidogenic Acute Regulatory protein” (StAR)

Une autre protéine concoure pour permettre le transfert du cholestérol dans Ia
mitochondrie : la « steroidogenic acute regulatory protein » (StAR). Comme la protéine
TSPO, elle est majoritairement exprimée dans les organes stéroidogéniques tels que les
glandes surrénales ou les gonades mais est aussi présente dans de nombreux autres organes

tels que le cceur (Anuka et al., 2013a).

L’implication de cette protéine dans la stéroidogenese a été établie apres avoir observé
que l’usage d’hormones trophiques, qui stimulent la synthése d’hormones stéroidiennes,
provoque 1’augmentation d’une famille de protéines d’environ 30-37kDa, qui ont ensuite été
identifiées comme des isoformes de la protéine StAR (Pon et al., 1986). La délétion de cette
protéine est responsable d’une mortalité rapide apres la naissance chez la souris (de ’ordre
d’une semaine). Pour assurer leur viabilité, un régime particulier fournissant un apport
important en corticostéroides est nécessaire, afin de compenser la diminution de leur synthése

(Caron et al., 1997).

L’analyse de patients présentant une hyperplasie congénitale lipoide des surrénales,
causée par une diminution de la stéroidogenese, a montré que ’origine de cette pathologie
pouvait étre une déficience en protéine StAR (Bose et al., 2000). Par ailleurs, 1’augmentation
de I’expression de la StAR sans stimulation hormonale est suffisante pour augmenter la
stéroidogenese (Clark et al., 1994). Petrescu et al. (2001) ont confirmé le réle de la protéine
StAR dans la synthése des hormones stéroidiennes grace a I’utilisation de stérol marqué au
moyen d’une sonde fluorescente. Ils ont observé une interaction moléculaire étroite entre le
cholestérol et la protéine StAR, de plus cette derniére permet une augmentation importante du
transfert de ce stérol a travers la membrane mitochondriale, qui est I’étape limitante de la

stéroidogenese.

Cette protéine est rapidement synthétisée dans le cytosol afin de permettre
I’augmentation de la stéroidogenése en cas de nécessité. Cette synthése protéique rapide est
indispensable a la régulation de la stéroidogenese, car le blocage de la synthése globale des

protéines inhibe 1’effet pro-stéroidogénique des hormones trophiques (Ferguson, 1963).

L’expression de la protéine StAR est aussi modulée par d’autres protéines telles que le
facteur stéroidogénique 1 (SF-1), qui est capable de se fixer sur le promoteur du géne codant

StAR afin d’augmenter sa transcription (Hatano et al., 2016). Cette activité de SF-1 nécessite
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toutefois sa phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) qui est dépendante de I’AMP
cyclique (AMPc) (Sugawara et al., 2000). L’activation de PKA augmente [’expression

protéique de SF-1 en assurant une meilleure stabilité de la protéine (Aesoy et al., 2002).

Une autre protéine module 1’expression de la StAR, il s’agit de DAX-1 qui est
responsable d’une diminution de I’expression de la protéine StAR au niveau transcriptionnel
par fixation sur le promoteur du geéne codant la protéine (Zazopoulos et al., 1997). La
mutation de DAX-1, a I’inverse de celle de StAR, est d’ailleurs responsable d’une hypoplasie
congénitale lipoide des surrénales du fait d’une stéroidogenese trop importante. Cette activité
anti-stéroidogénique de DAX-1 est responsable d’une inhibition de I’activité de SF-1 sur le

promoteur de StAR (Babu et al., 2002).

L’activité de la protéine StAR peut étre aussi modulée, notamment par PKA grace a
deux sites de phosphorylation au niveau des sérines en position 57 et 195. Cette
phosphorylation joue un rdle important dans son activité puisqu’une modification au niveau
de ces sérines diminue la stéroidogenése. La mutation de la sérine en position 195 en alanine
notamment induit une diminution d’environ 50% de la synthése d’hormones stéroidiennes
(Arakane et al., 1997). La protéine StAR est aussi susceptible d’étre phosphorylée par la
protéine kinase Ca’’-calmoduline dépendantes et la protéine kinase C (PKC). La
phosphorylation de la protéine StAR par PKC permet une augmentation de 1’expression de la
StAR par stabilisation de la protéine. Toutefois, celle-ci reste inactive tant qu’elle n’est pas

phosphorylée par PKA (Jo et al., 2005).

La protéine StAR est capable de s’ancrer a la mitochondrie grace a un site de fixation
situé du coté N-terminal et le temps de fixation de la protéine sur la membrane mitochondriale
est proportionnel a son efficacité a faire passer le cholestérol a travers celle-ci (Bose et al.,
2002). Toutefois, Arakane et ses collégues ont montré qu’une protéine StAR tronquée du coté
N-terminal, ne possédant donc pas de site de fixation a la mitochondrie, conserve son aptitude
a faire entrer le cholestérol dans I’organite, alors qu’a I’inverse, la troncature du coté C-
terminal de la protéine induit une chute de son efficacité (Arakane et al., 1996). Ainsi la StAR
serait activable et permettrait la stéroidogenése en absence de fixation de la protéine a
I’organite. Cette fixation a la membrane mitochondriale possede a l’inverse un role de
régulation de Dactivité¢ de la protéine StAR en permettant son incorporation dans la

mitochondrie pour mettre fin a ’entrée du cholestérol dans 1’organite (Arakane et al., 1996).

Apres fixation a la membrane mitochondriale externe, la protéine StAR est clivée du
coté N-terminal et phosphorylée par PKA pour donner une protéine de 32kDa alors active
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(Figure 14). C’est cette protéine de 32 kDa qui provoquerait ’entée de cholestérol. Cette
troncature de la protéine StAR phosphorylée au niveau de la membrane mitochondriale
externe est facilitée par VDACI (Bose et al., 2008). Artemenko et al. (2001) ont quantifié
dans des cellules de glandes surrénales une entrée de cholestérol dans la mitochondrie

dépassant 400 molécules par minute par protéine StAR active.

Une fois entré, le cholestérol est utilisé par le CYP11A1 et la protéine StAR est clivée
de nouveau afin de donner une protéine de 27kDa. Ce transfert de la protéine StAR dans la
mitochondrie est dépendant du potentiel électrique de la membrane et abouti a une forme de la
protéine dénuée d’activité pro-stéroidogénique (Stocco et Sodeman, 1991). Cette dernicre
modification post-traductionnelle de la protéine StAR de 32kDa permet de stopper I’entrée du

cholestérol dans la mitochondrie, évitant une accumulation trop importante susceptible de

provoquer une augmentation incontrolée de la stéroidogenese a 1’origine d’effets néfastes.

@ StAR

Figure 14 : Schéma illustrant les modifications post-traductionnelles de la protéine StAR
régulant son activité. La protéine StAR est synthétisée dans le cytosol sous la forme d’une
protéine de 37kDa et grace a un site de reconnaissance de la mitochondrie, elle est capable de
se fixer au niveau de la membrane mitochondriale externe. StAR y est ensuite clivée et
phosphorylée par PKA pour donner une protéine fonctionnelle de 32kDa permettant le
transfert du cholestérol a travers la membrane mitochondriale. Enfin, elle est de nouveau

clivée et internalisée dans la mitochondrie donnant une protéine inactive de 27kDa.
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6.4. La protéine StAR dans le cceur

Comme la TSPO, la protéine StAR est principalement exprimée dans les organes
stéroidogéniques, mais est aussi présente dans d’autres organes tels que le cceur, son role
n’étant cependant pas clairement défini (Anuka et al., 2013a). Cette protéine est toutefois
impliquée dans les mécanismes consécutifs a un phénotype cardiaque pathologique.
L’expression en ARNm codant la protéine StAR est notamment augmentée dans le coeur de
patients insuffisants cardiaques (Youngs et al., 2001a). De plus, une occlusion prolongée de la
coronaire au niveau du myocarde s’accompagne d’un accroissement de ces ARNm et donc de
la protéine StAR (Casal et al., 2002 ; Anuka et al., 2013b). Cette activation de la
stéroidogenese induite par la StAR au cours de I’infarctus du myocarde provoque une
augmentation de la syntheése de minéralocorticoides tels que 1’aldostérone, qui peut étre
responsable de fibrose contribuant aux lésions induites lors d’un infarctus (Silvestre et al.,
1999 ; Messaoudi et al., 2012). 1l est toutefois a noter que cette synthése d’aldostérone est

régulée par un rétrocontrole négatif de 1’expression de la protéine StAR (Casal et al., 2002).

Paradoxalement, la surexpression de la protéine StAR dans les fibroblastes suite a une
ischémie myocardique prolongée est bénéfique pour ces cellules. En effet, la délétion de la
protéine StAR induit une sensibilit¢ accrue de ces cellules a 1’apoptose, liée a une
augmentation de I’activation de la protéine pro-apoptotique Bcl-2—associated X (Bax) (Anuka

etal., 2013b).

6.5. Un complexe multiprotéique incluant les protéines TSPO et StAR ?

Les protéines TSPO et StAR ont donc été décrites successivement comme les
principaux médiateurs du passage du cholestérol a travers la membrane mitochondriale. Une
interaction entre ces deux protéines a d’ailleurs été montrée au niveau de la membrane externe
de la mitochondrie (West et al., 2001), bien que celle-ci ait été¢ sujet a débat (Bogan et al.,
2007). De plus, la diminution de 1’expression de la protéine TSPO dans des cellules de Leydig
cause une augmentation de 1’isoforme de 37kDa de la protéine StAR et s’accompagne d’une
diminution de sa forme de 27kDa, signe d’une diminution de son activité (Hauet et al., 2005).
Par ailleurs, ces deux protéines sont capables d’interagir avec VDAC (Bose et al., 2008 ;
Rone et al., 2009) qui semble jouer un rdle dans la stéroidogenese puisqu’elle est fortement

diminuée lorsque VDAC est délété (Rone et al., 2012).
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Le modele actuel décrivant le transfert du cholestérol cellulaire vers la membrane
mitochondriale interne fait finalement intervenir un complexe protéique appelé
« transducéosome » comprenant StAR, TSPO et VDAC (Figure 15) (Rone et al., 2012). Ce
transducéosome est aussi composé de la protéine ATAD3A (ATPase family AAA Domain-
containing protein 3) faisant la liaison entre les deux membranes mitochondriales et dont le
knock-out est 1étal au stade embryonnaire (Goller et al., 2013 ; Papadopoulos et al., 2016). La
phosphorylation de la protéine StAR et sa liaison avec le reste de ce complexe permet a celui-
ci de fixer le cholestérol pour assurer son transfert jusqu’a la membrane mitochondriale
interne ou il interagit avec le CYPI11Al afin de former la prégnénolone nécessaire a la

stéroidogenese (Rone et al., 2012).

Transducéosome

Cholestérol

Prégnénolone

HO

Figure 15: Schéma du transfert du cholestérol cytosolique jusqu’au CYPI1A1l grace au
transducéosome (d’apreés Papadopoulos et al., 2015). Ce complexe, présent au niveau de sites
de liaison entre les membranes mitochondriales interne et externe (MMI et MME), est
composé des protéines StAR, TSPO, VDAC et ATAD3A qui assurent ensemble 1’entrée du
cholestérol dans la mitochondrie. Celui-ci peut alors étre utilisé par le CYP11A1 pour former

la prégnénolone nécessaire a la syntheése des hormones stéroidiennes.
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Le coté C-terminal de ATAD3A est aussi susceptible de s’étendre jusqu’au réticulum
endoplasmique et de créer un pont entre celui-ci et la mitochondrie (Issop et al., 2015). Cet
espace de rapprochement entre la mitochondrie et le réticulum endoplasmique est appelé
MAM (mitochondrial-associated membrane) et représente un site de transfert de Ca®" entre
les deux organelles. Ces MAMs sont impliquées dans le maintien de 1’homéostasie
mitochondriale ainsi que 1’apoptose (Vance, 2014). Elles peuvent de plus jouer un role
important dans le transport du cholestérol jusqu’a la mitochondrie et la stéroidogenése, cette
région présentant une forte concentration en cholestérol sous forme de radeaux (ou « rafts »)
lipidiques au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Hayashi et Su, 2010).
L’implication des MAMs dans la stéroidogenése est aussi supportée par le fait que 1’acyl-CoA
synthétase 4 (ACSL4), un marqueur fréquemment utilisé dans la caractérisation des MAMs,

est impliquée dans la synthése des hormones stéroidiennes (Maloberti et al., 2005).
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Chapitre L.III Les dérivés oxydés du cholestérol : les

oxystérols

Les oxystérols constituent une vaste famille de composés impliqués dans de nombreux
processus physiologiques. Historiquement, les oxystérols ont été considérés comme de
simples métabolites du cholestérol rendus polaires pour favoriser son élimination. Ce n’est
que plus tard qu’on s’est apercu qu’ils pouvaient étre des intermédiaires dans la synthése de
hormones stéroidiennes et interagir avec des récepteurs (Bjorkhem et Diczfalusy, 2002 ;
Mutemberezi et al., 2016). Il existe une trés vaste littérature sur ces molécules dont nous ne

ferons qu’une bréve présentation de celles étudiées.

1. Synthése des oxystérols

Les oxystérols résultent d’une oxydation du cholestérol qui peut se faire soit de
maniere chimique, soit de maniére enzymatique (Olkkonen et al.,2012). Ces molécules sont
présentes dans I’organisme sous forme de traces, la quantité d’oxystérols totaux ne

représentant qu’environ un milliéme de la quantité de cholestérol présent dans 1’organisme.

La synthese chimique des oxystérols se fait par auto-oxydation du cholestérol en
présence d’EROs. Cette oxydation s’effectue préférentiellement au niveau du cycle carboné B
du cholestérol, grace a la présence d’une liaison insaturée (Figure 16). Elle est le plus souvent
localisée sur le carbone 7, formant un intermédiaire péroxyde, le 7-0/fB-
hydroxypéroxycholestérol qui donne a son tour les 7a- et 7B-hydroxycholestérols, ainsi que le
7-cétocholestérol (Brown et al., 1997). Le 7B-hydroxycholestérol et le 7-cétocholestérol sont
les oxystérols les plus concentrés dans 1’organisme. Par ailleurs, le 7-cétocholestérol peut étre
converti de maniere réversible en 7B-hydroxycholestérol par la 11B-hydroxystéroide
déshydrogénase 1 (Larsson et al., 2007 ; Miti¢ et al., 2013). L’oxydation du cycle carboné B
du cholestérol peut se faire sur d’autres carbones, notamment pour la synthése des dérivés
5,6-¢époxycholestérols. Ces produits nécessitent la formation de dérivés lipidiques
hydropéroxy et sont les oxystérols formés non enzymatiquement les plus abondants dans les
macrophages (Murphy et Johnson, 2008). L’oxydation du cholestérol est également possible
au niveau de sa chaine latérale en position 24, 25 ou 27. Outre la syntheése in vivo, cette

grande diversité d’oxystérols peut aussi provenir de la nourriture dans laquelle le cholestérol
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est susceptible d’étre oxydé de maniere non-enzymatique tout au long de sa conservation

(Brzeska et al., 2016).

11B-HSD1
_

HO o HO OH HO “oH
7-cétocholestérol 7B-hydroxycholestérol 7a-hydroxycholestérol

0 HO o

5B,6B-époxycholestérol 50,6 a-époxycholestérol

HO HO
27-hydroxycholestérol

Figure 16 : Schéma présentant la syntheése des principaux oxystérols étudiés dans ce travail a
partir du cholestérol. Le cholestérol peut étre oxydé soit de maniere chimique grace aux
especes réactives de I’oxygene (EROs), soit de maniére enzymatique grace a des cytochromes
P450 tels que le CYP27A1 ou le CYP7AL.

11B-HSD1 : 11B-hydroxystéroide déshydrogénase 1.

L’autre voie de synthése des oxystérols fait intervenir différentes enzymes dont le rdle
est d’oxyder le cholestérol. Celles-ci sont des cholestérol hydroxylases appartenant
majoritairement a la famille des cytochromes P450 et se situent surtout au niveau du
réticulum endoplasmique et de la mitochondrie (Vejux et al, 2008). Le tableau 1 présente les
cholestérol hydroxylases et les oxystérols synthétisés par ces enzymes. Parmi celles-ci, le
CYP27A1 mitochondrial permet la synthése du 27-hydroxycholestérol, un intermédiaire dans
I’anabolisme des acides biliaires. Le CYP7AIl, situé quant a lui dans le réticulum

endoplasmique, est responsable de la synthése du 7a-hydroxycholestérol, qui peut étre aussi
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formé chimiquement et qui, comme le 27-hydroxycholestérol, est impliqué dans la synthése

des acides biliaires.

Enzymes Distribution Localisation subcellulaire oxystérols

24-hydroxylase (CYP46A1) Neurones, rétine neurale, Réticulum endoplasmique  24S-hydroxycholestérol
hépatocytes

25-hydroxylase Hépatocytes Réticulum endoplasmique, 25-hydroxycholestérol

appareil de Golgi

27-hydroxylase (CYP27A1) Hépatocytes, macrophages, Mitochondrie 27-hydroxycholestérol
cellules endothéliales

7a-hydroxylase (CYP7A1) Hépatocytes, cellules Réticulum endoplasmique  7a-hydroxycholestérol
ovariennes

CYP3A4 Hépatocytes Microsomes 4B-hydroxycholestérol

11B-hydroxystéroide Hépatocytes Microsomes Interconversion

déshydrogénase de type 1 7-cétocholestérol/7B-hydroxycholestérol

Tableau 1 : Enzymes impliquées dans la synthése des oxystérols. Indication de la distribution
cellulaire, ainsi que de la localisation subcellulaire de ces enzymes et des oxystérols produits.
(traduit de Vejux et al., 2008).

CYP : cytochrome P450

2. Role des oxystérols

2.1. Implication dans la régulation du cholestérol

2.1.1. Elimination du cholestérol

L’oxydation du cholestérol en oxystérols permet de réduire sa demi-vie de manicre
importante. De plus, les oxystérols sont plus hydrophiles et peuvent circuler plus facilement a
travers les membranes lipophiles et vers le foie pour étre éliminés, ce qui permet de limiter

I’accumulation du cholestérol (Meaney et al., 2002).

Les oxystérols sont aussi responsables de la modification de I’expression de la
protéine StAR, impliquée dans le transport du cholestérol a travers la membrane
mitochondriale externe grace au transducéosome. Différents oxystérols, dont principalement
le 200-hydroxycholestérol, permettent la surexpression de cette protéine (King et al., 2004).
Ce mécanisme assure le catabolisme du cholestérol en exceés dans les cellules par le
CYPI1A1 et le CYP27Al1, qui forment respectivement la prégnénolone et le 27-
hydroxycholestérol dans la mitochondrie. Le CYP27A1 est notamment fortement exprimé au
niveau des macrophages dans lesquelles il permet 1’élimination du cholestérol (Bjorkhem et

al., 1994). De plus, la capacité de cette enzyme a hydroxyler le 7-cétocholestérol au niveau du
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carbone 27 augmente sa solubilité dans I’eau et facilite son élimination dans le foie en le

rejetant dans la lumiere de I’intestin (Lyons et Bown, 2001 ; Young et al., 2001b).

2.1.2.Synthése du cholestérol

Bien que le cholestérol soit capable d’un rétrocontrdle sur sa synthése dans les
cellules, I’ajout de cholestérol purifié sur des cultures cellulaires ne modifie que peu cette
synthése. Les oxystérols jouent un role important dans la régulation de I’anabolisme du
cholestérol et les principaux inhibiteurs de cette synthése observés sont le 25-
hydroxycholestérol et le 7-cétocholestérol (Kandutsch et al., 1978 ; Tamasawa et al., 1994).
Ces oxystérols sont capables de modifier I’expression de différents génes comme ceux codant
pour la lanostérol 14a-déméthylase ou la squaléne synthase, impliquées dans la synthése du

cholestérol, permettant sa régulation (Wang et al., 2008).

Deux principaux mécanismes de régulation de synthése du cholestérol faisant
intervenir les oxystérols ont été mis en évidence. Le premier implique les SREBP (Horton et
al., 2002). Une déplétion en oxystérols active les SREBP par clivage et libération de ces
protéines, tandis qu’une augmentation inhibe leur maturation (Radhakrishnan et al., 2007).
Ainsi, la diminution en oxystérols intracellulaires entraine le transport de SREBP du
réticulum endoplasmique vers ’appareil de Golgi par la SCAP (protéine d’activation du
clivage de SREBP). Apres détection du cholestérol, la SCAP présente dans la membrane du
réticulum endoplasmique se lie 8 SREBP qui est ensuite clivée par la protéase S1P (Site-1
protéase). Une seconde enzyme (S2P) clive ensuite la partie N-terminale de la SREBP
entrainant sa libération dans le cytosol et sa migration rapide dans le noyau. La partie N-
terminale s’homodimérise grace a la présence de motifs HLH (helix-loop-helix) basiques et se
fixe sur I’ADN au niveau de séquences SRE (Elément de régulation des stérols) dans le
promoteur de geénes impliqués dans la synthése de cholestérol tels que la HMG-CoA réductase

(Horton et al., 2002).

Un autre mécanisme de régulation de I’expression de génes impliqués dans la synthése
du cholestérol par les oxystérols implique les facteurs de transcription de la famille des LXRs.
Ces protéines, principalement exprimées dans le foie, se retrouvent dans de nombreux organes
et modulent ’expression de différents génes impliqués dans le transport, le stockage et le
métabolisme du cholestérol et des acides biliaires (Repa et Mangelsdorf, 2000). Les
récepteurs LXRs sont des récepteurs nucléaires activés par différents oxystérols (Korach-

André et Gustafsson, 2011). En absence de ligand, ils sont fixés sur ’ADN sous forme
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d’hétérodimeres avec le récepteur nucléaire RXR (Retinoid X Receptor). La liaison d’un
oxystérol induit la libération des co-répresseurs de I’expression du gene et le recrutement de
co-activateurs spécifiques (Jakobsson et al., 2012). Les genes ciblés par ces récepteurs sont
principalement ceux impliqués dans le transport inverse du cholestérol jusqu’au foie et son

¢limination tels que le CYP7A1 (Hong et Tontonoz, 2014).

2.2. Toxicité des oxystérols

Les oxystérols présentent une activité physiologique importante dans 1’organisme et
sont impliqués dans différentes voies de signalisation comme par exemple la voie Hedgehog
qui participe au développement embryonnaire et a 1’orientation de la différenciation cellulaire
(Choudhry et al., 2014). L’inhibition de la synthése de stérols est responsable d’une
diminution de ’activité de cette voie qui peut toutefois €tre prévenue par ajout de manicre
exogene de cholestérol et de certains oxystérols tels le 25-hydroxycholestérol (Corcoran et
Scott, 2006). L’effet des oxystérols sur cette voie passe aussi par une autre voie, Notch,
impliquée dans la différenciation et la prolifération des cellules (Kim et al., 2010). Mais
malgré leur implication dans la signalisation cellulaire, les oxystérols peuvent également étre

responsables d’effets déléteres sur les cellules

2.2.1.Effet pro-apoptotique des oxystérols

La toxicit¢ des oxystérols varie fortement en fonction des composés et est
principalement importante pour le 7-cétocholestérol, le 7B-hydroxycholestérol et le 5B,6p-
époxycholestérol (Lemaire-Ewing et al., 2006). Les oxystérols sont notamment susceptibles
de s’accumuler au niveau de membranes lipidiques et de provoquer des modifications de leurs
propriétés biophysiques et biochimiques pouvant étre néfastes (Olkkonen et Hynynen, 2009).
Toutefois, la cytotoxycité des oxystérols provient principalement de leur capacité a

promouvoir I’apoptose des cellules.

I1 existe différentes voies qui aboutissent a I’activation de caspases par les oxystérols
menant a des modifications cellulaires biochimiques et morphologiques qui sont propres aux
mécanismes apoptotiques (Elmore, 2007). Ryan et al. (2005) ont montré un effet pro-
apoptotique du 58,6B-époxycholestérol et du 7B-hydroxycholestérol. Toutefois, alors que
I’effet du 7B-hydroxycholestérol s’accompagne d’une diminution du potentiel de membrane
mitochondrial, il n’en est rien pour le 5B,63-époxycholestérol. De plus, bloquer I’ouverture du

mPTP n’a permis dans cette étude que de protéger les cellules de I’effet du 7p-
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hydroxycholestérol. Le 5B,6B-époxycholestérol induit donc un effet pro-apoptotique mPTP-
indépendant mais implique une augmentation de I’expression de caspase 8 intervenant dans la
voie d’activation en cascade des caspases qui méne a I’apoptose des cellules telles que les
cardiomyocytes (Logue et Martin., 2008 ; Zhang et al., 2017). Le 7-cétocholestérol est
responsable d’un ralentissement du cycle de Krebs causé par une diminution de ses substrats,
qui s’accompagne d’une diminution de la synthése d’ATP, du dysfonctionnement des
mitochondries et d’une surproduction d’EROs a I’origine de ’apoptose de la cellule (Leoni et
al., 2017). De plus le 7-cétocholestérol est susceptible d’induire des dommages au niveau
mitochondrial par dégradation de I’ADN de 1’organite (Gramajo et al., 2010). Le 25-
hydroxycholestérol augmente aussi 1’apoptose, notamment dans les cellules musculaires
lisses, ainsi que dans des cardiomyocytes par un mécanisme faisant intervenir une
augmentation de I’expression de la protéine pro-apoptotique Bax (Perales et al.,, 2009 ; Rosca

etal., 2012).

Cependant, bien que les oxystérols présentent des propriétés pro-apoptotiques, la
combinaison d’oxystérols peut provoquer une cytotoxicité inférieure a celle d’un des
oxystérols qui la compose individuellement. Notamment, 1’effet pro-apoptotique du 7-
cétocholestérol et du 7B-hydroxycholestérol a une concentration donnée peut étre inhibé par la
présence d’autres oxystérols (Aupeix et al., 1995 ; Biasi et al., 2004). Ces deux oxystérols
sont chacun capables d’induire la synthése d’EROs par activation du complexe NADPH
oxydase qui représente une source importante d’anions superoxydes (Griendling et al., 2000 ;
Rosenblat et Aviram, 2002). En présence d’autres oxystérols possédant une capacité moindre
a activer ce complexe, il y aurait compétition entre ces oxystérols au niveau de la NADPH
oxydase, réduisant ainsi le stress oxydant induit, a 1’origine d’une cascade d’événements

aboutissant a I’apoptose des cellules (Leonarduzzi et al., 2004).

2.2.2.Les récepteur aux cestrogenes

Les oxystérols sont également capables de fixer les récepteurs nucléaires aux
cestrogénes qui assurent la régulation de la synthése des cestrogenes. Ceux-ci jouent un role
important dans la reproduction, ainsi qu’un rdle protecteur contre les maladies
neurodégénératives et cardiovasculaires (Deroo et Korach, 2006). Cette cardioprotection est
associée a une modification du profil lipidique, ainsi qu’a une vasorelaxation de 1’aorte en
ciblant les cellules endothéliales. Certains oxystérols tels que le 27-hydroxycholestérol et le

25-hydroxycholestérol peuvent donc reconnaitre ces récepteurs et influencer leur activité bien
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que les conséquences de cette interaction reste assez méconnues (DuSell et McDonnell, 2008
; Lappano et al., 2011). Toutefois le 27-hydroxycholestérol inhibe la production de NO grace
aux ocestrogénes au niveau des cellules vasculaires, provoquant une diminution de la
vasorelaxation artérielle pouvant se révéler délétére (Umetani et al., 2007). Il stimule aussi
I’athérosclérose, via un effet pro-inflammatoire dépendant du récepteur aux cestrogénes a, en

atténuant I’athéroprotection liée aux cestrogénes (Umetani et al., 2014).

2.2.3.Implication des oxystérols dans différentes pathologies

L’accumulation d’oxystérols est responsable de la synthése de cytokines a 1’origine
d’une réaction inflammatoire impliquée dans le développement de diverses maladies
chroniques (Vejux et Lizard, 2009). Cette inflammation cause une augmentation du stress

oxydant qui lui-méme amplifie cette réaction inflammatoire, causant un cercle vicieux.

Les oxystérols comme le 7-cétocholestérol, le 27-hydroxycholestérol, le 7a-
hydroxycholestérol et le 7B-hydroxycholestérol contribuent au dysfonctionnement
endothéliale qui caractérise I’initiation de 1’athérosclérose (Poli et al., 2009). Les plaques
d’athérome formées par I’accumulation de LDL oxydés, présentent une forte concentration en
oxystérols qui sont responsables d’une réaction inflammatoire au niveau de 1’endothélium,
ainsi que de la formation de cellules spumeuses (Lemaire et al., 1998 ; Hayden et al., 2002).
Le 7-cétocholestérol est 1’oxystérol le plus présent au niveau des plaques d’athérome a
I’origine de maladies cardiovasculaires tels que I’infarctus du myocarde (Chalubinski et al.,
2013). La réponse inflammatoire induite par les oxystérols est de plus impliquée dans

I’expansion des Iésions liées a I’ischémie-reperfusion myocardique.

Les oxystérols sont aussi impliqués dans différentes maladies neurodégénératives a
cause de leur capacité a passer la barriére hémato-encéphalique, contrairement au cholestérol
(Litjohann et al., 1996 ; Poli et al., 2013). Cette propriété permet 1’élimination d’exces de
cholestérol au niveau cérébral mais peut aussi, a l’inverse, y provoquer 1’accumulation
d’oxystérols susceptibles d’induire des Iésions. En effet, la maladie d’Alzheimer est associée
a une augmentation du 27-hydroxycholestérol qui pourrait participer a 1’accélération du
développement de la maladie (Heverin et al., 2003 ; Shafaati et al., 2011). Les patients atteints
de la maladie de Parkinson présentent eux aussi une augmentation de 27-hydroxycholestérol,
de 70/B-hydroxycholestérol, de 7-cétochlestérol, de 5pB,6B-époxycholestérol et de 24-
hydroxycholestérol qui sont deux fois plus élevés que dans des cerveaux témoins (Cheng et

al., 2011). Les effets pro-inflammatoires et pro-apoptotiques des oxystérols sont associés a
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d’autres pathologies chroniques telles que la dégénérescence maculaire liée a I’age ou le

cancer colorectal (Rodriguez et Larrayoz, 2010 ; Jusakul et al., 2011).

62



Objectifs

Comme expliqué dans les chapitres précédents, le cholestérol joue un role important
dans la survenue de I’infarctus du myocarde (Nelson, 2013). L’exces de cholestérol sanguin
est aussi responsable d’une aggravation des lésions consécutives a 1’ischémie-reperfusion
myocardique et d’une diminution de I’efficacité¢ de différentes stratégies cardioprotectrices
(Gorbe et al., 2010 ; Pons et al., 2013). A I'inverse, la diminution du cholestérol au moyen
d’une statine assure une protection du tissu contre 1’ischémie-reperfusion (Stenestrand et al.,

2001).

Il est établi depuis longtemps que la mitochondrie est largement impliquée dans
I’apparition de 1¢ésions de reperfusion (Walters et al., 2012 ; Muntean et al., 2016). Nombre de
stratégies visant a limiter la perméabilit¢é de sa membrane permettent de limiter ces
dommages. De plus, la protéine TSPO, décrite comme impliquée dans le transport du
cholestérol dans la mitochondrie et dans la régulation de I’ouverture du mPTP, joue un rdle
dans I’apparition de ces Iésions. En effet, 1’utilisation de certains de ses ligands a permis de
réduire 1’arythmie consécutive a 1’ischémie-reperfusion (Mestre et al., 1985 ; Akar et al.,
2005), ainsi que de diminuer de manicre significative la taille de I’infarctus en protégeant les
fonctions mitochondriales dans des modeles expérimentaux chez 1’animal. Cet effet
cardioprotecteur a été observé avec différents ligands de la protéine TSPO reconnaissant
différents sites de fixation sur la protéine, tels que le TRO40303 qui reconnait le site de
fixation du cholestérol, ou le 4’chlorodiazépam et le SSR180575 qui se lient a celui des
benzodiazépines (Leducq et al., 2003 ; Obame et al., 2007 ; Schaller et al., 2010 ; Paradis et
al., 2013).

Martinez-Abundis et al. (2009) ont observé dans un mode¢le de cceur isolé-perfusé une
augmentation du cholestérol dans les mitochondries cardiaques apres ischémie-reperfusion
associée a une augmentation de ’activité de Bax, responsable de 1’apoptose des cellules. Cette
accumulation de cholestérol mitochondrial induite apres ischémie-reperfusion a ét¢ démontrée
in vivo par notre laboratoire, elle est localisée plus précisément dans la matrice de la
mitochondrie et non au niveau de sa membrane (Figure 17). Il faut noter que cette
augmentation du cholestérol mitochondrial n’est pas due a I’ischémie myocardique et

nécessite la reperfusion du tissu (Paradis et al., 2013).
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Figure 17: Effet d’un ligand du TSPO, le 4’-chlorodiazepam, sur le cholestérol
mitochondrial au cours de I’ischémie-reperfusion du myocarde. Le protocole d’ischémie-
reperfusion (I/R) utilisé dans le cadre de ce travail a consisté en 30 minutes d’ischémie suivi
de 15 minutes de reperfusion. Le 4’chlorodiazépam (CDZ) ou son solvant ont ét¢ injectés 10
minutes avant le début de I’ischémie ou 25 minutes avant le prélévement cardiaque dans le

groupe témoin (Paradis et al., 2013). * : p < 0,05 vs témoin ; T : p < 0,05 vs I/R

Le cholestérol est susceptible d’étre oxydé pour former des oxystérols dont une grande
partie résulte de I’auto-oxydation du cholestérol en présence d’EROs (Murphy et Johnson,
2008 ; Raedschelders et al., 2012). Or, I’ischémie-reperfusion du myocarde est a 1’origine
d’une forte augmentation en EROs (Raedschelders et al., 2012). Par conséquent,
I’accumulation du cholestérol dans [’organite aprés ischémie-reperfusion myocardique
s’accompagne aussi d’une augmentation des oxystérols (Figure 18) dont la présence en
concentration importante peut étre délétere pour la cellule et notamment au niveau
mitochondrial (Elmore, 2007 ; Vejux et al., 2008). En effet, ils pourraient participer a une
augmentation importante du stress oxydant jusqu’a ouverture du mPTP a I'origine de la

libération de facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol (Vejux et Lizard, 2009).
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Figure 18: Effet d’un ligand du TSPO, le 4’-chlorodiazepam, sur les oxystérols
mitochondriaux au cours de I’ischémie-reperfusion du myocarde. L’ischémie-reperfusion
(I/R) effectuée dans le cadre de ce travail a consisté en 30 minutes d’ischémie suivies par 15
de reperfusion. Le 4’-chlorodiazépam (CDZ) a été injecté 10 minutes avant le début de la

reperfusion (Paradis et al., 2013). *: p < 0,05 vs témoin ; T : p < 0,05 vs I/R

L’effet cardioprotecteur du 4’-chlorodiazépam s’accompagne d’une inhibition
importante de cette accumulation en stérols (Figures 17 et 18), ce qui suggere une implication
de la concentration de cholestérol mitochondrial dans la protection du myocarde par ce ligand
de la protéine TSPO. Cette hypothése est appuyée par le fait que la surcharge en cholestérol
au niveau mitochondrial est susceptible d’altérer la fluidité et la transition de perméabilité
membranaire mitochondriales (Collel et al., 2003). Cet effet s’accompagne aussi d’une
inhibition de 1’accumulation d’oxystérols mitochondriaux qui est susceptible de jouer un role
important dans ses propriétés cardioprotectrices (Paradis et al., 2013). Cependant

I’implication des oxystérols dans les 1€sions de reperfusion myocardique reste a démontrer.
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Suite a ces résultats, les objectifs de ce travail ont donc été :

1. de déterminer I’effet d’un phénotype d’hypercholestérolémie sur 1’évolution du
cholestérol et des oxystérols mitochondriaux lors de I’ischémie-reperfusion myocardique et
d’observer si le 4’-chlorodiazépam conserve sa propriét¢ cardioprotectrice dans ces

conditions.

2. de confirmer I’effet délétére des oxystérols sur les cellules cardiaques, ainsi que la
relation entre la protection du myocarde et I’inhibition de I’accumulation de ces stérols
mitochondriaux a la reperfusion. Pour ce faire, nous avons eu recours a deux stratégies
cardioprotectrices que sont la réduction de la syntheése de cholestérol au moyen d’une

statine et la diminution du stress oxydant par la pratique d’un exercice physique régulier.

3. d’identifier les acteurs responsables de I’augmentation du cholestérol dans la
mitochondrie lors de la reperfusion du myocarde ischémique. Nous avons ainsi cherché a
déterminer si cette accumulation est le résultat d’une diminution du catabolisme du
cholestérol, d’une augmentation de son entrée ou d’une association de ces deux

phénomenes au niveau de I’organite.
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Partie II — Etude expérimentale
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Chapitre I1.I. Méthodologie et protocoles

expérimentaux

1. Modéles animaux utilisés

Toutes les procédures effectuées sur les animaux dans le cadre de ces travaux ont été
réalisées en accord avec les Directives du Parlement Européen (2010/63/EU-848 EEC) et ont
¢té approuvées par le comité d’éthique animal Afssa/ENVA/Universite Paris Est-Créteil

(numéros d’agrément : 11/12/12-7, 08/03/11-05 et 10/12/13-13).

Une grande partie des expériences effectuées sur modeles animaux ont été réalisées
sur des rats Wistar (Figure 19 A) males de 6 a 8 semaines (Janvier, Le Genest Saint Isle,
France). Ceux-ci ont été hébergés aprés réception (3 rats par cage) dans l’animalerie
conventionnelle de type Al de la Facult¢ de Médecine de Créteil commune aux équipes de
I’Institut Mondor de Recherche Biomédicale. Cette animalerie dispose d’une atmosphere
thermostatée a environ 22°C et d’un degré d’hygrométrie autour de 55%. Les animaux sont
restés dans 1’animalerie un minimum de 24 heures apres leur arrivée avant d’étre utilisés dans
le cadre d’expérimentations. Les animaux ont ét¢ soumis a un rythme nycthéméral de 12
heures de lumiere et 12 heures d’obscurité¢ avec libre acces a 1’alimentation (SAFE A03 ;
composition nutritionnelle par les lipides de 5,1% et ne contenant pas de cholestérol) et a

I’eau a volonté.

Un autre modele de rats a été utilisé dans le but d’étudier I’influence d’une
hypercholestérolémie. 11 s’agit de rats Zucker Diabetic Fatty (ZDF) lean (t¢émoins non obéses
et non diabétiques) ou fa/fa (rats obéses et diabétiques) males (Charles River, L’arbresle,
France) (Figure 19 B-C). Les animaux ZDF fa/fa sont porteurs d’une mutation sur le récepteur
de la leptine responsable d’une diminution de la fixation de la leptine sur celui-ci qui bloque
la sensation de satiété. Ces animaux ont été nourris avec une alimentation PURINA 5008
(composition nutritionnelle en lipides de 16,71% et contenant 280 mg/kg de cholestérol) qui
contribue au développement d’une hypercholestérolémie ainsi que d’un diabete de type 2. Les
rats ZDF lean ont quant a eux été nourris avec I’alimentation habituelle de I’animalerie. Tous
les rats ZDF ont été recus a I’age de 10 semaines, placés 3 rats par cage et gardés en
animalerie conventionnelle durant 3 semaines en disposant d’aliments et d’eau a volonté

jusqu’a I’expérimentation.
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Pour étudier I’effet de I’exercice physique sur 1’hypercholestérolémie, nous avons
utilisé un mode¢le de souris obéses (ob/ob) males de 5 a 10 semaines (Janvier Labs, Le Genest
St Isle, France) (Figure 19 D-E). Ces souris ob/ob présentent une mutation du géne codant la
leptine sur un fond génétique C57BL/6J. Des souris C57BL/6J ont donc servies de témoins
normocholestérolémiques. Toutes ces souris ont ét¢ commandées a 1’age de 5 semaines et
conservées dans 1’animalerie conventionnelle durant les 4 semaines du protocole d’exercice
physique avant expérimentation. Ces animaux ont recu les granules habituelles de
I’animalerie, ainsi que de I’eau a volonté. Toutefois, ceux ayant effectués le protocole

d’exercice physique ont de plus recu un morceau de pomme apres chaque course.

A - B C
e -

> @
Figure 19 : Modeles animaux utilisés dans le cadre de cette étude. A : rat Wistar, modele de
rat de référence dans le laboratoire. B: rat ZDF fa/fa, modéle présentant une
hypercholestérolémie ainsi qu’un diabéte de type 2 suite a la mutation du geéne codant le
récepteur a la leptine. C : rat ZDF lean, modele témoin des rats ZDF fa/fa non obese et non
diabétique. D : souris C57BL/6J, modele de souris de référence dans le laboratoire. E : souris

ob/ob, mode¢le obese possédant un fond génétique de souris C57BL/6J muté au niveau du

gene codant la leptine.
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2. Ischémie-reperfusion myocardique chez le rat et l1a souris

2.1. Préparation des animaux

Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique
(CEVA Santé animale) a la dose de 60mg/kg chez le rat et de 80mg/kg chez la souris. Une
fois endormis, les animaux sont tondus et désinfectés a la vétédine® (Vétoquinol) au niveau
de la gorge et du thorax. Une incision est effectuée au niveau de la gorge afin de permettre
une visibilité par transparence lors de I’insertion d’une sonde d’intubation dans la trachée de
I’animal (@ 2.0 mm, 73-2853 pour le rat ; @ 1,2 mm, 73-2844 pour la souris, Harvard
Apparatus Inc, les Ulis, France), ceci afin de le placer sous assistance respiratoire le temps du
protocole. La respiration artificielle a été assurée par un ventilateur modele 683 pour les rats
et modele 845 pour les souris (Harvard Apparatus Inc) avec un air enrichi en oxygene (95%
O, et 5% CO,). La température corporelle des animaux a été suivie grace a une sonde rectale
et maintenue a 37°C au moyen d’un tapis chauffant (Homeothermic Blanket Control Unit,
Harvard Apparatus Inc). IIs ont ensuite regu une injection d’héparine (2,5UI pour la souris ;

30UI pour le rat ; Sanofi) en sous cutanée apres avoir été posé en position décubitus dorsal.

2.2. Procédure chirugicale

La procédure chirurgicale a ¢été effectuée sous loupe binoculaire (Leica
Microsystemes, Rueil Malmaison, France). Une thoracotomie médiane gauche a été réalisée
au niveau du quatrieme espace intercostal, suivie d’une péricardectomie afin d’exposer le
myocarde. Apres localisation de 1’artére coronaire descendante gauche (Figure 20), un fil de
ligature (proléne 5-0 pour le rat ; 7-0 pour la souris, Ethicon®, Issy Les Moulineaux, France)
a été passé sous celle-ci. Les extrémités de ce fil ont ensuite été introduites dans un cathéter
en polyéthyléne pour former une boucle permettant de réaliser I’occlusion de I’artére en
serrant et maintenant le fil dans la surface épicardique a I’aide d’une pince clamp. L’occlusion
coronaire a alors été contrdlée grace a un blanchissement et une hypokinésie du tissu
cardiaque en aval de la ligature. L’ischémie cardiaque a ét¢ maintenue pendant 30 minutes
puis stoppée en desserrant le clamp retenant la boucle autour de la coronaire. La reperfusion a
¢té controlée par observation d’un regain de couleur de la région ischémiée et maintenue
pendant 15 minutes avant mise & mort de I’animal par cardiectomie. Ce temps de reperfusion

de 15 minutes a été sélectionné suite a des études ayant montré que I’ouverture du mPTP se
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produit au cours des premicres minutes suivant le début de cette reperfusion (Halestrap,

2010).

Figure 20 : Photographie d’un cceur de rat avec (droite) ou sans (gauche) occlusion de 1’artére
coronaire gauche. L’artére coronaire a €t€ mise en évidence par injection de latex coloré par la
lumiére de ’aorte. La ligature de la coronaire a bien permis de bloquer la circulation en aval

de celle-ci.

2.3. Traitement des animaux

2.3.1. Administration du 4’-chlorodiazépam

En cas de pré-conditionnement de I’animal par traitement au 4’-chlorodiazépam
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), celui-ci a préalablement été dissout dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO) a la concentration de 10 mg/mL. Apres intubation du rat, la
jugulaire gauche a ¢été isolée puis légerement incisée pour permettre 1’introduction d’un
cathéter nécessaire a 1’injection de la molécule. Aprés avoir bloqué le cathéter dans la veine
grace a un fil proléne 6-0, le 4’-chlorodiazépam a été injecté pendant 5 minutes, 10 minutes
avant le début de I’ischémie cardiaque, a la dose de 10 mg/kg. Cette dose a dé¢ja été utilisée
préalablement dans notre laboratoire et a permis d’induire un effet cardioprotecteur chez le rat
Wistar (Obame et al., 2007). La méme procédure a été réalisée sur des animaux témoins non

traités avec injection de DMSO.
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2.3.2. Administration de pravastatine

Le traitement de rats Wistar a la pravastatine ¢été¢ effectué¢ par gavage des animaux
pendant 3 jours. La molécule a été dissoute dans 1’eau de boisson des animaux a la
concentration de 10 mg/mL et administrée par voie orale a la dose de 10 mg/kg de
pravastatine par jour. Les animaux ont été mis a mort dans le cadre de nos expérimentations

24 heures apres la derniére administration de la molécule.

2.4. Protocole d’exercice physique chez la souris

Des souris C57BL/6J et ob/ob ont été soumises a un exercice physique régulier au
moyen d’un tapis roulant (inclinaison maintenue a 4°). Ces animaux ont été sélectionnés de
maniere aléatoire, et comparés a des animaux témoins laissés en condition sédentaire. Les
animaux ont couru durant 4 semaines a la fréquence de 5 séances de course par semaine. Le
protocole a été adapté en fonction de la lignée de souris, compte tenu de la différence de
masse des animaux, afin que la charge de travail fournie par les deux groupes reste similaire.
La premiére semaine de course était une période d’habituation des animaux durant laquelle ils
ont couru une demi-heure par jour (successivement a 10, 14, 18, 22, 26, et 30 cm/s, durant 5
minutes pour chaque vitesse pour les C57BL/6J et a 8, 8§, 10, 14, 18, et 20 cm/s, durant 5
minutes par vitesse pour les souris ob/ob). Au cours des 3 semaines suivantes, les souris ont
couru pendant 1 heure par jour a 30 cm/s pour les C57BL/6J et 20 cm/s pour les souris ob/ob.
Tout au long de ce protocole, les souris en été récompensées a la fin de chaque séance de
course par un morceau de pomme. Les distances courues par les souris témoins ou les souris
qui ont ensuite été ischémiées-reperfusées ont été similaires (souris C57BL/6J témoins et I/R,
18.818 + 3,48 et 18.766 + 28,5 m, respectivement; souris ob/ob témoins et I/R, 12.477 + 0,33
et 11.717 + 1,60 m, respectivement). Le protocole d’exercice physique a été débuté par les
souris a I’age de 6 semaines et les études effectuées sur ces animaux ont ét¢ menées 24 heures
apres le dernier exercice physique. Les souris témoins et celles ayant effectuées le protocole

d’exercice physique ont donc été étudiées a 1’age de 10 semaines.
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3. Isolement de plasmas

Au cours des différents protocoles expérimentaux, des échantillons sanguins ont été
prélevés juste avant le sacrifice des animaux par ponction cardiaque au niveau de I’apex et
ceux-ci ont été déposés lentement dans des tubes héparinés. Ils ont ensuite été centrifugés a
800 g (3000 rotations par minute (rpm), Centrifugeuse 5415R, Eppendorf) pendant 7 minutes
a 4°C. Les surnageants correspondant aux plasmas ont ét¢ congelés a -80°C jusqu’a

utilisation.

4. Préparation des extraits mitochondriaux et cytosoliques a partir de

tissu

Les animaux ont été anesthésiés profondément par injection intrapéritonéale de
pentobarbital (80 mg/kg chez le rat et 100 mg/kg chez la souris) puis mis a mort par
prélévement du cceur encore battant. Celui-ci a été découpé pour isoler le ventricule gauche
dont ont été extraites et purifiées les fractions mitochondriales et cytosoliques. Dans le cas
d’animaux ayant subit une ischémie-reperfusion cardiaque, le cceur a été extrait au bout des
15 minutes de reperfusion et découpé pour isoler I’aire a risque correspondant a la portion
cardiaque ayant subit ’ischémie. Cette aire a risque a ¢té déterminée en fonction de la
position du fil ayant servit a occlure la coronaire, la région ischémiée correspondant a ’aire
en aval de celui-ci. Chez le rat, 1’aire a risque a pu aussi ¢€tre identifiée grace a un
éclaircissement du tissu ayant subit 1’ischémie-reperfusion, 1’aire non ischémiée a aussi été
conservée pour servir de témoin non-ischémié par la suite. Des mitochondries hépatiques et
testiculaires ont également été extraites selon le méme protocole pour mesurer 1’expression

des cytochromes 11A1 et 27A1.

4.1. Isolement des mitochondries et purification des cytosols

Le tissu extrait a été rincé dans du NaCl a 0,9% avant d’étre découpé en petits
morceaux. Dans le cas des tissus cardiaques, ceux-ci ont tout d’abord été découpés en petits
morceaux a 1’aide d’un scalpel sur une plaque métallique maintenue dans la glace puis repris
dans une cupule contenant du tampon d’homogénéisation (mannitol 220 mM, saccharose 70
mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7,4 4 4°C) pour étre coupé plus finement grace a 150
coups de ciseaux. Ils ont ensuite ét¢ homogénéisés durant 5 secondes a I’aide d’un Ultra-

Turrax® T25 pour le tissu cardiaque de rat et d’un Ultra-Turrax® T10 pour celui de souris
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(IKA Labortechnik position 6). Dans le cas du tissu hépatique, il n’a été effectué qu’une
découpe rapide en morceaux au moyen d’une paire de ciseaux. Chacun de ces tissus, une fois
découpé et repris dans le tampon d’homogénéisation, a été broyé au Potter grace a deux séries
de 5 allers-retours (EUROSTAR digital, IKA Labortechnik, 1500 rpm). L’homogénat a
ensuite été centrifugé a 1000g (3000 rpm, rotor SM-24, Sorvall RC 5C plus) pendant 5
minutes a 4°C pour ¢liminer dans le culot les morceaux de tissus et débris cellulaires restants.
Le surnageant a ensuite été centrifugé a une vitesse de 10000g (9000 rpm, rotor SM-24,
Sorvall RC 5C plus) pendant 10 minutes & 4°C. Le surnageant a été prélevé et le culot
correspondant a 1’extrait mitochondrial a été repris dans un tampon « de reprise » (mannitol
220 mM, saccharose 70 mM, HEPES 10 mM, EGTA 0,01 mM, pH 7,4 a 4°C). Le surnageant
a ensuite ¢été centrifugé a 100 000 g (35000 rpm, rotor 50 Ti, Beckman Optima L-80 XP
Ultracentrifuge) pendant 1H a 4°C afin d’éliminer les membranes des dernicres organites et

obtenir la fraction cytosolique purifiée.

Dans le cas d’extractions dans le but d’effectuer par la suite une quantification
protéique par Western-blot, celles-ci ont été réalisées dans des tampons d’homogénéisation et
de reprise supplémentés avec du DL-Dithiothreitol (10mM), du fluorure de
phénylméthylsulfonyle (ImM) et un cocktail d’inhibiteurs de protéines (P8340 ; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) pour prévenir la dégradation des protéines.

4.2. Dosage des protéines mitochondriales et cytosoliques

Les concentrations protéiques ont été déterminées grace au réactif « Advanced Protein
Assay » de Sigma-Aldrich (57697). Les plasmas, les mitochondries et les cytosols ont été
respectivement dilués au 1/50éme, au 1/10éme et au 1/2 dans du NaCl a 0,9%. Chaque
mélange a ensuite ét¢ dilué au 1/100éme dans 3 tubes différents avec le réactif commercial
puis incubé 5 minutes a I’abri de la lumiére apres agitation. Finalement, la densité optique du
mélange a été mesurée a une longueur d’onde de 600 nm grace a un spectrophotometre
(Ultrospec 500 pro, Biochrom Ltd, Cambridge, Royaume-Uni) contre un blanc traité dans les
mémes conditions et la moyenne des 3 mesures effectuées a été utilisée pour calculer la

concentration en protéines.
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5. Mesure de P’activité mitochondriale

5.1. Respiration mitochondriale

L’¢évaluation de la respiration mitochondriale a été effectuée grace a une ¢€lectrode de
Clark (Oxygraph, Hansatech EUROSEP Instruments / logiciel Oxyg32) afin de mesurer la
concentration en oxygeéne présente dans le milieu contenant les mitochondries. L’¢électrode a
tout d’abord été calibrée d’une part avec une solution d’eau distillée laissée a 1’air ambiant,
correspondant a notre concentration maximum en oxygene, et d’autre part au moyen d’une
solution d’eau distillée bullée a I’azote pour éliminer I’oxygene présent, correspondant ainsi a
notre valeur 0. L’extrait de mitochondries est alors introduit a la concentration de 0,4 mg de
protéines par mL, dans une cuve thermostatée a 30°C sous agitation, dans un tampon dit de
« respiration » (saccharose 50mM, HEPES 10mM, KCI 100mM, KH,PO4 5mM, pH 7.4 a
30°C) pour atteindre un volume final de 500 pL. La mesure de la consommation d’oxygene
est ensuite déclenchée (stade 1) (Figure 21). L’ajout des substrats du cycle de Krebs, pyruvate
et malate (2,5 mM) permet d’initier la respiration mitochondriale par ’activation de la chaine
respiratoire (stade 2). La consommation d’oxygeéne par les mitochondries est ensuite
fortement accélérée par ajout d’ADP (I mM) qui provoque la synthése d’ATP (stade 3).
Apres quelques minutes, l’activit¢t de 1I’ATP synthase est inhibée par 1’ajout de
carboxyatractyloside (4 puM), qui bloque le transporteur ADP/ATP, I’entrée d’ADP et la
synthése d’ATP, ce qui conduit a une réduction de la vitesse de consommation d’oxygene qui
devient équivalente a celle du stade 2 (stade 4). Le coefficient respiratoire, correspondant au
couplage entre la consommation en oxygene par la mitochondrie et la synthése d’ATP, est
ensuite calculé (stade 3/stade 4). Une valeur importante de ce coefficient permet de témoigner

d’un bon état de fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.

75



Pyruvate/ Carboxy-
malate ADP atractyloside
1

>

|

|

| |
| |
/ |
|

|

Concentration
en oxygene

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
\4

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4

Temps
Figure 21 : Consommation en oxygene par la respiration mitochondriale en fonction du
temps. L’ajout de pyruvate/malate aux mitochondries permet 1’initiation de la respiration
mitochondriale (passage de stade 1 a 2) qui est ensuite accélérée par 1’ajout d’ADP permettant
la synthése d’ATP (stade 3). Cette synthése est ensuite stoppée par 1’ajout de
carboxyatractyloside ralentissant la consommation en oxygene par les mitochondries (stade
4). Le coefficient respiratoire correspond au rapport de la consommation mitochondriale en

oxygene lors du stade 3 sur celle lors du stade 4.

5.2. Mesure de la capacité de rétention calcique

La mesure de la capacité¢ de rétention calcique des mitochondries permet d’évaluer la
sensibilit¢ d’ouverture du mPTP face a une surcharge calcique. L’expérience consiste a
ajouter de faibles quantités de calcium a des mitochondries jusqu’au déclenchement de
I’ouverture du mPTP qui perméabilise la membrane mitochondriale et provoque la libération
du calcium préalablement absorbé. Les mitochondries ont été incubées dans 300 mL de
tampon de respiration a une concentration de 1 mg de protéine/mL sous agitation lente dans
une cuve de quartz a 30°C et en présence de 2,5 mM de pyruvate/malate. La concentration
calcique dans le tampon de respiration a été évaluée grace a une sonde fluorescente réagissant

avec le calcium, le calcium green SN a 3 uM (C3737, Molecular Probes, Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, USA). La concentration extramitochondriale de calcium a été
mesurée par spectrofluorimétrie (Luminescence Spectrometer, Perkin Elmer LS50B ; Ex 506
nm / Em 532 nm) et visualisée au moyen du logiciel FL WinLab. Une quantité fixe de
calcium (10 uM) est ajoutée de manicre régulicre dans la cuve provoquant une augmentation
soudaine de fluorescence, suivi d’une diminution a mesure que celui-ci est absorbé par les
mitochondries, se traduisant par un pic a chaque ajout de calcium (Figure 22). Une fois le
seuil de sensibilit¢ d’ouverture du mPTP atteint, celui-ci provoque la libération du calcium
absorbé, visualis€¢ par une importante augmentation de la fluorescence. Le calcul de la
quantité de calcium ajouté au milieu avant ouverture du pore permet de calculer la capacité de

rétention calcique mitochondriale.

EOuverture dumPTP
: (libération de Ca?")
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Figure 22 : Courbe de mesure de la capacité de rétention calcique mitochondriale par
spectrofluorimétrie. La fluorescence induite par 1’interaction entre le calcium et le calcium-
green-5N permet de visualiser la concentration de calcium dans le milieu extramitochondrial.
Les mitochondries en présence de pyruvate-malate absorbent le calcium ajouté au milieu de
manicre successive jusqu’a I’ouverture du mPTP qui est visualisée par une augmentation

importante de la fluorescence.

5.3. Effet des oxystérols sur les fonctions mitochondriales

Pour observer I’incidence d’une surcharge en oxystérols sur la respiration et la
capacité de rétention calcique mitochondriales, nous avons incubé les mitochondries en
présence de différents oxystérols avant évaluation de leurs fonctions. Les oxystérols ont été
dissous dans du DMSO a la concentration de 1 mM pour le 7-cétocholestérol et le 25-
hydroxycholestérol et de 2 mM pour le 7B-hydroxycholestérol, 1’époxy-5a,6a-cholestérol et
1I’époxy-5B,6B-cholestérol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ces concentrations ont été

s¢lectionnées afin d’atteindre dans le milieu d’incubation les concentrations en oxystérols
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souhaitées suivant leur solubilité, c'est-a-dire de 50 uM pour le 7-cétocholestérol et le 25-
hydroxycholestérol et de 100 uM pour le 7B-hydroxycholestérol, I’époxy-5a,6a-cholestérol et
I’époxy-58,6B-cholestérol. Les oxystérols ou leur solvant ont donc été dilués au 1/20 dans
I’extrait mitochondrial pendant 20 minutes a 4°C. Les fonctions mitochondriales ont ensuite

été mesurées comme expliqué en parties 5.1 et 5.2 de ce chapitre.

6. Amplification en chaine par polyvmérase quantitative (qPCR) en

temps réel

6.1. Extraction d’ARN

L’extraction d’ARN totaux a partir d’échantillons de tissus cardiaques témoins ou
ischémiés-reperfusés a été effectuée avec le kit « Maxwell 16 LEV simplyRNA Tissue »
(Promega, Madisson, WI, USA). Le tissu cardiaque a d’abord ét¢ homogénéis¢ dans la
solution d’homogénéisation fournie par agitation rapide dans un tube en présence d’une bille
métallique. L’homogénat a ensuite été¢ chauffé a 70°C pendant 2 minutes avant d’étre remis
dans la glace puis dilué au 1/2 dans le tampon de lyse du kit. Le mélange a ensuite été déposé
dans une cassette (Maxwell® 16 LEV Cartridge) contenant de la DNase 1. Les ARNs totaux
ont alors été extraits par la « Maxwell® 16 Instrument » correspondant au kit, dosés au moyen
d’un spectrophotomeétre (NanoDrop™ 2000, Qiagen, Hilden, Allemagne), puis conserveés a -

80°C jusqu’a réalisation de la qPCR.

6.2. Reverse transcription (RT) en ADN complémentaire

La reverse transcription des ARN messagers extraits en ADN complémentaires
(ADNCc) a été effectuée avec le « AffinityScript QPCR ¢cDNA Synthesis Kit » (Agilent, Santa
Clara, CA, USA). 100ng d’ARN totaux a été ajouté au Master Mix du kit en présence de
reverse transcriptase, chargée de la syntheése de I’ADNc, et de sondes oligo(dT), pour ne
sélectionner que les ARNm. Le mélange réactionnel est alors laiss¢ dans un thermocycleur
réglé sur le cycle suivant :

- 5 minutes a 25°C pour fixer les sondes oligo(dT),

- 15 minutes a 42°C pour synthétiser les brins d’ADNc,

- 5 minutes a 95°C pour stopper la synthese des brins d’ADNc,

- 4°C jusqu’a réalisation de la qPCR.
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6.3. gPCR en temps réel

Les ADNc obtenus sont ensuite dilués au 20°™ dans un Master Mix adapté a la gPCR
et contenant les amorces et sondes « TagMan®™ » spécifiques de nos genes d’intéréts (Tableau

2).

Géne Assay ID Fluorophore
TSPO Rn00560892_m1 FAM
StAR Rn00580695_m1 FAM
CYP7A1 |Rn00564065_m1 FAM
CYP11A1 |Rn00568733_m1l FAM
CYP27A1 |Rn00710297_m1 FAM
Rplp0 Rn03302271_gH FAM

Tableau 2 : Liste des numéros d’identifiants des amorces et sondes « Tagman” » utilisées lors
de cette étude. Ces produits destinés a la mesure de 1’expression génique ont été fournis par la

société Thermo Fisher Scientific (référence : 4331182 ; Waltham, MA, USA).

Les amorces permettent I’initiation de la synthése de brins d’ADNc correspondant au
géne d’intérét. La sonde « TagMan® » se fixe sur une séquence d’ADN proche de celle
reconnue par les amorces. Cette sonde est constituée d’un enchalnement de nucléotides
spécifique du gene d’intérét et comprend une sonde fluorescente, la 6-carboxyfluorescéine
(FAM), ainsi qu’un «extincteur » servant a bloquer la fluorescence de la FAM. La
polymérase qui permet la synthése du brin d’ADNc en arrivant au niveau de la sonde
« TagMan® » provoque alors sa dégradation. Celle-ci assure la libération de la FAM qui est
ensuite observable par spectrofluorimétrie et permet la quantification de la synthése des brins
d’ADNc. Le nombre de cycles d’hydridation sonde/ADN puis synthése d’ADNc nécessaire
pour atteindre un seuil de fluorescence fixé détermine la quantité d’ADN d’intérét de départ,

celle-ci étant d’autant plus importante que le nombre de cycles est faible.

La quantification de I’expression génique a été effectuée au moyen d’un « Applied
Biosystem 7000 Real-Time PCR system ». Le protocole de succession de températures
appliquées au milieu réactionnel est le suivant : 95°C pendant10 minutes, afin de dénaturer
completement les brins d’ADN, suivi de 40 cycles de :

- 15 secondes a 95°C pour dénaturer de nouveau les brins d’ADN,
- 1 minute & 60°C pour fixer les sondes ainsi que les amorces et synthétiser

de nouveaux brins d’ADNec.
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L’ARNm codant le gene ubiquitaire RPLPO a été utilisé pour normaliser les résultats entre les

différentes mesures. Chaque mesure a été effectuée en double.

7. Quantification d’expression protéique par Western-blot

La quantification des protéines intervenant dans le métabolisme du cholestérol
mitochondrial a été effectuée sur les extraits mitochondriaux et cytosoliques issus de tissus

cardiaques (voir Chapitre I1.1.4).

Les échantillons protéiques ont été dilués dans le tampon ayant servi a leur reprise afin
d’uniformiser les concentrations de chacun d’entre eux, puis ont été dilués au demi dans du
bleu Laemmli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ces protéines ont ensuite été dénaturées
par chauffage a 90°C pendant 10 minutes et déposées sur des gels de polyacrylamide a 12,5%
en présence de dodécysulfate de sodium (SDS), préalablement préparés. Une quantité fixe de
protéines totales (entre 20 et 30 pg), ainsi qu’un marqueur de poids moléculaire (14208, Cell-
Signaling, Leyde, Pays-Bas) ont été déposés dans les puits des gels. Les protéines ont alors
été séparées par électrophorése a température ambiante pendant 1 heure et demie a 100 V
dans un tampon de migration (Tris 10 mM, Glycine 76 mM, EDTA 0,744 g/1, SDS 0,02%).
Les protéines ont ensuite été¢ transférées par €lectrophorese a température ambiante sur des
membranes de difluorure de polyvinylidéne (PVDF) (Amersham HybondTM-P, GE
Healthcare) pendant 1 heure a 100V dans un tampon de transfert (Tris 4,8 mM, Glycine 3.9
mM, Ethanol 20%).

Les membranes contenant les protéines ont été saturées par incubation dans un tampon
Tris (Tris 1 mM, NaCl 10 mM, pH 7,5 a 4°C) comprenant 0,1% de Tween 20 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) (TBS-T) et 5% de lait écrémé pendant 1 heure a température
ambiante sous agitation lente. La fixation au niveau de la membrane des protéines présentent
dans le lait a pour but de limiter les liaisons non spécifiques des anticorps utilisés par la suite.
Aprées un lavage de 10 minutes dans le TBS-T sous agitation rapide a température ambiante,
les membranes ont été incubées sous agitation lente en présence d’anticorps primaires
spécifiques de nos protéines d’intérét, dilués dans du TBS-T contenant 5% de lait écrémé, a la
dilution sélectionnée suivant les indications du fournisseur et 1’intensit¢ de la révélation
obtenue apres usage. Les membranes ont été laissées dans 1’anticorps primaire soit durant la
nuit a 4°C soit 1 heure et demie a température ambiante sous agitation lente. Elles ont apres

cela été lavées trois fois 5 minutes dans le TBS-T a température ambiante sous agitation
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rapide puis incubées dans du TBS-T contenant du lait a 5% et un anticorps secondaire dilué
au 1/5000° pendant 1 heure a température ambiante sous agitation lente. Les membranes ont
de nouveau été rincées trois fois 5 minutes dans le TBS-T, puis ont été révélées au moyen
d’un kit ECL RevelBIOt® Plus ou Intense (OZYB001-5000 ou OZYB002-1000, Ozyme,

Montigny-le-Bretonneux, France) suivant 1’intensité du signal.

Pour ce faire, les membranes ont été recouvertes avec un tampon de révélation fourni
par le kit et laissées a 1’obscurité pendant 5 minutes, puis, apres retrait de I’excédent de
tampon sur la membrane, la révélation des bandes a été effectuée grace a une « G:BOX
Chemi XT4 » (Syngeéne, Cambridge, Royaume-Uni). L’intensité des bandes révélées a été
quantifiée a 1’aide du logiciel Image J (1.40g) pour déterminer la quantité relative de nos
protéines d’intérét dans nos extraits protéiques totaux déposés. Pour normaliser les résultats
obtenus, chaque membrane a été déshybridée (Western Blot Strip-it Buffer, R-03722-D50,
Advansta, Menlo Park, CA, USA) puis réhybridée avec un anticorps reconnaissant 1’actine
pour les protéines cytosoliques ou reconnaissant la cytochrome ¢ oxydase (COX-1V) pour les

protéines mitochondriales.

8. Evaluation de P’activité du cytochrome 11A1

Afin d’observer ’activité du CYP11A1, nous avons utilisé une sonde constituée d’un
dérivé du cholestérol greffé a une molécule de résorufine au niveau de sa chaine latérale. Le
CYPI1A1 est une enzyme mitochondriale responsable du clivage de cette chaine latérale du
cholestérol afin synthétiser la prégnénolone, un précurseur de 1’ensemble des hormones
stéroidiennes. L’activité de cette enzyme permet de libérer la résorufine sur notre sonde qui

devient alors observable par spectrofluorimétrie.
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8.1. Syntheése de la sonde : cholestérol-résorufine

L
X
O QO O
(1)

AcO AcO

X =0H(2) R R =0Ac(5)
ii v
. L oo

X =0Ts(3)
iii |:
X =Br(4)
Figure 23 : Etapes de la synthese de la sonde de cholestérol-résorufine (6) a partir d’acide 3f3-

acétoxy-22,23,bisnor-5-cholénique (1).

Le cholestérol-résorufine (6) a été préparé a partir de 1’acide 3p-acétoxy-22,23-bisnor-
5-cholénique (1), suivant un protocole inspiré de celui propos¢ par Simpson et son équipe
(1991). Les modifications apportées au protocole initial ont permis d’améliorer le rendement

global de la synthese (Figure 23).

i: A une solution de dérivé acide du cholestérol (1) (1 g; 2,57 mmol) dans le
dichlorométhane (DCM) anhydre préalablement refroidie a 0°C, a été ajouté goutte a goutte et
sous agitation le (COCI), (1,5 équivalent (eq); 325 uL). Apres addition, le mélange a été
laissé 2 heures a température ambiante sous agitation. Le mélange réactionnel a ensuite été
concentré sous vide et le solide obtenu dissous dans le tétrahydrofurane (THF) anhydre, sous
argon. Aprés refroidissement a -60°C, une solution de LiAIH(O7Bu); dans le THF anhydre
(2,7 eq), préalablement préparée a partir de LiAlH4 (624 mg ; 7 mmol) et de fBuOH (1,54 g ;
20,8 mmol), a été ajoutée goutte a goutte sous agitation. Le mélange fut maintenu a -60°C
pendant 2,5 heures. Apres dilution avec Et,O, une solution de NaOH a été ajoutée goutte a
goutte afin de faire précipiter les sels d’aluminium. Aprés filtration sur célite du mélange
hétérogene, la phase organique a été lavée par HCI (1 N) puis NaCl satur¢ et enfin, séchée sur
MgSQOy4. Le produit brut a été obtenu aprés concentration sous vide. L’analyse RMN
(résonance magnétique nucléaire) 'H a permis de constater la conversion compléte de I’acide
(1) en son alcool (2) qui a été engagé dans la suite de la synthése sans purification
supplémentaire. L’alcool (2) a été obtenu sous la forme d’une poudre blanche (950 mg;

quantitatif).
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i1 : L’alcool (2) (893 mg; 2,38 mmol) a été dissous dans 4 mL de DCM anhydre. A cette
solution ont été successivement ajouté le TsCl (2 eq; 910 mg), la NEt; (4,2 eq; 1,39 mL)
puis la 4-(diméthylamino)pyridine (5%, 14 mg) servant de catalyseur. Le mélange est porté
une nuit au reflux sous agitation. Apres dilution du milieu réactionnel, celui-ci a été lavé par
HCI (1 N). La phase organique a ensuite été séchée sur MgSO4 puis concentrée sous vide. Le
produit brut a été chromatographié sur gel de silice (CyH/AcOEt : 90/10). Le dérivé tosylé (3)

a été obtenu sous la forme d’une poudre blanche (629 mg, 50%).

iii : Cette étape consiste en la substitution du groupement tosyle par un atome de brome,
meilleur nucléofuge. Elle a été ajoutée au protocole initial afin de faciliter la connexion
ultérieure de la résorufine au stéroide (étape 1v). Pour ce faire, le dérivé tosylé (3) (629 mg ;
1,19 mmol) a été dissous dans du DMF (3,2 mL) en présence de LiBr (3 eq; 310 mg). Le
mélange a ensuite été placé a 60 °C pendant une nuit sous agitation. Apres addition d’eau, la
phase aqueuse a été extraite par CyH. Le dérivé bromé (4) a été obtenu sous la forme d’une

poudre blanche (515 mg ; quantitatif).

iv : Le dérivé bromé (4) (160 mg ; 0,36 mmol), la résorufine (1,3 eq; 101 mg) et K,CO3 (2
eq ; 100 mg) ont été dissous dans le N,N-diméthylformamide (3 mL). Le mélange, placé sous
argon, a ensuite été chauffé a 50 °C pendant 6 jours sous agitation. Aprés retour a température
ambiante, le mélange a été¢ dilué¢ par un mélange H,O/DCM puis filtré sur célite. Apres
décantation, la phase aqueuse a été extraite au DCM et les phases organiques réunies, lavées
par K,COj; saturé puis séchées sur MgSO4. Apres concentration sous vide, le produit a été
chromatographié sur gel de silice (CyH/AcOEt : 70/30). Le composé attendu (5) a été obtenu

sous la forme d’un solide orangé (135 mg ; 65%).

v : Dans sa version initiale, la derniére étape de la syntheése du cholestérol-résorufine (6)
consistait en une réaction de saponification de la fonction ester. En appliquant les conditions
décrites, nous avons constaté le déplacement de la résorufine par les ions hydroxyde en méme
temps que la réaction attendue. Ceci nous a conduit a opter pour un acces vers le composé
final (6) par réduction de la fonction ester en présence de LiAlH4. Pour ce faire, a une
solution refroidie a 0°C du dérivé (5) (101 mg ; 0,18 mmol) dans le THF, a été additionné par
portion LiAlH4 (1,5 eq; 10 mg). Apres addition, le mélange est maintenu a 0°C pendant 15
minutes. Apres hydrolyse du milieu réactionnel par HCl (1 N), le mélange est extrait au
DCM. Les phases organiques sont séchées sur MgSO4 puis concentrées sous vide. Le résidu

obtenu aprés concentration sous vide a ensuite été chromatographi¢ sur gel de silice
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(CyH/AcOEt/NEts : 80/20/1%). Le produit attendu a été obtenu sous la forme d’un solide
rouge (42 mg ; 44%).

8.2. Observation de ’activité du cytochrome

L’activit¢ du CYPI1A1l a été observée par spectrofluorimétrie afin de suivre la
libération de résorufine au fur et & mesure de la synthése de prégnénolone par 1’enzyme ;

d’apres les travaux de Rone et al. (2012).

Les mitochondries cardiaques ou testiculaires, cassées par 3 cycles de congélation-
décongélation successifs, ont été reprises dans un ImL de tampon (saccharose 250mM,
potassium phosphate buffer 10 mM, triethanolamine-HCI1 15 mM, KCI1 20 mM, MgCl, 5 mM,
trilostane S5uM, pH 7,0 a 30°C) a la concentration protéique de 0,5 ou 1 mg/mL. Le
cholestérol-résorufine a ensuite été ajouté pour initier I’évaluation de I’activité du CYP11A1

par mesure de la fluorescence (530 ex / 595 em) de la résorufine libérée

La vitesse d’augmentation de la fluorescence est alors proportionnelle a I’activité¢ de
cette enzyme. A cette vitesse est soustraite celle obtenue dans les mémes conditions mais avec
ajout préalable de kétoconazole (20 uM), un inhibiteur de I’activité de CYP11Al, afin de ne

prendre en compte que la libération de la résorufine spécifique a I’activité de I’enzyme.

9. Dosage des stérols par spectrométrie de masse

Nous avons envoyé¢ des échantillons mitochondriaux, cytosoliques et plasmatiques au
Laboratoire de Pathologie Clinique et de Génétique Médicale de I’institut Carlo Besta (Milan,
Italie), afin de faire doser le cholestérol, ainsi que ses précurseurs et les oxystérols présents.
Ces échantillons ont été préparés de la méme manicre que décrit en chapitre I1.1.3&4 a la
différence que la reprise du culot mitochondrial a été effectuée dans un tampon phosphate
salin (PBS, H15-002, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) avant d’étre congelés a
-80°C jusqu’a envoi pour dosage. Le dosage a été réalisé par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Dans un tube scell¢ avec un septum en téflon, 150 pL d’échantillon a été ajouté avec
20 ng de D7-7a-hydroxycholestérol, de D7-7B-hydroxycholestérol, de D7-7cétocholestérol,
de D6-50,60-époxycholestérol, de  D6-5B,6B-¢époxycholestérol et de  D6-27-

hydroxycholestérol (CDN Isotopes Inc., Pointe-Claire, Canada) pour servir de controles
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internes. 50 pL de hydroxytoluene butylé (5 g/L) et 50 uL de K3-EDTA (10 g/L) ont ensuite
été déposés afin de prévenir les réactions d’auto-oxydation. Chaque tube a ét¢ mélangé en
présence d’argon pendant 20 minutes pour retirer 1’air présent. Une hydrolyse alcaline a été
effectuée a température ambiante (22°C) sous agitation magnétique pendant 30 minutes en
présence d’une solution d’hydroxyde de potassium éthanolique a 1 M. Aprés hydrolyse, les
stérols ont été extraits deux fois avec 5 mL de cyclohexane et les oxystérols ont été ¢élués par

extraction en phase solide dans une cartouche avec un mélange isopropanol : héxane (30 : 70).

La fraction organique a été évaporée sous un flux d’argon léger et convertie en ester de
triméthylsilyle avec du  N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide. =~ L’analyse  par
chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse a ¢été effectué sur
une colonne Elite équipée GC (30 mx0.32 mm ; id : 0.25 mm; Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA) avec injection en mode « splitless » et en utilisant I’hélium (ImL/minute) comme gaz
de transport. La température initiale du programme de 180°C a été maintenue pendant 1
minute et suivis d’une augmentation linéaire de 20°C par minute jusqu’a atteindre 270°C. La
température a ensuite été¢ augmentée de 5°C par minutes jusqu’a 290°C et maintenue pendant

10 minutes.

Le spectrometre de masse opere en mode SIM (selected ion-monitoring). L’ intégration
des pics est effectuée manuellement et les stérols sont quantifiés a partir de I’analyse SIM

contre les standards internes utilisés (Dzeletovic et al., 1995 ; Leoni et al., 2012).

10. Isolement de cardiomyocytes de rat

L’isolement de cardiomyocytes a été effectué a partir de cceurs de rats Wistar
d’environ 6 semaines. Ceux-ci ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de
pentobarbital sodique (70 mg/kg) avant I’injection de 500 UI d’héparine. Apres thoracotomie,
le cceur a été soigneusement excisé encore battant et déposé dans un tampon de perfusion (TP)
froid (NaCl 113 mM ; KC14,7 mM ; KH,PO4 0,6 mM ; Na,HPO4 0,6 mM ; HEPES 10 mM ;
MgSO4 1,2 mM ; NaHCO; 12 mM ; KHCO3; 10 mM ; taurine 30 mM ; 2,3-butanedione
monoxime 10 mM ; glucose 5,5 mM ; pH 7,46). Ce tampon, ainsi que les autres utilisés dans
ce protocole ont préalablement été bullés avec du carbogene (95% O, et 5% CO,). Le cceur a
ensuite été canulé au niveau de 1’aorte sur un appareil de type Langendorff et perfusé de
manicre rétrograde a pression constante avec le TP a 37°C pendant 2 minutes. Une fois le

cceur lavé du sang, le TP est remplacé par un tampon de digestion a 37°C (TP + CaCl, 12,5
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uM ; pH 7,46) contenant des enzymes permettant de digérer le coeur (0,2 mg/ml de libérase
type et 0,028 mg/ml de trypsine). Le cceur est perfusé jusqu’a sa dissociation compléte,

identifiable par son aspect gélatineux, puis détaché et déposé dans une boite de pétri.

Le cceur est alors disséqué afin d’¢liminer les oreillettes et le ventricule droit. Le
ventricule gauche est conservé et dilacéré aux ciseaux. La boite de pétri est ensuite remplie de
TP (+ CaCl, a 12,5 uM) contenant 10% de sérum de veau feetal (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) afin de stopper I’action des enzymes de digestion. Les morceaux de
ventricules sont ensuite agités au moyen d’une pipette pasteur afin de dissocier au maximum
les cardiomyocytes. La suspension cellulaire a alors été filtrée puis laissée a sédimenter
pendant 10 minutes. Le surnageant est ensuite €¢liming¢ et le culot cellulaire repris dans 10 mL
de TP contenant 5% de sérum de veau feetal et 12,5 uM de CaCl, puis laissé a sédimenter. Le
culot cellulaire est de nouveau repris puis laissé a sédimenter plusieurs fois en le reprenant
avec le méme tampon que précédemment en augmentant graduellement la concentration en

calcium (0,062 ; 0,112 ;0,212 ; 0,5 ; 1 mM).

11. Evaluation de la viabilité des cardiomyocytes

11.1. Mise en culture des cellules

Avant I’ensemencement des cardiomyocytes dans des boites de pétri (10 cm?), celles-
ci ont été recouvertes de laminine (=0,2 ug par cm? ; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) et laissées sécher durant une heure. 50000 cardiomyocytes sont ensuite déposés dans
chaque boite dans un volume final de 2mL de milieu de culture M199 (Dominique Dutscher,
Issy-les-Moulineaux, France) supplémenté d’ITS (insuline-transférine-sélénium 1X ; Thermo
Fisher Scientific). Les boites sont maintenues 1 heure a 37°C dans un incubateur (atmosphere
supplémentée en CO, a 5%) pour permettre la fixation des cardiomyocytes sur le revétement
de laminine. Aprés deux changements de milieu de culture pour laver les boites des cellules
n’ayant pas adhérées, les cardiomyocytes ont été remis dans I’incubateur et conservés durant

20 heures.

11.2. Coloration au bleu de trypan

La viabilité des cardiomyocytes sur 20 heures a été¢ évaluée par coloration des cellules
au bleu de trypan (0,4% ; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 150 uL de colorant a été

déposé dans les 2 mL de milieu de culture contenus dans chaque boite de pétri. Les cellules
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ont ensuite ét¢ comptées au microscope en distinguant les cellules incolores (vivantes) des

cellules colorées en bleu (mortes).

Dans le cadre de 1’¢tude de I’impact des oxystérols sur la viabilité des cardiomyocytes,
le cholestérol ou les oxystérols (25-hydroxycholestérol; 7B-hydroxycholestérol; 7-
cétocholestérol ; Sa,6a-époxycholestérol ; 5B,6B-époxycholestérol) ont été ajoutés aux
cardiomyocytes a différentes concentrations (OuM, 2uM, 10uM, 25uM, 50uM final) dans 10
uL d’éthanol dans le milieu M199.

12. Tests statistiques

Les résultats ont été exprimés comme la moyenne + SEM des valeurs individuelles
obtenues pour chaque protocole. La comparaison des différents parametres a été réalisée soit a
I’aide d’un test de Student dans le cadre de comparaisons de groupes deux a deux, soit a 1’aide
d’une analyse de variance (ANOVA) a une ou deux voies suivie d’un test de Scheffé. Dans le
cas de comparaison de groupes présentant des effectifs faibles, comme lors des western-blot
(autour de n=4), nous avons eu recours a un test de Mann Whitney précédé en cas de
comparaison de plus de 2 groupes entre eux par un Kruskall Wallis. Les résultats ont été jugés

significativement différents dans le cas de valeurs de p<0,05.
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Chapitre IL.IL. Résultats expérimentaux

Résultats 1 : Le 4’-chlorodiazépam inhibe les dysfonctions mitochondriales

et Paccumulation de stérols dans les mitochondries au cours de I’ischémie-

reperfusion myocardique chez les rats hypercholestérolémiques.

Ce travail a fait I’objet d’une publication dans le journal Biochemical Phamacology :

Musman J, Paradis S, Panel M, Pons S, Barau C, Caccia C, Leoni V, Ghaleh B, Morin D. A
TSPO ligand prevents mitochondrial sterol accumulation and dysfunction during myocardial
ischemia-reperfusion in hypercholesterolemic rats. Biochemical Pharmacology 2017;
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2017.06.125.

1. Objectif de I’étude

L’hypercholestérolémie est responsable d’une augmentation du risque de développer
un infarctus du myocarde, mais s’accompagne aussi d’une aggravation des lésions causées par
celui-ci, notamment lors de la reperfusion du tissu (Hoshida et al., 1996 ; Osipov et al., 2009).
Ceci témoigne d’un réle important que pourrait jouer le cholestérol dans les mécanismes liés
aux lésions de reperfusion, ce qui est en accord avec les résultats de notre laboratoire ayant
montré que cette molécule s’accumule au niveau mitochondrial et que cette accumulation
s’accompagne d’une production d’oxystérols chez des rats normocholestérolémiques (Paradis
et al., 2013). Les oxystérols, a fortes concentrations, sont déléteéres pour les cellules puisqu’ils
sont capables d’induire une augmentation de perméabilit¢é membranaire mitochondriale par
ouverture du mPTP et la libération de facteurs pro-apoptotiques dans la cellule (Vejux et al.,

2008 ; Leoni et al.,2016).

L’objectif de cette étude a donc été d’observer 1’effet de I’hypercholestérolémie sur la
concentration des stérols mitochondriaux cardiaques et I’impact d’une ischémie-reperfusion
du tissu dans ces conditions. Sachant que 1’hypercholestérolémie est caractérisée par une perte
d’efficacit¢ de différentes stratégies cardioprotectrices telles que le pré-conditionnement
ischémique, nous avons étudié son influence sur I’effet du 4’-chlorodiazépam, un ligand du

TSPO dont nous avons montré qu’il était cardioprotecteur et qu’il permettait de réduire
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I’accumulation de  stérols et d’oxystérols mitochondriaux chez des rats

normocholestérolémiques lors de la reperfusion du myocarde ischémié (Paradis et al., 2013).

2. Protocoles expérimentaux

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilis¢é un modéle de rat ZDF fa/fa,
hypercholestérolémique que nous avons traité ou non avec 10mg/kg de 4’-chlorodiazépam
avant d’induire une ischémie-reperfusion cardiaque. Nous avons de plus utilisé des rats ZDF

lean comme contrdles normocholestérolémiques.

L’ensemble des ischémies-reperfusions effectuées dans ce travail ont consistées en 30
minutes d’ischémie suivie de 15 minutes de reperfusion. Le 4’-chlorodiazépam ou son solvant
(DMSO) ont été injectés pendant 5 minutes dans la veine jugulaire 10 minutes avant d’initier

I’ischémie du myocarde (Cf. IL.1.2).

Les mitochondries et les cytosols cardiaques ont été isolés a la fin de la reperfusion
afin de doser les stérols contenus par GC-MS (Cf. I1.1.9). Par ailleurs, les effets de 1’ischémie-
reperfusion et I’effet cardioprotecteur du 4’-chlorodiazépam ont été évalués dans chacun de
nos groupes en analysant les fonctions des mitochondries cardiaques par mesure du couplage
entre la consommation en oxygene mitochondriale et la synthése d’ATP (coefficient
respiratoire) et de la capacité de I’organite a retenir le calcium qui évalue la sensibilité

d’ouverture du mPTP (Cf. IL.L5).

3. Résultats obtenus

3.1. Effet de I’hypercholestérolémie sur les stérols au niveau des cellules cardiaques

En plus d’une hypercholestérolémie, le modele de rat ZDF fa/fa présente au niveau
plasmatique par rapport aux rats ZDF lean une augmentation des oxystérols et de chacun des
précurseurs du cholestérol que nous avons dosés. Le 7B-hydroxycholestérol présente la plus
forte augmentation plasmatique parmi les oxystérols issues de 1’auto-oxydation du cholestérol
et I’hypercholestérolémie est aussi responsable d’une augmentation du 27-hydroxycholestérol,

qui est synthétisé de maniere enzymatique par le CYP27A1.

L’accroissement de la concentration plasmatique de ces stérols se retrouve au sein des
cellules cardiaques, que ce soit au niveau cytosolique ou mitochondrial ; seul exception, le 27-

hydroxycholestérol dont la concentration reste constante. Cette augmentation s’accompagne

89



d’une altération des fonctions mitochondriales dans les cellules cardiaques des rats ZDF fa/fa
avec une réduction du coefficient respiratoire (-10,4%), ainsi que de la capacité des

mitochondries a retenir le calcium (-23,7%).

3.2. Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique chez les rats ZDF fa/fa

L’ischémie prolongée du myocarde suivie par 15 minutes de reperfusion augmente le
cholestérol, ses précurseurs, ainsi que la majorité des oxystérols dosés dans les cytosols et
mitochondries cardiaques. Cet effet est visible a la fois chez les rats ZDF lean et fa/fa mais est
proportionnellement plus important chez les animaux hypercholestérolémiques malgré des
niveaux de stérols déja supérieurs a 1’état de base. De plus, I’ischémie-reperfusion du
myocarde chez les rats ZDF fa/fa s’accompagne d’une diminution supplémentaire de la

capacité de rétention calcique et du coefficient respiratoire mitochondriaux (= -24%).

3.3. Effet du 4’-chlorodiazépam au cours de I’ischémie-reperfusion du myocarde

chez les rats ZDF fa/fa

Le 4’-chlorodiazépam inhibe 1’altération des fonctions mitochondriales au cours de
I’ischémie-reperfusion myocardique chez les rats ZDF fa/fa en préservant le coefficient
respiratoire des mitochondries, ainsi que leur capacité a retenir le calcium. L’administration
de 4’-chlorodiazépam chez ces rats hypercholestérolémiques permet aussi d’inhiber
I’accumulation des stérols et des oxystérols dans la mitochondrie suite a 1’ischémie-
reperfusion du myocarde. Cet effet reste toutefois limité a 1’organite, les stérols cytosoliques

n’étant pas modifiés par ce traitement, tout comme dans le plasma.

4. Conclusion

L’hypercholestérolémie dans notre modele de rats ZDF fa/fa s’accompagne d’une
augmentation en stérols et en oxystérols dans les cellules cardiaques a la fois dans le cytosol
et les mitochondries. Comme nous 1’avons observé chez des rats normocholestérolémiques
(Paradis et al. 2013), I’ischémie-reperfusion myocardique provoque chez les rats ZDF fa/fa
une augmentation supplémentaire de ces composés aux niveaux cytosolique et mitochondrial.
Cela s’accompagne de dysfonctions de ['organite s’additionnant a ceux induits par

I’hypercholestérolémie.

90



Le 4’-chlorodiazépam conserve sa capacité a protéger les fonctions mitochondriales au
cours de I’ischémie-reperfusion chez des animaux hypercholestérolémiques. Cette protection
s’accompagne d’une inhibition de 1’accumulation des stérols et oxystérols au niveau des
mitochondries. Ainsi, ces résultats suggerent que 1’inhibition de I’accumulation de cholestérol
mitochondrial peut représenter une stratégie valide dans la protection du coeur contre les

Iésions liées a I’ischémie-reperfusion et cela méme en condition d’hypercholestérolémie.
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Résultats 2 : Implication des oxystérols dans les lésions myocardiques liées

a la reperfusion ainsi que dans les stratégies cardioprotectrices.

1. Objectif de I’étude

Nos résultats suggerent que [’accumulation du cholestérol et des oxystérols
mitochondriaux pourrait étre impliquée dans les 1ésions liées a la reperfusion du myocarde
ischémique. En effet, il est maintenant bien établi que le déréglement de la concentration en
oxystérols peut induire des effets néfastes sur les cellules, notamment au niveau
mitochondrial, pouvant conduire a I’initiation d’un processus apoptotique (Ryan et al., 2005 ;

Vejux et al., 2008).

Par ailleurs, un traitement des animaux par le 4’-chlorodiazépam, un ligand du TSPO,
permet de les protéger contre les Iésions de reperfusion et ceci s’accompagne d’une inhibition
de I’accumulation des stérols a la fois chez des animaux normo et hypercholestérolémiques

(Paradis et al., 2013 ; Musman et al., 2017).

Dans cette partie, nous avons cherché a confirmer 1’implication d’une surcharge en
cholestérol et en oxystérols dans les 1ésions liées a la reperfusion du myocarde. Nous nous
sommes donc intéressés a [’effet de ces composés sur des mitochondries et des

cardiomyocytes isolés.

Parallélement, nous avons examiné la relation entre I’inhibition de I’accumulation des
stérols mitochondriaux et la protection du myocarde contre les Iésions liées a 1’ischémie-
reperfusion. Pour ce faire, nous avons eu recours a deux stratégies connues pour &tre
cardioprotectrices et susceptibles de modifier la production d’oxystérols en jouant sur deux
parameétres : le cholestérol et le stress oxydant. Nous avons pour cela utilisé¢ une statine, la
pravastatine, qui réduit la syntheése de cholestérol (Ludman et al., 2009) et la pratique d’un

exercice physique régulier qui diminue le stress oxydant (Pons et al., 2013).
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2. Protocoles expérimentaux

2.1. Observation de I’effet des oxystérols sur les cellules cardiaques

Nous avons tout d’abord observé I’effet d’une surcharge en oxystérols au niveau de
mitochondries et de cardiomyocytes fraichement isolés. Les mitochondries ont été extraites a
partir de ventricules cardiaques gauches de rats Wistar agés d’environ 8 semaines. Pour
observer I’influence d’une surcharge en oxystérols sur les fonctions mitochondriales, nous
avons incubé ces mitochondries en présence d’oxystérols a la concentration la plus élevée que
le permet leur solubilité durant 20 minutes a 4°C (50 uM pour le 7-cétocholestérol et le 25-
hydroxycholestérol ; 100 uM pour le 7B-hydroxycholestérol et pour les 5a,6a- et 5B,6p-
époxycholestérols). Nous avons ensuite mesuré leur capacité a retenir le calcium, témoin de la
sensibilité d’ouverture du mPTP, ainsi que leur consommation en oxygene pour déterminer

leur coefficient respiratoire (Cf. IL.L5).

Dans une seconde étape, nous avons mesuré la viabilité de cardiomyocytes adultes
fraichement isolés de cceur de rats Wistar d’environ 6 semaines et mis en culture pendant 20
heures en présence de différentes concentrations (0; 2; 10; 25; 50 uM) des cinq méme
oxystérols étudiés sur les mitochondries. La mesure de viabilité a été effectuée par coloration

des cellules au bleu de trypan (Cf. IL.I.11).

2.2. Protocoles de protection du myocarde ischémique

Afin de déterminer I'implication de I’inhibition de I’accumulation des stérols
mitochondriaux dans la cardioprotection, nous avons fait courir des souris C57BL/6J et des
souris ob/ob durant 4 semaines, avec une premicre semaine d’adaptation a rythme réduit puis
3 semaines a un rythme plus soutenu (1 heure par jour a une vitesse de 30 cm.s” pour les
C57BL/6J et de 20 cm.s™ pour les souris ob/ob). L’intensité de 1’exercice a été diminué pour
le groupe de souris obéses afin d’uniformiser la dépense énergétique fournie par les animaux
au cours de la course malgré leur différence de poids. Nous avons ensuite observé 1’effet d’un
protocole de 30 minutes d’ischémie suivies de 15 minutes de reperfusion myocardique sur la
concentration des stérols et des oxystérols mitochondriaux chez ces animaux et comparé ces

résultats a ceux obtenus chez des animaux sédentaires (Cf. 11.1.2).

De la méme maniére, nous avons observé 1’effet de la diminution de la synthése de
cholestérol chez des rats Wistar grace a un traitement a la pravastatine (10 mg/kg/jour durant
3 jours) sur l’accumulation des stérols mitochondriaux aprés ischémie-reperfusion du
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myocarde. La cardioprotection induite par cette molécule a été confirmée par contrdle des
fonctions des mitochondries cardiaques. Dans I’étude de chacune de ces deux stratégies

cardioprotectrices, le dosage des stérols et oxystérols a été effectué par GC-MS (Cf. IL1.9).

3. Résultats obtenus

3.1. Effet du cholestérol et des oxystérols sur les cellules cardiaques

3.1.1. Effet des oxystérols au niveau des mitochondries cardiaques

Des mitochondries cardiaques issues de rats Wistar ont été extraites et mises en
présence d’oxystérols, ou de leur solvant (DMSO), dans le but d’évaluer leur effet sur les

fonctions mitochondriales.

Coefficient respiratoire

T

Témoin 25-hydroxyCHL  7B-hydroxyCHL 7-cétoCHL 5a,6a-époxyCHL 58,6B-époxyCHL

T

Figure 24 : Effet de la présence d’oxystérols sur le coefficient respiratoire des mitochondries
cardiaques. Des mitochondries extraites de ventricules cardiaques gauches de rats Wistar ont
été mis en présence de différents oxystérols (25-hydroxyCHL et 7-cétoCHL a 50uM ; 7B-
hydroxyCHL, a-époxyCHL et B-époxyCHL a 100uM) ou de leur solvant (DMSO) servant de
témoin, cela durant 20 minutes a 4°C avant mesure de la respiration mitochondriale. Chaque
valeur représente la moyenne =SEM de 3 a 4 extraits mitochondriaux.

CHL : cholestérol.

Le coefficient respiratoire des mitochondries cardiaques extraites n’a pas montré de
changement en présence des oxystérols utilisés dans cet étude (Figure 24). Le 7-
cétocholestérol et 1’a-époxycholestérol montrent une tendance a I’amélioration de ce

coefficient qui ne ressort toutefois pas significativement.

94



200

160 -

120

80 -

Rétention calcique
(nmol Ca?*/mgprotéine)

Témoin 25-hydroxyCHL  7B-hydroxyCHL 7-cétoCHL 5a,6a-époxyCHL 58,6B-époxyCHL

Figure 25: Effet de la présence d’oxystérols sur la capacité de rétention calcique des
mitochondries cardiaques. Le méme protocole d’incubation a été utilisé que pour la mesure du
coefficient respiratoire (Figure 24) avant de quantifier la quantité de calcium requise pour
induire 1’ouverture du mPTP. Chaque valeur représente la moyenne =SEM de 3 a 4 extraits
mitochondriaux.

CHL : cholestérol.

De la méme maniére, aucun des oxystérols incubés avec les mitochondries cardiaques
n’a induit de modification de leur capacité a retenir le calcium (Figure 25). La sensibilité
d’ouverture du mPTP reste donc inchangée en présence de ces dérivés oxydés du cholestérol

dans le milieu d’incubation.

3.1.2. Effet du cholestérol et des oxystérols sur la survie cellulaire

Des cardiomyocytes ont ét¢ mis en présence de cholestérol, d’oxystérols ou de leur
solvant (éthanol) durant 20 heures a 37°C dans I’atmosphere ambiant incluant 5% de CO,.

Nous avons ensuite observé I’'impact de ces composés sur la viabilité de ces cellules.
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Figure 26 : Effet du cholestérol et des oxystérols sur la viabilit¢ des cardiomyocytes. Des

cardiomyocytes de rats Wistar fraichement isolés ont été mis en culture dans un milieu M199

en présence d’oxystérols a différentes concentrations (2 ; 10; 25; 50 uM) ou leur solvant

(éthanol : 0 uM) pendant 20 heures. La viabilité cellulaire a ensuite été évaluée par coloration

au bleu de trypan et comptage manuel de la proportion de cellules colorées (mortes). Chaque

valeur représente la moyenne £SEM de 4 extraits cellulaires. * : p<0,05 vs OuM.

Le cholestérol incubé pendant 20 heures ne provoque pas de modification de la

viabilité des cardiomyocytes quelle que soit la concentration utilisée (Figure 26). Un résultat

similaire a été observé avec le 25-hydroxycholestérol, le 7B-hydroxycholestérol et le Sa,60-

époxycholestérol. En revanche, a la concentration de 50 uM, le 7-cétocholestérol et le 58,6p-

époxycholestérol diminuent la viabilité des cardiomyocytes de 36,7 et de 40,1%.
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3.2. Effet de la diminution du stress oxydant chez des souris témoins et obéses

Ce travail a fait I’objet d’une publication dans le journal Free Radical Biology and Medicine :

Musman J, Pons S, Barau C, Caccia C, Leoni V, Berdeaux A, Ghaleh B, Morin D. Regular
treadmill exercise inhibits mitochondrial accumulation of cholesterol and oxysterols during

myocardial ischemia-reperfusion in wild-type and ob/ob mice. Free Radic Biol Med
2016;101:317-24.

Cette ¢étude avait pour objectif de déterminer si la pratique de I’exercice physique, qui
est cardioprotectrice et réduit le stress oxydant, limite 1’accumulation de cholestérol et

d’oxystérols dans la mitochondrie lors de la reperfusion du myocarde ischémié¢.

3.2.1.Eftet de I’hypercholestérolémie sur les concentrations en stérols

mitochondriaux cardiaques chez la souris

La mutation du géne codant la leptine chez les souris ob/ob est responsable d’une
augmentation du cholestérol et de I’ensemble des oxystérols dans le plasma. L’accumulation
de ces différents stérols ne se retrouve toutefois pas au niveau mitochondrial ou leurs
concentrations restent comparables chez les souris C57BL/6J et ob/ob, a 1’exception du 27-
hydroxycholestérol qui est augmenté chez les animaux obéses. Il est a noter que cet oxystérol
est le seul formé de mani¢re enzymatique parmi ceux dosés dans cette étude. Cette
augmentation n’est pas due a une surexpression du CYP27Al, qui est a I'origine de sa
formation dans la mitochondrie puisqu’au contraire, 1’obésité chez ces souris s’accompagne

d’une diminution de I’expression du CYP27A1 cardiaque (-71%).

3.2.2.L’ischémie-reperfusion est responsable d’une augmentation des stérols et

des oxystérols mitochondriaux a la fois chez les souris témoins et obéses

Les souris C57BL/6J et ob/ob ont été soumises a une ischémie myocardique de 30
minutes suivie d'une reperfusion de 15 minutes. Le cholestérol mitochondrial s'accumule de
maniere similaire chez les souris C57BL/6)J et ob/ob aprés ischémie-reperfusion
(respectivement +19,2 et +16,2%) et ceci est associé a une augmentation des oxystérols dans
l'organite, a l'exception du 7a-hydroxycholestérol chez les souris C57BL/6J. 11 est a noter que
cet oxystérol ainsi que le 7-cétocholestérol sont trés augmentés chez les souris ob/ob. Ceci

peut étre mis en relation avec une augmentation du stress oxydant chez ces souris puisque
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nous avons observé une importante diminution au niveau cardiaque de deux protéines anti-

oxydantes, la SODI et la catalase.

3.2.3.L’exercice physique limite I’accumulation des stérols et oxystérols

mitochondriaux causée par 1’ischémie-reperfusion.

Nous avions précédemment montré dans le laboratoire, par la mesure de tailles
d’infarctus, le caractere cardioprotecteur du protocole de course utilisé dans ce projet (Pons et
al. 2013). La mesure des stérols dans le cceur étant incompatible avec la mesure de la taille
d’infarctus, nous avons utilis¢ I’évaluation de la phosphorylation oxydative des mitochondries
isolées comme critere de lésions myocardiques causées par 1’ischémie-reperfusion et de
cardioprotection chez la souris. L’exercice physique permet une augmentation du coefficient
respiratoire mitochondrial apres ischémie-reperfusion cardiaque a la fois chez les souris
C57BL/6J et ob/ob (+20,6% et +23,6%). Cet effet de ’exercice physique pourrait en partie
s’expliquer par 1I’augmentation de 1’expression des protéines anti-oxydantes SOD1 et catalase

et donc par la diminution du stress oxydant en normo et hypercholestérolémie.

Cette protection au niveau du myocarde induite par 1’exercice physique s'accompagne
d'une inhibition importante de I'accumulation du cholestérol et des oxystérols mitochondriaux.
Cet effet a été observé sur I'ensemble des oxystérols issus de 1’auto-oxydation du cholestérol,

que ce soit en condition de normo- ou d'hypercholestérolémie.

3.2.4.Conclusions

Cette ¢étude a montré que les stérols et les oxystérols s’accumulent dans les
mitochondries cardiaques de souris apreés ischémie-reperfusion, confirmant les résultats
obtenus chez le rat. Cette accumulation est plus prononcée en condition
d’hypercholestérolémie ou I’on observe une forte augmentation des oxystérols produits par
auto-oxydation, ce qui est a mettre en relation avec I’augmentation du stress oxydant décrit
chez ces animaux et la diminution des protéines anti-oxydantes SOD1 et catalase que nous

avons observée.

L’exercice-physique permet une protection des fonctions mitochondriales apres
ischémie-reperfusion myocardique qui s’accompagne d’une inhibition de I’accumulation du
cholestérol et de la plupart des oxystérols mitochondriaux détectés. Cette inhibition est

particulierement marquée chez les souris ob/ob ou I’accumulation du cholestérol est
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totalement abolie. Cet effet de I’exercice physique est attribuable notamment a 1’augmentation
de I’expression de protéines anti-oxydantes telles que la SODI1 et la catalase que nous avons

observée dans cette étude et qui permettrait de limiter I’auto-oxydation du cholestérol.
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3.3. Effet de la diminution de la synthése de cholestérol au moyen d’une statine

3.3.1.Effet sur les fonctions mitochondriales

L’effet cardioprotecteur de la pravastatine a plusieurs fois été décrit et cela méme en
absence d’effet sur la concentration de cholestérol sanguin (Thuc et al., 2010 ; Andreadou et
al., 2012). Nous avons confirmé cet effet protecteur dans notre protocole expérimental en
évaluant la respiration et la capacité des mitochondries a retenir le calcium dans les tissus

cardiaques sains et ischémiés-reperfusés (Figure 27).
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Figure 27 : Evaluation de la protection des fonctions mitochondriales au cours de 1’ischémie-
reperfusion par la pravastatine. Des rats Wistar ont recu 10 mg/kg de pravastatine par jour par
voie orale durant 3 jours avant extraction des mitochondries du ventricule cardiaque gauche
ayant subit ou non une ischémie-reperfusion (I/R). Le coefficient respiratoire et la capacité de
rétention calcique des mitochondries ont été évalués et comparés a ceux de mitochondries
issues de rats non traités. Chaque valeur représente la moyenne =SEM de 7 a 10 extraits

mitochondriaux. * : p<0,05 vs témoins ; T : p<0,05 vs I/R.

Le traitement des animaux témoins avec la pravastatine ne modifie pas les fonctions
des mitochondries cardiaques. A 1’inverse, ’ischémie-reperfusion du tissu provoque une
chute importante du coefficient respiratoire mitochondriale (-52%). Celle-ci s’accompagne
¢galement d’une diminution de la capacité¢ des mitochondries a retenir le calcium (-62%),
témoignant d’un accroissement de sensibilité de 1’ouverture du mPTP. Ces deux parameétres
sont partiellement restaurés par la pravastatine qui augmente le coefficient respiratoire de

48% et la capacité de rétention calcique de 52% apres ischémie-reperfusion.
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3.3.2. Effet sur les stérols cardiaques aux niveaux cytosolique et mitochondrial

Nous avons ensuite déterminé 1’effet du traitement par la pravastatine sur la
concentration du cholestérol et des oxystérols au niveau des cellules cardiaques sur des
animaux témoins et apreés ischémie-reperfusion, malgré 1’absence d’effet sur leur
concentration au niveau plasmatique. La pravastatine n’a pas eu d’effet sur le cholestérol
cytosolique dans le cceur des animaux témoins. Un résultat similaire a été observé avec le 7a-
hydroxycholestérol et le 7-cétocholestérol, alors que le 7B-hydroxycholestérol est augmenté
(Figure 28). Comme nous ’avons vu précédemment, 1’ischémie-reperfusion myocardique
provoque une accumulation du cholestérol et des oxystérols dans le cytosol des cellules
cardiaques. Le traitement par la pravastatine inhibe partiellement 1’accumulation du
cholestérol dans le cytosol. A I’inverse, il majore 1’accumulation du 7a-hydroxycholestérol

alors qu’il n’a pas d’effet sur le 7B-hydroxycholestérol et le 7-cétocholestérol (Figure 28).
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Figure 28 : Effet de la pravastatine sur le cholestérol et plusieurs oxystérols cytosoliques au
cours de I’ischémie-reperfusion du myocarde. Des extraits cytosoliques ont été purifiés a
partir de ventricules cardiaques gauches de rats Wistar ayant subi ou non une ischémie-
reperfusion (I/R) du myocarde et traités ou non a la pravastatine. Le cholestérol (CHL) et les
oxystérols ont ensuite été dosés par GC-MS. Chaque valeur représente la moyenne =SEM de

11 a 14 extraits cytosoliques. * : p<0,05 vs témoins ; T : p<0,05 vs I/R.

Au niveau mitochondrial, comme dans le cytosol, la pravastatine ne modifie pas la

concentration en cholestérol et en oxystérols chez les animaux témoins (Figure 29). Par
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ailleurs, cette ¢tude confirme que [D’ischémie-reperfusion du myocarde provoque
I’accumulation au niveau mitochondrial du cholestérol et des oxystérols, que ceux-ci résultent
d’une auto-oxydation du cholestérol ou bien d’une synthése enzymatique comme le 27-
hydroxycholestérol. Le traitement a la pravastatine inhibe totalement ces augmentations

contrairement aux résultats observés dans le cytosol.
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Figure 29 : Effet de la pravastatine sur la concentration en cholestérol et en oxystérols
mitochondriaux au cours de I’ischémie-reperfusion du myocarde. Des mitochondries ont été
extraites de ventricules cardiaques gauche de rats Wistar ayant subi ou non une ischémie-
reperfusion (I/R) du myocarde et traités ou non a la pravastatine. Le cholestérol (CHL) et les
oxystérols ont ensuite été dosés par GC-MS. Chaque valeur représente la moyenne £SEM de

9 a 15 extraits mitochondriaux. * : p<0,05 vs témoins ; T : p<0,05 vs I/R.
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4. Conclusion

Bien que les oxystérols n’aient pas montré d’effets déléteres sur les fonctions
mitochondriales en cas d’incubation avec ces organites, le 7-cétocholestérol et le 7pB-
hydroxycholestérol induisent un accroissement de la mortalit¢ des cardiomyocytes a forte
concentration (respectivement a partir de 25 et 50 uM). Ces résultats confirment 1’effet
délétére pour une cellule de I’accumulation de certains oxystérols. L’absence d’effet de ces
méme oxystérols sur des mitochondries isolées peut résulter de 1’absence de passage de ces
composés a travers la membrane mitochondriale qui pourrait nécessiter un temps d’incubation
plus important et/ou certains facteurs cytosoliques pour ce transfert, dont les mécanismes

restent aujourd’hui méconnus.

Comme observé précédemment dans notre laboratoire, 1’ischémie-reperfusion est
responsable d’une augmentation importante du cholestérol a la fois aux niveaux cytosolique et
mitochondrial chez le rat mais aussi chez la souris. L’accumulation en oxystérols qui
I’accompagne est susceptible de jouer un role dans 1’apparition des lésions de reperfusion.
Grace a deux stratégies permettant de moduler la synthése des oxystérols, que sont la
diminution du stress oxydant par 1’exercice physique, ainsi que de la synthése de cholestérol
par la pravastatine, nous avons observé une inhibition de I’accumulation du cholestérol et des
oxystérols mitochondriaux apres ischémie-reperfusion. De la méme manic¢re que pour le
traitement par le ligand du TSPO, 4’-chlorodiazépam, cet effet sur les stérols mitochondriaux
a la reperfusion du myocarde s’accompagne d’un maintien des fonctions mitochondriales, qui
est un signe de cardioprotection. De plus, I'effet de chacune de ces deux stratégies sur
I’accumulation de stérols dans les mitochondries et sur leurs fonctions a la reperfusion
persiste en condition d’hypercholestérolémie. Cibler les mécanismes a [’origine de
I’accumulation de cholestérol et d’oxystérols mitochondriaux représente donc une stratégie

intéressante dans la prévention des 1ésions de reperfusion myocardiques.
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Résultats 3 : Identification des mécanismes intervenants dans

I’accumulation du cholestérol mitochondrial a la suite d’une ischémie-

reperfusion myocardique.

1. Objectif de I’étude

Comme nous ’avons montré précédemment, 1’ischémie-reperfusion du myocarde est
responsable d’une accumulation du cholestérol au niveau mitochondrial. Celle-ci
s’accompagne d’une augmentation incontrolée de la concentration en oxystérols, qui sont
aujourd’hui impliqués dans le développement de diverses pathologies (Doria et al., 2016 ;
Gargiulo et al., 2017), de part, notamment, leur capacité a induire ’apoptose cellulaire (Rosca

et al., 2012).

Les oxystérols pourraient donc jouer un role important dans la formation des Iésions
liées a la reperfusion. Les travaux effectués dans notre laboratoire démontrent que plusieurs
stratégies cardioprotectrices inhibent 1’accumulation mitochondriale en cholestérol et
oxystérols (Paradis et al., 2013 ; Musman et al., 2016). Les mécanismes a 1’origine de cette
accumulation pourrait représenter une cible intéressante dans la prévention des Iésions de

reperfusion, mais ceux-ci restent aujourd’hui méconnus.

L’objectif de cette étude a donc été d’identifier les mécanismes intervenants dans
I’accumulation de cholestérol mitochondrial liée a la reperfusion. Pour ce faire, nous avons
cherché a déterminer si celle-ci résulte d’une diminution du catabolisme du cholestérol au
cours de I’ischémie-reperfusion ou d’une augmentation de son transfert depuis le cytosol a
travers la membrane mitochondriale, sans exclure ’association des deux. Dans ce but, nous
nous sommes tout d’abord intéressés au CYPI1Al et au CYP27Al1, deux enzymes
mitochondriales dont la fonction est de dégrader le cholestérol. Nous avons ensuite étudié
I’influence de I’ischémie-reperfusion myocardique sur les deux principales protéines décrites

comme responsables de son entrée dans la mitochondrie, TSPO et StAR.
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2. Protocoles expérimentaux

L’¢tude a consist¢é a observer I’évolution au cours d’une ischémie-reperfusion
myocardique de ’expression des protéines impliquées dans la régulation du cholestérol
mitochondrial chez des rats témoins et des rats traités par le 4’-chlorodiazépam ou la
pravastatine. Le protocole réalisé sur des rats Wistar d’environ 8 semaines a consisté en 30
minutes d’ischémie suivi de 15 minutes de reperfusion (Cf. II.1.2). Nous avons ensuite isolé
les protéines et les ARN totaux a partir de cceurs ischémiés-reperfusés et de cceurs t€émoins

sains.

L’analyse de I’expression protéique a été effectuée par Western-blot et celles des
ARNm par qPCR (Cf. 11.1.6-7). Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la
protection du myocarde ischémique, des protéines ont également été extraites de tissus
cardiaques d’animaux ayant été traités au 4’-chlorodiazépam ou a la pravastatine, deux

molécules capables de limiter I’accumulation de cholestérol mitochondrial a la reperfusion.

Nous avons de plus cherché a mesurer [Dactivité des deux cytochromes
mitochondriaux impliqués dans la dégradation du cholestérol. Dans le cas du CYP11A1, nous
avons synthétisé en collaboration avec 1’équipe « Electrochimie et Synthése Organique » de
I’Institut de Chimie et des Matériaux Paris-Est une sonde fluorescente consistant en une
molécule de cholestérol couplée au niveau de sa chaine latérale a une molécule de résorufine,
un fluorochrome inactif en 1’état. Cette sonde nous a permis d’observer en fonction du temps,
par spectrofluorimétrie (530ex/595em), le catabolisme du cholestérol correspondant a la
libération de la résorufine suite au clivage de la chaine latérale du cholestérol par le CYP11A1

(Cf. ILLS).

Un protocole de mesure de 1’activité du CYP27A1 est en cours de mise au point, en
association avec 1’équipe « Electrochimie et Synthése Organique », consistant a doser le 27-
hydroxycholestérol produit par cette enzyme contenue dans des extraits mitochondriaux,

d’apres les travaux de Li et al. (20006).
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3. Résultats obtenus

3.1. Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur la dégradation enzymatique

du cholestérol mitochondrial

Dans la mitochondrie, le cholestérol peut étre dégradé de maniére enzymatique par le
CYP11A1 et le CYP27Al1, qui sont responsables respectivement de la synthése de
prégnénolone et de 27-hydroxycholestérol. Une diminution de I’activité de ces enzymes au
cours de I’ischémie-reperfusion myocardique pourrait expliquer 1’accumulation de cholestérol
mitochondrial. Afin d’analyser cette hypothése, nous nous sommes intéressés dans un premier
temps a I’expression protéique de ces enzymes. La figure 30 montre que ces enzymes sont
présentes dans le caeur mais que leur expression n’est pas modifiée suite a la reperfusion du

myocarde.

A.
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CYP11A1

Densité relative
CYP11A1/ COX-IV

COX-IV

Témoin I/R
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CYP27A1 / COX-IV
N
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Figure 30: Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur 1’expression protéique du
CYPI1A1 (A) et du CYP27A1 (B). Les protéines mitochondriales ont été extraites a partir de
cceurs de rats témoins ou ayant subi une ischémie-reperfusion (I/R). L’expression protéique de
chacun de ces cytochromes a ét¢ comparée entre ces deux groupes par Western-blot et les
résultats obtenus ont été normalisés en fonction de la protéine COX-IV. Chaque valeur

représente la moyenne £SEM de 4 extraits protéiques.
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Il faut noter que ces protéines sont trés peu concentrées dans le coeur. La comparaison
de leur expression cardiaque par rapport a celle observée dans des organes de référence, tels
que le foie pour le CYP27A1 ou le testicule pour le CYP11Al, présente un différentiel
tellement important qu’il rend difficile leur visualisation dans le cceur sur le méme Western-

blot (Figure 31).

Coeur Testicule
Coeur Foie

Figure 31 : Expression dans le cceur et dans respectivement le testicule et le foie de CYP11A1

et de CYP27AI1. Les protéines mitochondriales ont été¢ extraites a partir de tissus de rats
Wistar. L’expression protéique de ces cytochromes a été comparée entre le coeur et le testicule
pour le CYP11A1 et entre le coeur et le foie pour le CYP27A1 par Western-blot. Chaque

bande correspond a un extrait protéique différent.

L’activit¢ du CYP11A1 a ensuite été évaluée a la fois dans des mitochondries
cardiaques et testiculaires, dans lesquelles 1’expression du CYP11A1 est importante en raison
de leur forte implication dans la stéroidogenése (Figure 32). Dans le cadre de ces expériences,
nous avons travaillé & une concentration en protéines mitochondriales de 0,5 mg/mL,
sélectionnée d’apres les travaux de Rone et al. (2012). Nous avons observé une activité
importante du CYP11A1 dans les mitochondries testiculaires, visualisée par une augmentation
rapide de fluorescence (530 ex / 595 em) correspondant a la libération de résorufine.
Toutefois, aucune activit¢ de la protéine n’a pu étre observée dans les mitochondries
cardiaques a cette concentration. Le doublement de la concentration (1 mg/mL) nous a permis
de mesurer ’activit¢ du CYP11A1 dans le cceur mais celle-ci est trés faible, ce qui est
cohérent avec la faible expression observée et 1’impossibilité de détecter de la prégnénolone
dans les mitochondries cardiaques. Cependant lorsque cette activité est comparée a celle de
mitochondries issues de cceur ayant subi une ischémie-reperfusion, aucune modification n’a

été mise en évidence.
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Figure 32: Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur [’activit¢ du CYP11Al.
L’activit¢ du CYP11A1 a été observée en incubant les mitochondries, issues de tissus
cardiaques témoins ou ischémiés-reperfusés (I/R), en présence de cholestérol couplé a une
molécule de résorufine au niveau de la chaine latérale. Celle-ci est clivée par le CYP11A1,
qui provoque une libération de la résorufine et donc une augmentation de fluorescence
observable en fonction du temps (figure de gauche). Cette activité a été quantifiée par mesure
de la vitesse d’augmentation de la fluorescence (figure de droite). Des mitochondries
testiculaires ont été utilisées comme controle positif. Chaque valeur représente la moyenne

+SEM de 4 a 6 extraits mitochondriaux. * : p<0,05 vs testicule.

Outre Dl’activit¢ du CYPI1Al, il est important d’étudier celle du CYP27Al, qui
participe aussi a la dégradation du cholestérol dans la mitochondrie, pour évaluer ’effet de
I’ischémie-reperfusion sur le catabolisme du cholestérol dans ’organite. Ce travail est encore
au stade de la mise au point et permettra de compléter ces résultats, ultérieurement a ce travail

de thése.

3.2. Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur 1’entrée du cholestérol dans la

mitochondrie

Afin de déterminer si I’accumulation de cholestérol mitochondrial lors de I’ischémie-
reperfusion du myocarde résulte de I’augmentation de son entrée dans I’organite, nous avons
¢valué I’expression protéique des deux principaux médiateurs décrits dans ce mécanisme, les

protéines TSPO et StAR.
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Nous n’avons pas observé de modification de I’expression protéique de TSPO suite a
la reperfusion du myocarde ischémique. Toutefois, 1’isoforme 27kDa de la protéine StAR est

fortement augmentée au niveau mitochondrial (Figure 33).

A. Témoin I/R

TSPO

Densité relative
TSPO / COX-IV

COX-IvV

Témoin I/R
B. Témoin I/R

StAR (27 kDa)
20 -

Densité relative
StAR / COX-IV

COX-IV 10 -

0 e .
Témoin I/R

Figure 33 : Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur I’expression protéique de TSPO
(A) et de l'isoforme de 27 kDa de StAR (B) dans la mitochondrie. Les protéines
mitochondriales ont été extraites a partir de cceurs de rats ayant subi ou non une ischémie-
reperfusion (I/R). L’expression de chacune de ces protéines a été comparée entre ces deux
groupes par Western-blot et les résultats obtenus ont été normalisés en fonction de la protéine

COX-IV. Chaque valeur représente la moyenne +SEM de 4 extraits protéiques. * : p<0,05 vs

témoin.

Cet effet de [I’ischémie-reperfusion sur I’expression de la protéine StAR
mitochondriale résulte spécifiquement de la reperfusion du myocarde. En effet, une ischémie
de 30 minutes sans reperfusion n’induit pas de modification de cette protéine au niveau de la

mitochondrie (Figure 34).
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Figure 34 : Effet d’une ischémie du myocarde de 30 minutes sur 1’expression protéique de
I’isoforme de 27 kDa de StAR dans la mitochondrie. Les protéines mitochondriales ont été
extraites a partir de coeurs de rats au terme d’une ischémie du tissu de 30 minutes.
L’expression de la protéine a été comparée avec celle correspondant a des ceeurs témoins par
Western-blot et les résultats obtenus ont été normalisés en fonction de la protéine COX-IV.

Chaque valeur représente la moyenne £SEM de 4 extraits protéiques.

Ainsi parmi les protéines impliquées dans la régulation du cholestérol mitochondrial
auxquelles nous nous sommes intéressés, seule la protéine StAR est altérée dans la
mitochondrie par I’ischémie-reperfusion. Nous avons cherché a confirmer ces résultats par
I’étude de I’expression des ARNm codant chacune de ces protéines (Figure 35). Comme pour
les protéines, nous n’avons pas constaté de modification de 1I’expression en ARNm codant le
CYP11A1, le CYP27A1 et la protéine TSPO apres I’ischémie-reperfusion du myocarde.
Toutefois, I’ischémie-reperfusion provoque une diminution importante des ARNm codant la

protéine StAR d’environ 80%.
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Figure 35: Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur I’expression en ARNm de
protéines impliquées dans la régulation du cholestérol mitochondrial. Les ARN totaux ont été
extraits a partir de cceurs de rats témoins ou apres ischémie-reperfusion (I/R). Nous avons
ensuite quantifi¢ les ARNm codant les protéines CYP11A1, CYP27A1, TSPO et StAR par
qPCR. Chaque valeur représente la moyenne £SEM de 4 a 5 extraits d’ARN totaux. *:

p<0,05 vs témoin.

StAR étant la seule protéine altérée par 1’ischémie-reperfusion du myocarde, nous
nous sommes plus particuliérement intéressés a son comportement, c'est-a-dire a la répartition
de ses différentes isoformes entre les compartiments cytosolique et mitochondrial de la

cellule.

Au niveau cytosolique, nous observons une diminution de 1’isoforme de 37 kDa de la
protéine StAR suite a I’ischémie-reperfusion myocardique (Figure 36). Celle-ci s’accompagne
d’une augmentation de I’isoforme de 27 kDa de manicre similaire a celle observée au niveau

mitochondrial.
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Figure 36 : Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur I’expression des différentes
isoformes de StAR au niveau du cytosol. Les protéines cytosoliques ont été extraites a partir
de cceurs de rats ayant subi ou non une ischémie-reperfusion (I/R). Les expressions des
isoformes de 37 kDa (A) et de 27 kDa (B) de la protéine StAR ont été¢ comparées entre ces
deux groupes par Western-blot et les résultats obtenus ont ét¢ normalisés en fonction de la
protéine d’actine. Chaque valeur représente la moyenne £SEM de 3 extraits protéiques.

*: p<0,05 vs témoin.
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Figure 37 : Effet de I’ischémie-reperfusion myocardique sur I’expression de 1’isoforme de 32
kDa de StAR au niveau de la mitochondrie. Les protéines mitochondriales ont été extraites a
partir de cceurs de rats ayant subi ou non une ischémie-reperfusion (I/R). L’expression de
I’isoforme de 32 kDa de la protéine StAR au niveau mitochondrial a été comparée entre ces
deux groupes par Western-blot et les résultats obtenus ont €té normalisés en fonction de la
protéine COX-IV. Chaque valeur représente la moyenne £SEM de 3 extraits protéiques.
*: p<0,05 vs témoin.
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Au niveau mitochondrial, I’ischémie-reperfusion du myocarde est aussi responsable

d’une diminution de I’isoforme de 32 kDa de la protéine StAR (Figure 37).

3.3. Effet de stratégies cardioprotectrices sur I’expression de la protéine StAR

La translocation de la protéine StAR et sa maturation pour donner I’isoforme de 27
kDa sont donc impliquées dans les mécanismes liés a 1’ischémie-reperfusion du myocarde.
L’activité accrue de cette protéine pourrait expliquer I’augmentation importante en cholestérol
mitochondrial constatée au cours de la reperfusion. Pour confirmer I’implication de la
protéine StAR dans ce phénoméne, nous avons observé 1’effet de deux traitements
cardioprotecteurs sur cette protéine : la pravastatine qui inhibe la synthése de cholestérol, et le

4’-chlorodiazépam qui est un ligand de la protéine TSPO.
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30 - *
S >
£5 0
O
Y~
b o'
2<
§3 w0 t

0 e .

Témoin I/R I/R +CDZ

Figure 38 : Effet du 4’-chlorodiazépam sur I’accumulation de 1’isoforme de 27 kDa de la
protéine StAR au niveau mitochondrial lors de I’ischémie-reperfusion myocardique. Les
protéines mitochondriales ont été extraites a partir de cceurs de rats traités ou non par le 4’-
chlorodiazépam (CDZ) a la dose de 10 mg/kg et ayant subi une ischémie-reperfusion (I/R).
L’expression de I’isoforme de 27 kDa de la protéine StAR dans ces deux groupes a été
comparée a celle observée dans des échantillons cardiaques témoins par Western-blot et les
résultats obtenus ont été normalisés en fonction de la protéine COX-1V. Chaque valeur
représente la moyenne +SEM de 4 extraits protéiques. * : p<0,05 vs témoin ; T : p<0,05 vs

I/R.
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Nous nous sommes tout d’abord intéressés a 1’effet du 4’-chlorodiazépam sur la
translocation de la protéine StAR au niveau mitochondrial au cours de I’ischémie-reperfusion
myocardique (Figure 38). Nous avons observé que cette stratégie cardioprotectrice
s’accompagne d’une inhibition importante de 1’augmentation de I’isoforme de 27 kDa de la

protéine StAR dans la mitochondrie.

Nous avons ensuite réalisé les mémes expériences suite au traitement des animaux a la
pravastatine (Figure 39). Nous avons la encore observé une inhibition de 1’augmentation de
I’isoforme de 27 kDa dans la mitochondrie apres ischémie-reperfusion du myocarde. Il est a
noter que la pravastatine provoque aussi une diminution de cette isoforme apres traitement des

animaux témoins.
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Figure 39 : Effet de la pravastatine sur I’accumulation de I’isoforme de 27kDa de la protéine
StAR au niveau mitochondrial lors de I’ischémie-reperfusion myocardique. Les protéines
mitochondriales ont été extraites a partir de coeurs de rats traités ou non a la pravastatine a la
dose de 10 mg/kg par jour durant 3 jours et ayant subi une ischémie-reperfusion (I/R).
L’expression de I’isoforme de 27 kDa de la protéine StAR dans ces deux groupes a été
comparée a celle observée dans des échantillons cardiaques non ischémiés-reperfusés par
Western-blot et les résultats obtenus ont été normalisés en fonction de la protéine COX-IV.
Chaque valeur représente la moyenne £SEM de 3 a 4 extraits protéiques. * : p<0,05 vs

témoin ; T : p<0,05 vs I/R.
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4. Conclusion

L’ensemble de ces résultats montrent que I’accumulation du cholestérol mitochondrial
apres ischémie-reperfusion ne serait pas la conséquence d’une diminution du catabolisme du

cholestérol, mais plutot d’une entrée massive de cette molécule dans 1’organite.

En effet, I’expression du CYP11A1 et du CYP27A1, dont la fonction est de dégrader
le cholestérol dans la mitochondrie, n’est pas altérée par I’ischémie-reperfusion du myocarde.
De méme, I’activité du CYP11A1, qui est faible dans le cceur, demeure inchangée. Par
ailleurs, alors que I’accumulation du cholestérol mitochondrial ne s’accompagne pas de
modification de I’expression de la protéine TSPO, on observe une diminution importante de
I’isoforme cytosolique de 37 kDa de la protéine StAR au profit de 1’expression
mitochondriale I’isoforme de 27 kDa. Ce résultat attesterait d’une activité importante de la
protéine StAR au cours de la reperfusion du myocarde, qui semble parallélement régulée par
une chute de son expression en ARNm. Ce mécanisme de translocation de la protéine StAR
jouerait donc un réle important dans 1’accumulation du cholestérol mitochondrial au cours de
I’ischémie-reperfusion myocardique et son inhibition pourrait participer a la protection du
myocarde ischémique. C’est ce que suggerent les résultats obtenus avec les traitements par la
pravastatine et le 4’-chlorodiazépam, ce dernier montrant qu’il existe une action conjointe des

protéines TSPO et StAR pour induire I’entrée de cholestérol dans la mitochondrie.
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Chapitre IL.IIL. Discussion générale :

La reperfusion du myocarde ischémique est primordiale pour limiter les 1ésions du
tissu, mais paradoxalement, celle-ci est aussi a 1’origine de 1ésions supplémentaires. Notre
laboratoire a montré in vivo chez le rat que la reperfusion myocardique provoque une
accumulation importante du cholestérol au niveau de la matrice mitochondriale (Paradis et al.,
2013). En parallele de cette accumulation, nous avons observé une augmentation des
oxystérols mitochondriaux lors de la reperfusion du myocarde ischémique. Ces composés sont
notamment issus de 1’auto-oxydation du cholestérol par les EROs qui sont produites en
quantit¢ importante au cours de 1’ischémie-reperfusion et sont susceptibles de provoquer des

effets néfastes sur les cellules.

Les oxystérols sont a I’origine d’une majoration du stress oxydant et peuvent mener a
I’initiation d’un processus apoptotique par des voies faisant intervenir la mitochondrie
(Lordan et al. 2009). Il est aussi bien établi que le stress oxydant et la mitochondrie jouent un
role important dans les dommages liés a I’ischémie-reperfusion du tissu cardiaque, suggérant
une possible implication des oxystérols dans ces 1ésions. Cibler les mécanismes a 1’origine de
cette accumulation de stérols mitochondriaux pourrait ainsi permettre de prévenir les Iésions
causées par ’ischémie-reperfusion du myocarde. En effet 1’utilisation du 4’-chlorodiazépam,
un ligand de la protéine TSPO, permet la prévention de ces 1ésions et s’accompagne d’une

limitation du cholestérol et des oxystérols dans la mitochondrie (Paradis et al., 2013).

1. Implication des oxystérols dans les lésions de reperfusion du

myocarde ischémique

L’absence d’effet délétere direct de 1’accumulation de cholestérol mitochondrial sur
les cellules cardiaques suite a un épisode d’ischémie-reperfusion a été confortée par nos
résultats montrant que la présence de fortes concentrations de cholestérol n’altére pas la
viabilit¢ de cardiomyocytes adultes dans les 20 heures apres leur isolement. De plus, des
travaux de Montero (2008) et de Lucken-Ardjomande (2008) ont montré que 1’accumulation
du cholestérol au niveau mitochondrial est associée a une augmentation de la résistance des
cellules. Il est toutefois a noter que ces résultats ont été¢ obtenus dans un contexte de surcharge
en cholestérol in vitro dans lequel 1’accumulation de cholestérol se trouve localisée dans la

membrane mitochondriale et sans association a une augmentation du stress oxydant liée a
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I’ischémie-reperfusion. Ces modéles ne sont donc pas associés a une augmentation des
oxystérols, bien plus enclins a jouer un role dans I’induction des « 1ésions de reperfusion » du

myocarde.

Dans le but de confirmer I’effet délétére des oxystérols sur des mitochondries
cardiaques fraichement extraites, nous les avons incubées en présence de différents
oxystérols. Nous n’avons observé aucune altération des fonctions mitochondriales en présence
de ces composés. Toutefois, I’incubation prolongée de cardiomyocytes adultes en présence de
7-cétocholestérol et de 5P,6B-époxycholestérol a la concentration testée la plus élevée
possible (50 uM) provoque une hausse de la mortalité de ces cellules sur 20 heures. Ces
résultats montrent 1’effet délétere que peuvent avoir des oxystérols sur des cellules cardiaques
a forte dose bien que les concentrations utilisées dans notre étude de cytotoxité in vitro (de
I’ordre du pM) pourraient paraitre bien supérieures a celles des oxystérols mitochondriaux
mesurées in vivo apres ischémie-reperfusion (de I’ordre du pmol/mg de protéines) et rendre
irréaliste cette comparaison. Cependant, deux parametres sont a considérer : (1) le volume des
mitochondries contenues dans 1 mg de protéines est évalué a environ 1 pL ramenant la
concentration mesurée de 1’ordre du uM dans 1’organite (Vinnakota et Bassingthwaighte,
2003) et (2) une accumulation non homogene des oxystérols au sein de la mitochondrie peut
augmenter leur concentration localement. Par ailleurs, I’absence d’effet des oxystérols sur les
mitochondries isolées pourrait s’expliquer par une lente cinétique de transfert a travers la
membrane mitochondriale ou/et de facteurs cytosoliques nécessaires a leur entrée active dans

la mitochondrie.

L’effet cytotoxique du 7-cétocholestérol a aussi été observé sur différentes lignées
cellulaires dont des cellules endothéliales aortiques humaines, dans lesquelles il
s’accompagne d’une augmentation en EROs et d’une diminution de 1’activité mitochondriale.
D’autres oxystérols sont capables d’induire un effet toxique sur des cellules tels que le 5B,63-
époxycholestérol et le 7B-hydroxycholestérol, bien que ce dernier n’ai pas montré d’effet sur
la viabilité¢ cardiomyocytaire dans notre travail. L’effet délétére de ces oxystérols serait donc
dépendant de la lignée cellulaire étudi¢e. A I’inverse, comme nous ’avons observé dans ces
cellules, bon nombre d’oxystérols tels que le 25-hydroxycholestérol n’influent pas sur la

viabilité cellulaire (Lemaire-Ewing et al., 2005 ; Dugas et al., 2010 ; Chalubinski et al., 2013).

Il faut noter que la présence des oxystérols les moins délétéres permet de limiter la
cytotoxicité des plus néfastes. En effet, la présence de 25-hydroxycholestérol et/ou de 27-

hydroxycholestérol en proportion physiologique permet de protéger les cellules de 1’effet pro-
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apoptotique ou nécrotique de certains oxystérols, tels que le 7-cétocholestérol et le 7f3-
hydroxycholestérol (Larsson et al., 2006). Ainsi l’augmentation observée du 27-
hydroxycholestérol et d’autres oxystérols décrits comme non délétéres pourraient prévenir
une partie des dommages induits par les plus toxiques. Cependant, aux fortes concentrations
observées dans les mitochondries cardiaques aprés ischémie reperfusion, il est possible que
ces oxystérols « non toxiques » ne puissent plus inhiber la cytotoxicité des oxystérols, telle
que celle observée avec le 7-cétocholestérol, et pourraient méme se révéler néfastes pour

I’organite.

Les oxystérols sont aussi impliqués dans différentes pathologies et sont fortement
augmentés au niveau plasmatique chez des individus hypercholestérolémiques (Arca et al.,
2007). Nous avons confirmé ces résultats dans un modele de rats hypercholestérolémiques
(ZDF fa/fa) et montré que cette augmentation plasmatique de dérivés du cholestérol
s’accompagne d’un accroissement de leur concentration dans les cellules cardiaques a la fois
dans le cytosol et les mitochondries. A 1’inverse, nous n’avons observé chez les souris obéses
ob/ob aucune modification de la concentration de ces composés dans les mitochondries
cardiaques bien que ceux-ci soient augmentés au niveau plasmatique de manicre similaire.
Cette différence d’effet de 1’hypercholestérolémie sur les stérols mitochondriaux peut
expliquer que la diminution du coefficient respiratoire mitochondrial observée chez les rats
ZDF fa/fa par rapport aux rats ZDF lean ne soit pas retrouvée chez les souris ob/ob par
rapport aux C57BL/6J. Cet effet délétere du phénotype d’obésité au niveau mitochondrial est
pourtant aujourd’hui bien établi et est 1i¢ a I’augmentation du stress oxydant (Boudina et al.,

2005).

L’ischémie-reperfusion myocardique provoque une importante accumulation du
cholestérol et des oxystérols mitochondriaux chez ces deux modéles animaux
hypercholestérolémiques. Cette augmentation est globalement supérieure a celle observée
chez les animaux normocholestérolémiques. Ce résultat peut s’expliquer par la présence de
davantage de cholestérol disponible transférable vers la mitochondrie et par I’importance du
stress oxydant en condition d’hypercholestérolémie qui peut augmenter I’auto-oxydation du
cholestérol présent. Le stress oxydant induit provoque une diminution des fonctions
mitochondriales et peut provoquer une perméabilisation membranaire mitochondriale
responsable d’une production supplémentaire d’EROs par activation importante de la chaine

de transfert d’¢lectrons (Zorov et al., 2006).
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Cette forte concentration en oxystérols mitochondriaux pourrait participer a
I’augmentation des lésions provoquées par 1’ischémie-reperfusion myocardique en condition
d’hypercholestérolémie (Pons et al., 2013). Nous avons donc fait ’hypothése qu’inhiber cette
accumulation du cholestérol mitochondrial a la reperfusion représenterait une stratégie
intéressante dans la protection du myocarde a la reperfusion et notamment chez des patients
souffrant d’hypercholestérolémie. En effet, on sait que chez ces patients, 1’augmentation du
taux de cholestérol s’accompagne d’une diminution de 1’efficacité de la plupart des stratégies

cardioprotectrices et notamment d’une des plus efficaces, le préconditionnement ischémique.

Les résultats obtenus avec le 4’-chlorodiazépam tendent a valider cette hypothése
puisque ce ligand du TSPO rétabli les fonctions mitochondriales apres ischémie-reperfusion
myocardique chez les rats hypercholestérolémiques ZDF fa/fa. Cette inhibition des lésions de
reperfusion s’accompagne la encore d’une limitation importante de [’accumulation du
cholestérol et des oxystérols mitochondriaux. Cependant, le 4’-chlorodiazépam n’induit pas
de modification de la concentration du cholestérol et des oxystérols dans le cytosol. Ceci
atteste de 1’effet direct de ce composé au niveau mitochondrial ou est exprimée la protéine

TSPO.

Afin de tenter de confirmer que la réduction de la production des dérivés oxydés du
cholestérol a la reperfusion joue un rdle important dans la protection des fonctions
mitochondriales et du myocarde, 1’étape suivante de notre travail a consisté a agir sur les deux
principaux facteurs influencant la formation des oxystérols, le cholestérol et le stress oxydant.
Nous avons pour cela utilisé deux stratégies connues pour protéger le myocarde au cours d’un
épisode d’ischémie-reperfusion (Brown et al., 2003 ; Bao et al., 2007) et dont I’efficacité est
conservée malgré la présence de facteurs de comorbidité tels que I’hypercholestérolémie
(Shepherd et al., 1995 ; Pons et al., 2013). La premiére a consisté a limiter le stress oxydant au
moyen d’un exercice physique régulier, la seconde a diminuer la concentration de cholestérol

au moyen d’une statine, la pravastatine.

Nos résultats montrent que 1’exercice physique et le traitement par la pravastatine
restaurent les fonctions des mitochondries cardiaques chez des rongeurs
normocholestérolémiques apres 1’ischémie-reperfusion du myocarde. De plus, la
cardioprotection assurée par ces deux stratégies, comme avec le traitement au 4’-
chlorodiazépam, s’accompagne de I’inhibition de 1’accumulation de stérols et d’oxystérols

mitochondriaux.
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De la méme maniére que chez les souris C57BL/6J normocholestérolémiques, la
pratique d’exercices physiques réguliers permet de protéger les mitochondries tout en inhibant
I’accumulation de stérols et d’oxystérols dans ces organites chez les souris ob/ob. Cette
inhibition induite au cours de I’ischémie-reperfusion myocardique est globalement plus
importante que chez les souris C57BL/6J, ce qui peut s’expliquer par leur stress oxydant
supérieur permettant un effet plus important de 1’exercice physique chez ces animaux. En
effet, il est a signaler que I’effet bénéfique de 1’exercice physique s’accompagne d’une faible
production d’EROs qui participent a ’activation d’enzymes anti-oxydantes qui préviennent
I’important pic d’EROs délétere a la reperfusion. L’action bénéfique associée a 1’exercice
vient d’une meilleure adaptation face au stress oxydant par 1’augmentation de 1’activité de
divers enzymes anti-oxydantes telles que la SODI1 et la catalase (Powers et Jackson, 2008 ;
He et al., 2016). Or nous avons montré que ces deux enzymes sont réduites chez ces deux
lignées hypercholestérolémiques, cet effet se retrouvant d’ailleurs chez ’homme présentant
un phénotype d’obésité (Aghamohammadzadeh et al., 2015). Notre protocole d’exercice
physique a permis d’augmenter 1’expression de la SOD1 et de la catalase chez les souris
C57BL/6J et ob/ob. Cette augmentation a ainsi permis un rétablissement de 1’expression de
ces enzymes chez les souris hypercholestérolémiques a un niveau proche de celui observé

chez les animaux témoins.

Le traitement a la pravastatine, n’a pas permis de réduire le taux de cholestérol que ce
soit dans le plasma ou dans les cellules cardiaques. Toutefois, le caractére cardioprotecteur de
cette molécule a déja ét¢ démontré en absence d’effet sur la cholestérolémie et ne serait que
partiellement causé par son action au niveau lipidique (Chen et al., 2003). Ainsi la régulation
du cholestérol dans la mitochondrie par la pravastatine au cours de I’ischémie-reperfusion
myocardique passerait par un effet direct sur la mitochondrie. Maheshwari et al. (2013) ont
montré que différentes statines sont capables d’induire une diminution du stress oxydant
associée a la restauration de D’activit¢ d’enzymes anti-oxydantes comme la SODI1 et la
catalase. L’inhibition de I’accumulation d’oxystérols mitochondriaux lors de la reperfusion du
myocarde causée par la pravastatine pourrait ainsi étre liée a cette diminution du stress
oxydant et faire intervenir des mécanismes similaires au protocole d’exercice physique

régulier.

Ces résultats confirment que cibler les mécanismes a 1’origine de 1’accumulation de
cholestérol mitochondrial, et ainsi d’oxystérols, lors de la reperfusion du myocarde

ischémique représente une stratégie cardioprotectrice intéressante et ce notamment en cas
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d’hypercholestérolémie. Ces mécanismes sont toutefois méconnus et la suite de notre travail a

consisté a les étudier.

2. Mécanismes a ’origine de I’accumulation du cholestérol

mitochondrial lors de la reperfusion du mvocarde ischémique

La régulation du cholestérol mitochondrial est le résultat de la balance entre I’entrée et
le catabolisme du cholestérol dans la mitochondrie. La dégradation du cholestérol dans la
mitochondrie est principalement causée par deux cytochromes présents au niveau de sa
membrane interne, le CYP11A1 et le CYP27A1 (Midzak et Papadopoulos, 2016). Nos
résultats montrent clairement que ces deux enzymes sont treés faiblement exprimées dans le
cceur, et que 1’ischémie-reperfusion du myocarde n’influe pas sur leur expression a la fois
protéique et en ARNm. Nous avons aussi mesuré ’activité du CYP11A1l qui, de maniéere
cohérente avec 1’expression de I’enzyme, est bien plus importante dans le testicule que dans le
cceur. Cette activité du CYP11A1 dans le cceur n’est pas non plus modifiée par I’ischémie-
reperfusion. Ces résultats permettent de justifier I’absence de prégnénolone observée lors du

dosage des stérols dans la mitochondrie cardiaque.

L’évaluation de I’implication du catabolisme du cholestérol mitochondrial sur son
accumulation lors de la reperfusion du myocarde nécessite de mesurer I’activité du CYP27A1,
cela par un protocole en cours de mise au point avec I’équipe « Electrochimie et Synthése
Organique » de I’Institut de Chimie et des Matériaux Paris-Est. La trés faible expression du
CYP27A1 dans le cceur suggére toutefois qu’une altération de son activité ne devrait avoir
que peu d’impact sur la concentration de cholestérol mitochondrial. Nous avons cependant
observé la présence de 27-hydroxycholestérol dans les mitochondries cardiaques. Celui-ci
pourrait ne pas résulter d’une synthése au sein de la mitochondrie mais plutét d’une diffusion
du composé depuis la circulation sanguine, la polarit¢ des oxystérols leur permettant un
transfert plus rapide a travers les membranes que celui du cholestérol (Olkkonen et Hynynen,

2009).

L’accumulation du cholestérol ne semblant pas découler d’une détérioration de son
catabolisme, nous nous sommes intéressés aux principales protéines impliquées dans son
transfert a travers la membrane mitochondriale, TSPO et StAR. Nos résultats montrent que les
expressions protéique et en ARNm de TSPO ne sont pas altérés au cours de 1’ischémie-

reperfusion du myocarde ce qui confirme des résultats antérieurs du laboratoire (Obame et al.,
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2007). En revanche, la reperfusion provoque une augmentation importante de 1’isoforme de
27 kDa de la protéine StAR dans I’organite. Cette augmentation n’est pas observée apres
I’ischémie du myocarde, mais est causée par la reperfusion. Ceci est cohérent avec le
comportement du cholestérol qui n’augmente dans la mitochondrie qu’apres reperfusion et est
méme diminué par 1’ischémie (Paradis et al., 2013). Cette baisse du cholestérol peut
s’expliquer par le besoin en oxygéne de différentes étapes de sa synthése dans la cellule

(DeBose-Boyd, 2008), qui ne peuvent reprendre qu’a la reperfusion du tissu.

L’ischémie-reperfusion myocardique est aussi responsable d’une augmentation du
cholestérol cytosolique qui pourrait induire 1’activation de la protéine StAR pour permettre
leur translocation dans la mitochondrie (Roostace et al., 2008). Cette augmentation de la
protéine StAR dans la mitochondrie s’accompagne d’une diminution importante de
I’expression des ARNm de la protéine. Ceci corrobore les résultats des travaux de Diemer et
al. (2009) qui ont montré dans des cellules de Leydig que 1’expression protéique de StAR,
toutes isoformes confondues, et de ses ARNm est inhibée par les EROs qui sont produits en

grande quantité au cours de 1’ischémie reperfusion myocardique.

Nous nous sommes donc intéressés a la protéine StAR, dont la régulation de I’activité
est un processus rapide qui assure un controle de la stéroidogenese (Bose et al., 2002), et a
I’évolution de la répartition de ses différentes isoformes (de 37, 32 et 27 kDa) entre le cytosol
et la mitochondrie, un processus non décrit dans le cceur a ce jour. Nous avons mis en
¢vidence que I’ischémie-reperfusion myocardique provoque une diminution de I’isoforme de
37 kDa de la protéine dans le cytosol. Celle-ci correspond a la protéine native avant les
modifications post-traductionnelles nécessaires a son activité. En effet, afin de permettre
I’entrée de cholestérol dans la mitochondrie, la protéine StAR est transloquée au niveau de la
membrane mitochondriale ou elle est clivée et phosphorylée par PKA, formant une protéine
de 32 kDa active assurant le transfert du cholestérol dans la mitochondrie. C’est tout du moins
le mécanisme décrit dans les cellules stéroidogéniques (Anuka et al., 2013a). L’augmentation
du cholestérol mitochondrial suggere une activation de la protéine et une augmentation de
cette isoforme de la protéine au niveau de la mitochondrie. De fagcon surprenante, celle-ci
diminue dans les mitochondries aprés 15 minutes de reperfusion du myocarde. Ce résultat
peut s’expliquer par une activité rapide de la protéine qui est internalisée dans la mitochondrie
apres clivage en une isoforme inactive (27 kDa), ainsi que par la diminution de la forme
native de la protéine qui n’est pas renouvelée suite a la diminution de la production de ses

ARNm.
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Enfin, nous avons observé une augmentation dans le cytosol de 1’isoforme de 27 kDa a
la suite de I’ischémie-reperfusion du myocarde, bien que celle-ci soit formée et stockée dans
la mitochondrie. Ce transfert de la protéine dans le cytosol pourrait résulter de la
perméabilisation mitochondriale induite par la reperfusion du myocarde, qui libére alors la

protéine dans la cellule.

Pris dans leur ensemble, ces résultats indiquent que la protéine StAR pourrait jouer un
role central dans 1’accumulation du cholestérol mitochondrial a la reperfusion du myocarde
ischémique. De plus, outre le cholestérol, la protéine StAR permet le transfert
d’hydropéroxyde de cholestérol qui a des propriétés pro-oxydantes et est un précurseur de
certains oxystérols (Korytowski et al., 2014). L’activit¢ de la protéine peut donc aussi

participer a ’accumulation des oxystérols au cours de 1’ischémie-reperfusion myocardique.

L’¢tude de D’effet des traitements pharmacologiques cardioprotecteurs, par le 4’-
chlorodiazépam et la pravastatine, avec lesquels nous avons montré une inhibition de
I’accumulation des stérols dans la mitochondrie, nous a permis de conforter cette hypothese.
En effet, le traitement des animaux avec ces deux composés provoque une inhibition de
I’apparition de I’isoforme de 27 kDa de la protéine StAR dans la mitochondrie a la
reperfusion du myocarde. Il y a donc corrélation entre I’effet cardioprotecteur assuré par ces
deux composés et I’inhibition de 1’expression de la protéine StAR au niveau mitochondrial
conduisant a I’inhibition de 1’accumulation de cholestérol mitochondrial, ainsi qu’a celle des
oxystérols. L’effet du 4’-chlorodiazépam suggere par ailleurs qu’il existe une action combinée
des protéines TSPO et StAR pour véhiculer le cholestérol dans la mitochondrie cardiaque lors
de la reperfusion. Ce mécanisme est cohérent avec le modele hypothétique actuel du transfert
du cholestérol a travers la membrane mitochondriale qui est décrit dans d’autres cellules et
qui fait intervenir un complexe protéique appelé « transducéosome » comprenant notamment

ces deux protéines (Papadopoulos et al., 2015).

La diminution de ’expression mitochondriale de la protéine StAR sous ’effet de la
pravastatine pourrait expliquer la diminution des stérols et oxystérols mitochondriaux qu’elle
provoque a la reperfusion. Le cholestérol accumulé dans la cellule ne pourrait alors pas entrer
dans la mitochondrie faute de translocation de StAR. En revanche, le mécanisme par lequel le
traitement par la pravastatine limite I’expression mitochondriale de 1’isoforme de 27 kDa de la
protéine StAR est inconnu. La dose de pravastatine utilisée et la durée du traitement ne
modifient pas la concentration cytosolique du cholestérol en condition basale, mais elle induit

une diminution partielle mais significative de la concentration du cholestérol dans le cytosol a
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la reperfusion. On peut imaginer que cette diminution est suffisante pour entrainer une
réduction de la translocation de la protéine StAR bien que cette réduction apparaisse

proportionnellement plus importante que celle du cholestérol.

Comme ¢évoqué précédemment, si D’effet inhibiteur de la pravastatine sur
I’accumulation mitochondriale de cholestérol et d’oxystérols peut contribuer a son effet
cardioprotecteur, d’autres mécanismes ont été évoqués. Thuc et al. (2010) ont montré que la
pravatatine provoque une faible production d’EROs qui active la catalase et inhibe le pic de
stress oxydant lors de I’ischémie-reperfusion cardiaque. Ce mécanisme passe par une
activation NO-dépendante de la PKC (Bao et al., 2007). Dans les cellules de Leydig,
I’activation de la PKC induit une augmentation de I’expression de la protéine StAR (Manna et
al., 2010) alors que nos résultats indiquent que le traitement des rats par la pravastatine, au
contraire, provoque une diminution de 1’isoforme de 27kDa de la protéine StAR dans les
mitochondries issues de coeurs témoins mais aussi apres ischémie-reperfusion. Il est a noter
que I’é¢tude de la régulation de la protéine StAR a principalement été effectuée dans des
organes stéroidogéniques du fait de son rdle dans la régulation des hormones stéroidiennes.
Les mécanismes régulant la protéine StAR dans d’autres organes, tels que le cceur, pourraient
différer de ceux décrits jusqu’ici. Par ailleurs, ces €tudes s’intéressent a I’expression globale
de StAR dans la cellule et non pas a la localisation de ses isoformes dans les différents

compartiments cellulaires.

A T’inverse de nos résultats, Anuka et al. (2013b) ont montré qu’une ischémie
cardiaque prolongée (3 jours) chez la souris augmente fortement 1’expression de StAR dans le
ceeur ce qui protege les fibroblastes du phénomeéne d’apoptose. Ces résultats sont cohérents
avec ceux d’une étude antérieure montrant que I’expression en ARNm codant StAR est
fortement augmentée chez I’homme suite a une insuffisance cardiaque prolongée (Young et
al., 2001). Cependant le contexte expérimental (ischémie prolongée sans reperfusion) est bien
différent du notre, ce qui laisse entrevoir deux roles différents de la protéine StAR en fonction
du stress appliqué et de sa durée : délétere dans les premieres minutes de la reperfusion d’un

myocarde ayant subi une ischémie de courte durée mais bénéfique a plus long terme.
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Conclusion et perspectives :

Lors d’une ischémie myocardique, une reperfusion aussi rapide que possible du tissu
ischémié est primordiale a sa survie, mais provoque paradoxalement I’apparition de 1ésions
supplémentaires. Les mécanismes a [’origine de ces «lésions de reperfusion » restent
méconnus mais impliquent clairement la mitochondrie dont on sait qu’elle subit une
perméabilisation de sa membrane causée par 1’ouverture du mPTP, libérant des facteurs pro-

apoptotiques dans la cellule.

Au cours de ce projet de thése, nous avons tout d’abord confirmé que la reperfusion du
myocarde ischémié provoque une accumulation de cholestérol et d’oxystérols dans la
mitochondrie. Cette accumulation en oxystérols mitochondriaux pourrait étre impliquée dans
les lésions de reperfusion comme 1’indique I’effet toxique de certains de ces composés
observé a fortes concentrations en présence de cardiomyocytes isolés. Par ailleurs, nos
travaux montrent qu’il existe une relation entre la capacité de stratégies (statines, exercice
physique, ligand de la protéine TSPO) visant a inhiber 1’accumulation de cholestérol et
d’oxystérols, et D’effet cardioprotecteur qu’elles provoquent sans que nous ayons pu
démontrer une relation de « cause a effet » entre les deux processus, ce qui représente une

limite de notre étude.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes responsables de cette
accumulation. Celle-ci n’est pas causée par la diminution du catabolisme du cholestérol
mitochondrial mais par une augmentation importante de son entrée dans 1’organite. Ce
transfert du cholestérol est assuré par la protéine StAR suite a sa translocation du cytosol a la
mitochondrie. L’activation de cette protéine est un processus rapide qui provoque une
diminution importante de son isoforme active de 32 kDa, ainsi que de son précurseur de 37
kDa, dans les minutes qui suivent le début de la reperfusion. La diminution de ces isoformes
de la protéine StAR au cours de la reperfusion découle de I’internalisation de la protéine dans
la mitochondrie associée a la chute des ARNm codant pour celle-ci, ce qui limiterait alors le

transfert du cholestérol dans 1’organite et donc la genése d’oxystérols.

Inhiber D’activité¢ de la protéine StAR dans les premiers instants de la reperfusion
pourrait donc représenter une stratégie encourageante dans la protection du myocarde
ischémique. Elle serait notamment intéressante en cas d’association a des facteurs de

comorbidité tels que I’hypercholestérolémie qui s’accompagne d’une diminution de
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I’efficacité de nombreuses stratégies cardioprotectrices et d’une augmentation des oxystérols
plasmatiques et cellulaires liées a un stress oxydant plus important. En effet, nous avons
observé que I'utilisation de stratégies qui limitent la production des oxystérols permet de
protéger les mitochondries cardiaques au cours de la reperfusion dans des mod¢les animaux

hypercholestérolémiques.

Dans la suite de ce travail, il sera important de confirmer I’implication de la protéine
StAR dans I’accumulation des stérols mitochondriaux, ainsi que dans le développement des
Iésions de reperfusion. Il sera intéressant en particulier d’observer 1’effet de I’inhibition de
I’expression de la protéine StAR au niveau du myocarde au cours d’un épisode d’ischémie-
reperfusion, notamment grace a de petits ARN interférents spécifiques des ARNm codant
pour cette protéine. Une diminution de D’expression de I’expression de StAR devrait
engendrer une moindre accumulation du cholestérol, une réduction de la production

d’oxystérols et permettre une protection du tissu ischémié.

Par ailleurs I’inhibition de la translocation de la protéine StAR par le 4’-
chlorodiazépam est un résultat intéressant qui suggere que la protéine TSPO contrdle cette
translocation au cours de la reperfusion du myocarde ischémique. L’entrée massive du
cholestérol dans 1’organite se ferait donc par 1’action conjointe des protéines StAR et TSPO
au niveau du transducéosome. Il sera donc important de déterminer si la délétion de la
protéine TSPO induit un effet sur I’activité de la protéine StAR. Pour ce faire, le laboratoire
dispose d’animaux n’exprimant pas la protéine TSPO et qui permettront d’observer
I’expression des différentes isoformes de la protéine StAR dans la mitochondrie et le cytosol
au cours de la reperfusion du myocarde dans ce modele. D’autre part, 1’effet inhibiteur du 4°-
chlorodiazépam sur 1’augmentation du cholestérol et des oxystérols mitochondriaux lors de la
reperfusion pourrait ne pas se limiter a son action sur la translocation de la protéine StAR vers
la mitochondrie, aussi serait-il intéressant de vérifier si la cardioprotection assurée par cette

molécule ne fait pas intervenir un autre effet, notamment un effet antioxydant.

126



Communications et congres

Ces travaux ont fait I’objet de présentations lors de différents congres :

- The TSPO ligand 4’chlorodiazepam inhibits mitochondrial sterol accumulation and
protects mitochondrial function in hypercholesterolemic ZDF rats during myocardial
ischemia-reperfusion.

Musman J, Paradis S, Pons S, Panel M, Caccia C, Leoni V, Berdeaux A, Ghaleh B, Morin D.
Poster commenté pour le congrés du printemps de la cardiologie, Nantes, avril 2017.
Prix poster.

- The inhibition of HMG-CoA reductase protects mitochondria against myocardial
ischemia-reperfusion injury by reducing mitochondrial cholesterol accumulation.
Musman J, Pons S, Eychenne N, Barau C, Leoni V, Caccia C, Berdeaux A, Ghaleh B,
Morin D.
Poster commenté pour le congrés annuel de la Société Frangaise de Pharmacologie et de
Thérapeutique, Nancy, avril 2016.

- L’accumulation de cholestérol dans la mitochondrie aprés ischémie-reperfusion
myocardique est associée a la translocation de StAR au niveau mitochondrial.
Musman J, Pons S, Barau C, Caccia C, Leoni V, Berdeaux A, Ghaleh B, Morin D.
Communication orale pour le congres du printemps de la cardiologie, Dijon, avril 2016.

- The accumulation of cholesterol in the mitochondria after myocardial ischemia-
reperfusion is associated with a mitochondrial translocation of StAR.
Musman J, Pons S, Barau C, Caccia C, Leoni V, Berdeaux A, Ghaleh B, Morin D.
Poster commenté pour le congres du printemps de la cardiologie, Dijon, avril 2016.

- Reduction of mitochondrial cholesterol accumulation by HMG-CoA reductase
inhibition protects mitochondria against myocardial ischemia-reperfusion injury.
Musman J, Eychenne N, Barau C, Leoni V, Caccia C, Pons S, Berdeaux A, Ghaleh B,
Morin D.
Poster commenté pour le congres du printemps de la cardiologie, Toulouse, avril 2015.
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L’accumulation du cholestérol et des oxystérols mitochondriaux lors de la reperfusion du
myocarde ischémique : mécanismes et implication dans la cardioprotection

Résumé

L’infarctus du myocarde représente un probléme de santé publique dont le traitement de choix consiste
a restaurer le flux sanguin (reperfusion) a travers le tissu ischémié dans les plus brefs délais, cependant
cette procédure s’accompagne de I€sions supplémentaires dont les mécanismes ne sont pas totalement
connus. Notre laboratoire a observé que la reperfusion du myocarde s’accompagne d’une
accumulation de cholestérol et d’oxystérols dans les mitochondries qui sont impliquées dans
I’apparition de ces 1ésions. L’objectif de ce projet de thése a donc été d’identifier les mécanismes
responsables de cette accumulation. L’utilisation de stratégies cardioprotectrices (statines, exercice
physique, ligand de la protéine translocatrice (TSPO)), visant a réduire la concentration cellulaire ou
mitochondriale de cholestérol ou le stress oxydant, a tout d’abord permis de mettre en évidence une
relation entre 1’effet cardioprotecteur et 1’inhibition de I’accumulation des stérols mitochondriaux.
Cette relation persiste en présence d’une hypercholestérolémie. Par ailleurs, nous avons montré que
I’accumulation mitochondriale de cholestérol et d’oxystérols est due a la translocation de la protéine
StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) du cytosol a la mitochondrie dans les premiéres
minutes de la reperfusion et que ce phénomene est modulé par le TSPO. L’inhibition de 1’expression
mitochondriale de la protéine StAR pourrait représenter une stratégie intéressante afin de protéger le
myocarde ischémié de la reperfusion et ce notamment en cas d’hypercholestérolémie.

Abstract

Myocardial infarction represents a serious public health issue which requires the restoration of the
blood flow (reperfusion) in the ischemic tissue as soon as possible; however cardiac reperfusion also
induces additional injuries whose mechanisms are not completely established. Our laboratory showed
that myocardial infarction induces the accumulation of cholesterol and oxysterols in the mitochondria
which are involved in the induction of reperfusion injury. The objective of this thesis project was to
identify the mechanisms responsible for this accumulation. The use of cardioprotective strategies
(statin, physical exercise, translocator protein (TSPO) ligand), aiming at reducing the cellular and
mitochondrial cholesterol concentrations or the oxidative stress, showed the relation between the
cardioprotective effect and the inhibition of the mitochondrial sterol accumulation. This relation
persists in hypercholesterolemic animals. Furthermore, we showed that the mitochondrial cholesterol
and oxysterol accumulation is caused by the translocation of StAR (Steroidogenic Acute Regulatory
protein) from cytosol to mitochondria during the first minutes of the reperfusion and this phenomenon
is regulated by the TSPO. The inhibition of the mitochondrial expression of StAR could be an
interesting approach in order to protect the ischemic myocardium from reperfusion injury, especially
in a hypercholesterolemic context.
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Cardioprotection, mitochondrie, cholestérol, oxystérols, Steroidogenic Acute Regulatory protein,
protéine translocatrice.
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