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RESUME 

L’infarctus du myocarde est une des première cause de mortalité mondiale et l’amélioration de la 

prise en charge et des techniques de reperfusion ont permis une amélioration de la survie des 

patients. Les méthodes de cardioprotection se sont développées afin de limiter la taille d’infarctus 

après l’épisode d’ischémie reperfusion dans le but de limiter les effets délétères de l’infarctus du 

myocarde, tels que le remodelage ventriculaire et l’insuffisance cardiaque. 

Dans notre étude, nous nous sommes particulièrement focalisés sur le rôle majeur de la 

mitochondrie dans les phénomènes de mort cellulaire associés à l’ischémie reperfusion. Au sein de la 

mitochondrie, notre cible principale était la sirtuine 3 (SIRT3), dont les modifications post-

traductionnelles associées ont été montrées comme ayant un rôle potentiel dans la modulation de la 

mort cellulaire liée à l’ischémie reperfusion. Ainsi, dans la première partie de notre travail, nous 

avons pu mettre en évidence (1) la nécessité de la SIRT3 dans les mécanismes de cardioprotection 

chez les souris jeunes et (2) l’importance de la déacétylation par la SIRT3 de la cyclophiline D 

(CypD) dans la réussite de la cardioprotection. 

Récemment, de nombreuses études précliniques ont mis en avant de nouvelles techniques de 

cardioprotection efficace chez différents modèles animaux, qui n’ont pourtant pas fait leur preuve 

lors de la transposition en étude clinique. Dans une seconde partie de notre travail, nous nous 

sommes attachés à comprendre une des raisons de ces différents échec cliniques, en nous appuyant 

sur le simple constat que les études précliniques sont réalisées sur des animaux jeunes, alors que 

l’infarctus du myocarde est une pathologie des personnes sénescentes. Nous avons ainsi étudié 

l’impact du vieillissement sur différentes méthodes de cardioprotection utilisées au laboratoire, et 

avons mis en évidence (3) des modifications mitochondriales impactant la déacétylation de la CypD 

en réponse aux techniques de cardioprotection chez les souris âgées. Cette étude nous a permis de 



soulever un problème majeur des études précliniques, à savoir l’âge des modèles animaux utilisés 

par rapport à la pathologie étudiée. 

Ce travail a donc permis de déterminer le rôle crucial de la déacétylation de la CypD et de la 

SIRT3 dans la cardioprotection, mais aussi de soulever la question de l’âge des modèles animaux 

avant de possibles transferts des avancées thérapeutiques en clinique humaine.  
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INTRODUCTION 

L’infarctus du myocarde est une des premières causes de mortalité mondiale, et bien que la prise 

en charge des patients ait été améliorée, l’incidence de la pathologie augmente dans les pays 

industrialisés, qui présente une population vieillissante, des habitudes alimentaires néfastes et une 

augmentation de la sédentarité. Des méthodes ont été mises au point afin de limiter les effets 

délétères de l’infarctus du myocarde, qu’on regroupe sous le terme « cardioprotection ». Le principal 

but de la cardioprotection est de réduire la taille d’infarctus suite à une ischémie reperfusion. En 

effet, il a été démontré que le taux de survie et de récupération des patients était inversement 

proportionnel à la taille de l’infarctus. Les travaux de notre laboratoire s’appliquent donc à 

déterminer des cibles thérapeutiques afin de limiter la taille d’infarctus dans le but d’améliorer le 

taux de survie des patients après un infarctus du myocarde ainsi qu’à limiter les effets délétères à 

long terme. Depuis plusieurs décennies, le domaine de la cardioprotection s’intéresse aux voies de 

signalisation impliquées dans la protection du myocarde suite à l’ischémie et au rôle central de la 

mitochondrie dans les mécanismes de mort et de survie cellulaire. 

Dans ce travail, nous nous sommes penchés sur le rôle prépondérant de la mitochondrie lors d’un 

infarctus du myocarde, ainsi que comme effecteur final des voies impliquées dans la 

cardioprotection. La cyclophiline D (CypD) est une enzyme de la matrice mitochondriale, régulant 

l’activité d’un méga canal de la membrane interne de la mitochondrie, le pore de transition de 

perméabilité mitochondrial (mPTP). L’ouverture du mPTP est impliquée dans le déclenchement de 

voies de mort cellulaires lors d’une ischémie reperfusion et est une cible majeure des stratégies de 

cardioprotection, notamment via l’inhibition de la CypD. Il a été montré que la sirtuine 3 (SIRT3), 

déacétylase mitochondriale, était responsable entre autres, de la déacétylation de la CypD. La CypD 

sous forme déacétylée est limitée dans sa faculté à fixer le mPTP et donc à favoriser son ouverture et 

la mort cellulaire. De plus, le rôle de la SIRT3 a été mis en évidence dans différentes pathologies liées 

au vieillissement, notamment les pathologies cardiovasculaires. Nous avons utilisé des souris SIRT3 
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KO ainsi que leurs contrôles WT de fond génétique 129Sv, afin d’étudier dans un premier temps le 

rôle de la SIRT3 dans les fonctions mitochondriales basales et son rôle dans la réussite du post-

conditionnement ischémique. Nous avons également testé dans ce modèle les effets protecteurs de 

la cyclosporine A (CsA) en post-conditionnement, molécule de référence dans l’inhibition de 

l’ouverture du mPTP. Afin d’élucider l’effet potentiel du vieillissement sur ces méthodes de 

cardioprotection, nous avons utilisé des souris jeunes de 2 mois et des souris âgées de plus de 12 

mois. Sachant également que le fond génétique des souris n’est absolument pas représentatif de la 

diversité génétique humaine, nous avons comparé deux souches de souris différentes, C57Bl/6 et 

129Sv/Ej.  
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Chapitre 1 : Infarctus du myocarde et cardioprotection 

Les pathologies ischémiques myocardiques sont une des principales causes de mortalités dans les 

pays industrialisés. Le principal objectif des axes de recherche au sein de notre laboratoire est de 

trouver des cibles thérapeutiques afin de limiter les lésions provoquées par cette pathologie, dans le 

but d’augmenter le taux de survie des patients ainsi qu’améliorer la récupération de la fonction 

cardiaque à long terme.  

Afin de comprendre la physiopathologie de l’ischémie reperfusion, il est nécessaire de revenir en 

substance sur la physiologie des cardiomyocytes, cellules musculaires cardiaques, en condition saine. 

La fonction des cardiomyocytes dépend de leur organisation en réseau de cellules connectées 

physiquement et électriquement, permettant la propagation de potentiels d’action et de la force 

contractile développée. L’organisation et la structure du myocarde permettent  une transmission 

efficace des potentiels d’action et de la force contractile, à l’origine de l’efficacité de la fonction 

cardiaque (Buckberg et al., 2001).  

Le cœur est un organe particulièrement demandeur en énergie, ce qui explique que les 

cardiomyocytes soient si riches en mitochondries (30% du volume des cardiomyocytes (Murphy and 

Steenbergen, 2007)). Comme toutes les cellules, l’énergie utilisée est nécessaire pour le maintien de 

l’homéostasie cellulaire. Les cardiomyocytes utilisent une quantité d’ATP très importante afin de 

maintenir l’activité contractile du cœur et ceci en continu (Davies, 1977). De plus cette production 

d’énergie doit être très facilement modulable en fonction des besoins de l’organe, qui doit s’adapter 

aux besoins de l’organisme. Dans les cardiomyocytes normoxiques (à l’état physiologique non 

hypoxique), la production d’ATP dépend de la disponibilité en ADP et de la régulation de l’ATP 

synthase. Cette régulation de la production d’ATP assure une fourniture d’énergie adéquate, 

permettant de maintenir la fonction contractile du cœur en adéquation avec les besoins de 

l’organisme (Carmeliet, 1999; Das, 1998). 
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Le métabolisme énergétique du myocarde est majoritairement basé sur le métabolisme des 

acides gras (Opie, 1991). Le mécanisme de la β-oxydation des acides gras au niveau de la 

mitochondrie permet la production d’environ 60% de l’ATP produit en 24h (Lacolley, 2007). D’autre 

part, le glucose est responsable de 30% de cette production et les substrats mineurs, tels que le 

lactate, les corps cétoniques et les acides aminés sont responsables de moins de 10% de cette 

production. Toutefois, ces valeurs ne sont que des estimations moyennes, puisque le métabolisme 

varie en fonction de l’état nutritionnel et neuro-humoral.  

La fonction cardiaque nécessite donc un apport en oxygène et en nutriments ininterrompu, 

assuré par la circulation coronaire, car seul le métabolisme aérobie permet la production d’ATP 

nécessaire au bon fonctionnement du myocarde. Le myocarde est perfusé par trois artères 

coronaires principales, antérieure gauche descendante, droite et circonflexe, qui perfusent chacune 

un territoire distinct du myocarde, et par un réseau capillaire extrêmement dense.  

 

I- Infarctus du myocarde 

L’infarctus du myocarde est dû à une limitation voire à une interruption du flux sanguin au niveau 

de la circulation coronaire, conduisant à une inadéquation entre les besoins en énergie et en O2 de 

l’organe et la fourniture de ceux-ci. Cela induit ainsi une phase ischémique privant la zone irriguée 

par cette artère de l’oxygène et des nutriments nécessaires à la survie et au fonctionnement 

cellulaire. Cette ischémie va être à l’origine de dégâts cellulaires, eux-mêmes responsables d’une 

dysfonction contractile dont l’importance et la réversibilité dépend du temps et de la sévérité de 

l’ischémie. Il a été montré qu’une ischémie de plus de 30 minutes chez le porc et l’homme provoque 

des dommages irréversibles (Spinale et al., 1989) qui s’accompagnent d’une dysfonction contractile 

majeure. La restauration du flux sanguin s’avère cruciale afin de sauver le myocarde. Plusieurs 

méthodes ont été développées afin de restaurer le flux sanguin, comme l’angioplastie coronaire, le 
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bypass coronaire ou les traitements thrombolytiques qui consistent globalement à éliminer de façon 

mécanique ou pharmacologique le thrombus, ou à contourner la sténose artérielle. Ces techniques 

permettent de stopper les dommages qui apparaissent au cours de la phase ischémique en 

permettant la reperfusion. Toutefois, paradoxalement, cette phase de reperfusion, bien que 

nécessaire, entraine la survenue d’autres lésions qui aggravent celles développées lors de la phase 

ischémique. Ces lésions spécifiques à la phase de reperfusion sont appelées lésions de reperfusion, et 

constituent une fenêtre d’action thérapeutique non négligeable dans la diminution de la taille 

d’infarctus. En effet, l’ensemble des lésions ischémiques et des lésions de reperfusion forment les 

lésions d’ischémie-reperfusion et donc déterminent la taille d’infarctus finale, dont il a été montré 

qu’elle est directement corrélée à la survie du patient (Bolli et al., 2004; Yellon and Hausenloy, 2007). 

A- Lésions d’ischémie 

L’occlusion d’une artère coronaire provoque l’ischémie d’un territoire du myocarde et la zone 

normalement irriguée par cette artère délimite ce qu’on appelle la zone à risque. Le myocarde 

nécessite un flux énergétique très élevé pour maintenir sa fonction, or au moment de l’ischémie, la 

demande en oxygène et en nutriments excède rapidement les apports. En effet, il a été montré que 

la quasi-totalité de l’ATP du myocarde était consommé dans les 40-60min après le début de 

l’ischémie (Marban et al., 1994). Dans ce contexte, l’ischémie affecte de façon dramatique la 

physiologie des cardiomyocytes et donc la fonction cardiaque (Reimer et al., 1977). 

L’ischémie modifie brutalement la physiologie cellulaire et entraine une séquence d’évènements 

qui finalement conduira à la mort des cardiomyocytes. Au sein de cette zone à risque le myocarde et 

les cellules qui le composent subissent des processus de mort cellulaire, qui croissent avec la durée 

de l’ischémie et qui délimite une région appelée zone nécrosée. La zone nécrosée commence à se 

développer à partir d’une vingtaine de minutes d’ischémie chez l’homme. Cette durée est variable 

selon l’espèce, la région du myocarde touchée, et la sévérité de l’ischémie. Pendant ce temps, les 
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cellules cardiaques meurent en vague, commençant dans le sous-endocarde puis se propageant à-

travers l’épicarde (Reimer et al., 1977). L’ischémie cardiaque a des conséquences irréversibles sur la 

fonction cardiaque car les cardiomyocytes sont des cellules qui ont un potentiel de régénération 

quasiment nul. De ce fait, chaque cardiomyocyte perdu, sera remplacé par du tissu fibreux qui ne 

participera plus à la fonction contractile du cœur.  

L’ischémie entraine une modification du métabolisme énergétique des cardiomyocytes. Les 

effets de l’ischémie du myocarde sur l’environnement intracellulaire des cardiomyocytes ont été 

largement décrits. Seront détaillés dans cette partie les évènements clés résultant de l’ischémie 

myocardique au niveau des cardiomyocytes (pour résumé, voir figure 1) : 

- Accumulation d’ADP et de Phosphate inorganique (Pi) : Ne pouvant plus synthétiser l’ATP à 

partir du métabolisme aérobie, les cardiomyocytes passent à un métabolisme anaérobie de 

type glycolytique dans les 30 secondes suivant l’occlusion de l’artère coronaire (Davies, 1977; 

Jennings and Reimer, 1981). Toutefois, le rendement de production d’ATP n’est pas aussi 

efficace qu’en condition aérobie, ce qui implique que les cellules ne peuvent plus produire la 

quantité d’ATP nécessaire afin de maintenir l’homéostasie cellulaire et la fonction cardiaque 

normale. A terme, cela provoque une série de modifications cytosoliques et mitochondriales, 

incluant l’accumulation d’ADP et de Pi. 

 

- Acidification intracellulaire : L’acidification intracellulaire (pHi ≤7.2) se produit 

principalement par l’accumulation de lactate et l’hydrolyse de l’ATP (5.8 ≤ pHi ≤ 6.0). Lors de 

la glycolyse anaérobie, le pyruvate est réduit en lactate par la lactate déshydrogénase, dans 

un processus qui produit des protons (ions H+). Les ions H+ en excès sont excrétés par 

l’échangeur Na+/H+, provoquant ainsi une accumulation de Na+ (Pike et al., 1993).  

L’accumulation des protons est ensuite exacerbée par l’hydrolyse de l’ATP qui libère le Pi et 

des H+. L’effet cumulatif du lactate et des protons entraine une acidification progressive du 
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cytosol et de la matrice mitochondriale. Ce phénomène conduit également à l’inhibition des 

enzymes de la glycolyse, diminuant encore plus le rendement de production d’ATP (Jennings 

and Reimer, 1981). L’accumulation des protons ajoutée à la réduction de l’apport en ATP 

peuvent altérer de nombreuses voies de signalisation notamment, l’inhibition des canaux 

voltage et ATP dépendant responsables de l’homéostasie calcique dans les cardiomyocytes, 

(Carmeliet, 1999; Manning and Hearse, 1984). 

 

- Surcharge calcique : L’accumulation des protons peut aussi être à l’origine d’une surcharge 

calcique dans les cardiomyocytes. Le mécanisme à l’origine de cette accumulation de calcium 

se ferait via les échangeurs d’ions (essentiellement l’échangeur Na+/H+ et le cotransporteur 

Na+-HCO3
-) qui s’activent afin de rétablir le pHi. La forte concentration en protons entraine 

donc une accumulation de sodium intracellulaire (Kloner and Jennings, 2001; Manning and 

Hearse, 1984). A cet égard, les modifications concernant la régulation des ions H+ et Na+ sont 

particulièrement importantes puisqu’elles peuvent influencer l’homéostasie calcique 

intracellulaire et par conséquent l’activité contractile des cellules cardiaques. L’activation des 

systèmes membranaires dépendant du sodium, en absence de fonctionnement normal de la 

Na+/K+ ATPase, entraîne une diminution du gradient sodique transmembranaire ; la 

concentration de sodium intracellulaire ([Na+]i) sous-membranaire augmente. La force 

motrice (= le gradient sodique transmembranaire) de l’échange Na+/Ca2+ est diminuée. Ceci a 

pour conséquence la baisse d’activité de l’échangeur Na+/Ca2+, voire son fonctionnement en 

mode inverse, c’est à dire une entrée de Ca2+ dans la cellule et une augmentation excessive 

du calcium diastolique (Tani and Neely, 1989).  Il y a aussi d’autres acteurs des perturbations 

de la concentration calcique pendant l’ischémie. La surcharge calcique intracellulaire 

accélère les interactions entre les protéines contractiles, ce qui augmente encore la demande 

en énergie et aggrave la déplétion énergétique des cardiomyocytes. De plus, la modification 

de l’homéostasie calcique provoque des modifications des voies de signalisations impliquant 
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le calcium, délétère pour la cellule. La mitochondrie capte le calcium du cytoplasme via le 

MCU (mitochondrial calcium uniporter ) et se retrouve elle aussi surchargée de calcium 

(Kristián and Siesjö, 1998). 
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Figure 1: Schéma représentant les principales modifications au sein du cardiomyocytes au cours de l'ischémie. 

B- Lésions de reperfusion 

La désocclusion coronaire permet de rétablir rapidement le flux sanguin dans la zone ischémiée, 

c’est ce qu’on appelle la reperfusion. Bien que nécessaire afin de sauver le tissu ischémié, la 

reperfusion du myocarde entraine paradoxalement un aggravement des désordres cellulaires 

provoqués lors de l’ischémie. Le temps d’ischémie détermine l’étendue des principales modifications 

intracellulaires et ainsi les lésions de reperfusion a posteriori (Davies, 1977). Les lésions de 

reperfusion sont des lésions de gravité variable des cardiomyocytes qui avaient souffert auparavant, 

au moment de l’ischémie (Braunwald and Kloner, 1985; Kloner, 1993). Dans certaines circonstances, 

il a été suggéré que les lésions de reperfusion pouvaient être à l’origine de 30 à 50% de la taille 

d’infarctus finale. La délimitation précise entre lésion ischémique et de reperfusion reste toutefois 
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difficile, puisque la gravité des lésions de reperfusion est dépendante de la phase ischémique (figure 

2). La reconnaissance de l’importance de ces lésions de reperfusion dans la taille de l’infarctus a 

permis des études poussées sur le sujet, afin de déterminer les voies de signalisations mises en jeu au 

cours de la reperfusion, dans le but de découvrir des cibles thérapeutiques contre l’apparition de ces 

lésions (Garcia-Dorado et al., 2009). 

 

Figure 2 : Graphique de la mortalité cellulaire a cours du temps lors d’une ischémie reperfusion. Lors de la phase 

ischémique se développent les lésions ischémiques entrainant la mort des cellules (zone bleue). Si cette ischémie n’est pas 

stoppée, la mort cellulaire va atteindre jusqu’à 100% des cellules de la zone concernée (courbe pointillée). Dans le cas d’une 

reperfusion, la mortalité cellulaire augmente, du fait des lésions de reperfusion, puis se stabilise (zone rouge). L’ensemble 

de la mortalité cellulaire provoquée par les lésions ischémiques et les lésions de reperfusion déterminent la taille 

d’infarctus finale (zones rouge et bleue). Adapté de (Hausenloy and Yellon, 2013). 

Seront décrites ici les altérations cellulaires provoquées par la reperfusion (pour résumé voir 

figure 3) : 

- Production rapide d’ATP : La restauration rapide du flux sanguin et le retour de l’oxygène 

permettent le retour au métabolisme aérobie. La production d’ATP peut ainsi augmenter et 
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répondre à la demande énergétique du cœur, permettant ainsi le fonctionnement des 

enzymes ATP-dépendantes. Ceci entraine une élimination du lactate et un retour au pHi 

physiologique. Toutefois, ce retour rapide à la normale pourrait être la cause d’hyper-

contractures (Piper and García-Dorado, 1999). 

 

- Gonflement osmotique et œdème : Lors de l’ischémie, l’accumulation des produits du 

métabolisme anaérobie entraine une augmentation de la pression osmotique, accentuée par 

la perte du potentiel transmembranaire (Garcia-Dorado et al., 2012). Ceci entraine un 

gonflement des cardiomyocytes, dû à l’arrivée massive du sang dans le myocarde (Braunwald 

and Kloner, 1985). La régulation homéostasique du gonflement cellulaire provoque un efflux 

de sodium ainsi qu’un influx de calcium, aggravant le phénomène de surcharge calcique 

(Hoffman et al., 2004). De plus, il a été montré qu’un gonflement cellulaire excessif peut 

aussi être à l’origine de la mort cellulaire (Kloner, 1993). 

 

- Surcharge calcique : La concentration calcique intracellulaire est à la fois importante dans la 

survie du cardiomyocyte et dans sa fonction durant la reperfusion. Après une ischémie 

modérée, l’homéostasie cellulaire dépendant de l’ATP qui se remet en place au moment de 

la reperfusion et permet de rétablir la concentration calcique à son niveau pré-ischémique et 

ainsi de préserver la survie et la fonction contractile cellulaire (Braunwald and Kloner, 1985). 

Après une ischémie plus sévère, les lésions de la membrane cellulaire combinées avec la 

régulation homéostasique en réponse au gonflement cellulaire entrainent une surcharge 

calcique intracellulaire et intra-mitochondriale via le MCU, provoquant la mort cellulaire 

(Crompton and Costi, 1988; Vermeiren et al., 2000). Le phénomène de mort cellulaire causé 

par la surcharge calcique mitochondriale sera développé plus en détail.  

La surcharge calcique associée à la restauration rapide du pHi peut provoquer une 

contraction excessive des cardiomyocytes, ce qu’on appelle hyper-contracture, qui, si elle se 
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prolonge, peut provoquer la mort cellulaire par une fragilisation de la membrane plasmique. 

Ce phénomène provoque également la mort des cellules adjacentes par des altérations 

mécaniques et la mise en contact de fortes concentrations calciques (Hoffman et al., 2004; 

Piper and García-Dorado, 1999). 

 

- Accumulation de ROS : Le taux de ROS (espèces réactives de l’oxygène), particulièrement 

l’anion supeorxide (mais aussi des ions hydroxyls, et le peroxynitrite), est augmenté lors de la 

phase de reperfusion, de par la présence d’oxygène, associée à une dysfonction de la chaine 

respiratoire et une défaillance des défenses anti-oxydantes. Cette production de ROS serait 

également due à l’accumulation de succinate lors de la phase ischémique, du fait de 

l’inversion de l’activité de la succinate déshydrogénase. En effet, lors de la reperfusion, le 

succinate est rapidement oxydé par la succinate déshydrogénase de la chaine respiratoire et 

entraine la production excessive de ROS  par le rétro-transport d’électrons du complexe II au 

complexe I (Chouchani et al., 2014). L’accumulation des ROS est exacerbée par l’élimination 

des défenses anti-oxydantes par le retour du flux sanguin lors de la reperfusion, ainsi que par 

la production des ROS des cellules inflammatoires s’infiltrant dans le myocarde (Braunwald 

and Kloner, 1985). Les dommages oxydatifs (peroxydation lipidique, dénaturation protéique, 

altération de l’ADN…) provoquées par les ROS peuvent engendrer la mort cellulaire, en plus 

des effets spécifiques au niveau mitochondrial qui seront discutés plus tard. 
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Figure 3: Schéma résumant les principales modifications au sein du cardiomyocyte au cours de la reperfusion. 

 

C- La mort cellulaire au cours de l’ischémie reperfusion 

Les principales voies de mort cellulaire connues sont la nécrose et l’apoptose (Kroemer et al., 

2009). Historiquement, l’apoptose était considérée comme la forme de mort cellulaire régulée, alors 

que la nécrose était décrite comme un mécanisme passif et non régulé. L’autophagie d’autre part, 

est considérée comme un mécanisme de survie cellulaire, permettant un recyclage des protéines et 

des organites en conditions délétères (Levine and Kroemer, 2008) qui, lorsqu’il est dépassé, conduit 

lui aussi à la mort cellulaire. L’ensemble des mécanismes décrits est brièvement résumé dans la 

figure 4. 

La nécrose   

La nécrose se caractérise par un gonflement cellulaire et des organites, la rupture de la 

membrane plasmique et la perte du contenu intracellulaire, qui est généralement un processus passif 
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et non régulé. Bien que la nécrose joue un rôle important dans l’infarctus du myocarde, la plupart 

des études sur la mort cellulaire se sont penchées sur l’apoptose. Une des voies mise en jeu dans le 

phénomène de nécrose impliquerait l’ouverture du mPTP situé dans la membrane interne de la 

mitochondrie. Il a également été montré que la stimulation des récepteurs de mort en présence 

d’inhibiteurs de caspase pouvait provoquer une mort cellulaire par nécrose (Holler et al., 2000; 

Kitanaka and Kuchino, 1999; Matsumura et al., 2000). Bien que les connaissances à ce sujet méritent 

d’être développées, deux types d’évènements majeurs peuvent provoquer la nécrose : la stimulation 

des récepteurs de mort lors de la nécroptose, et l’ouverture du mPTP. La rupture de la membrane 

plasmique est un évènement important de la mort cellulaire par nécrose. Cette rupture pourrait être 

facilitée par les calpaïnes (protéases dépendantes du Ca2+) ou d’autres protéases du cytosquelette. 

De plus, la déplétion de l’ATP inhiberait les pompes ioniques de la membrane plasmique, provoquant 

le gonflement cellulaire et conduisant à terme à la rupture de la membrane plasmique (Murphy and 

Steenbergen, 2008). En amont de ces phénomènes, une augmentation de la concentration calcique 

plasmatique a été observée lors de l’ischémie et des premières minutes de la reperfusion. Cette 

augmentation calcique serait à l’origine de l’activation des calpaïnes, pouvant être impliquées dans le 

clivage de protéines conduisant à la rupture membranaire. L’augmentation de la concentration 

calcique cystosolique provoquerait également une augmentation de la concentration calcique 

mitochondriale, responsable en grande partie de l’ouverture du mPTP (Murphy and Steenbergen, 

2008). 

Le mécanisme de mort cellulaire associé à l’ouverture du mPTP sera détaillé dans le chapitre 

Mitochondries. 

L’apoptose  

L’apoptose est un mécanisme clairement défini dans lequel l’activation finale des protéases de la 

famille des caspases provoque la mort cellulaire (Earnshaw et al., 1999). De la même manière que 

dans les cellules non cardiaques, les caspases jouent un rôle central dans l’apoptose des 
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cardiomyocytes. Les caspases sont synthétisées sous forme inactive de pro-caspase dans le cytosol. 

Une fois la voie des caspases activée, les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10) clivent les 

caspases effectrices (caspases 3 et 7). Cela entraine l’inactivation de l’enzyme poly ADP-ribose 

polymérase (PARP), provoquant la fragmentation de l’ADN par les endonucléases activées par les 

caspases (van Gurp et al., 2003). On décrit généralement deux voies de mort par apoptose : 

- La voie extrinsèque de l’apoptose est stimulée par la liaison du Tumor necrosis factor α 

(TNFα) et de Fas à leurs récepteurs spécifiques, exprimés à la surface des cellules. Ce 

phénomène provoque ensuite la liaison de différents adaptateurs à la face cytosolique des 

récepteurs, comme TNF-receptor-associated death domain (TRADD) et TNF-receptor-

associated factor (TRAF) (Hsu et al., 1996). Ce complexe multi-protéique, death inducing 

signaling complex (DISC) lie ensuite la pro-caspase 8. Celle-ci serait ensuit clivée et activée en 

caspase 8, entrainant ainsi l’activation de caspases effectrices comme la caspase 3. 

 

- La voie intrinsèque mitochondriale serait activée par une grande variété de stimuli 

extracellulaires, comme les altérations de l’ADN, le stress oxydant ou les altérations 

mécaniques. L’équilibre entre les facteurs pro-apoptotiques (Bid, Bax, Bak) et anti-

apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL), membres de la famille des protéines Bcl-2, joue un rôle crucial 

dans l’amorçage de cette voie de mort cellulaire (Youle and Strasser, 2008). Il a été décrit 

qu’une fois stimulé, Bax se transloque vers la mitochondrie et forme un complexe avec Bak à 

la membrane interne de la mitochondrie et entraine la libération du cytochrome c (Cyt. c) et 

d’autres protéines pro-apoptotiques dans le cytosol (Zou et al., 1999). Dans le cytosol, le Cyt. 

c interagit avec Apoptotic Protease Activating Factor 1 (APAF-1), formant un complexe 

appelé apoptosome. Ce complexe active ensuite la caspase 9, entrainant l’activation 

conséquente des caspases 3 et 7 et ainsi la fragmentation de l’ADN et la mort cellulaire 

(Boatright and Salvesen, 2003). 
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L’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme physiologique mis en jeu afin d’éliminer les organites 

endommagés, tels que les mitochondries ou le réticulum endoplasmique. Une autophagie trop 

importante serait à l’origine de phénomènes de mort cellulaire. Toutefois, le rôle de l’autophagie lors 

de l’ischémie reperfusion reste encore débattu. Certaines études démontrent que l’inhibition de 

l’autophagie durant l’ischémie est délétère, suggérant donc un rôle bénéfique de la stimulation de 

l’autophagie lors de l’ischémie reperfusion (Dosenko et al., 2006; Yan et al., 2005). D’autres études 

montrent au contraire, qu’une diminution de la protéine beclin1 qui stimule l’autophagie, limite le 

phénomène d’autophagie et ainsi la mort cellulaire dans un modèle de souris beclin 1 +/- (Takagi et 

al., 2007). 

Le rôle bénéfique ou néfaste de l’autophagie lors de l’ischémie reperfusion reste donc à éclaircir. 

Il est important de noter que les mécanismes impliqués dans l’autophagie seraient également 

impliqués dans d’autres formes de mort cellulaire. En effet, l’augmentation du taux de calcium serait 

un activateur de l’autophagie (Høyer-Hansen et al., 2007). Il a également été montré que le clivage 

de Atg5 par les calpaïnes est un phénomène impliqué dans l’autophagie, ainsi que dans l’apoptose. 

En effet, Atg5 clivé serait transporté vers la mitochondrie afin de lier Bcl-2 et provoquerait l’apoptose 

(Hamacher-Brady et al., 2006; Takagi et al., 2007).  
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Figure 4 : Schéma non exhaustif représentant les différentes voies de mort cellulaire et leurs inter-connexions, au 

cours de l’ischémie reperfusion. En vert la voie de la nécrose, en jaune la voie de l’autophagie et e bleu les voies de 

l’apoptose.  

L’ensemble de ces données montrent que la mort cellulaire suite à l’ischémie reperfusion résulte 

d’un ensemble de mécanismes impliquant la nécrose, l’apoptose et l’autophagie. De plus, la 

distinction entre ces différents mode de mort cellulaire pourrait ne pas être relevant étant donné 

que chacune de ces voies semblent être interconnectées (Golstein and Kroemer, 2007; Zong and 

Thompson, 2006). De plus, le nombre considérable d’acteurs mis en jeu dans ces différents 

mécanismes ne nous permettent pas d’en faire une description exhaustive dans ce manuscrit. 

 

II- Cardioprotection 

Le développement des connaissances sur la physiopathologie de l’ischémie reperfusion 

cardiaque a permis de développer des techniques de protection du cœur face à ces différentes 

lésions. En clinique humaine, le caractère imprévisible de l’infarctus du myocarde ne permet pas 
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d’agir lors du déclenchement de la phase ischémique, en revanche il est possible d’agir lors de la 

phase de reperfusion, et plus les connaissances avancent, plus il est possible de développer des 

méthodes différentes. L’ensemble de ces méthodes visant à réduire la taille de l’infarctus sont 

appelées méthodes de cardioprotection. En 2005 a été publié une des premières études cliniques 

démontrant un effet positif du post-conditionnement, réalisé par des épisodes d’une minute de 

gonflement et dégonflement du ballon d’angioplastie, résultant en une réduction de ±36% de la taille 

d’infarctus (Staat et al., 2005).  

A- Pré-conditionnement (PréC) 

L’ère de la cardioprotection a commencé avec Murry et al., qui ont démontré pour la première 

fois en 1986 que 4 cycles de 5min d’ischémie/5min de reperfusion en amont d’une ischémie 

prolongée, permettait de réduire significativement la taille d’infarctus chez le chien (Murry et al., 

1986). Toutefois, cette taille d’infarctus n’était pas modifiée si l’ischémie était prolongée au-delà de 

3h, soulignant l’importance du moment de la reperfusion. Cette technique, le pré-conditionnement 

ischémique (PréC-I), a été rapidement transposée en clinique humaine, mais ne peut être utilisée que 

dans les cas de coronarographie et bypass coronaire. Après la reperfusion, le PréC est l’intervention 

la plus efficace afin de réduire la taille d’infarctus et efficace sur différents modèles animaux (pour 

revue, (Przyklenk and Kloner, 1998)). 

Il a été montré que le stimulus du PréC induisait deux fenêtres de cardioprotection. Une 

première immédiatement après l’application du PréC qui dure 2 à 3h (PréC classique). La seconde 

fenêtre s’ouvre 12 à 24h plus tard et dure 48 à 72h (PréC retardé) (Kuzuya et al., 1993; Marber et al., 

1993). Malgré de très nombreuses études sur le sujet, les mécanismes cardioprotecteurs du PréC 

restent encore un vaste champ d’investigation afin de décrypter au mieux les phénomènes 

impliqués. Néanmoins il a été décrit que le stimulus mécanique du PréC entraine la production 

d’acétylcholine, adénosine, bradykinine, endothélines et autres opioïdes par les cardiomyocytes. Ces 
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molécules, quand elles se lient leur récepteur spécifique à la membrane plasmique des 

cardiomyocytes, stimulent des voies de signalisation cardioprotectrices qui convergent vers la 

mitochondrie. Ces voies seront détaillées ci-après. 

B- Post-conditionnement (PostC) 

Les interventions appliquées au début de la reperfusion afin d’améliorer la récupération du tissu, 

sont regroupées sous le terme de Post-Conditionnement (PostC). Les recherches sur les mécanismes 

impliqués dans le PostC ont permis de confirmer que le PostC et le PréC entrainent l’activation de 

voies de signalisation communes (Kin et al., 2004). 

- Le Post-Conditionnement Ischémique (PostC-I) fut le premier décrit. En 2003, Zhao et al. 

démontrait dans un modèle canin que l’application de brèves occlusions / reperfusions de 

30s au moment de la reperfusion réduisait significativement la taille d’infarctus (Zhao et al., 

2003). Cette méthode a par la suite démontré son efficacité dans différentes espèces 

animales : in vivo chez la souris, le lapin et le cochon (Gomez et al., 2008; Schwartz and 

Lagranha, 2006; Tang et al., 2006; Yang et al., 2004), sur des cellules cardiaques murines 

(Heusch et al., 2006; Tsang et al., 2004), et chez l’homme (Sivaraman et al., 2007). Le principe 

de cette intervention repose sur des cycles d’occlusion / reperfusion de l’artère coronaire 

impliquée dans l’infarctus du myocarde, sur des périodes très brèves de 10 à 30 sec. La 

plupart des études suggèrent que le moment de l’application du PostC est critique dans la 

réussite de cette technique. En effet, un retard d’une minute dans la mise en place de la 

première réocclusion peut entrainer la perte de l’effet cardioprotecteur chez le rat et le 

lapin. Chez la souris, le chien et l’homme, la perte d’effet du PostC n’intervient qu’avec une 

retard de 180 sec (Skyschally et al., 2009). Ceci serait en lien avec l’hypothèse que les lésions 

de reperfusion seraient associées majoritairement à l’ouverture du mPTP dans les premières 

minutes de la reperfusion et que le PostC aurait un effet inhibiteur sur l’ouverture du mPTP 
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(Di Lisa et al., 2001; Griffiths and Halestrap, 1995). Toutefois, d’autres études ont démontré 

que le PostC-I pouvait avoir un effet cardioprotecteur même appliqué 30 min après le début 

de la reperfusion dans un modèle d’ischémie-reperfusion chez la souris (Roubille et al., 

2011). Cette technique fut donc nommée PostC-I retardé.  

Bien que les effets du PostC-I aient été décrits chez de nombreuses espèces, l’efficacité quant 

à la diminution de la taille d’infarctus est extrêmement variable d’une espèce à l’autre, mais 

également d’un laboratoire à l’autre. Globalement, on rapporte une diminution de 30% de la 

taille d’infarctus dans les modèles murins, et de 50% dans les modèles de plus gros animaux 

comme le lapin et le chien (Vinten-Johansen et al., 2011). La variabilité des protocoles utilisés 

entre ces différentes études pourrait expliquer en partie ces résultats disparates.  

En plus de ces effets sur la taille d’infarctus, il a été montré que le PostC-I pouvait limiter le 

développement d’arrythmies dans le cœur de rat (Dow et al., 2008), diminuait l’apoptose des 

cardiomyocytes et les lésions vasculaires (Schwartz and Kloner, 2012). 

 

- Le Post-Conditionnement à distance : De nombreuses études expérimentales et cliniques 

suggèrent que l’ischémie intermittente au moment de la reperfusion, appliquée à des 

organes à distance du cœur, permettrait de limiter la taille d’infarctus. Ce phénomène est 

appelé PostC à distance (PostC-D). La méthode la plus étudiée du PostC-D est l’ischémie 

intermittente appliquée au niveau de la jambe au moment de la reperfusion du myocarde. 

Cette méthode a montré des résultats positifs aussi bien chez l’animal que chez l’homme 

(Kharbanda et al., 2001; Loukogeorgakis et al., 2006). La simplicité de cette intervention 

s’avère particulièrement intéressante, d’autant plus que son application retardée de 30 

minutes par rapport au début de la reperfusion augmenterait son efficacité. Les mécanismes 

impliqués dans le PostC-D restent encore peu clairs, mais pourraient mettre en jeu des 

facteurs humoraux et nerveux, ainsi que la transmission de facteurs inconnus par des 

microvésicules (Giricz et al., 2014). 
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- Le Post-Conditionnement pharmacologique : L’administration de molécule pharmacologique 

ou d’agents biologiquement actifs au moment de la reperfusion est appelée PostC 

pharmacologique (PostC-P). De nombreuses molécules ont été testées dans des modèles 

animaux. Par exemple, ces approches incluent l’utilisation d’agonistes pharmacologiques 

connus pour être impliqués dans le PostC (agonistes du récepteur A2 à l’adénosine ou B2 à la 

kinine par exemple) ainsi que des activateurs des voies de signalisation du PostC (les statines, 

les anesthésiques volatils activant la voie de la PI3K/Akt (Phosphoinositide 3 kinase), ou des 

donneurs de NO (monoxyde d’azote) activant la voie du GMPc/PKG). Dans un souci de clarté, 

ces voies seront détaillées dans la partie suivante. De manière générale, ces molécules sont 

administrées juste avant ou au début de la reperfusion. Les agents anti-inflammatoire, les 

anti-oxydants, les bloqueurs de canaux calciques, l’atorvastatine, l’érythropoïétine et le 

magnésium n’ont pas eu l’effet escompté sur la taille d’infarctus (Hausenloy et al., 2013).  

L’hypothermie (Erlinge et al., 2015), les agents ciblant la mitochondrie comme la CsA (Cung 

et al., 2015) et la modulation de la voie du NO (Siddiqi et al., 2014) ont également été étudiés 

avec des effets mitigés chez l’homme. Bien que la CsA s’était avérée particulièrement 

efficace dans différents modèles expérimentaux (Crompton et al., 1988; Duchen et al., 1993; 

Teixeira et al., 2013) en réduisant la taille d’infarctus dans une étude clinique pilote, elle n’a 

pas montré les mêmes effets dans l’étude multi-centrique CIRCUS (Cung et al., 2015), 

soulignant le défi de transférer les techniques de conditionnement pharmacologique en 

clinique humaine.  

 

C- Voies de signalisation de la cardioprotection 

Suite au PréC ou PostC, la cellule va répondre en activant différentes voies de signalisation afin 

de se protéger des lésions liées à l’ischémie reperfusion. Ces voies de signalisation du PréC et du 
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PostC peuvent être induites par de nombreux facteurs comme l’adénosine, la bradykinine, les 

sphingolipides, les cytokines (IL-6 et TNF-α)…(Heusch et al., 2008). Pour résumé de ces voies de 

signalisation, voir la figure 5. 
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Figure 5 : Schéma non exhaustif représentant les différentes voies de signalisation de la cardioprotection. En vert la 

voie RISK, en bleu la voie SAFE et en rose la voie du NO/GMPc. L’encadré jaune représente l’effecteur final commun de ces 

différentes voies. 

 

1- La voie RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) 

La mise en évidence de l’importance de la voie RISK dans la cardioprotection a émergé dans les 

années 1990 avec la démonstration que la mort cellulaire par apoptose contribuait aux lésions de 

reperfusion (Freude et al., 2000; Gottlieb et al., 1994; Zhao et al., 2003) et les connaissances sur les 

kinases anti-apoptotiques, dont Akt et ERK1/2 (Hausenloy and Yellon, 2004; Yellon and Baxter, 1999).  

Les effets bénéfiques de la stimulation de la voie RISK ont été montrés aussi bien dans le PréC que 

dans le PostC 



 

 

 22 

Au moment de la découverte de la voie RISK, il était décrit que les signaux anti-apoptotiques 

recrutés par Akt et Erk1/2 étaient responsables de la réduction de la taille d’infarctus (Hausenloy and 

Yellon, 2004; Yellon and Baxter, 1999). Des études ont ensuite confirmé ce mécanisme, avec une 

activation pharmacologique de la voie RISK qui était associée au recrutement du système anti-

apoptotique, tel que la phosphorylation et l’inhibition des protéines pro-apoptotiques Bax et Bad, 

l’inhibition de caspase 3 et la phosphorylation et activation des facteurs anti-apoptotiques tels que 

Bcl-2 (Hausenloy and Yellon, 2004). De plus, des mécanismes anti-apoptotiques seraient activés par 

la voie RISK et principalement l’inhibition de l’ouverture du mPTP (Bopassa et al., 2006; Davidson et 

al., 2006; Juhaszova et al., 2004; Smith et al., 2006).  En substance, il a été décrit que la voie RISK se 

compose d’une cascade de signalisation « pro-survie » médiée par PI3K-Akt et la cascade MEK1/2-

Erk1/2. La voie PI3K-Akt est activée en réponse à de nombreux stimuli et l’activation d’une grande 

variété de récepteurs, incluant les récepteurs aux hormones de croissance et les récepteurs couplés 

aux protéines G (RCPG) (Cross et al., 2000). Cette voie est impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires via la phosphorylation de différents substrats, tels que la Glycogen Synthase Kinase 

(GSK3β), les protéines apoptotiques (Bax, Bad, Bim, p53 et les caspases), Glucose Transporter 

(GLUT4), des facteurs de transcription, NO synthase (eNOS) et PKC (Cross et al., 2000). Il a été montré 

que la voie de la PI3K avait un rôle cardioprotecteur via l’activation de la sérine-thréonine kinase Akt 

(Datta et al., 1996; Fujio et al., 2000). La voie Erk1/2 fait partie des Mitogen-activated protein kinases 

(MAP Kinases), famille de Ser-Thr kinases couplées au RCPG (Widmann et al., 1999). 

Les mécanismes via lesquels ces voies de survie sont impliquées dans la cardioprotection ne sont 

pas tous élucidés, mais serait en partie attribuable à leur capacité à phosphoryler et inactiver les 

facteurs pro-apoptotiques.  

De plus, plusieurs hypothèses ont été soulevées dans le lien entre la voie RISK et l’inhibition de 

l’ouverture du mPTP : 
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- GSK3β, en aval de la voie RISK, aurait un rôle dans l’inhibition de l’ouverture du mPTP 

(Juhaszova et al., 2004). 

- eNOS, intermédiaire de la voie RISK, et le NO pourraient eux aussi inhiber l’ouverture du 

mPTP (détaillé dans la voie NO/cGMP/PKG). 

- L’inhibition de la translocation de Bax à la mitochondrie (Yamaguchi and Wang, 2001) 

pourrait inhiber l’ouverture du mPTP. 

- L’insuline, activant PI3K semble permettre la réduction de la capture calcique par le 

réticulum sarcoplasmique, permettant de limiter la surcharge calcique au moment de la 

reperfusion et donc d’inhiber l’ouverture du mPTP (Abdallah et al., 2006). 

Il semblerait qu’une partie des voies de signalisation du PostC soient communes au PréC. De 

manière intéressante, certaines voies de cardioprotection impliquées dans le PostC seraient espèce 

dépendante, comme la voie RISK dont il a été montré qu’elle est effective dans le cœur de rat mais 

pas de cochon (Skyschally et al., 2015). 

2- La voie SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement) 

En 2005, Lecour et al. a décrit pour la première fois le rôle la voie SAFE dans la cardioprotection 

(Lecour et al., 2005). C’est une voie de survie cellulaire mettant en jeu le TNFα, sans l’intervention 

des kinases impliquées dans la voie RISK. La voie SAFE implique la fixation du TNFα sur son récepteur 

TNFR2, qui active Janus Kinase (JAK) et Signal Transducer And Activator of Transcription 3 (STAT3) via 

des mécanismes restant encore à élucider. Toutefois, la sphingosine kinase serait impliquée et 

induirait la transcription de protéines impliquées dans la cardioprotection (Frias et al., 2012; Lacerda 

et al., 2009; Lecour, 2009). Différentes études ont permis de montrer que la fixation du TNFα au 

récepteur TNFR2 provoque la phosphorylation des JAK adjacentes qui à leur tour activent STAT3 par 

phosphorylation. Les JAK sont des Tyr Kinases, couplées à des récepteurs membranaires impliqués 

dans la transmission du signal vers le noyau. Les protéines STAT ont été décrites au début comme 

ayant un rôle de facteurs de transcription, mais des études récentes semblent leur attribuer un 
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nouveau rôle au niveau de la mitochondrie. Il apparait que STAT3 pourrait jouer un rôle majeur dans 

cette voie, indépendamment de son rôle transcriptionnel. Toutefois, d’autres études ont permis de 

mettre en évidence que son activation cible la transcription des protéines anti-apoptotiques telles 

que Bcl-2 et Bcl-xL, des protéines pro-apoptotiques telles que Bad et la connexine 43. STAT3 a 

également été identifiée dans les mitochondries, où elle pourrait moduler la phosphorylation 

oxydative et moduler l’ouverture du mPTP (Boengler et al., 2010; Davidson et al., 2006). 

3- La voie du NO/cGMP/PKG 

De nombreuses études ont démontré un effet cardioprotecteur du NO à la fois endogène et 

exogène. Il a été rapporté que le NO endogène jouerait un rôle crucial dans la réduction de la taille 

d’infarctus chez le lapin dans un modèle d’ischémie reperfusion in vivo (Williams et al., 1995).  

Les ligands libérés par les cardiomyocytes lors d’un conditionnement ischémique (bradykinine, 

opioïdes endogènes, adénosine) se fixent sur leur récepteur spécifique, RCPG, entrainant l’activation 

de PI3K et de la kinase phospholipides dépendante (PDK). La PDK phosphoryle et active Akt, 

entrainant la phosphorylation de la eNOS, provoquant ainsi la synthèse de NO à partir de la L-

arginine. Les effets bénéfiques du NO passerait par l’activation de la Guanylate cyclase (sGC) par le 

NO, qui transforme le GTP en cGMP. Le cGMP activerait ensuite la Protéine Kinase G (PKG) et 

provoquerait l’ouverture des canaux mitoKATP sur la mitochondrie (Costa et al., 2008). Il a été montré 

que l’ouverture de ces canaux potassiques entraine l’inhibition de l’ouverture du mPTP, protégeant 

ainsi l’intégrité de la mitochondrie durant l’ischémie (Cuong et al., 2005, 2006; Lebuffe et al., 2003; 

Ljubkovic et al., 2007; Oldenburg et al., 2004). Toutefois, le mécanisme exact par lequel PKG, située 

sur la membrane externe mitochondriale peut interagir avec le canal mitoKATP situé à la membrane 

interne reste incompris. Certaines études proposent que la protéine R1 située à la membrane 

externe de la mitochondrie jouerait un rôle crucial (Costa et al., 2008). La phosphorylation de la 

protéine inconnue R1 permettrait une transmission du signal vers la Protéine Kinase C (PKCε) de la 

membrane interne de la mitochondrie, entrainant ainsi la phosphorylation du canal mitoKATP.  
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D’autres études ont proposé un mécanisme par lequel PKG activerait Extracellular signal-

regulated kinase (ERK) et la GSK3β , provoquant ainsi l’ouverture du canal mitoKATP (Das et al., 2009). 

Au niveau mitochondrial, l’ouverture du canal mitoKATP entraine une augmentation de l’influx de 

K+, provoquant un gonflement et l’alcalinisation de la matrice mitochondriale. En conséquence, la 

chaîne respiratoire mitochondriale produit l’anion superoxide (Costa et al., 2008). L’anion superoxide 

réagit avec l’H2O et forme l’H2O2 qui active la PKCε à la membrane interne mitochondriale. Des 

études se sont penchées sur l’effet cardioprotecteur de la production de ROS par la mitochondrie 

suite à l’ouverture du canal mitoKATP (Andrukhiv et al., 2006; Costa and Garlid, 2008; West et al., 

2008). En effet, il a été montré que l’augmentation de la production de ROS activerait la PKCε2 qui 

inhiberait l’ouverture du mPTP via sa phosphorylation (Costa and Garlid, 2008). L’inhibition de 

l’ouverture du mPTP permet la rétention des signaux pro-apoptotiques de la mitochondrie. 

Conclusion : 

 Le temps d’ischémie et les lésions associées conditionnent la gravité des lésions de reperfusion, 

influant par la suite la taille finale de l’infarctus. Les techniques de cardioprotection visent à réduire 

ces lésions. Différentes techniques ont été mises au point afin de protéger le cœur, et le post-

conditionnement permet une application clinique, que ce soit ischémique ou pharmacologique. 

L’avènement de la cardioprotection a permis de mettre en évidence différentes voies de 

signalisations impliquées dans la cardioprotection, favorisant le développement de nouvelles 

techniques et surtout la mise à jour de nouvelles cibles thérapeutiques afin de protéger le myocarde. 

Dans ces voies de signalisation, un des effecteurs finaux communs est la mitochondrie, et plus 

particulièrement au sein de la mitochondrie, le mPTP. Bien que les études cliniques ciblant 

l’inhibition du mPTP n’aient pas eu les effets escomptés, l’importance d’étudier la mitochondrie et le 

mPTP dans la cardioprotection reste d’actualité. Dans la partie suivante, nous détaillerons les 

connaissances sur la mitochondrie dans sa fonction globale, ainsi que le mPTP et son rôle dans la 

mort cellulaire et la cardioprotection.  
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Chapitre 2 : Le rôle de la mitochondrie et du mPTP dans la cardioprotection 

I- La mitochondrie 

A- Structure 

La mitochondrie est un organite intracellulaire qui joue un rôle crucial dans le métabolisme 

énergétique des cellules eucaryotes. Les mitochondries possèdent deux membranes distinctes 

délimitant un espace inter-membranaire, une membrane externe et une membrane interne 

contenant la matrice mitochondriale. La membrane interne forme de nombreux replis appelés 

cristae qui s’étendent vers la matrice.  

La mitochondrie, contrairement aux autres organites cellulaires possède son propre ADN appelé 

ADN mitochondrial (ADNmt), différent et indépendant de celui présent dans le noyau et conservé au 

sein des espèces. La taille de l’ADNmt varie en fonction des espèces, allant de 11.4 à 32.1kb (Gissi et 

al., 2008). La structure et l’organisation des gènes mitochondriaux sont très conservées chez les 

mammifères. Le génome mitochondrial humain comprend 16569 paires de bases (Anderson et al., 

1981), contient 37 gènes codant pour 2 ARNr, 22 ARNt et 13 polypeptides, faisant tous partie de la 

chaine respiratoire (Castellana et al., 2011), 7 sont des sous-unités du complexe I, 1 sous-unité du 

complexe III, 3 sous-unités du complexe IV et 2 sous-unités du complexe V (Schon et al., 2012). 

Néanmoins une grande partie des protéines mitochondriales sont codées par l’ADN nucléaire. 

La matrice mitochondriale contient le génome mitochondrial, et les enzymes du métabolisme. Au 

niveau de la membrane interne sont situés les éléments de la chaîne respiratoire. Cette membrane 

est imperméable à la plupart des ions, permettant de maintenir un gradient de protons, nécessaire 

au processus de phosphorylation oxydative. A l’inverse, la membrane externe est perméable aux 

petites molécules (<1500Da), via les porines. 
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B- Fonctions 

1- La phosphorylation oxydative (OxPhos) 

La fonction principale de la mitochondrie est de produire l’ATP, via la chaine de transport 

d’électrons (ETC) par le système de l’OxPhos. Cette chaine de transport des électrons est localisée à 

la membrane interne de la mitochondrie et est aussi nommée chaine respiratoire mitochondriale. 

L’acétyl-CoA synthétisé par la glycolyse et la β-oxydation des acides gras entre dans le cycle de Krebs. 

Ces trois voies métaboliques produisent des transporteurs d’électrons (ou co-enzymes réduits) sous 

la forme de Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NADH) et Flavine Adénine Dinucléotide (FADH2). 

L’ETC est composée de cinq complexes. Le NADH transmet un électron au complexe I (NADH 

déshydrogénase) qui le transfère au complexe III (Cytochrome b-c1) via le Coenzyme Q (Ubiquinone). 

Le FADH2, l’autre co-enzyme réduit, est oxydé par la succinate déshydrogénase, qui fait à la fois 

partie du cycle de Krebs et de l’ETC (complexe II). La voie commune au niveau du complexe III permet 

de transférer les électrons à un autre transporteur, le cytochrome C, qui transmet lui-même les 

électrons au complexe IV (cytochrome oxydase). Finalement, au niveau du complexe V, deux protons 

sont acceptés par une molécule d’oxygène, permettant la synthèse d’H2O. 

Ces séries d’oxydo-réductions libèrent de l’énergie permettant de transférer les protons vers la 

matrice mitochondriale à travers les complexes I, III et IV, nécessaires afin de créer un gradient 

électrochimique au travers de la membrane interne mitochondriale. Ce gradient de protons permet 

ensuite de fournir l’énergie nécessaire au fonctionnement de l’ATP synthase c’est à dire à la 

phosphorylation de l’ADP en ATP par le complexe V (ATP synthase). L’ensemble de ces évènements 

est résumé dans la figure 6. 
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Figure 6 : Schéma représentant la chaine respiratoire mitochondriale. Au niveau du complexe I, le NADH + H+ est 

réduit en NAD+, libérant ainsi 2 électrons. La réduction du FADH2 en FAD par le complexe II fournit également 2 électrons. 

Ceux-ci sont transférés au coenzyme Q (Q) puis vers le complexe III. Celui-ci les transfère au cytochrome c (C) puis au 

complexe IV. Au niveau du complexe IV, la réaction d’oxydation de l’O2 et des H+ se réalise, produisant ainsi une molécule 

d’H2O. Ceci représente la partie d’oxydo-réduction de la chaine respiratoire. En parallèle du trajet des électrons (flèches 

rouges), les protons sont transférés (flèches bleues) de la matrice mitochondriale vers l’espace inter-membranaire, via les 

complexes I, II et IV. Ceux-ci s’accumulent en créent la force proto-motrice, nécessaire au fonctionnement du complexe V. 

Les protons sont transférés par le complexe V de l’espace inter-membranaire vers la matrice mitochondriale, induisant ainsi 

la synthèse d’ATP à partir d’ADP et de Pi. Ceci représente la partie phosphorylante de la chaine respiratoire, ou 

phosphorylation oxydative. 

 

2- La production de ROS 

Les mitochondries représentent une des sources majeures de production de ROS dans le système 

cardiovasculaire (Murphy and Steenbergen, 2007). Dans des conditions physiologiques, le transport 

des électrons est couplé à la synthèse d’ATP. Toutefois, l’anion superoxide, le peroxyde d’hydrogène 
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et le radical hydroxyl, sont des produits excédentaires issus du flux de la chaine respiratoire (Wallace, 

1999). La production de l’anion superoxide se fait premièrement par la fuite d’électrons de l’ETC. En 

conditions d’ADP limitant, la consommation de l’oxygène n’atteint pas les besoins de l’OxPhos. La 

diminution de la phosphorylation augmente la fuite d’électrons de l’ETC et entraine la formation de 

l’anion superoxyde. Cet anion est converti en peroxyde d’hydrogène par la Mitochondrial Manganese 

Superoxide Dismutase (SOD2 ou MnSOD), puis le peroxyde d’hydrogène est converti en H2O par la 

glutathion peroxydase (GPx) en présence de glutathion (Boveris et al., 1972). 

 Le rôle délétère des ROS a été décrit de nombreuses fois dans les pathologies cardiovasculaires, 

et particulièrement dans l’insuffisance cardiaque. La production des ROS dans le cœur serait 

principalement attribuée à son métabolisme aérobie, mais aussi au fonctionnement de quelques 

enzymes telle que la MonoAmine Oxydase (MAO) (Santos et al., 2011). Toutefois, les ROS sont 

également impliqués dans la signalisation redox, importante dans la physiologie des cardiomyocytes. 

Il a en effet été démontré que la régulation de la production des ROS était impliquée dans la fonction 

contractile des cardiomyocytes (Prosser et al., 2011). De plus, leur rôle cardioprotecteur a été 

démontré dans le pré-conditionnement (Penna et al., 2009). 

3- Le potentiel de membrane 

Le gradient électrochimique (Δp) au travers de la membrane interne mitochondriale (ou force 

proton motrice) est généré par le pompage des protons via la chaine respiratoire, et représente 

l’énergie potentielle de l’entrée des protons vers la matrice pour la synthèse d’ATP. Le Δp est 

constitué du gradient de proton ΔpH et du potentiel de membrane mitochondrial m. Ces deux 

facteurs permettent de réguler le métabolisme énergétique, l’homéostasie ionique intracellulaire et 

les phénomènes de mort cellulaire au sein de la mitochondrie. Le m est nécessaire dans la 

séquestration mitochondriale du calcium et dans la régulation de la production des ROS (Nicholls and 

Ward, 2000; Szabadkai and Duchen, 2008). Il a été montré que lors d’un stress cellulaire, le m 



 

 

 30 

peut être altéré par une dérégulation de la charge ionique intracellulaire (Nicholls and Ward, 2000; 

Szabadkai and Duchen, 2008), changeant en conséquence le Δp, et donc la production d’ATP. Lors 

d’une ischémie, le ralentissement de la chaine respiratoire provoque une accumulation d’électrons 

au niveau des complexes I et III. Avec l’arrêt du transfert d’électrons et du pompage des protons, le 

gradient protonique se dissipe rapidement, dépolarisant la membrane mitochondriale (Abramov et 

al., 2007). Lors de la reperfusion, le phénomène s’inverse avec une hyper-activation de la chaine 

respiratoire, provoquant une hyperpolarisation de la membrane mitochondriale, responsable de la 

production de ROS, mais qui constitue également un signal de stress qui accompagne l’induction de 

l’apoptose (Starkov and Fiskum, 2003). Globalement, ces phénomènes provoquent une altération de 

la fonction mitochondriale et finalement entrainent la mort cellulaire. En effet, dans le cas d’une 

hyperpolarisation de la membrane mitochondriale avec une dysfonction de la chaine respiratoire 

mitochondriale, la libération de facteurs pro-apoptotique (dont le Cyt.c) est stimulée, entrainant ainsi 

l’induction des signaux de mort cellulaire (Sanderson et al., 2013). 

4- L’homéostasie calcique 

La capacité d’accumuler et de séquestrer le calcium est une fonction essentielle des 

mitochondries. Les recherches des 50 dernières années ont conduit à un modèle consensus de cette 

fonction mitochondriale, nommé « modèle standard de la rétention calcique mitochondriale ». Ce 

modèle comprend l’accumulation du Ca2+ dans la mitochondrie suite à son entré via les transporteurs 

MCU situés dans la membrane interne de la mitochondrie. Le transport est couplé à une 

accumulation de Pi. Au sein de la matrice, le Ca2+ et le Pi accumulés sont stockés sous forme de 

précipités inactifs, et potentiellement libérés progressivement vers le cytosol via les échangeurs 

NCLX (échangeurs Ca2+/Na+) ou Letm1 (échangeurs Ca2+/H+) également situés sur la membrane 

interne. Si le Ca2+ s’accumule au-delà d’un certain seuil, il entraine l’ouverture du mPTP. En effet, 

l’accumulation de Ca2+ entrainerait l’activation de l’activité trans-isomérase de la CypD, provoquant 
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un changement dans la conformation d’un composant du mPTP (potentiellement ANT), conduisant 

ainsi à son ouverture (Halestrap et al., 2004).  

Au sein de la mitochondrie, le mPTP joue un rôle crucial dans les mécanismes de mort cellulaire. 

Durant l’ischémie reperfusion il est effecteur commun de la nécrose et de l’apoptose. L’étude de ce 

canal est donc d’une particulière importance dans la compréhension des mécanismes de mort 

cellulaire liés à l’ischémie reperfusion ainsi que dans la recherche de cibles et de traitement 

cardioprotecteur. 

 

II- Le pore de transition de perméabilité mitochondrial (mPTP) 

A- Structure 

Le mPTP fut d’abord décrit par Hunter et Haworth en 1979 (Haworth and Hunter, 1979; Hunter 

and Haworth, 1979) comme un méga canal non sélectif. L’ouverture du pore peut être activée par le 

Ca2+, le Pi et les ROS, et est inhibé par les adénine nucléotides, un pH acide, les cations divalents 

comme le Mg2+ et les inhibiteurs de la CypD, la CsA et la sanglifehrin A (Halestrap et al., 2004).  

Bien que les propriétés biophysiques du mPTP soient bien décrites, l’identification de ses 

composants moléculaires reste encore à ce jour indéterminée et soumise à de nombreux débats. 

Historiquement, les études biochimiques avaient suggéré que le mPTP était composé par le voltage-

dependent anion channel (VDAC) à la membrane externe et par l’adenine nucleotide translocator 

(ANT) à la membrane interne mitochondriale, et que la CypD était le régulateur majeur située dans la 

matrice mitochondriale (Crompton et al., 1998).  

Depuis, des études génétiques, que nous détaillons ici, ont testé l’importance de ces composants 

dans la structure et la fonction du mPTP et mis à jour un modèle totalement différent. 
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1- La cyclophiline D (CypD) 

La CypD est une peptitdyl-prolyl cis-trans isomérase (PPIase) exprimée dans la matrice 

mitochondriale. Bien que le rôle physiologique de la CypD ne soit pas encore élucidé, elle reste une 

cible thérapeutique de choix dans les pathologies cardiovasculaires, rénales et cérébrale, du fait de 

son rôle potentiel dans la mort cellulaire dépendante de la mitochondrie (Bonora et al., 2015). Son 

rôle dans la régulation du mPTP a été vérifiée génétiquement. L’implication de la CypD dans la 

régulation du mPTP a été découvert grâce à l’étude de la CsA, qui réduit le gonflement mitochondrial 

et dont la fixation à la CypD permet d’inhiber son activité (Crompton and Costi, 1988; Halestrap and 

Davidson, 1990). Finalement, la preuve majeur du rôle de la CypD a été vérifié par des souris CypD 

KO qui présentaient une sensibilité au Ca2+ diminuée au niveau mitochondrial, ainsi qu’un stress 

oxydant associé à l’ouverture du mPTP diminué (Baines et al., 2005; Nakagawa et al., 2005). En effet, 

l’inhibition ou la délétion de la CypD limitait l’ouverture du mPTP et réduisait la mort cellulaire 

provoquée soit par l’ischémie reperfusion, soit par certaines pathologies dégénératives (Baines et al., 

2005; Martin et al., 2009; Millay et al., 2008; Ramachandran et al., 2011; Wissing et al., 2010).  

Toutefois, le mécanisme exact par lequel la CypD régule l’ouverture du mPTP n’a pas encore été 

déterminé. La CypD peut lier directement de nombreux composants du mPTP. 

2- VDAC 

Le VDAC était historiquement considéré comme un composant majeur du mPTP au niveau de la 

membrane externe de la mitochondrie, dû au fait que les propriétés électrophysiologiques du mPTP 

et de VDAC étaient semblables et que VDAC fonctionne comme un pore non sélectif aux anions et 

cations (Szabó and Zoratti, 1993; Szabó et al., 1993). De plus, le fait qu’un complexe VDAC, ANT et 

CypD pouvait être reconstitué et formait un pore sensible à la CsA (Crompton et al., 1998) allait dans 

le même sens. Toutefois, des études génétiques ont pu montrer que des souris délétées pour les 3 

isoformes de VDAC conservait une perméabilité de transition intacte (Baines et al., 2007), et que la 
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délétion de VDAC2 dans des cellules en culture augmentait le phénomène de mort cellulaire au lieu 

d’être protecteur (Baines et al., 2007). 

Ces données permettent de conclure que VDAC ne serait qu’un composant accessoire du mPTP. 

3- ANT 

L’ANT est un transporteur de la membrane interne mitochondriale, impliqué dans l’import d’ADP 

dans la matrice mitochondriale en échange d’ATP, et donc un composant de la voie de synthèse de 

l’ATP (Klingenberg, 2008). Il avait été suggéré que l’ANT était un composant du mPTP puisque 

l’utilisation d’un inhibiteur de l’ANT inhibait l’activité du mPTP, et vice versa avec un activateur 

(Haworth and Hunter, 2000; Klingenberg, 1989). De plus, l’ANT est une cible directe de la CypD 

(Crompton et al., 1998). 

En revanche, il a été montré que la délétion d’ANT1 et 2, au niveau des mitochondries de foie 

n’abolissait pas la perméabilité de transition sensible au Ca2+, bien que le seuil d’activation était 

augmenté (Kokoszka et al., 2004).  

Globalement, les différentes études montrent que l’ANT ne serait pas un composant essentiel du 

mPTP mais jouerait clairement un rôle dans sa régulation. 

4- Transporteur de phosphate inorganique ou Phosphate Carrier (PiC) 

Le PiC, localisé dans la membrane interne mitochondriale, est un transporteur de phosphate 

inorganique (Pi) vers la matrice mitochondriale. (Palmieri, 2004). Le PiC joue donc un rôle essentiel 

dans l’OxPhos et la synthèse d’ATP. L’implication du PiC dans le mPTP a été suggérée, étant donné 

qu’une surexpression au sein de cellules 293T en culture induit la mort cellulaire (Alcalá et al., 2008). 

De plus, le Pi est connu pour son rôle d’activateur de l’ouverture du mPTP, puisqu’il a été montré que 

la liaison de la CypD au PiC était sensible à la CsA, et que l’ouverture du mPTP était corrélée avec des 

modifications des groupements thiols sur le PiC en réponse au stress oxydant (Varanyuwatana and 
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Halestrap, 2012). Toutefois, l’implication de PiC fut remise en question car l’utilisation de siARN 

contre PiC n’a aucun effet sur l’ouverture du mPTP (Gutiérrez-Aguilar et al., 2014; Varanyuwatana 

and Halestrap, 2012), suggérant donc que le PiC n’était pas requis dans le phénomène de 

perméabilité de transition. En revanche, la délétion totale de PiC spécifiquement au niveau des 

cardiomyocytes diminue l’induction de l’ouverture du mPTP en réponse à la charge calcique et 

protège les cardiomyocytes des lésions liées à l’ischémie reperfusion (Kwong et al., 2014). Il semble 

donc que la réduction d’expression versus une délétion totale de PiC ait des effets différents sur la 

régulation de l’ouverture du mPTP. 

L’ensemble de ces données ont permis de suggérer que le PiC n’est pas directement un 

composant du mPTP, mais que son effet de régulation du Pi matriciel intervient de manière 

secondaire dans la sensibilité d’ouverture du mPTP. 

5- F1F0ATP synthase 

La F1F0ATP synthase, complexe V de la chaine respiratoire, a récemment émergé comme un 

candidat potentiel de la structure du mPTP au niveau de la membrane interne. C’est un multi-

complexe enzymatique qui couple le passage des protons à travers la membrane interne vers la 

matrice pour la synthèse d’ATP. Le domaine F0 est impliqué dans le transport des protons dans la 

membrane interne, et le domaine catalytique F1 est lié au F0 dans la matrice (Jonckheere et al., 

2012). Il a été montré que la CypD pouvait moduler l’activité de l’ATP synthase en se liant à une sous-

unité du complexe V et que la reconstitution du complexe V sur une bicouche lipidique démontrait 

une activité similaire à celle du mPTP (Giorgio et al., 2013). La reconstitution uniquement de la sous-

unité c du domaine F0 entrainait la formation d’un canal voltage dépendant sensible à l’ANT mais pas 

à la CsA (Alavian et al., 2014). La reconstitution du complexe entier permettait de rétablir la 

sensibilité à la CsA.  



 

 

 35 

La globalité de ces résultats apporte de nombreux arguments quant à la participation de la 

F1F0ATP synthase à la structure du mPTP. Toutefois, des études restent nécessaires afin de 

discriminer les deux modèles hypothétiques développés. D’une part, la F1F0ATP synthase pourrait se 

dimériser et former le mPTP, ou l’ATP synthase en monomère associé à la sous-unité c permettant de 

former le pore (Alavian et al., 2014; Giorgio et al., 2013).  

6- Bax et Bak 

En plus de leur rôle dans l’apoptose, Bax et Bak, exprimées à la membrane externe, seraient 

impliqués dans la régulation du mPTP via leur capacité à induire une perméabilité de la membrane 

interne mitochondriale permettant à l’ouverture du mPTP de progresser vers le gonflement 

mitochondrial puis éventuellement à la rupture membranaire (Karch et al., 2013). En effet, les 

mitochondries n’exprimant pas Bax et Bak sont résistantes à l’ouverture du mPTP, et la restauration 

de l’expression de Bax et Bak rétablit l’ouverture du mPTP (Karch et al., 2013).  De plus, il a été 

montré que l’absence de Bax ou de Bak était cardioprotecteur (Karch et al., 2013) et l’absence de 

CypD en plus n’apportait pas de protection supplémentaire dans des cellules MEFs (Mouse 

Embryonic Fibroblast) (Whelan et al., 2012). D’autres protéines de la famille Bcl-2 ont été décrites 

pour leur rôle dans la régulation du mPTP, les protéines possédant le domaine BH4 (Bcl-xL, Bcl-2…) et 

celles possédant le domaine BH3 (Bad, Bnip3, Puma…) (Chen et al., 2002; Milanesi et al., 2006). Le 

modèle proposé serait que la phosphorylation et l’inactivation de la GSK3β induirait un changement 

dans les interactions entre les composants et les régulateurs du mPTP, provoquant un changement 

dans l’équilibre entre les membres de la famille Bcl-2, en faveur des membres anti-apoptotiques, 

augmentant le seuil de sensibilité du mPTP aux ROS 

B- Le mPTP et la physiologie cellulaire 

Par les études génétiques confirmant le rôle de l’ANT et PiC comme régulateurs du mPTP et la 

F1F0ATP synthase comme constituant du pore, une connexion apparait entre le mPTP et le 
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métabolisme énergétique mitochondrial. L’ATP synthase, ANT et PiC sont couplés de façon 

fonctionnelle dans la production d’ATP, mais également physiquement couplés dans le super-

complexe de la membrane interne de la mitochondrie, l’ATP synthasome (Ko et al., 2003). La délétion 

d’un des composant de ce super-complexe aura un impact sur l’OxPhos (Graham et al., 1997) et sur 

la production d’énergie (Kwong et al., 2014). 

Le rôle le plus connu du mPTP est sa capacité à s’ouvrir en cas de surcharge calcique, ce qui 

provoque l’éclatement de la mitochondrie. Le maintien de l’homéostasie calcique est donc crucial 

dans la mitochondrie. L’influx calcique dans la mitochondrie est contrôlé par le MCU (Baughman et 

al., 2011; De Stefani et al., 2011), alors que l’efflux est contrôlé par le NCLX et le Letm1 comme 

évoqué précédemment. Il a également été montré qu’une ouverture faible ou transitoire du mPTP 

pouvait jouer un rôle dans le maintien de l’homéostasie calcique mitochondriale (Bernardi and von 

Stockum, 2012). De plus, la délétion de CypD, régulateur du mPTP, entrainait une augmentation de la 

concentration de Ca2+ matricielle, et qu’un traitement à la CsA inhibait l’efflux calcique dans des 

cardiomyocytes de rat en culture (Elrod et al., 2010). Cette élévation était associée à une 

augmentation de l’activité des déshydrogénases mitochondriales calcium-dépendantes (pyruvate 

déshydrogénase et α-cétoglutarate déshydrogénase), ainsi qu’à un changement métabolique vers la 

glycolyse. L’ensemble de ces données suggère alors que le mPTP serait un acteur du métabolisme 

mitochondrial, liant la production d’ATP à la demande énergétique du cœur via la régulation du 

calcium mitochondrial. Dans la même optique, une autre étude a pu montrer que des ouvertures 

transitoires du mPTP entrainaient une dépolarisation des mitochondries, permettant l’extrusion de 

Ca2+ et la génération d’ATP (Korge et al., 2011). 

D’autres rôles physiologiques peuvent être attribués au mPTP, tel qu’une implication dans la 

signalisation des ROS, ou dans le développement cardiaque. Ces rôles, quoique particulièrement 

intéressants, reste encore assez peu connu. Le mPTP est en revanche très largement connu pour son 

implication dans les phénomènes déclenchement de la mort cellulaire. 
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C- Le mPTP et la mort cellulaire liée à l’ischémie reperfusion 

L’ischémie reperfusion induit l’ouverture du mPTP perméabilisant ainsi la membrane interne 

mitochondriale (Crompton, 1999; Halestrap et al., 2002). Pour résumé des différents phénomènes 

décrits ici, voir figure 7.  

Premièrement, l’entrée massive des molécules dans la matrice mitochondriale, et principalement 

des protéines, entraine une augmentation de la pression osmotique, résultant en un gonflement de 

la matrice mitochondriale. La structure en cristae de la membrane interne permet un gonflement 

sans rupture de membrane. En revanche, la membrane externe de la mitochondrie ne possède pas 

cette capacité, et sa rupture suite au gonflement de la mitochondrie provoque la libération de 

protéines de l’espace inter-membranaire dans le cytosol, tel que le Cyt.c jouant un rôle dans la mort 

cellulaire par apoptose. Globalement, il a été décrit que si le mPTP s’ouvre suffisamment longtemps 

afin de permettre la libération du cytochrome c puis se referme afin de maintenir la concentration 

d’ATP mitochondriale, le phénomène de mort impliquée serait l’apoptose. En revanche, l’ouverture 

prolongée du mPTP provoquerait le phénomène de nécrose (Halestrap et al., 2004) par rupture de la 

membrane externe de la mitochondrie. 

Dans un second temps, la membrane interne de la mitochondrie devient perméable aux protons 

H+, provoquant un découplage de l’OxPhos. Ceci entraine un inversement de la fonction de l’ATP 

synthase en ATP hydrolase, conduisant à une diminution rapide de l’ATP mitochondrial. Dans ces 

conditions, l’homéostasie ionique et métabolique serait perturbée, et provoquerait l’activation des 

enzymes type phospholipases, nucléases et protéases. Les dommages ainsi causés à la cellules 

pourront devenir irréversibles et conduire à la nécrose (Halestrap et al., 2004). 

Le principal facteur responsable de l’ouverture du mPTP serait la surcharge calcique, associée à 

une diminution de l’ATP, une augmentation du Pi et une dépolarisation de la membrane 

mitochondriale, conditions retrouvées lors d’une ischémie reperfusion (Crompton, 1999; Halestrap et 
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al., 1998). L’ischémie reperfusion provoque une entrée massive de Ca2+ qui se fixe sur l’ANT et active 

la fonction PPIase de la CypD, ce qui entrainerait un changement dans la conformation de l’ANT, qui 

entrerait dans la constitution du canal du mPTP.  

Les travaux de Griffiths et Halestrap ont démontré que le mPTP restait fermé lors de l’ischémie et 

ne s’ouvrait que lors des premières minutes de la reperfusion (Griffiths and Halestrap, 1995). En 

effet, le pH acide provoqué lors de l’ischémie par l’accumulation de lactate exercerait un effet 

inhibiteur de l’ouverture du mPTP (Bernardi et al., 1992), malgré la présence des facteurs activateurs 

tels que le Ca2+, le Pi et le stress oxydant. Au moment de la reperfusion, l’évacuation rapide du 

lactate et la restauration du pH entraineraient une ouverture rapide du mPTP.  
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Figure 7 : Schéma représentant l’implication du mPTP dans les voies de mort cellulaire lors de l’ischémie 

reperfusion. Les différents activateurs de l’ouverture du mPTP sont représentés en encadré rose. 

Toutefois, comme nous l’avons détaillé précédemment, la structure exacte du mPTP reste encore 

inconnue, ce qui limite les explications quant aux mécanismes responsables de son ouverture. 
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D- Le mPTP dans la cardioprotection 

L’ouverture du mPTP contribue de façon importante aux lésions de reperfusion (Griffiths and 

Halestrap, 1995). Les études princeps d’inhibition du mPTP par délétion de ses composants, 

notamment la CypD (Baines et al., 2005; Nakayama et al., 2007), PiC (Kwong et al., 2014), et Bax et 

Bak (Karch et al., 2013; Whelan et al., 2012), ont montré une diminution des lésions suite à une 

ischémie reperfusion dans différents modèles animaux d’ischémie-reperfusion. L’administration d’un 

inhibiteur de la CypD, la sanglifehrin A ou la CsA (Lim et al., 2007) permettait de réduire la mortalité 

cellulaire et améliorait la récupération dans des modèles ex vivo et in vivo d’ischémie reperfusion 

cardiaque. De manière semblable, les analogues de la CsA non immunosuppresseurs comme le 

Debio-025 (Gomez et al., 2007) ou la NIM811 (Argaud et al., 2005) ont montré un fort potentiel 

cardioprotecteur chez la souris et le lapin, confirmant d’autant plus l’intérêt crucial du mPTP dans les 

stratégies de cardioprotection. 

Chez l’homme, l’étude pilote de CIRCUS a montré une réduction de 40% de la taille d’infarctus 

par rapport au placebo avec l’emploi de la CsA dans l’infarctus du myocarde (Piot et al., 2008). Bien 

que les résultats n’aient pu être confirmés dans une seconde phase de l’étude, sur un effectif plus 

important (Mewton et al., 2015), l’intérêt pour la CsA et l’inhibition du mPTP via la CypD reste entier 

(Ottani et al., 2016). 

Enfin, des études ont montré que l’hexokinase II permettait de réduire la taille d’infarctus en 

limitant la perméabilisation de la membrane externe à la suite de l’ouverture du mPTP. En effet, 

l’hexokinase II se fixerait à la membrane externe de la mitochondrie, limitant ainsi la perméabilité de 

la mitochondrie, via la liaison directe de l’hexokinase II avec un membre de la famille Bcl-2 (Halestrap 

et al., 2015). 

L’inhibition de l’ouverture du mPTP représente clairement un espoir dans le développement de 

nouvelles stratégies de cardioprotection.  
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Conclusion : 

Nous avons vu dans ce chapitre l’importance particulière de la mitochondrie et du mPTP dans 

l’induction des phénomènes de mort cellulaire et donc leur importance cruciale en tant que cible de 

cardioprotection. Les résultats obtenus sur les souris CypD KO permettent de suggérer un rôle 

extrêmement important de cette protéine dans la régulation du mPTP et donc dans la protection des 

cellules face aux lésions de reperfusion. La modulation de l’activité de la CypD serait donc une 

stratégie intéressante afin de limiter l’ouverture du mPTP. Il a été montré que la CypD possédait un 

site d’acétylation au niveau de la Lysine 166 (Hafner et al., 2010), et que cette modification post-

traductionnelle avait pour effet de faciliter la fixation de la CypD au mPTP et donc son ouverture. 

Sachant que les sirtuines contrôlent le phénomène de déacétylation des protéines, et que au sein de 

la mitochondrie, la Sirtuine 3 joue un rôle extrêmement important, la question de la déacétylation de 

la CypD par la SIRT3 s’est avéré être un sujet de recherche florissant au cours des dernières années. 

De plus, l’activité enzymatique des Sirtuines et surtout de la SIRT3 est assez aisément modulable 

(resveratrol, restriction calorique…), puisque des modifications de l’alimentation ou de l’activité 

physique ont un impact important, ce qui fait des Sirtuines des cibles d’un intérêt tout particulier 

dans la recherche translationnelle. L’implication de cette enzyme dans le vieillissement est un 

argument supplémentaire pour son étude dans les stratégies de cardioprotection. 

Dans la partie suivante, nous développerons les connaissances actuelles sur la SIRT3 et son rôle 

particulier dans la physiopathologie cardiovasculaire associée au vieillissement.  
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Chapitre 3 : La Sirtuine 3 

I- Les sirtuines 

La découverte des sirtuines a débuté par la découverte de la protéine silent information 

regulator 2 (Sir2) chez la levure Saccharomyces cerevisiae, premier membre d’une famille de 

déacétylases dépendantes du NAD+ et d’ADP-ribosyltransférases, appelée Sirtuine (Frye, 1999) et 

classée comme histone déacétylase de classe III.  Son rôle fut d’un intérêt particulier dans les études 

sur le vieillissement, puisqu’en 1999, il a été montré chez la levure que la surexpression de Sir2 

augmentait l’espérance de vie de 30% environ alors que sa délétion provoquait une réduction de 

l’espérance de vie (Imai et al., 2000). 

Il a été montré que le gène SIR2 codant pour la protéine Sir2 était un membre d’une famille de 

gènes particulièrement conservé depuis la bactérie jusqu’au mammifères (North and Verdin, 2004). 

Le rôle conservé du gène SIR2 a par la suite été démontré dans des organismes plus complexes 

comme C.elegans et chez la drosophile, avec une extension de l’espérance de vie (Rogina and 

Helfand, 2004; Wang and Tissenbaum, 2006). 

Les sirtuines font parties d’une famille multigénique et l’analyse cristallographique des SIRT1 

(Min et al., 2001), SIRT2 (Finnin et al., 2001) et SIRT3 (Jin et al., 2009) a montré une structure 

extrêmement conservée entre les sirtuines. Les trois principales zones de conservations étant le site 

d’activation, le site de liaison au NAD+, et le domaine doigt de zinc.  

A- Les sirtuines chez les mammifères 

A ce jour, sept sirtuines ont été découvertes chez le mammifère, nommées SIRT1 à 7, 

caractérisées par leur domaine de fixation au NAD+ extrêmement conservé et leur domaine 

catalytique (Frye, 2000). Bien que les sirtuines soient conservées, leurs extrémités N et C terminales 
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varient et sont probablement la raison de fonctions biologiques différentes, de par leur activité 

enzymatique, leur substrat et leur localisation subcellulaire (Haigis and Guarente, 2006). 

1- Localisation subcellulaire  

Les sirtuines de mammifère sont exprimées dans plusieurs compartiments cellulaires. En effet, 

les SIRT1, 6 et 7 sont principalement exprimées dans le noyau (Michan and Sinclair, 2007), les SIRT3, 

4 et 5 sont localisées à la mitochondrie et la SIRT2 est principalement cytoplasmique. La localisation 

subcellulaire des sirtuines est dépendante du type cellulaire, du stress et des interactions 

moléculaires. Par exemple, SIRT1 et 2 ont été localisées dans le noyau et dans le cytoplasme et 

peuvent interagir avec des protéines nucléaires et des protéines cytosoliques (Cohen et al., 2004; 

North and Verdin, 2007; Tanno et al., 2007). 

2- Dépendance au NAD+  

L‘activité des sirtuines est régulée par la disponibilité cellulaire en NAD+ (acide nicotinique 

adénine dinucléotide). Ainsi, la synthèse de novo de NAD+ ou le recyclage du NAD+ (voir figure 8) sont 

indispensables dans l’activation et la fonction des sirtuines. La synthèse de novo de NAD+ commence 

avec la conversion de l’acide nicotinique en acide nicotinique mononucléotide (NAMN) par l’acide 

nicotinique phosphorybosyltransférase (npt), ou la conversion du tryptophane en NAMN. La NAMN 

est ensuite convertie en acide nicotinique adénine dinucléotide (NAAD) par la nicotinamide 

mononucléotide adénylyltransférase (Nmnat). Enfin, la NAAD est convertie en NAD+ par la NAD 

synthase. La voie de recyclage converti le nicotinamide en nicotinamide mononucléotide (NMN) par 

la nicotinamide phosphorybaosyltransférase (Nampt). La Nmnat converti ensuit le NMN en NAD+. 

Cette voie de recyclage est continuellement activée, puisque le NAD+ est dégradé par la poly-ADP-

ribose polymérase 1 et d’autres protéines (Houtkooper et al., 2010a; Revollo et al., 2004).  



 

 

 43 

De novo Recyclage

Acide nicotinique

NAMN

NAAD

NAD+

NMN

Nicotinamide

Tryptophane

Npt

Nmnat

NAD synthase

Nmnat

Nampt

AM

NAAD

NAD
ase

N

NMN

+

Nmnat

 

Figure 8 : Schéma résumant la synthèse du NAD+. En bleu, la voie de novo, et en rose la voie de recyclage. En 

caractère gras sont représentées les enzymes intervenant dans ces voies. 

Le nicotinamide joue un rôle important dans la régulation de l’activité enzymatique des sirtuines 

par son rétrocontrôle négatif. Le recyclage du nicotinamide par la Nampt est une étape de régulation 

essentielle dans l’activité des sirtuines.   

B- Activité enzymatique des sirtuines 

1- Déacétylation 

Le mécanisme de déacétylation des résidus lysine dépendant du NAD+ se déroule en deux étapes. 

La première étape consiste en une attaque nucléophile par l’oxygène du groupe acétyl de la protéine 

cible au niveau du premier carbone du groupe nictotinamide. Cette étape entraine la libération de 

nicotinamide. La seconde étape est l’attaque nucléophile du groupe –OH adjacent au carbone central 

du groupement acétyl, créant un groupement amine sur la protéine cible, et entraine la libération de 

O-acétyl-ADP-ribose (Chang et al., 2002; Greiss and Gartner, 2009; Jackson and Denu, 2002; Sauve et 

al., 2001; Tanny and Moazed, 2001). 
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2- ADP-ribosyltransférase 

Ce mécanisme reste bien moins étudié que la déacétylation. Toutefois, il est également 

dépendant du NAD+ et entraine la libération de nicotinamide, et la différence entre ces deux activités 

enzymatiques réside dans le groupe ribose acceptant le groupement acétyl et formant le O-acétyl-

ADP-ribose. D’autres études restent nécessaires afin de décrire plus précisément ce mécanisme (Du 

et al., 2009) 

C- Fonctions générales des sirtuines 

Bien que les sirtuines soient impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires et 

physiologiques, leurs fonctions peuvent être groupées en trois fonctions : la régulation du cycle 

cellulaire et circadien, le métabolisme mitochondrial et le vieillissement. 

1- La régulation du cycle circadien et du cycle cellulaire  

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence le rôle des sirtuines dans la régulation du 

cycle cellulaire et du cycle circadien. SIRT1 aurait un rôle dans la régulation du cycle circadien, via 

une régulation du complexe de facteurs de transcription Brain and muscle Arnt-like protein-1 

(CLOCK :BMAL1) , activé par la déacétylation (Froy, 2010). SIRT2, elle, aurait une activité histone 

déacétylase sur la lysine 16 de l’histone 4 (H4K16) au début de la mitose (Vaquero et al., 2006), ce 

qui pourrait intervenir dans la condensation des chromosomes. La SIRT2 déacétyle également la 

tubuline dont l’activité sert de check-point dans le cycle cellulaire (North et al., 2003). 

2- Le métabolisme mitochondrial  

Etant donné que l’activité des sirtuines dépend du NAD+ et que le taux de NAD+ est un régulateur 

puissant du métabolisme via les réactions d’oxydo-réduction de la glycolyse, du cycle de Krebs et de 
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la chaîne respiratoire mitochondriale, il apparaît évident que les sirtuines ont un rôle prépondérant 

dans la régulation du métabolisme.  

- Régulation du métabolisme des acides gras : Le métabolisme des acides gras repose sur un 

équilibre entre la synthèse des acides gras, l’oxydation des lipides et le stockage des lipides. 

La SIRT3 déacétyle et active de nombreuses enzymes impliquées dans l’oxydation des acides 

gras. SIRT3 déacétyle la long-chain acyl-CoA deshydrogénase (LCAD), qui est généralement 

hyperacétylée sur la lysine K42 (Hirschey et al., 2011a) et mitochondrial 3-hydroxy3-

methylglutaryl CoA synthase 2 (HMGCS2) qui catalyse l’utilisation des lipides (Shimazu et al., 

2010).  

SIRT4 en revanche jouerait un rôle d’inhibition de l’oxydation des acides gras, via la 

déacétylation de malonyl CoA décarboxylase (MCoAD), impliquée dans la régulation de 

l’oxydation des acides gras , démontré dans une lignée cellulaire adipocytaire de souris 

F442A (Laurent et al., 2013).  

L’implication de SIRT5 a été montrée dans la régulation du métabolisme des acides gras dans 

un modèle de MEFs SIRT5 KO, notamment via la dé-succinylation de hydroxyl-CoA 

déshydrogénase (HADH) en K81 (Park et al., 2013).  

 

- Régulation de la chaine de transport des électrons et de l’OxPhos : Dans l’ensemble des 

protéines mitochondriales, les protéines de la chaine respiratoire mitochondriale sont les 

plus soumises à l’acétylation. Les complexes I à V de la chaines respiratoire possédaient 511 

sites d’acétylation (Kim et al., 2006). Plusieurs études ont montré que la sous-unité NDUFA9 

du complexe I et les sous-unités oligomycin sensitivty conferring protein (OSCP), ATP5A1 et 

ATP5F1 du complexe V interagissaient directement avec la SIRT3 (Ahn et al., 2008; 

Vassilopoulos et al., 2013). Ainsi, il a été montré que la SIRT3 est importante dans la 

régulation de la production d’ATP, puisque dans différents tissus de souris SIRT3 KO, le taux 

d’ATP est significativement réduit (Ahn et al., 2008). De plus, bien que le rôle de l’association 
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entre le complexe I et la SIRT3 n’ai pas encore été élucidé, il est suggéré que la SIRT3 aurait 

un rôle dans la régulation de l’activité mitochondriale avec une implication dans la régulation 

de la production d’ATP et dans la modulation des taux de NAD+ généré par le complexe I de 

la chaine respiratoire (Ahn et al., 2008). De plus, la succinate déshydrogénase (SDH) est un 

substrat majeur de SIRT3, que ce soit la sous-unité SDH-A ou SDH-B (Finley et al., 2011a). Par 

ailleurs, la dé-succinylation de SDH par SIRT5 inhibe son activité, et réduit la respiration 

mitochondriale au niveau du complexe II (Park et al., 2013). Enfin, la SIRT4 présente 

également un rôle dans la régulation de la production d’ATP via l’ANT (Ahuja et al., 2007). 

 

- Régulation du cycle de Krebs : l’isocitrate déshydrogénase 2 (ICDH2), responsable de la 

formation d’α-cétoglutarate, a été montré comme étant un substrat de SIRT3. Sa 

déacétylation dans un modèle de MEFs en K413 entraine son activation (Yu et al., 2012). 

L’acétyl CoA synthétase 2 (AceCS2) est la première cible identifiée de SIRT3, régulant la 

conversion de l’acétate et acetyl CoA, qui entre ensuite dans le cycle de Krebs. SIRT3 active 

AceCS2 via sa déacétylation en K642 (Hallows et al., 2006; Schwer et al., 2006). La glutamate 

déshydrogénase (GDH) converti le glutamate en  α-cétoglutarate, et est régulée 

indirectement par SIRT3 et 4 (Haigis and Guarente, 2006). En effet, la GDH a été le premier 

substrat identifié pour la SIRT4 dans des cellules pancréatiques β de souris, avec une 

inhibition de son activité via son ADP-ribosylation par SIRT4 (Haigis et al., 2006). 

 

- Régulation de la glycolyse : La pyruvate déshydrogénase (PDH) oxyde le pyruvate en 

acétylCoA qui entre alors dans le cycle de Krebs. La PDH est un substrat à la fois de SIRT3 et 

de SIRT5. En effet, la SIRT3 déacétyle la sous-unité E1α de PDH, augmentant ainsi son activité 

enzymatique (Jing et al., 2013). En revanche, la dé-succinylation de PDH par la SIRT5 

inhiberait son activité dans un modèle de MEFs (Park et al., 2013). De plus, SIRT3 serait un 

régulateur important de la balance entre le métabolisme glycolytique et oxydatif de la 
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mitochondrie. En 1956, Warburg a décrit le switch glycolytique de la mitochondrie comme 

un avantage important de la cellule, permettant une division rapide des cellules, et marqueur 

important des cellules tumorales (Warburg, 1956). Ce switch, appelé effet Warburg, est 

régulé de façon importante par l’hypoxia inducible factor α (HIF1α), lui-même indirectement 

régulé par SIRT3. La SIRT3 inhibe l’activité de HIF1α en limitant la production de ROS (Finley 

et al., 2011b), bloquant ainsi la stabilisation de HIF1α et la cascade d’activation favorisant 

l’effet Warburg. 

3- Le vieillissement 

Le domaine de recherche le plus étendu dans le cadre de l’étude du rôle des sirtuines est le 

vieillissement. En effet, plusieurs études ont soulevé la question du rôle de la SIRT1 dans le 

prolongement de l’espérance de vie des mammifères. Deux modèles de souris transgéniques sur-

exprimant la SIRT1 dans de nombreux tissus n’ont pas montré un tel effet de SIRT1 (Jeong et al., 

2011). Toutefois, les souris présentent une amélioration de certains facteurs aggravés lors du 

vieillissement, tel que le maintien de l’homéostasie du glucose, la cicatrisation, les fonctions neuro-

musculaires, une diminution de la perte de masse osseuse ainsi qu’une diminution de l’incidence de 

carcinomes et sarcomes (Herranz et al., 2010). En revanche, la surexpression spécifique de SIRT1 au 

niveau cérébral dans un modèle de souris (appelées souris BRASTO) entraine une augmentation de 

l’espérance de vie de près de 11% (Satoh et al., 2013). Dans deux modèles de souris transgéniques 

sur-exprimant la SIRT6, l’espérance de vie chez les mâles était augmentée de plus de 10%. Toutefois, 

ce résultat n’était pas retrouvé chez des souris femelles (Kanfi et al., 2012).  

D’un point de vue plus mécanistique, l’acétylation de l’histone 4 en lysine 16 (H4K16) influence la 

durée de vie de la cellule en partie grâce à son rôle de préservation des télomères (Dang et al., 2009). 

Ce site est la cible à la fois de SIRT2 comme mentionné précédemment, mais également de SIRT1. La 

SIRT6 aurait également un rôle dans la préservation des télomères via un mécanisme encore 
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inconnu, mais en partie dû à la déacétylation de l’histone 3 à la lysine 9 (Michishita et al., 2008) et 56 

(Michishita et al., 2009; Yang et al., 2009a). 

Par ailleurs, les SIRT1 et 6 ont une fonction de régulation de la réparation de l’ADN (Kaidi et al., 

2010; Lombard et al., 2008; Mostoslavsky et al., 2006; Wang et al., 2008). Au niveau du nucléole, 

SIRT7 régule la transcription de l’ARN polymérase I. Son influence sur la formation du ribosome 

entrainerai indirectement une action, par un mécanisme encore inconnu, dans la régulation du stress 

cellulaire connue comme facteur de vieillissement (Grob et al., 2009; Vakhrusheva et al., 2008a, 

2008b). D’autres études ont permis de mettre en évidence que SIRT1 régule aussi des facteurs de 

transcription tels que Forkhead Box (FOX) et en particulier FOX03. La déacétylation de FOX03 par la 

SIRT1 en réponse à un stress cellulaire, inhibe l’activité de FOX03 empêchant ainsi la mort cellulaire 

(Giannakou and Partridge, 2004; Hedrick, 2009; Salih and Brunet, 2008). 

Enfin, la participation de la mitochondrie dans les phénomènes de mort programmée de la 

cellule joue un rôle dans la longévité et le vieillissement (Chan, 2006; Kroemer et al., 2007; Sahin and 

Depinho, 2010). En effet, il a été suggéré que SIRT3 maintient la stabilité mitochondriale par la 

déacétylation de Ku70, un médiateur de Bax induit lors de dommages cellulaires, dans un modèles de 

cardiomyocytes néonataux de rat (Sundaresan et al., 2008). Les liens entre SIRT3 et les pathologies 

liées au vieillissement seront discutés plus loin. 

D- Les régulateurs des sirtuines 

1- Restriction calorique et activité physique 

Le stress provoqué par la restriction calorique (RC) active les sirtuines, et particulièrement les 

SIRT1 et 3 (Boily et al., 2008; Vaquero and Reinberg, 2009). L’activité physique et surtout l’activité 

aérobie modifie les paramètres métaboliques cellulaires. Cela entraine une déplétion du stock de 

NAD+ et augmente les taux d’AMP, induisant une diminution de l’activité enzymatique des sirtuines. 
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La production d’espèces réactives de l’oxygène est augmentée par le sport et la RC. Les SIRT1 et 3 

seraient particulièrement impactées dans ce cas, mais les mécanismes impliqués restent encore à 

déterminer (Cantó et al., 2009, 2010; Costford et al., 2010). 

2- Régulateurs pharmacologiques 

Le resvératrol, polyphénol végétal, est un anti-oxydant abondant dans les raisins et les fruits 

rouges. Plusieurs études ont démontré que de faibles doses de resvératrol reproduisaient les 

bénéfices d’une restriction calorique (Barger et al., 2008; Baur et al., 2006). L’effet du resvératrol a 

un intérêt dans le domaine des sirtuines puisque celui-ci augmente l’activation de SIRT1. D’une part, 

le resvératrol interagit directement avec la SIRT1 et augmente son affinité avec les protéines cibles 

(Borra et al., 2005; Kaeberlein et al., 2005). D’autre part, de manière indirecte, le resvératrol active 

l’AMPK (AMP Kinase) et stimule l’activation de SIRT1 de manière indirecte (Dasgupta and Milbrandt, 

2007; Lagouge et al., 2006) et la SIRT3 (Chen et al., 2015). 

 

II- La Sirtuine 3 

A- Localisation et expression  

La SIRT3 est exprimée dans de nombreux tissus, et des analyses par RT-PCR chez la souris ont 

permis de montrer une expression importante dans le rein, le cerveau et le cœur, suivi par le foie et 

les testicules, et une expression plus faible dans le poumon, la rate, les ovaires et le thymus (Jin et al., 

2009). Le même profil d’expression a été également démontré chez l’homme (Su et al., 2004; Wu et 

al., 2009). 

La SIRT3 fut la première sirtuine de mammifère localisée dans la mitochondrie (Michishita et al., 

2005; Onyango et al., 2002; Schwer et al., 2002). Elle serait majoritairement localisée dans la matrice 



 

 

 50 

mitochondriale, bien que ceci reste encore débattu, et le clivage de son signal d’adressage 

mitochondrial est nécessaire pour son activité enzymatique (Schwer et al., 2002). L’isoforme majeure 

de la SIRT3 de souris est une protéine de 257 acides aminés s’alignant avec la portion C-terminale de 

la SIRT3 humaine, entre les résidus 143 et 399 (Yang et al., 2000). Toutefois, certaines interrogations 

se posent quant à la distribution exclusive de la SIRT3 au niveau mitochondrial. Différentes études 

ont remis en question la localisation exclusive de la SIRT3 au niveau mitochondrial (Cooper and 

Spelbrink, 2008; Onyango et al., 2002; Scher et al., 2007). Par exemple, une étude suggère que SIRT3 

est localisée dans le noyau en conditions basales, mais transloque vers la mitochondrie durant un 

stress cellulaire (Scher et al., 2007).  Cette ambigüité provient probablement de deux isoformes de la 

SIRT3, une courte et une longue, exprimées chez l’homme et la souris et qui seraient exprimées de 

manière tissu-spécifique  (Hallows et al., 2008; Pillai et al., 2010a; Sundaresan et al., 2008). Une 

équipe a mis en évidence que la hSIRT3 présente une isoforme longue et une isoforme courte 

(Cooper and Spelbrink, 2008), et initialement, il avait été décrit que la forme longue de hSIRT3 était 

exclusivement mitochondriale, alors que la forme courte, à laquelle il manque 142 acides aminés en 

N-terminal, serait présente dans le cytoplasme et le noyau (Cooper and Spelbrink, 2008).  De plus, 

une équipe a mis en évidence un épissage alternatif du gène de SIRT3 chez la souris qui entraine 

l’expression de trois variants M1, M2 et M3 (Cooper et al., 2009). L’expression des variants M1 et M2 

serait localisée dans la mitochondrie alors que le variant M3 serait nucléaire (Cooper et al., 2009).   

B- Mécanisme de déacétylation dans les mitochondries 

Si originellement, l’acétylation n’avait été décrite que dans le cas des histones, une étude 

protéomique des protéines cellulaires a par la suite permis de mettre en lumière de très nombreuses 

protéines sujettes à l’acétylation. Dans cette étude, 277 sites d’acétylation ont été identifiés pour 

133 protéines mitochondriales, mettant en avant le rôle important de cette modification post-

traductionnelle au niveau de la cellule et de la mitochondrie (Kim et al., 2006). De plus, il est apparu 

que l’acétylation des protéines mitochondriales était liée au statut métabolique, puisque 62% des 
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protéines acétylées étaient isolées dans des mitochondries d’animaux nourris et d’animaux à jeun, 

dont 14% spécifique de la souris nourrie et 24% de la souris à jeun. La plupart des protéines 

mitochondriales présentant un site d’acétylation sont des enzymes du métabolisme (91 protéines). 

De manière intéressante, des protéines encodées dans le génome mitochondrial subissent 

également le phénomène d’acétylation, comme la sous-unité F0 de l’ATP synthase, impliquant que ce 

mécanisme se déroule de novo au sein de la mitochondrie. 

Une étude plus récente a permis de déterminer que 50% des protéines mitochondriales étaient 

acétylées, dont la majorité sont des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique. Cela 

inclut les protéines du cycle de Krebs, de la phosphorylation oxydative, de la β-oxydation des lipides, 

du métabolisme des acides aminés, des nucléotides et du cycle de l’urée (pour revue Zhao et al., 

2010). 

C- Les principales cibles de la SIRT3 

Nous citerons ici quelques-unes des principales cibles de la SIRT3 (tableau 1), sans volonté d’être 

exhaustif, afin d’apprécier le rôle majeur de la SIRT3 au sein de la mitochondrie : 

- La cyclophiline D : Une étude a montré que La SIRT3 déacétyle la CypD au niveau de la lysine 

166, adjacente au site de liaison de son inhibiteur, la CsA (Hafner et al., 2010). La CypD serait 

impliquée dans la régulation de l’ouverture du mPTP. Ainsi, les souris SIRT3 KO présentent 

une augmentation du gonflement mitochondrial dans les cardiomyocytes avec l’âge, due à 

une augmentation de l’ouverture du mPTP (Hafner et al., 2010). Ces souris présentent des 

signes de vieillissement précoce dans le cœur, avec notamment une hypertrophie cardiaque 

et de la fibrose dès 13 mois, ainsi qu’une hyper-sensibilité au stress cardiaque.  

- L’acetylconenzyme A synthase 2 : AceCS2 fut la première cible identifiée de la SIRT3 (Hallows 

et al., 2006). L’AceCS2 est une enzyme de la matrice mitochondriale qui converti l’acétate en 

acétyl-CoA en présence d’ATP. Son activité est régulée par son acétylation/déacétylation au 
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niveau de la lysine 642 chez l’homme. Différentes études ont permis de mettre en évidence 

que la déacétylation par la SIRT3 active sa fonction enzymatique (Hallows et al., 2006). Cette 

enzyme est abondante au niveau du cœur et du muscle, et son expression est augmentée 

lors d’un jeûne (Fujino et al., 2001). 

- La glutamate déshydrogénase : GDH est hyperacétylée chez les souris SIRT3-/-, mais le rôle 

physiologique de l’acétylation de la GDH n’a pas encore été défini. In vitro, il a été montré 

que la déacétylation de la GDH par la SIRT3 augmentait son activité de 10% chez la levure 

(Schlicker et al., 2008). 

- L’hydroxylméthylglutarylCoA synthase 2 : HMGCS2 est l’enzyme limitante dans la synthèse 

du β-hydroxybutyrate, et est activé par sa déacétylation par la SIRT3. Lors d’un jeûne, cette 

activation est nécessaire pour induire la production des cétones (Shimazu et al., 2010). 

- p53 : SIRT3 inhiberait l’activité de p53, facteur de transcription, dont le rôle est de préserver 

la stabilité du génome, régulant le cycle cellulaire et la senescence en ciblant des gènes 

impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire. (Yang et al., 2009b). 

- Ku70 : SIRT3 déacétyle Ku70, protéine intervenant dans les processus de réparation de 

l’ADN, entrainant son interaction avec la protéine pro-apoptotique Bax et donc l’inhibition de 

l’apoptose. Cette voie a été associée à une fonction protectrice de la SIRT3 dans les 

cardiomyocytes en conditions de stress par privation de sérum, de stress génotoxique et 

stress oxydant (Sundaresan et al., 2008, 2009). 

- FOXO3a : La SIRT3 active le facteur de transcription FOXO3a dans les cardiomyocytes, 

induisant l’activation de la voie ROS/Ras/MAPK/ERK et IP3K/Akt, inhibant à terme 

l’hypertrophie cardiaque. Ceci a également été démontré in vivo avec des souris SIRT3 KO qui 

développaient des signes d’hypertrophie cardiaque à 8 semaines, en lien avec une 

modification d’activité de FOXO3a (Sundaresan et al., 2009). 

- Le P300/H3K56 : L’acétylation de l’histone H3 au niveau de la lysine 56 est essentielle dans la 

compaction de l’ADN dans la chromatine, et l’histone acétyl-transférase p300 acétyle H3K56 
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in vivo. La SIRT3 humaine déacétyle H3K56 (Vempati et al., 2010), indiquant que SIRT3 régule 

la voie de réponse aux dommages de l’ADN. Toutefois, étant donné le caractère encore 

débattu de la localisation nucléaire de la SIRT3, la validité de p300 comme cible de SIRT3 est 

à prendre avec précautions.  

- La mitochondrial ribosomal protéine L10 : MRPL10 joue un rôle important dans l’acétylation 

des chromosomes mitochondriaux. La surexpression de SIRT3 dans des cellules C2C12 

entraine la déacétylation de MRPL10 et ainsi diminue la synthèse protéique de la 

mitochondrie. A l’inverse, l’inhibition de SIRT3 entraine une augmentation de la synthèse 

protéique (Yang et al., 2010). 

- La succinate déshydrogénase : SDH est impliquée à la fois dans le cycle de Krebs et dans la 

phosphorylation oxydative. C’est donc une enzyme essentielle dans le métabolisme 

mitochondrial. La SIRT3 peut ainsi réguler la phosphorylation oxydative en modulant 

l’acétylation de la sous-unité SDHA de la SDH, modulant ainsi son activité (Cimen et al., 

2010). 

- L’ornithine transcarbamoylase (OTC) : La SIRT3 déacétyle et active l’OTC, enzyme limitante 

du cycle de l’urée (Hallows et al., 2011).  

- L’isocitrate déshydrogénase 2 : L’ICDH2 est une enzyme clé du métabolisme, déacétylée et 

activée par la SIRT3 au niveau des lysines 75 et 241. L’augmentation de l’activité de l’ICDH2 

induit la régénération des anti-oxydants et catalyse le cycle de l’acide citrique (Schlicker et 

al., 2008).  

- La manganèse superoxide dismutase : La déacétylation de la MnSOD ou SOD2 (Sundaresan et 

al., 2009; Tao et al., 2010) par la SIRT3 augmente son activité. Il a été montré que l’activation 

de MnSOD entraine une diminution de la production des espèces réactives de l’oxygène, et 

l’effet de SIRT3 sur la MnSOD permettrait également de limiter le développement de 

l’hypertrophie cardiaque suite à une injection de phényléphrine, angiotensine II ou à la nage 

forcée (Sundaresan et al., 2009). 
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- La production d’ATP et la chaine de transport des électrons : Plusieurs protéines de la chaîne 

respiratoire mitochondriale sont des substrats de la SIRT3, notamment du complexe I au 

niveau de la sous-unité NDUFA9. Des études suggèrent un rôle important de SIRT3 dans la 

régulation de la production de l’ATP mitochondrial et donc un régulateur potentiel du 

métabolisme énergétique, avec une réduction de presque 30% de la production d’ATP dans 

des MEFs SIRT3 KO, et une réduction de 20% de l’activité du complexe I chez les souris SIRT3 

KO (Ahn et al., 2008). 
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Tableau 1 : Récapitulatif des principales cibles et fonctions de la SIRT3 et des autres sirtuines. 
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D- Rôle de SIRT3 

1- SIRT3 dans le métabolisme énergétique et la production d’ATP 

De nombreuses études ont suggéré que la SIRT3 serait impliquée dans la production d’ATP par la 

mitochondrie, via la régulation de la chaîne respiratoire mitochondriale. De plus, une étude réalisée 

sur des souris SIRT3 KO a montré une réduction de presque 50% des taux d’ATP dans des tissus qui 

physiologiquement présentent de forts taux d’ATP (cœur, foie, rein et muscle squelettique), et dans 

lesquels la SIRT3 est fortement exprimée (Ahn et al., 2008; Lombard et al., 2007). Par exemple il a été 

mis en évidence que l’expression de SIRT3 restaure totalement les taux d’ATP cellulaire dans des 

MEFs SIRT3 KO (Ahn et al., 2008). 

Il est probable que la SIRT3 régule les taux d’ATP via la régulation du complexe I. En effet, 

plusieurs sous-unités du complexe I présentent une hyper-acétylation en l’absence de SIRT3. En 

outre, Ahn et al. ont pu démontrer que SIRT3 interagit directement avec la sous-unité NDUFA9 du 

complexe I, et l’incubation de mitochondries avec la SIRT3 exogène augmente l’activité du complexe I 

(Ahn et al., 2008). Comme mentionné précédemment, la sous-unité SDHA de la SDH (complexe II) est 

une cible de la SIRT3. Enfin, les souris SIRT3 KO présentent une activité réduite des complexes III et IV 

en réponse à un régime riche en gras et la SIRT3 interagit physiquement avec les protéines du 

complexe V (Finley et al., 2011a; Kendrick et al., 2011). En plus de réguler directement l’activité de la 

chaîne respiratoire, SIRT3 participe à la production de cofacteurs réduits grâce à l’activation de SDH 

et ICDH2, isoenzyme de l’ICDH dépendante du NADP (Nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate). 

SIRT3 participe également au flux de substrats dans la voie oxydative. Les souris SIRT3 KO 

présentent une hyper-acétylation inactivant la GDH (Lombard et al., 2007). Il a également été montré 

que SIRT4 régulait la GDH, suggérant que ces deux sirtuines coordonnent la régulation de la GDH 

(Haigis et al., 2006). 
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Une autre voie possible de régulation de la production d’ATP, dans le cœur, se fait via la 

régulation de l’AMPK. En effet, il a été montré en 2010 que la SIRT3 déacétyle et active LKB1 (Liver 

Kinase B1) dans le cœur, qui a son tour active l’AMPK, qui active des voies cataboliques favorisant la 

production d’ATP et inhibant les voies de consommation de l’ATP (Pillai et al., 2010b). 

Globalement, la SIRT3 contrôle le taux d’ATP mitochondrial directement en régulant l’activité de 

la chaîne respiratoire mitochondriale. Toutefois, certains sites du contrôle du catabolisme par la 

SIRT3 ont été identifiés en amont de la chaîne respiratoire. Le contrôle du flux respiratoire 

mitochondrial par la SIRT3 direct ou indirect entraine des conséquences sur la production d’espèces 

réactives de l’oxygène et pourrait à terme influencer de nombreux processus cellulaires. Ces 

mécanismes sont résumés Figure 9. 

2- SIRT3 dans la modulation des ROS et du stress oxydant 

Les dysfonctions du métabolisme énergétique mitochondrial sont responsables de la majorité du 

stress oxydant cellulaire, avec la formation de ROS. Ainsi, les mitochondries ont développé de 

nombreux mécanismes afin de limiter le stress oxydant et de maintenir l’homéostasie cellulaire. 

SIRT3 serait responsable du maintien du niveau de ROS cellulaire en activant les défenses anti-

oxydantes (Bell and Guarente, 2011), principalement la glutathione peroxydase. Afin de détoxifier les 

cellules des ROS, la glutathione peroxydase réduit le glutathione oxydé (GSSG) en glutathione réduit 

(GSH), requérant des niveaux élevés de NADPH. Le pool de NADPH est majoritairement renouvelé 

lors de la conversion de l’isocitrate en α-cétoglutarate par l’ICDH2 (Someya et al., 2010). Différentes 

études de restriction calorique ont démontré que l’activation de la SIRT3 entrainerait une 

déacétylation et activerait ainsi l’ICDH2 (en K211 et K212), entrainant ainsi une élévation des taux de 

NADPH afin de limiter le stress oxydant et ses conséquences (Someya et al., 2010). 

Une autre enzyme particulièrement importante dans la régulation du stress oxydant est la 

superoxyde dismutase (SOD). Chez l’homme, trois isoformes de SOD sont exprimées (SOD1-3). SOD1 
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et 3 sont exprimées au niveau du cytosol et dans l’espace extracellulaire et contiennent du zinc, alors 

que SOD2 est exprimée dans la mitochondrie et contient du manganèse (MnSOD) (Luk et al., 2003). Il 

a été montré que SIRT3 interagissait directement avec SOD2, permettant sa déacétylation en K122 ce 

qui entrainerait l’activation de SOD2 (Tao et al., 2010). Par la suite, de nombreuses études ont 

découvert de nouveaux site de déacétylation de SOD2 par la SIRT3 (K53, K89, K68) (Chen et al., 2011; 

Qiu et al., 2010). La déacétylation de SOD2 ou d’ICDH2 par SIRT3 résulterait donc en une activation 

des défenses anti-oxydantes provoquant ainsi une réduction des taux de ROS cellulaires. 

La  SIRT3 régulerait les ROS cytoplasmiques en régulant l’activité du complexe III. En effet, dans 

un modèle de délétion de SIRT3, l’acétylation du complexe III de la chaine respiratoire est 

augmentée. Le complexe III aurait pour rôle de libérer des ROS dans la matrice mitochondriale et 

dans le cytoplasme (Muller et al., 2004). Enfin, SIRT3 interviendrait également dans la régulation du 

cycle du l’urée via la déacétylation de l’OTC (Hallows et al., 2011). L’activation de l’OTC par SIRT3 

favoriserait l’élimination du stress oxydant provoqué par l’ammonium. Ces mécanismes sont 

résumés Figure 9. 

Etant donné l’impact des ROS et du stress oxydant dans le vieillissement cellulaire, il apparait 

clair que la SIRT3 peut jouer un rôle non négligeable dans le vieillissement et son évolution. 
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Figure 9 : Schéma représentant les principales cibles de la SIRT3 ainsi que les voies métaboliques associées. Adapté 

de Giralt et Villaroya (2014). En bleu sont représentées les voies métaboliques mises en jeu, et en rose les cibles directes de 

SIRT3 dans le métabolisme et la production des ROS. 

3- SIRT3 dans l’apoptose  

Plusieurs études semblent suggérer le rôle de SIRT3 comme un agent anti-apoptotique. En effet, 

SIRT3 protégerait de l’apoptose induite par les agents génotoxiques en maintenant le pool de NAD+ 

via la Nampt (Finkel et al., 2009). Le mécanisme mis en jeu dans la protection contre l’apoptose reste 

à éclaircir. Toutefois, il a été également démontré que la déacétylation de Ku70 par SIRT3 avait un 

rôle protecteur vis-à-vis du stress génotoxique et de l’apoptose induite par le stress oxydant dans un 

modèle de cardiomyocytes néonataux de rat (Sundaresan et al., 2008). 

En conditions pro-apoptotiques, la translocation de Bax à la mitochondrie provoque la libération 

du cytochrome c, qui active la caspase 9. La caspase 9 active ensuite la caspase 3 qui résulte en 

l’induction de l’apoptose. SIRT3 régulerait ce mécanisme en favorisant la séquestration de Bax avec 
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Ku70 dans le cytoplasme (Sundaresan et al., 2008). En effet, seule la forme déacétylée de Ku70 aurait 

la capacité de séquestrer Bax. 

Comme nous l’avons déjà décrit, SIRT3 déacétyle également la CypD, régulateur majeur du 

mPTP, inhibant ainsi l’ouverture du mPTP et donc limitant le phénomène de mort cellulaire en 

conséquence (Hafner et al., 2010). 

4- SIRT3 dans la biogénèse mitochondriale 

La biogénèse mitochondriale est notamment régulée par un co-activateur transcriptionnel 

nommé Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC1α). Celui-ci 

active des facteurs de transcription tels que les nuclear respiratory factor 1 et 2 (NRF1 et 2), qui 

activeront eux-mêmes le facteur de transcription mitochondrial A et la biogénèse mitochondriale 

(Jornayvaz and Shulman, 2010). Ce phénomène semble être régulé par SIRT3, via PGC1α  (Lomb et 

al., 2010). En effet, SIRT3 augmente l’expression de PGC1α de manière indirecte, comme par 

l’activation de l’AMPK et le cyclic AMP response element binding protein (CREB), qui en conséquence 

activent la transcription de gènes impliqués dans la biogénèse mitochondriale (Giralt et al., 2011; 

Kong et al., 2010). AMPK peut être activée par une élévation du ratio AMP/ATP due à l’activation de 

l’AceCS2 par SIRT3 par exemple (Hallows et al., 2006). 

E- Polymorphisme génétique de SIRT3 

Les connaissances sur le polymorphisme génétique de SIRT3 sont encore très limitées. SIRT3 est 

localisée sur la partie télomérique du chromosome 11p15.5. Des études ont montré une corrélation 

entre la longévité et le polymorphisme de 4 gènes situés dans cette même région (De Luca et al., 

2001). Un Single Nucleotide Polymorphism (SNP) a été trouvé dans l’exon 3 du gène de SIRT3, et 

présente une spécificité chez les mâles de ce SNP dans la longévité (Albani et al., 2014; Rose et al., 

2003). Cette même équipe a mis en évidence un polymorphisme Variant Number Tandem Repeat 
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(VNTR) dans l’intron 5 (Bellizzi et al., 2005).Une autre étude plus récente a découvert deux SNP chez 

l’homme qui modifiait la stabilité de SIRT3 et la capacité de respiration cellulaire (Dransfeld et al., 

2010). 

III- SIRT3 et physiopathologie  

A- SIRT3 dans les pathologies métaboliques 

Le vieillissement est un facteur de risque majeur dans le développement des pathologies 

métaboliques dont le diabète de type II. De plus en plus d’études tendent à montrer que la 

dysfonction mitochondriale joue un rôle dans le développement des syndromes métaboliques et le 

diabète (Gao et al., 2014). De manière intéressante, la dysfonction mitochondriale liée à l’âge est 

concomitante au développement de l’hyperglycémie et  de l’hyperinsulinémie (Petersen et al., 2003). 

Le premier indice démontrant un rôle de SIRT3 dans le métabolisme des acides gras a été révélé 

dans une étude utilisant des souris SIRT3 KO, dont le foie accumulait des acides gras à longue chaîne 

et dont la voie d’oxydation des acides gras était anormale (Hirschey et al., 2010). D’autres études ont 

pu montrer que l’expression hépatique de SIRT3 ainsi que son activité enzymatique diminuait en 

réponse à un régime riche en gras subit de manière chronique, résultant ainsi en une 

hyperacétylation des protéines, limitant la protection aux conditions lipotoxiques et à la stéatose 

hépatique (Bao et al., 2010; Hirschey et al., 2011b; Kendrick et al., 2011). Dans le cadre du régime 

riche en gras, l’absence de SIRT3 accélérait le développement de marqueurs du syndrome 

métabolique, tels que la prise de poids, une intolérance au glucose ainsi qu’une résistance à 

l’insuline. 

La résistance à l’insuline observée chez les souris SIRT3 KO serait en partie due à une diminution 

de l’activité de pyruvate déshydrogénase (PDH) et de l’hexokinase 2 (HK2) dans le muscle 

squelettique (Lantier et al., 2015). Ces modifications entraineraient une augmentation de l’oxydation 
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des acides gras et une diminution de l’absorption du glucose. De plus, chez ces souris SIRT3 KO, le 

taux de ROS dans le muscle squelettique est élevé, ce qui est également impliqué dans le 

développement de la résistance à l’insuline (Hoehn et al., 2009; Jing et al., 2011). De plus, 

l’expression de SIRT3 est diminuée dans le pancréas de patients présentant un diabète de type II 

(Caton et al., 2013). 

Ces différents résultats montrent que la SIRT3 joue un rôle essentiel dans le métabolisme et que 

son absence provoque une accélération des dérégulations métaboliques et le développement du 

syndrome métabolique. Le rôle de la SIRT3 dans la physiopathologie de quelques organes est résumé 

figure 10. 
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Figure 10 : Schéma représentant le rôle de SIRT3 dans la physiopathologie de quelques organes. 

B- SIRT3 dans le cancer : rôle anti-tumoral 

Le cancer est une pathologie liée à l’âge avec presque 90% des décès liés au cancer dénombrés 

chez les patients de plus de 50 ans. Des études menées par trois équipes dans la même période, ont 

démontré un rôle anti-tumoral de la SIRT3 (Bell et al., 2011; Finley et al., 2011b; Kim et al., 2010). Ces 
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études se sont basées sur des souris SIRT3 KO et ont pu montrer une augmentation de 35% de 

l’incidence des cancers de la glande mammaire chez les femelles en absence de SIRT3. De manière 

intéressante, il a été montré qu’au moins une copie du locus de SIRT3 était délétée dans 40% des 

carcinomes mammaires chez l’Homme (Finley et al., 2011b). Le rôle anti-tumoral de SIRT3 serait dû à 

une suppression de la production  de ROS délétères, via la déacétylation et donc l’activation de SOD2 

et de ICDH2 (Qiu et al., 2010; Someya et al., 2010; Tao et al., 2010). La réduction du taux de ROS 

cellulaire permet de protéger les ADN nucléaires et mitochondriaux des dommages provoqués par 

les ROS. En absence de SIRT3, l’augmentation de la production des ROS entraine une instabilité du 

génome activant HIF1α (Bell et al., 2011; Finley et al., 2011b), facteur de transcription impliqué dans 

la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses. 

C- Pathologies neuro-dégénératives 

Les pathologies neuro-dégénératives sont de plus en plus étudiées du fait du vieillissement global 

de la population mondiale, et l’implication de SIRT3 a été démontrée dans plusieurs d’entre elles. 

1- Maladie de Huntington 

La SIRT3 aurait un effet neuro-protecteur dans un modèle cellulaire ex vivo exprimant une forme 

mutée de huntingtin. L’expression de ce mutant huntingtin entraine une diminution de l’activité de 

SIRT3, une diminution du taux de NAD+ ainsi qu’une inhibition de la biogénèse mitochondriale. A 

l’inverse, un traitement à la viniférine, dimère de resveratrol, augmente l’expression de SIRT3, 

stimule la biogénèse mitochondriale et active l’AMPK. Le knock-down de SIRT3 inhibe l’activation de 

l’AMPK par la viniférine et atténue son effet neuro-protecteur (Fu et al., 2013).  Etant donné le rôle 

de la dysfonction mitochondriale dans la maladie de Huntington (Song et al., 2011),  et le rôle 

prépondérant de la SIRT3 dans le métabolisme mitochondrial, la SIRT3 reste une cible de choix avec 

un rôle potentiellement protecteur dans cette pathologie. 
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2- Maladie de Parkinson 

Plusieurs protéines affectant la physiologie mitochondriale dans des modèles de Parkinson ou 

chez des patients sont des cibles de SIRT3 ; et que SIRT3 a un effet protecteur sur les neurones 

dopaminergiques. Des altérations de la fonction de la mitochondrial Dynamin Like GTPase, OPA1, 

protéine essentielle dans la fusion mitochondriale, est impliquées dans la maladie de Parkinson 

(Bondi et al., 2016). Il a en effet été suggéré que SIRT3 régule la dynamique mitochondriale via 

notamment la déacétylation de OPA1 (Signorile et al., 2017). 

3- Maladie d’Alzeihmer 

Comme la plupart des pathologies neurodégénératives, un nombre croissant de preuves tendent 

à montrer l’implication d’altérations mitochondriales dans le développement de la maladie 

d’Alzeihmer. Le rôle de protection de la fonction mitochondriale joué par SIRT3 et particulièrement 

sa capacité à moduler le complexe I de la chaîne respiratoire fait que la SIRT3 apparait 

particulièrement importante dans la pathologie. En effet, l’impact positif de l’exercice physique sur 

cette pathologie serait dû en partie à une amélioration du métabolisme mitochondrial, provoquée 

par une augmentation de l’activité des complexes I et IV ainsi que par une diminution de la 

production des espèces réactives de l’oxygène. Tous ces bénéfices pourraient être liés à l’expression 

de SIRT3 induite par l’exercice, impliquant la déacétylation de MnSOD (Bo et al., 2014). 

D- SIRT3 dans les pathologies cardiovasculaires 

1- SIRT3 et lésions d’ischémie reperfusion 

Comme précédemment évoqué, la mitochondrie joue un rôle clé dans la pathogénèse de 

l’ischémie-reperfusion myocardique. La respiration mitochondriale, le stress oxydant, et l’ouverture 

du mPTP sont des déterminants majeurs de la taille d’infarctus et la récupération de fonction 

contractile (Hausenloy and Yellon, 2013; Yellon and Hausenloy, 2007). L’équipe de Porter et al. a 
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montré une altération de la récupération de la fonction contractile après une ischémie-reperfusion 

chez des souris âgées de 28 semaines dans lesquelles l’expression de SIRT3 était diminuée, 

comparativement aux souris contrôles (Porter et al., 2014). Les souris SIRT3KO présentent une 

diminution de l’activité du complexe I et de l’activité de MnSOD, suggérant une altération de la 

fonction mitochondriale et une altération des défenses anti-oxydantes (Porter et al., 2014). De plus, il 

a également été rapporté que ces souris SIRT3 KO ont un mPTP à la sensibilité accrue à 13 mois, et ce 

probablement dû à l’acétylation de la CypD sur la lysine 166 (Hafner et al., 2010). Etant donné que les 

taux de NAD+ mitochondriaux chutent lors de l’IR, l’activité de la SIRT3 est diminuée durant l’IR ce qui 

pourrait contribuer au développement des lésions d’ischémie reperfusion (Di Lisa et al., 2001; Du et 

al., 2017; Javadov and Escobales, 2015; Porter et al., 2014; Yang et al., 2016). 

Il est également important de noter que l’expression de SIRT3 aurait tendance à diminuer avec 

l’âge dans certains organes chez la souris (rein, cerveau, valve aortique), et que les taux de NAD+ 

diminuent lors du vieillissement dans le foie et le muscle (Wang et al., 2014; Zeng et al., 2014). Il est 

donc logique d’imaginer qu’une combinaison de ces deux phénomènes pourrait contribuer à une 

augmentation des lésions liées à l’IR au cours du vieillissement. Cela fait l’objet de mon travail de 

thèse. 

2- SIRT3, hypertrophie et insuffisance cardiaque 

De plus en plus d’études tendent à montrer le rôle d’une modification de l’activité de SIRT3 dans 

le développement de certaines pathologies cardiaques, comme l’insuffisance cardiaque et 

l’hypertrophie. En effet, plusieurs équipes ont montré que les souris SIRT3 KO développent 

spontanément une hypertrophie cardiaque en vieillissant (Hafner et al., 2010; Koentges et al., 2015; 

Pillai et al., 2010b; Sundaresan et al., 2009). Ces souris développent également une hypertrophie plus 

importante après une procédure de constriction trans-aortique, ou lors de traitement à 

l’angiotensine II, comparativement à des souris contrôles (Hafner et al., 2010; Koentges et al., 2015; 

Pillai et al., 2010b; Sundaresan et al., 2009). Cette hypertrophie est également accompagnée du 
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développement d’une fibrose interstitielle. A l’inverse, la surexpression de SIRT3 ou son activation 

pharmacologique permettait d’améliorer voire d’inhiber l’apparition de l’hypertrophie cardiaque et 

de la fibrose en réponse aux traitements (Pillai et al., 2010b, 2016; Sundaresan et al., 2009). 

Plusieurs mécanismes peuvent contribuer au rôle respectivement délétère et bénéfique de 

l’inhibition ou de l’activation de SIRT3. Comme nous l’avons évoqué, SIRT3 possède de nombreuses 

cibles mitochondriales, particulièrement les enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique, 

qui se trouvent hyperacétylées chez les souris SIRT3 KO. Une réduction concomitante de l’oxydation 

des lipides, du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative entrainant une diminution de 

l’apport énergétique du myocarde due à une diminution de l’activité de SIRT3 pourrait être un 

mécanisme contribuant à la dysfonction contractile (Ahn et al., 2008; Koentges et al., 2015). 

Un autre mécanisme impliqué pourrait être un déséquilibre entre la production de ROS et 

l’activité des enzymes anti-oxydantes, entrainant un stress oxydant. En effet, les souris SIRT3KO 

présentent un stress oxydant exacerbé avec une augmentation des taux de dérivés du stress oxydant 

dans le tissu cardiaque (4-hydroxynonenal et malondialdéhyde) (Koentges et al., 2015; Sundaresan et 

al., 2008), alors que la surexpression de SIRT3 empêche l’accumulation de ROS qui se produit au 

cours de l’hypertrophie, probablement en limitant la diminution de l’expression des enzymes anti-

oxydantes (catalase et MnSOD) après un traitement à l’angiotensine II, via une augmentation de la 

voie de signalisation de FOXO3a (Sundaresan et al., 2009). De plus, la SIRT3 peut directement 

déacétyler la MnSOD, entrainant une augmentation de son activité et permettant de limiter le stress 

oxydant (Sundaresan et al., 2009). Le phénomène de fibrose cardiaque accrue observé chez les souris 

SIRT3KO vieillissantes après induction d’une hypertrophie pourrait être lié à une activation de la voie 

de signalisation de Transforming Growth Factor β1 (TGFβ1) et à l’hyperacétylation de GSK3β, 

provoquant une augmentation de l’expression de gènes pro-fibrotiques (Sundaresan et al., 2015). 

Les mécanismes précédemment décrits résultent de la délétion de SIRT3, situation non 

physiologique. Toutefois, ces mécanismes sont très probablement impliqués dans l’hypertrophie et 



 

 

 67 

l’insuffisance cardiaque, puisque chez les modèles de rongeurs d’insuffisance cardiaque, l’expression 

de SIRT3 est diminuée et les protéines mitochondriales sont hyperacétylées, ce qui suggère une 

diminution de l’activité de SIRT3 (Grillon et al., 2012). La diminution de l’expression de SIRT3 pourrait 

être la conséquence d’une inhibition de PGC1α. La modification de la voie de signalisation SIRT3- 

PGC1α provoquerait une dysfonction mitochondriale via une hyperacétylation des enzymes, 

entrainant un stress oxydant accru, et une altération de la phosphorylation oxydative. L’activité de 

SIRT3 pourrait également être impactée par une déplétion de NAD+, provoquée par l’altération de 

l’activité de la chaîne respiratoire mitochondriale (Karamanlidis et al., 2013). 

 

  



 

 

 68 

Chapitre 4 : Effets du vieillissement sur la fonction cardiaque 

L’importance des mitochondries dans le processus de vieillissement est un sujet extrêmement 

intéressant et particulièrement vaste. Pour cette raison, nous ne développerons pas de manière 

exhaustive tous les aspects du sujet. 

I- Effet du vieillissement sur le cœur 

Le vieillissement provoque tout d’abord une diminution du nombre de cardiomyocytes dans le 

cœur, par l’augmentation des phénomènes de mort cellulaire, qui provoque une hypertrophie des 

cardiomyocytes restant et un dépôt de collagène (Anversa et al., 1990).  

Au cours du vieillissement, la fonction cardiaque est altérée au niveau de l’organe du fait de 

l’altération de la fonction contractile des cardiomyocytes eux-mêmes. Il a été montré que dans les 

cardiomyocytes vieillissant, la réponse au stress est modifiée par une diminution de l’expression de 

Heat Shock Protein (HSP70) et des enzymes anti-oxydantes, une altération de l’efficacité de la chaine 

respiratoire et une augmentation du stress oxydant, une modification de la contractilité et de la 

relaxation des cellules due à une diminution de l’activité Ca2+-ATPase dans le réticulum 

sarcoplasmique, et une augmentation des phénomènes de mort cellulaire par rapport aux 

phénomènes de survie (Bodyak et al., 2002; Park and Prolla, 2005). 

Les communications intercellulaires ainsi que le couplage électrique sont eux aussi affectés lors 

du vieillissement. En effet, il a été rapporté une diminution de l’expression de la connexine 43, 

cruciale dans les jonctions gap et le couplage cellulaire, dans les cardiomyocytes vieillissant (Boengler 

et al., 2006; Jones et al., 2004).  

De nombreuses protéines impliquées dans la fonction et la signalisation des cardiomyocytes sont 

impactées par le vieillissement. Ainsi, le processus de vieillissement réduirait significativement la 
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sensibilité des myofilaments au Ca2+ et des modifications du réticulum sarcoplasmique seraient à 

l’origine d’un temps de relaxation prolongé des cardiomyocytes (Bodyak et al., 2002). 

La liste des modifications provoquées par le vieillissement dans les cardiomyocytes est encore 

longue, et le but ici n’est pas d’être exhaustif. Néanmoins, toutes ces données apportent l’évidence 

que le vieillissement a un impact négatif sur la fonction cardiaque basale. On peut donc imaginer que 

la résistance au stress tel que l’ischémie-reperfusion sera elle aussi modifiée avec l’âge. 

II- Effets du vieillissement sur la mitochondrie 

A- Modifications structurales 

Les mitochondries forment un réseau du noyau vers le reste de la cellule, régulé par différents 

mécanismes de fusion et fission, essentiels dans le maintien des fonctions mitochondriales et 

cellulaires (Palmer et al., 2011; Roy et al., 2015). Les mécanismes de fusion permettent une 

optimisation des fonctions mitochondriales en diluant les anomalies de l’ADNmt, alors que la fission 

permet l’élimination de mitochondries défectueuses par le processus de mitophagie, autophagie 

spécifique de la mitochondrie (Papáčková and Cahová, 2014). Si l’un de ces mécanismes est altéré, 

l’équilibre est perdu et provoque des modifications de fonction mitochondriale et cellulaire.  

De nombreuses études ont montré l’impact du vieillissement sur le réseau mitochondrial 

entrainant des modifications morphologiques et fonctionnelles des mitochondries. Dans le muscle 

squelettique et le cerveau, il a été mis en évidence que la morphologie des mitochondries change au 

cours du vieillissement, devenant rondes et élargies (Palomera-Avalos et al., 2017). Au niveau 

morphologique individuel, il a été montré qu’en plus d’une taille anormale, ces mitochondries 

présentaient des cristae anormalement espacés, remplacés par des structures plus lamellaires avec 

le vieillissement (Beregi et al., 1988). 
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La structure des mitochondries est intimement liée à leur fonction, et les cristae permettent 

l’organisation des protéines de la chaine respiratoire. Une altération de la structure mitochondriale a 

donc un fort impact sur le métabolisme. Le dysfonctionnement mitochondrial lié à l’âge peut sans 

doute être lié aux modifications structurales de la mitochondrie. En effet, il a été montré qu’il était 

possible de limiter la perte de structure des mitochondries « jeunes » au cours du vieillissement et 

améliorait l’activité de la chaine de transport d’électrons (Hagen et al., 2002). 

B- Modifications fonctionnelles  

Différents facteurs ont été rapporté comme contribuant de manière importante au 

vieillissement, comme l’instabilité génomique, les altération épigénétiques (López-Otín et al., 2013) 

et l’instabilité de l’ADNmt entrainant la dysfonction cellulaire (Tyurina et al., 2012),  

Instabilité du génome mitochondrial 

L’importance de l’ADNmt est devenue évidente après l’identification de pathologies résultant 

d’une hérédité dans les mutations de l’ADNmt, provoquant des dysfonctions mitochondriales. 

Différentes pathologies associées à un vieillissement précoce sont corrélée à une instabilité de 

l’ADNmt, et certaines s’accompagnent de vieillissement cardiovasculaire, comme le syndrome de la 

progéria (Jeppesen et al., 2011; Minamino and Komuro, 2008). La dysfonction mitochondriale s’avère 

être un facteur très important dans le vieillissement, provoquant une perte de l’homéostasie 

cellulaire et donc une dysfonction cellulaire. 

Il est important de noter que la dysfonction mitochondriale n’est pas due uniquement à 

l’instabilité de l’ADNmt. Plusieurs études ont permis aussi de mettre en avant le rôle de l’instabilité 

de l’ADN nucléaire dans le développement de l’altération des fonctions mitochondriales (Fang et al., 

2016).  
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Production de ROS  

De nombreuses études sur le vieillissement suggèrent une implication importante des ROS dans 

le développement des altérations cellulaires associées au vieillissement, en plus de leur implication 

dans les pathologies liées au vieillissement comme Alzeihmer et Parkinson (Liu et al., 2002). Ainsi, le 

rôle des ROS dans le vieillissement a fait émerger la théorie des radicaux libres et de la mitochondrie 

dans le vieillissement (Indo et al., 2015). Cette théorie stipule que les ROS provoqueraient des 

dommages mitochondriaux qui s’accumuleraient et seraient la principale cause du vieillissement et le 

déterminant majeur de l’espérance de vie. Cette théorie supporte l’hypothèse que les mutations de 

l’ADNmt provoquées par les ROS modifient l’expression des complexes de la chaine respiratoire, 

perturbant le potentiel de membrane et la production d’ATP. Cette hypothèse est soutenue par le 

fait que différentes études dans des modèles animaux visant à réduire la production de ROS ont 

permis d’augmenter l’espérance de vie, comme la restriction calorique via les sirtuines. Toutefois, 

cette théorie n’est pas consensuelle, étant donné que plusieurs études utilisant des anti-oxydants 

n’ont pas affecté l’espérance de vie (Cui et al., 2012).  

OxPhos et métabolisme 

Des études sur les modification de l’OxPhos au cours du vieillissement ont montré une réduction 

de 40% de l’activité de la chaine respiratoire chez des patients âgés comparés aux jeunes (Petersen 

et al., 2003). L’analyse montrait une diminution de l’activité des complexes I et IV, alors que les 

complexes II, III et V étaient relativement peu affectés (Crane et al., 2010; Larsson, 2010). La raison 

évoquée serait que les complexes I et IV sont majoritairement encodés dans l’ADNmt alors que les 

autres complexes dans l’ADN nucléaire, et que cet ADNmt est plus susceptible de subir des 

altérations au cours du vieillissement. L’altération de l’OxPhos pourrait provoquer, entre autres, une 

augmentation de la production de ROS.  
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Dans le cœur de sujet âgés, l’expression des protéines de la chaine respiratoire ainsi que d’autres 

protéines clés du métabolisme diminuent, comme celle des enzymes du métabolisme lipidique. A 

l’inverse, les enzymes de la voie glycolytique ainsi que les protéines structurales extracellulaires ont 

une expression qui augmente de manière significative dans le cœur du sujet âgé (Dai et al., 2014). 

L’ensemble de ces phénomènes, associés à une diminution de l’oxydation des acides gras, du cycle 

de Krebs et du métabolisme des acides aminés indiquent une modification métabolique provoquée 

lors du vieillissement, semblable aux modifications observées chez de jeunes patients présentant une 

insuffisance cardiaque (Dai et al., 2012; Kolwicz and Tian, 2009). 

Homéostasie redox 

L’efficacité mitochondriale est maintenue par un réseau complexe de senseurs redox qui 

modifient la production d’énergie en réponse aux changements de l’environnement cellulaire et des 

taux de métabolites endogènes comme le succinate et les ROS. Au cours du vieillissement, la 

dérégulation de plusieurs voies de signalisation impliquées dans le métabolisme peut induire une 

dysfonction mitochondriale. Certaines protéines peuvent agir comme senseurs métaboliques, 

comme les sirtuines via les taux de NAD+ et permettent des réponses adaptatives rapides par la 

signalisation de FOX et  PGC1α entre autres (Houtkooper et al., 2010b). La réduction chronique du 

taux de NAD+, de son précurseur le nicotinamide ou de l’ATP modifie la bioénergétique cellulaire et 

provoque l’accumulation de dommages mitochondriaux impliqués dans le vieillissement chez C. 

elegans et dans des hépatocytes primaires de souris (Mouchiroud et al., 2013).  

 

III- Vieillissement et cardioprotection 

Le vieillissement peut avoir un impact sur la fonction cardiaque, l’incidence de l’infarctus du 

myocarde et la cardioprotection. L’étude Framingham Heart Study a montré ainsi que l’incidence de 
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l’infarctus du myocarde était multipliée par 5 dans un groupe de femmes entre 85 et 94 ans comparé 

au groupe entre 55 et 64 ans (Mahmood et al., 2014). L’étude GISSI-2 sur la reperfusion par 

thrombolyse après un premier infarctus a mis en évidence une augmentation de la mortalité au cours 

ou post-hospitalisation chez les patients les plus âgés. Il a été reporté ainsi une augmentation de ces 

facteurs de 6% par année (Maggioni et al., 1993). L’importance du facteur de l’âge sur la fonction 

cardiaque et l’infarctus du myocarde a été largement décrite, et plusieurs stratégies de 

cardioprotection ont été adaptées sur une population âgée, que ce soit lors d’études pré-cliniques ou 

d’études cliniques. 

A- La cardioprotection au cours du vieillissement en pré-clinique 

Durant les années 1990, plusieurs groupes ont reporté que les rats F344 âgés e 24 mois étaient 

significativement plus sensibles aux lésions provoquées par l’ischémie reperfusion cardiaque que les 

rats âgés de 6 mois (Lesnefsky et al., 1994; Tani et al., 1997). Ces études ont soulevé le problème de 

l’impact de l’âge sur les lésions provoquées par l’ischémie reperfusion cardiaque. Ainsi, plusieurs 

études ont mis en évidence une possibilité de protéger les cœurs âgés en modifiant les séquences du 

pré-conditionnement, le plus souvent par une augmentation de l’intensité du stimulus (que je ne 

détaillerai pas dans ce manuscrit). Toutefois, ces études ont permis d’espérer une transposition des 

méthodes de post-conditionnement chez les groupes âgés. Dans l’étude de Dow et al., des rats F344 

femelles de 24-25 mois ont été utilisés. Brièvement, afin de mimer les effets délétères de l’ischémie 

reperfusion cardiaque provoquant une tachycardie ventriculaire gauche sans provoquer de mort 

cellulaire, les rats ont été soumis à une période de 5min d’ischémie puis 5min de reperfusion. Le 

post-conditionnement consistait en des cycles de 20s occlusion/ désocclusion de l’artère coronaire 

immédiatement à la fin de l’ischémie. En comparant le groupe de rats âgés au groupe de rats jeunes 

(3-4 mois), ils ont montré un effet bénéfique du post-conditionnement au sein des deux groupes 

avec une diminution du temps de reperfusion durant lequel se produisait la tachycardie ventriculaire 

gauche (Dow et al., 2008). Toutefois, l’utilisation d’une autre souche de rat telle que Sprague-Dawley 
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ne montre pas d’effet positif du pré-conditionnement dans le cas des groupes âgés, ce qui fut 

majoritairement le cas dans de multiples souches de rats. L’impact de l’âge sur le post-

conditionnement a bien moins été étudié que le pré-conditionnement. Une étude a reporté que le 

post-conditionnement par 4 cycles d’ischémie reperfusion de 10s chacun permettait de protéger le 

cœur tant chez les jeunes (3-4 mois) que les âgés (16-18 mois). De manière intéressante, cette étude 

insiste sur le fait que de très faibles modifications du protocole de post-conditionnement peuvent 

avoir un impact très important sur la réussite ou non du protocole, et suggère également une 

variabilité individuelle qui devrait être prise en compte dans le protocole (Yin et al., 2009). Dans le 

modèle de souris également, le post-conditionnement a été très peu étudié dans le contexte du 

vieillissement (Boengler et al., 2008; Przyklenk et al., 2008). Dans ces deux études les souris de 

souche C57 ont été soumises à une ischémie de 30min suivie d’une reperfusion de 120min, mais les 

protocoles de post-conditionnement étaient différents. Indépendamment des protocoles de post-

conditionnement, les deux études ont démontré une diminution des lésions myocardiques de 30-

60% chez les femelles adultes de 3-4 mois. Dans le cas des souris âgées (mâles et femelles), seul le 

protocole utilisé par Boengler et al. (cycles de 5s/5s) permettait de protéger les femelles âgées de 13 

mois. Dans l’étude de Przyklenk, utilisant des souris mâles et femelles âgées de 20-24 mois, le post-

conditionnement était inefficace. Ces études ont permis de révéler que le post-conditionnement 

pouvait s’avérer efficace chez les animaux femelles adultes d’âge moyen en utilisant un protocole 

spécifique. Ces différents protocoles ont été décrits par (Calabrese, 2016). 

B- La cardioprotection en clinique 

De manière évidente, il existe des différences entre le cœur humain et le cœur des espèces 

utilisées en pré-clinique, tant au niveau du rythme, que de l’anatomie et de la signalisation de la 

cardioprotection (Heusch, 2015; Skyschally et al., 2015). Globalement, aucun modèle animal n’est un 

modèle parfait dans l’ischémie reperfusion myocardique, ce qui peut être un des principaux freins de 
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la translation pré-clinique/clinique. De plus, les modèles animaux sont souvent très « simplifiés » par 

rapport aux co-morbidités et co-médications de la clinique.  

En 2005, la première étude clinique en post-conditionnement a publié des résultats positifs avec 

quatre cycles de 1min reperfusion/ 1min réocclusion au moment de la reperfusion permettant une 

diminution de la créatine kinase (Staat et al., 2005). La plupart des études du post-conditionnement 

ischémique en clinique ont montré une réduction de la taille d’infarctus (Heusch, 2013; Touboul et 

al., 2015), mais de manière surprenante, les études sur des cohortes plus importantes se sont 

avérées neutres (Hahn et al., 2013). Une des explications proposées serait le problème des modèles 

animaux évoqué précédemment. Du point de vue du post-conditionnement pharmacologique, de 

nombreuses molécules dont l’efficacité avait été démontrée dans des modèles animaux d’ischémie 

reperfusion n’ont pas eu l’effet escompté une fois transposées à la clinique humaine. Pour ne citer 

que quelques-unes de ces molécules, le delcasertib, peptide inhibant la PKCδ qui réduit la taille 

d’infarctus chez le cochon (Inagaki et al., 2003), n’a pas d’effet cardioprotecteur chez l’homme 

(Lincoff et al., 2014). De même la CsA, prometteuse tant dans les modèles expérimentaux (Gomez et 

al., 2007) que clinique (Piot et al., 2008), n’a pu confirmer son effet cardioprotecteur dans une étude 

de plus grande envergure (Cung et al., 2015). Toutefois, certains résultats positifs permettent 

d’espérer une réussite du post-conditionnement pharmacologique chez l’homme. En effet, le 

traitement au peptide atrial natriurétique pendant 3 jours après l’ischémie reperfusion permet de 

réduire la taille d’infarctus (Kitakaze et al., 2007). L’exenatide délivrée au moment de la reperfusion a 

permis de réduire la taille d’infarctus du point de vue de l’imagerie et du relargage de biomarqueurs 

(Lønborg et al., 2012; Woo et al., 2013). 

Conclusion :  

La transposition des méthodes de cardioprotection des modèles animaux vers la clinique 

humaine est une question majeure dans le domaine. Une des raisons soulevées par les experts du 

sujet serait en effet la question des modèles animaux, pas assez représentatifs de la clinique 
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humaine, empêchant ainsi le transfert des techniques de cardioprotection. L’amélioration des 

modèles est donc d’une importance capitale pour une meilleure compréhension des mécanismes 

sous-jacents de la cardioprotection dans la clinique humaine. L’intérêt de notre étude est donc de 

tendre vers cette amélioration du modèle en se concentrant principalement sur le facteur de l’âge, 

qui a un impact non négligeable sur la fonction mitochondriale et cardiaque et peut donc avoir un 

impact très important sur la réponse du cœur aux techniques de cardioprotection.  
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BUT DU TRAVAIL 

La cardioprotection et particulièrement le post-conditionnement représente un réel espoir dans 

l’amélioration de la prise en charge des patients souffrant d’infarctus du myocarde. La recherche pré-

clinique a permis de mettre en évidence de nombreuses cibles pharmacologiques avec des résultats 

très encourageants sur la taille d’infarctus et la récupération de la fonction cardiaque. Toutefois, les 

résultats en clinique humaine ont été beaucoup plus mitigés. De manière générale, l’infarctus du 

myocarde touche les populations âgées, et la SIRT3 semble être une cible de choix au sein de la 

mitochondrie. 

Dans un premier temps, nous avons cherché à démontrer l’importance de la SIRT3 dans les 

mécanismes de post-conditionnement (Article 1). Dans un second temps, nous avons voulu 

déterminer l’impact du vieillissement sur la SIRT3 et surtout sur son rôle dans la cardioprotection 

(Article 2). Enfin, l’étude de deux fonds génétiques de souris différents nous a permis d’évaluer 

également l’impact du fond génétique sur la cardioprotection dans le vieillissement (résultats 

supplémentaires). 

Ces travaux s’inscrivent dans la continuité des travaux du laboratoire, permettant d’améliorer la 

compréhension des mécanismes du post-conditionnement, et de mettre en lumière une piste 

d’investigation pour un meilleur transfert des techniques de cardioprotection de la phase pré-

clinique à la phase clinique.  
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MATERIELS ET METHODES 

Animaux 

Nous avons utilisé des souris d’élevage de souche 129SV WT et SIRT3 KO, dans le but d’évaluer 

l’impact de l’âge dans notre projet. Nos souris ont donc été utilisées à 2 mois, 6 mois ou 12 mois et 

plus. Des souris de souche C57bl6 ont également été utilisées dans ce projet, afin de déterminer 

l’impact du fond génétique des souris sur les fonctions mitochondriales ainsi que l’impact du 

vieillissement. Ces souris ont été réparties en différents groupes de 2 mois, 6 mois et 12 mois et 

achetées chez Charles River. 

Ischémie reperfusion in vivo 

1- Protocole d’ischémie reperfusion 

Dans un premier temps, la souris est anesthésiée avec 100μL de buprénorphine à 0.105mg/mL 

(Vetersegic®, Sogeval), 100μL de xylazine commercial à 1mg/mL (rompun®) et 200μL de kétamine 

commerciale à 10mg/mL (imalgene®).  

La souris est ensuite épilée au niveau de la gorge et du thorax à l’aide d’une brume respiratoire. 

L’animal est placé en décubitus dorsal sur un tapis chauffant permettant de stabiliser la température 

de l’animal à 36-37°C. Une incision est réalisée de la base du sternum jusqu’à la gorge et la souris est 

intubée afin de permettre une ventilation. Un electrocardiogramme est également enregistré lors de 

la chirurgie, via les aiguilles placées sur les pattes avant et la patte arrière gauche. 

La thoracotomie est réalisée par dilacération des tissus conjonctifs et écartement sans dommage 

des muscles de la cage thoracique afin d’accéder au thorax. La 5ème côte est coupée ainsi que les 

muscles inter-costaux et deux fils de suture sont placés sous les extrémités de la côte cassée et 

seront utilisé comme écarteurs. 
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L’accès au cœur est ainsi libéré et le péricarde est ouvert à l’aide de pinces. Un fil de suture 8/0 

Prolène (ethicon) est alors placé autour de l’artère inter-ventriculaire antérieure (IVA). L’ischémie est 

ensuite réalisée en faisant un nœud simple serré autour d’un morceau souple de cathéter sur le 

cœur. L’ischémie dure 45min et est monitorée sur l’ECG par un décalage du segment ST. 

A la fin de l’ischémie, le nœud est desserré permettant la reperfusion qui durera 24h. La cage 

thoracique est ensuite suturée à l’aide de fils 5/0 cardioxyl (peter’s surgical). Avant la fermeture 

définitive, les poumons sont regonflés par obstruction de la sortie d’air du respirateur pendant 2-3 

sec. La peau est ensuite suturée. 

L’animal est maintenu sous respiration artificielle jusqu’à réveil complet. Après extubation, 

l’animal est placé dans une couveuse chauffée avec atmosphère enrichie en oxygène. 

2- Protocole de postconditionnement ischémique 

Le protocole de postconditionnement ischémique est réalisé en alternant, au moment de la 

reperfusion, les séquences d’ischémie et de reperfusion d’une minute, réalisées trois fois. 

3- Protocole de postconditionnement CsA 

Le postconditionnement pharmacologique est réalisé 5min avant la reperfusion par injection IV 

dans la veine jugulaire de l’agent pharmacologique, la cyclosporine A dans notre cas à 10mg/kg.  

4- Quantification de la zone de nécrose 

Au terme des 24h de reperfusion, l’animal est de nouveau anesthésié, via la même procédure 

que précédemment décrite. Il est à nouveau intubé et les fils de suture sont coupés afin d’accéder au 

cœur. Le fil laissé au niveau de l’IVA est resserré pour occlure l’artère et l’accès à la veine cave est 

libéré en réalisant une laparotomie. Après ligature de l’IVA, 400μL de bleu evans 10% sont injectés 
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dans la veine cave, entrainant ainsi la coloration de la zone saine en bleu et laissant la zone 

ischémique rose (zone à risque). 

Le cœur est ensuite excisé et les oreillettes ainsi que le ventricule droit sont retirés. Le ventricule 

gauche est alors découpé, à l’aide d’un scalpel, en 4 tranches d’environ 1mm de large à partir de 

l’apex. La base du cœur est conservée afin d’obtenir la masse totale de l’organe mais n’est pas 

analysée. Les tranches sont ensuite disposées dans un bac contenant du NaCl 0.9% et 

photographiées une fois recouvertes d’une plaque de verre. Les tranches sont ensuite incubées 15-

20 min dans du chlorure de triphényltétrazolium (TTC) qui colore les cellules vivantes en rouge. Ainsi, 

la zone vivante (rouge) se distingue de la zone nécrosée (blanche). Une seconde photographie est 

alors réalisée. Finalement, les tranches sont pesées et les données sont analysées. 

La taille des zones à risque et de nécrose est ensuite quantifiée par planimétrie à l’aide du logiciel 

SigmaScan Pro ®. Les masses totales de zone à risque et de nécrose sont déterminées et exprimées 

en grammes, permettant ainsi de calculer les rapports de la zone de nécrose / la zone à risque, la 

zone de nécrose / la taille du VG et la zone à risque / la taille du VG.  

Extraction des mitochondries cardiaques 

La souris est euthanasiée par dislocation cervicale puis le thorax est immédiatement ouvert afin 

de prélever le cœur très rapidement. Le cœur ainsi extrait est ensuite nettoyé par quelques pressions 

dans un tampon A (Tris 50mM, EDTA 1mM, saccharose 70mM, mannitol 210mM, pH 7.4) froid et 

pesé. Une fois rincé, le tampon A de rinçage est renouvelé par 1mL de tampon A/ 100mg de masse 

du cœur. Le cœur est alors coupé grossièrement puis broyé dans un potter verre-verre (Kontes ®) au 

froid. Le broyat est ensuite transféré dans un tube à hémolyse dans le but de réaliser des 

centrifugations différentielles à 4°C.  
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La première centrifugation se déroule à 1300g pendant 3 minutes permettant de faire culoter les 

gros débris cellulaires. Le surnageant est alors récupéré et centrifugé à 10000g pendant 10 minutes, 

entrainant ici la sédimentation des mitochondries. Le culot ainsi obtenu est ensuite remis en 

suspension dans un tampon B (de même composition que le tampon A sans EDTA). Une ultime 

centrifugation est réalisée à 10000g pendant 10 minutes, permettant de purifier au maximum la 

préparation de mitochondries tout en éliminant l’EDTA du tampon A. Le culot final est ensuite 

resuspendu dans 100μL de tampon B. 

Dans un premier temps, les protéines mitochondriales sont quantifiées par un dosage au réactif 

de Bradford. Le culot mitochondrial est dilué au 1/30 et déposé en parallèle d’une gamme étalon de 

BSA (Bovine serum albumin), avec 50μL de réactif de Bradford pur et 150μL d’eau distillée. Après 10 

minutes d’incubation à l’obscurité à température ambiante, un dosage spectrophotométrique est 

réalisé avec une émission à 550nm. 

Etude des fonctions mitochondriales 

1- Capacité de rétention calcique (CRC) 

La CRC permet de déterminer la quantité de calcium que la mitochondrie peut absorber 

entrainant l’ouverture du mPTP. Pour cela, 250μg de protéines mitochondriales sont utilisées et 

ajoutées à 2mL de tampon C (150mM sucrose, 50mM KCl, 2mM KH2PO4 et 20mM Tris/HCl à pH 7.4) 

dans une cuve de spectrophotomètre. La sonde utilisée, le calcium green (0.5μM), est ajoutée dans la 

cuve, puis cette dernière est placée dans le spectrophotomètre (Hitachi ®, F-7000) thermostaté à 

25°C avec des longueurs d’onde d’excitation et émission à 500 et 530nm respectivement, et le 

protocole de mesure est mis en marche. Après deux minutes de stabilisation, des pulses de calcium 

sont ajoutés à raison de 40nmoles toutes les 2 minutes, jusqu’à ce que le mPTP soit ouvert. Afin de 

déterminer la fonctionnalité du mPTP, la CRC est quantifiée en condition basale, en présence de CsA 

(1μM) ou de CsA + Rot (1μM chacun). La CsA est un inhibiteur de la CypD, régulateur majeur du 
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mPTP. La roténone est un inhibiteur du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale.  

L’utilisation de la Rot potentialise l’effet de la CsA sur la CRC. 

2- Phosphorylation oxydative 

L’étude de la phosphorylation oxydative permet de déterminer l’état général des mitochondries 

isolées, et plus précisément d’estimer la quantité d’O2 utilisée lors de l’activation et de l’inhibition de 

chaque complexe de la chaîne respiratoire, reflétant ainsi l’activité de ces différents complexes. Pour 

cela, 350μg de protéines mitochondriales sont nécessaires. 

La mesure se fait grâce à une électrode à oxygène de Clark (Oroboros ® oxygraphe, Austria). Les 

mitochondries (350μg) sont incubées dans 2mL de tampon respiration (100mM KCl, 50mM MOPS, 

1mM EGTA, 5mM KH2PO4 et 1mg/mL BSA sans acide gras à pH 7.4) avec le GMP (Glutamate, Malate, 

Pyruvate 5mM chacun), substrat du complexe I de la chaîne respiratoire. Cet état basal est nommé 

état 2. Après stabilisation, l’ajout d’ADP (200μM) permet de déterminer l’activité maximale du 

complexe I, appelé état 3. Une fois que l’ADP a été consommé par le complexe V, l’activité du 

complexe I retourne à un état basal, ici nommé état 4. Dans un second temps, le complexe I est 

inhibé par l’ajout de son inhibiteur spécifique, la roténone (6.25μM). Le complexe II est alors activé 

par l’ajout de son substrat spécifique, le succinate (5mM) permettant de déterminer l’activité 

spécifique du complexe II (état 3 du complexe II). Quand le succinate est entièrement consommé, le 

complexe III est inhibé par l’ajout d’antimycine A (12.5μM) L’état 3 du complexe IV est estimé par 

l’ajout de TMPD (tétraméthyle phénylène diamine 0.125mM) et ascorbate (1.25mM). Le TMPD étant 

un transporteur artificiel d’électron capable de transférer les électrons au complexe IV, oxydé par le 

cytochrome c et réduit par l’ascorbate. Finalement, la chaîne respiratoire est découplée afin 

d’estimer l’état 3 maximal du complexe IV. Pour cela, le FCCP (carbonyl cyanide-p-

trifluorométhoxyphénylhydrazone) est ajouté dans le milieu. La consommation d’oxygène par les 
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mitochondries est exprimée en nmole O2/min/mg protéines. L’indice du couplage respiratoire (RCI) 

est défini comme le rapport de l’état 3/état 4 su complexe I. 

Analyses biochimiques 

1- Western Blot 

L’analyse de l’expression protéique par western blot a été réalisée sur des échantillons de 

mitochondries isolées uniquement. Ces échantillons ont été lysés dans un tampon de lyse classique 

RIPA (NaCl 150mM, Triton X100 1%, sodium désoxycholate 0.5%, Tris 50mM) et ont subi plusieurs 

séries de congélation/décongélation. 

Les échantillons ont été dosés par un kit de dosage BCA (Interchim) et 10μg de protéines 

mitochondriales ont été utilisées pour réaliser les western blot. Les échantillons ont été préparés 

avec du Laemli 5X et dénaturés 5 minutes à 95°C. Après migration des échantillons sur gel d’agarose 

SDS-PAGE, le transfert a été réalisé sur un trans-blot turbo transfert (Biorad) sur membrane de 

nitrocellulose. Après un blocage de 2 heures dans du lait 5% (Lait 5% + TBS-Tween 0.1%), l’anticorps 

primaire est ajouté et incubé pendant la nuit à 4°C. Après une série de lavages, l’anticorps secondaire 

couplé à l’HRP est ajouté et mis à incuber pendant 1 heure à température ambiante. Après une série 

de lavages, l’utilisation d’un kit ECL prime (GE Healthcare) permet de révéler les protéines d’intérêt 

par utilisation d’un Gel Doc XR+ (Biorad). 

2- Immunoprécipitation 

L’étude de l’acétylation de la CypD a été réalisée par la technique d’immunoprécipitation sur 

tissu cardiaque dans nos différentes conditions d’expérimentation. Les tissus ont d’abord été lysés 

dans un tampon classique SLB (Standard Lysis Buffer NP40 1%, Trishydroxyméthyl 20mM, NaCl 

138mM, KCl 2.7mM, MgCl2 1mM, glycérol 5% pH 8) complété avec 5mM EDTA, 1mM DTT, 1mM 

Na3VO4, 20mM NaF. La lyse s’effectue à l’aide d’un broyeur precellys dans des tubes precellys 
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spécifiques contenant des billes permettant la lyse des tissus. Les échantillons ainsi lysés sont par la 

suite dosés, et 500μg de protéines sont utilisées dans le protocole d’immunoprécipitation. Dans un 

premier temps, les billes magnétiques couplées à la protéine G sont lavées dans le SLB complet, et 

5μL de billes sont ajoutées aux échantillons pendant 30 min en agitation à 4°C. A l’aide d’un portoir 

aimanté, les échantillons sont ensuite transférés dans un nouveau tube dans lequel est ajouté 2μg 

d’anticorps anti-lysine acétylée de lapin. Un échantillon contrôle contenant uniquement l’IgG de 

lapin est également réalisé en parallèle. L’incubation est réalisée pendant la nuit à 4°C. Dans un 

second temps, 40μL de billes préalablement lavées au SLB complet sont ajoutées aux échantillons 

pendant 2h en agitation à 4°C. Au terme de l’incubation, les billes sont lavées au SLB complet 3 fois à 

l’aide d’un portoir aimanté, puis 30μL de Leamli 2X sont ajoutés afin de dénaturer les échantillons qui 

sont ensuite placés à 95°C pendant 5min. Les échantillons ainsi préparés sont ensuite déposés sur un 

gel d’agarose, de même manière que pour un western blot. 

3- Dosage du NAD+ 

Le dosage spectrofluorimétrique de NAD+ est réalisé sur un prélèvement de tissu cardiaque. En 

présence de RIPA et d’inhibiteur de protéase sans EGTA (Sigma P8340), le tissu est lysé dans des 

tubes precellys lysing kit (Bertin technologies). Le surnageant est prélevé et transféré dans des tubes 

d’ultra-filtration (Amicon® Ultra-0.5) et centrifugés a 10000g pendant 30min à 4°C. Les échantillons 

ainsi préparés sont déposés sur une plaque 96 puits noire en duplicat, l’un avec du tampon sans 

alcool déshydrogénase (AD), et le second avec AD (50mM Hepes, 0.02% BSA, 12mM MgCl2, 2mM 

ATP, 1.5% éthanol ± 30μg/mL alcool déshydrogénase, pH 7.4). Après 15min d’incubation à 37°C, 

0.5M EDTA sont ajoutés, puis la plaque est lue au spectrofluorimètre à 340nm ex / 460nm em. 

L’alcool déshydrogénase entraine la transformation du NAD+ en NADH fluorescent. Le taux de NAD+ 

est donc calculé par la soustraction de la fluorescence avec AD et sans AD. 
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RESULTATS 

Article 1 

Inhibition of myocardial reperfusion injury by ischemic postconditioning requires sirtuin 3-

mediated deacetylation of cyclophilin D. 

T. Bochaton, C. Crola-Da-Silva, B. Pillot, C. Villedieu, L. Ferreras, M.R. Alam, H. Thibault, M. Strina, A. 

Gharib, M. Ovize, D. Baetz. 

Abstract 

Le mécanisme par lequel le postconditionnement peut inhiber l’ouverture du mPTP et la mort 
cellulaire en conséquence à la reperfusion reste encore inconnu. Des études récentes ont suggéré 
que la déacétylation de la CypD par la SIRT3 pouvait moduler la fixation de la CypD au mPTP et donc 
son ouverture. 

Le but de l’étude était de vérifier si le postconditionnement ischémique pouvait activer la SIRT3 et 
ainsi limiter les lésions de reperfusion myocardique par la déacétylation de la CypD. 

En réalisant des hypoxie-réoxygnéation (HR) sur les cellules H9C2, nous avons montré que la sur-
expression de SIRT3 réduisait l’augmentation de l’acétylation de la CypD induite par l’HR, limitait 
l’ouverture du mPTP et réduisait la mort cellulaire de 24%. Après construction de mutants 
d’acétylation de la CypD sur la Lys166 par mutagénèse dirigée dans des MEFs CypD KO, nous avons 
pu mettre en évidence l’importance de cette Lys166 et de son niveau d’acétylation pour la cellule. En 
effet, nous avons pu montrer que la CRC était significativement réduite quand on exprime la CypD-
KQ qui mime une CypD acétylée comparée à la CypD WT (871 ± 266 vs 1193 ± 263 nmoles Ca2+/mg 
de protéines respectivement). Les cellules exprimant le mutant non acétylable de la CypD (CypD-KR) 
montraient une diminution de 20% de la mort cellulaire en comparaison avec les cellules exprimant 
la CypD WT après une hypoxie/réoxygénation. De manière similaire, nous avons montré que chez les 
souris, le postconditionnement ischémique permettait de réduire la taille d’infarctus en diminuant 
l’acétylation de la CypD post-ischémique. Ceci ne s’observe pas chez les souris SIRT3 KO chez 
lesquelles le post-conditionnement ischémique est inefficace. 

Notre étude suggère que l’augmentation de l’acétylation de la CypD secondairement à l’ischémie 
reperfusion facilite l’ouverture du mPTP et en conséquence la mort cellulaire. Ainsi le 
postconditionnement ischémique pourrait limiter les lésions de reperfusion par une augmentation de 
l’activité de SIRT3 entrainant une diminution de l’acétylation de la CypD à la reperfusion. 
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a b s t r a c t   
 

Rationale. How ischemic postconditioning can inhibit opening of the mitochondrial permeability transition pore 
(PTP) and subsequent cardiac myocytes death at reperfusion remains unknown. Recent studies have suggested 
that de-acetylation of cyclophilin D (CyPD) by sirtuin 3 (SIRT3) can modulate its binding to the PTP. 
Objective. The aim of the present study was to examine whether ischemic postconditioning (PostC) might acti- 
vate SIRT3 and consequently prevent lethal myocardial reperfusion injury through a deacetylation of CyPD. 
Methods and results. Using hypoxia–reoxygenation (H/R) in H9C2 cells, we showed that SIRT3 overexpression 
prevented CyPD acetylation, limited PTP opening and reduced cell death by 24%. In vitro modification of the 
CyPD acetylation status in MEFs by site-directed mutagenesis altered capacity of PTP opening by calcium. Calcium 
Retention Capacity (CRC) was significantly decreased with CyPD-KQ that mimics acetylated protein compared 
with CyPD WT (871 ± 266 vs 1193 ± 263 nmoles Ca2+/mg protein respectively). Cells expressing non- 
acetylable CyPD mutant (CyPD-KR) displayed 20% decrease in cell death compared to cells expressing CyPD 
WT after H/R. Correspondingly, in mice we showed that cardiac ischemic postconditioning could not reduce in- 
farct size and CyPD acetylation in SIRT3 KO mice, and was unable to restore CRC in mitochondria as it is observed 
in WT mice. 
Conclusions. Our study suggests that the increased acetylation of CyPD following myocardial ischemia–reperfu- 
sion facilitates PTP opening and subsequent cell death. Therefore ischemic postconditioning might prevent lethal 
reperfusion injury through an increased SIRT3 activity and subsequent attenuation of CyPD acetylation at 
reperfusion. 

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved. 
 

 
1. Introduction 

 
Acute myocardial infarction (AMI) is one of the leading causes of 

death worldwide. Myocardial infarct size is strongly correlated with 
heart failure and mortality [1,2]. Early reperfusion is the most effective 
treatment to reduce myocardial damage due to a prolonged ischemic 
insult [3,4]. Unfortunately, the benefit of the restoration of blood flow 
to the jeopardized myocardium is partly attenuated by irreversible 
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damage to cardiomyocytes that were still viable at the end of the ische- 
mic period [5]. 

Evidence indicates that this lethal reperfusion injury is due to mito- 
chondrial dysfunction, following the opening of a mega-channel in the 
inner membrane named the permeability transition pore (PTP) [6]. 
Therapeutic interventions like ischemic postconditioning (PostC) signif- 
icantly blunt lethal reperfusion injury likely through the inhibition of 
PTP opening [7,8]. Although molecular structure of the PTP remains un- 
clear, it is well accepted that PTP opening is facilitated by the transloca- 
tion of cyclophilin D (CyPD), a mitochondrial matrix protein, to the 
inner mitochondrial membrane [9]. CyPD KO mice which display an in- 
creased resistance to PTP opening in vitro are protected from lethal re- 
perfusion injury, and can no longer be postconditioned [10,11]. 

Previous studies have demonstrated that post-translational modifi- 
cations of CyPD by phosphorylation and nitrosylation regulate PTP 
opening [12–14]. Other studies showed that CyPD can also be acetylated 
on lysine 166 [15,16]. Protein acetylation is regulated by sirtuins which 
belong  to  a  family  of  Nicotinamide  Adenine  Dinucleotide  (NAD+)- 
dependent deacetylases. Sirtuins are considered as “metabolic sensors” 
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[17] and the human genome encodes seven sirtuins isoforms named 
SIRT1 to SIRT7 [18]. SIRT3, SIRT4 and SIRT5 [19] are located in the mito- 
chondria, with SIRT3 being the most studied [20]. In 2010, Hafner et al. 
demonstrated that SIRT3 is able to deacetylate CyPD which in turn in- 
hibits PTP induction [15]. 

We hypothesized that ischemic PostC might attenuate lethal reper- 
fusion injury via the activation of SIRT3 with subsequent deacetylation 
of CyPD and inhibition of PTP opening. 

 
1. Methods 

 
1.1. Animals 

 
Experiments were carried out according to the NIH Guide on the 

Use of Laboratory Animals and the Lyon 1 Claude Bernard University 
Committee on Animal Care approved all procedures. A total of 120 
males 8 to 12-week-old 129S6/SvEvTac mice used in this study were 
divided into 2 groups; wild-type (WT) or knocked-out (KO) SIRT3 
mice (SIRT3−/−) and were randomly assigned to different experimental 
groups. 

 
1.2. In vivo model of acute myocardial ischemia–reperfusion injury 

 
WT and SIRT3KO mice were anesthetized by intraperitoneal in- 

jection of 73 mg/kg body weight of pentobarbital. Analgesia was provid- 
ed by an intraperitoneal injection of buprenorphine. Animals were 
intubated and subjected to open-chest surgery to induce myocardial in- 
farction by the transient ligation of the left coronary artery (LCA) as pre- 
viously described [21,22]. 

Animals underwent 60 min of ischemia followed by either 24 h of re- 
perfusion (for determination of infarct size) or 1 h of reperfusion (for 

western-blot analysis). WT and SIRT3 KO mice were randomly allocated 
to one of the following groups (n = 7 to 9 per group) (Fig. 1): 

 
- Sham animals underwent no LCA ligation and no intervention. 
- The control group: 60 min of ischemia followed by reperfusion but 

no other intervention. 
- The ischemic PostC group: immediately (within one minute) after 

the 60-minute ischemia, mice underwent ischemic PostC consisting 
of 3 cycles of 1 min of ischemia/1 min of reperfusion followed by a 
prolonged reperfusion period. 

 
 

1.3. Area at risk (AR) and area of necrosis (AN) determination 
 

At the end of the final reperfusion, the coronary artery was briefly 
reoccluded and 0.5 mg/kg of Uniperse blue pigment was injected intra- 
venously to delineate the in vivo area at risk (AR), as previously de- 
scribed [21,22]. Each heart slice was weighed and photographed for 
later measurement of the AR. After 15 min of incubation in a 1% solution 
of triphenyltetrazolium chloride at 37 °C, infarcted (pale) and viable 
(brick red) myocardial areas were photographed. Enlarged projections 
of these slices were traced for determination and quantification of the 
boundaries of the AR and area of necrosis (AN). Total weight of the AR 
and the AN was then calculated and expressed in grams and as percent- 
age of LV weight and of the AR weight, respectively. 

 
1.4. SIRT3 activity 

 
Mitochondria isolated from WT and SIRT3 KO mice hearts from 

Sham, control or PostC groups were used to quantify SIRT3 activity 
using SIRT3 fluorescent assay kit (BPS Bioscience). 

 
 

 
 

Fig. 1. Experimental design. In vivo: Sham animals underwent no LCA. The control 
group underwent 60 min of ischemia followed by reperfusion. The ischemic 
postconditioning (PostC) group underwent a procedure consisting of 3 cycles of 1 min 
of ischemia/1 min of reperfusion followed by the prolonged reperfusion period 
immediately after the 60 min ischemic period. In vitro: Cells from the 
hypoxia/reoxygenation (H/R) group were submitted to 3 h of hypoxia followed by 4 h 
of reperfusion. PTP assessment was performed after 2 h of reperfusion. Cell death 
quantification and protein extraction were carried out after 4 h of reperfusion. The 
control group underwent no intervention. 
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1.1. Cell culture and transfection 
 

We used an immortalized rat cardiomyoblasts cell line (H9C2 SV40) 
as an in vitro model [23]. Cells were cultured in a standard cell culture 
media, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) high  glucose  
(4.5 g/L) with antibiotics (penicillin and streptomycin 10 mL/L) and 
10% of Fetal Bovine Serum (FBS) (PAA Laboratories). We transfected 
the cells 48 h before the experiments with pcDNA3.1-hSIRT3-WT-Flag 
plasmid [24] from Addgene (SIRT3 wild type = SIRT3), pcDNA3.1- 
hSIRT3-H248Y-HA plasmid [25] (SIRT3 catalytic mutant devoid of 
deacetylase activity = SIRT3 HY) (both plasmids were a gift from Eric 
Verdin, Addgene plasmid 13814 and 24492), and Small hairpin interfer- 
ence RNA against SIRT3 (ShSIRT3) with Fugene transfection reagent as 
recommended by Promega. 

We generated and immortalized Mouse Embryonic Fibroblasts 
(MEFs) from WT and CyPD KO mice with the optimized method as 
previously described [26]. Cells were cultured in DMEM enriched with 
1% sodium pyruvate. Cells were grown to 60% density and transfected 
with different CyPD mutants (see below). 

 

1.2. CyPD site-directed mutagenesis 
 

CyPD mutants were obtained by in vitro mutagenesis using Quick 
Change II site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies). The 
following forward (1) and reverse (2) primers with the mutation at 
Lysine166 (K166) were used (shown in bold): 

DNA sequences in which K166 is substituted with arginine (R) as a 
mimic of non-acetylated lysine (CyPD-KR): (1)5′-CA GAC TGG CTG 
GAT GGC AGG CAT GTT GTG TTT GG-3′, (2)5′-CC AAA CAC AAC ATG 
CCT GCC ATC CAG CCA GTC TG-3′. DNA sequences in which K166 is 
substituted with glutamine (Q) as a mimic of acetylated lysine (CyPD- 
KQ): (1) 5′-A GAC TGG CTG GAT GGC CAG CAT GTT GTG TTT GG-3′, 
(2) 5′-CC AAA CAC AAC ATG CTG GCC ATC CAG CCA GTC T-3′. 

The rat wild type (CyPD-WT) and CyPD mutants were cloned in the 
mammalian expression vector pcDNA3.1 (Invitrogen). 

 

1.3. Cell hypoxia–reoxygenation (H/R) experiments 
 

To induce hypoxia, the complete medium (DMEM + 10% FBS + 
antibiotics) was replaced by an isotonic solution devoid of nutrients: 
Tyrode′s solution in mM (NaCl 130, KCl 5, Hepes 10, MgCl2 1, CaCl2 1.8). 
Cells were placed in a hypoxia chamber for 3 h at 37 °C. Hypoxia was ob- 
tained by flushing a stream of gas composed of 95% N2 and 5% CO2 until 
an oxygen rate reaches a value between 0.5 to 1%. At the end of the hyp- 
oxia, reperfusion was mimicked by replacement of the Tyrode′s solution 
with complete medium and reoxygenation was performed in normal in- 
cubator under normoxic conditions (Fig. 1). Cells were divided into the 
following groups: control: no hypoxia/reoxygenation; and H/R: H/R in 
cells transfected with the different plasmid constructs according to exper- 
imental requirements. 

 
 

1.4. In vitro cell death assay and inner mitochondrial membrane potential 
(Δψm) determination 

 
After 4 h of reoxygenation for cell death assay and 2 h for Δψm 

determination the cells were resuspended using Accutase (PAA lab- 
oratories). Cell death was quantified by flow cytometry (FACS Calibur, 
BD) using 1 μg/mL Propidium Iodide (PI) (ex: 488 nm; em: 590 nm) 
(Sigma). ΔΨm was quantified with 20 mM of DilC1 (1,1′,3,3,3′,3′- 
Hexamethylindodicarbocyanine Iodide) (Life Technologies) a cationic 
dye (ex: 633 nm; em: 658 nm). Triplicates samples were prepared for 
each condition and a total of 10,000 events were acquired by FACS 
(FACS Calibur, BD Biosciences). 

1.5. Calcium Retention Capacity (CRC) 
 

As previously described [27], extra-mitochondrial Ca2+ concentra- 
tion was estimated using the calcium sensitive probe calcium green- 
5N (Life technology) (ex: 500 nm; em: 530 nm). Measurements were 
performed on permeabilized cells in a medium containing (in mM): 
150  sucrose,  50  KCl,  2  KH2PO4,  20  Tris/HCl,  5  succinate–Tris  and 
0.25 μM Calcium Green-5N and digitonin (40 μM), pH 7.4. Cells were 
gently stirred for 2 min at 25 °C. Then, 10 nmol CaCl2 pulses were ap- 
plied every 2 min until PTP opening. CRC was expressed as nmoles 
Ca2+/mg of proteins. 

 
1.6. Western blot and immunoprecipitation 

 
Cells or tissue from mice hearts were prepared in standard lysis buff- 

er containing (in mM):, 20 Tris–HCl, 138 NaCl, 2.7 MgCl2, Glycerol (5%), 
5 EDTA, 1 Na3O4V, 20 NaF, 1 DTT, Nonidet P-40 (1%) and a cocktail of 
protease inhibitors (Sigma Aldrich). Western-blotting was performed 
according to standard procedures. For immuno-precipitation, whole 
cell lysates were incubated with the antibody directed against acetylat- 
ed lysine proteins (cell signaling). Immune complex were precipitated 
with protein G magnetic beads (Millipore), washed and then samples 
were denatured at 95 °C. Proteins were separated on SDS-PAGE and 
immunoblotted with following primary antibodies: Mouse anti-CyPD 
(Calbiochem); anti-SIRT3 (Cell Signaling), anti SIRT4 (Santa-Cruz); 
anti SIRT5 (Millipore); anti-Acetylated-lysine; anti-α Tubulin (Santa 
Cruz). 

 
1.7. Statistics 

 
All values are expressed as mean ± standard error of the mean 

(SEM). According to experiments, data were analyzed using t-test or 
one-way analysis variance (ANOVA), followed by a post-hoc test with 
Bonferroni or Dunnett's correction. Relationship between infarct size 
and AR was evaluated by analysis of covariance with AN as the depen- 
dent variable and AR as the covariate. p b 0.05 was considered indicative 
of a significant difference. 

The authors had full access to and take full responsibility for the 
integrity of the data. All authors have read and agreed to the manuscript 
as written. 

 
2. Results 

 
2.1. SIRT3 overexpression reduces cell death induced by 
hypoxia–reoxygenation 

 
After 4 h of reoxygenation, cell death averaged 30 ± 3% in the H/ 

R + pcDNA group. Overexpression of SIRT3 significantly decreased 
cell death (− 24%) while the expression of a SIRT3 catalytic mutant 
devoid of deacetylase activity (SIRT3 HY) did not have any signifi- 
cant effect as compared to H/R + pcDNA (Fig. 2A). Silencing SIRT3 
expression by the use of SIRT3 ShRNA (H/R + ShSIRT3) has  no effect 
as compared to H/R + ShCTL (Fig. 2B). Transfection of  any of the 
constructs we  used did not have any effect on cell death    in the 
control group. 

 
2.2. Hypoxia–reoxygenation (H/R) induces the acetylation of CyPD that can 
be prevented by SIRT3 over-expression 

 
In parallel to cell death, we quantified the acetylation of CyPD by 

immunoprecipitation. We observed that hypoxia induced an increase 
of CyPD acetylation that persisted during reperfusion (Fig. 2E). After  
4 h of reperfusion CyPD acetylation was significantly increased when 
compared to control group (4.1 ± 0.6 fold increase as compared to 
control, p b 0.05). In order to confirm that CyPD deacetylation is de- 
pendent on SIRT3 activity, we show that in cells overexpressing 



 

 

 89 

 

  

 

 
 

Fig. 2. SIRT3 over-expression deacetylates cyclophilin D in vitro and reduces cell death after H/R. Cell death and CypD acetylation were quantified after 3 h of hypoxia and 4 h of reoxy- 
genation. Acetylated proteins were immunoprecipitated and then immunoblotted with an anti-CyPD antibody. Cell death was quantified by Propidium Iodide (PI) staining. A, Overexpression of 
SIRT3 decreased cell death after H/R. B, Knocking down SIRT3 after H/R tended to increase cell death after H/R compared to control, but this effect was not significant. C, Overexpression of SIRT3 
prevented hyperacetylation of CyPD after H/R. D, Silencing SIRT3 did not modify acetylation of CyPD after H/R as compared with control. E, Images show representative western-blots with 
acetylated CyPD (bottom) and IgG (top). Results are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). H/R: hypoxia/reoxygenation; pcDNA: empty plasmid used as control of the trans- 
fection; SIRT3: SIRT3 WT plasmid; SIRT3 HY: SIRT3 catalytic mutant devoid of deacetylase activity; Sh SIRT3: Short hairpin ribonucleic acid against SIRT3; Sh CTL: Short hairpin ribonucleic acid 
without specific activity used as the transfection control. *p b 0.05 versus control; †p b 0.05 versus H/R + veh or H/R + pcDNA.‡p b 0.05 versus H/R + SIRT3 HY n = 4 to 6 different experiments. 
Each experiment was made in triplicate, and 10,000 events were counted in the flow cytometer per condition. 

 
SIRT3 there was a significant inhibition of acetylation level of CyPD 
compared to H/R + pcDNA group (−67% decrease, p b 0.05). According- 
ly, overexpression of SIRT3 HY in H/R group was unable to decrease the 
CyPD acetylation level when compared to H/R + pcDNA group (Figs. 2C 
& E). On the other hand, upon knock-down of SIRT3 expression by using 
a SIRT3 ShRNA CyPD acetylation was of the same magnitude as in the 
H/R + ShRNA CTL group (4.1 ± 1.4 for H/R + ShSIRT3 and 4.0 ± 
1.3 for H/R + Sh CTL fold compared to control, p b 0.05 compared to 
sham) (Figs. 2D& E). 

 
1.1. SIRT3 overexpression preserves the mitochondrial membrane potential 
after hypoxia–reoxygenation in cells 

 
While SIRT3 overexpression was able to decrease cell death and 

acetylation of CyPD after H/R, we wanted to know if this protection 
was related to a decrease in PTP opening. After 2 h of reoxygenation, 
Δψm showed a significant drop compared to control (−34% vs Control, p 
b 0.05). Overexpression of SIRT3 led to a sustained Δψm during reper- 
fusion (+37% compared to H/R + pcDNA, p b 0.05) not seen with over- 
expression on SIRT3 HY (Fig. 3A). In line with abovementioned data, 

ShRNA-mediated silencing of SIRT3 expression did not change the 
Δψm compared to H/R + Sh CTL group (Fig. 3B). Transfections with dif- 
ferent plasmid constructs in control groups did not significantly affect 
Δψm at baseline (data not shown) similar to cellular respiration, mito- 
chondrial ATP level and superoxide production (Fig. S1). The expression 
of none of the putative components of the mPTP (CypD, ANT and VDAC), 
and other mitochondrial sirtuins (SIRT4 and 5) were modified by the 
over-expression or deletion of SIRT3 (Fig. 3C). 

 
1.2. In vitro modification of the CyPD acetylation status alters PTP opening 
and cell death 

 
In order to confirm that the deacetylation of CyPD by SIRT3 is crucial 

for cell protection, we generated mutants of CyPD on lysine 166. CyPD 
mutant constructs were obtained by directed mutagenesis and tran- 
siently expressed in CyPD−/− MEFs. To determine the expression and 
targeting of different CyPD constructs (CyPD wt, CyPD KQ, CyPD KR), 
western-blot (WB) and immunofluorescent staining were performed. 
Experiments revealed the presence of a relatively equal amount of 
CyPD, and a mitochondrial localization in all the transfected groups 



 

 

 90 

 

  

 

 
 

Fig. 3. Overexpression of active SIRT3 preserves mitochondrial membrane potential (Δψm) after H/R. Δψm was determined by using DilC1 on H9C2 SV40 cells after 3 h of hypoxia and 2 h 
of reperfusion. Each experiment was done in triplicate, and 10,000 events were counted in the flow cytometer for each condition. 4 to 6 experiments were performed for each condition. 
*p b 0.05. A, Overexpression of SIRT3 significantly preserved Δψm as compared to H/R alone, whereas SIRT3-HY did not alter Δψm. B, Silencing SIRT3 did not significantly modify Δψm 
when compared to H/R alone. C, Effect of overexpression or deletion of SIRT3 on the expression of major mPTP components and mitochondrial sirtuins in H9C2 cells. Whole cell lysates 
were immunoblotted with the indicated antibodies. Results are expressed as mean ± SEM. H/R: hypoxia/reoxygenation; pcDNA: empty plasmid used as control of the transfection; SIRT3: 
SIRT3 WT plasmid; SIRT3 HY: SIRT3 catalytic mutant devoid of deacetylase activity; Sh SIRT3: Short hairpin ribonucleic acid against SIRT3; Sh CTL: Short hairpin ribonucleic acid without 
specific activity used as control of the transfection. 

 
(Figs. 4A & B) that is comparable to the expression seen in WT MEFs. No 
CyPD was detected in MEFs CyPD−/− transfected with empty vector. 
Moreover, the expression of recombinant CypD did not affect SIRT3 ex- 
pression (Fig. 4A), cellular respiration and superoxide production and 
global protein acetylation (Fig. S2). CRC is taken as an indicator of the 
susceptibility to PTP opening following a calcium overload. CRC of the 
permeabilized CyPD−/− MEFs expressing the different CyPD mutants 
in basal condition is shown in Figs. 4C and D. CRC was increased 
(1690 ± 417 versus 1139 ± 263 nmoles Ca2+/mg of protein) in cells 
lacking CyPD when compared to cells transfected with CyPD-WT 
while it was significantly decreased in cells expressing the acetylat- 
ed mimetic of CyPD (CyPD-KQ) (871 ± 266 nmoles Ca2+/mg of pro- 
tein, p b 0.05 compared to CyPD-WT group). Cells expressing a non- 
acetylatable form of CyPD (CyPD-KR) did not show any change in 
CRC as compared to CyPD-WT (1257  ±  350  versus  1139  ±  263 
nmoles Ca2+/mg of protein, p = NS). 

We then subjected the MEFs expressing different forms of CyPD to 
H/R treatment. In CyPD-KO MEFs, the death rate after 4 h of reperfusion 
averaged 17 ± 2% (Fig. 4E). Expression of CyPD-WT increased cell death 
after hypoxia as compared to CyPD KO cells (+38%). In cells expressing 
CyPD-KR, there was a significant decreased cell death after H/R as com- 
pared to cells that expressed CyPD-WT (−20%, p b 0.05) or a CyPD-KQ 
(−26%, p b 0.01). 

1.1. SIRT3 KO mice are not protected by ischemic PostC 
 

Since acetylation of CyPD modifies cell viability and PTP opening 
in vitro, we tested the role of SIRT3 in an in vivo mouse model of myo- 
cardial infarction. SIRT3 KO mice underwent a sustained myocardial 

ischemia–reperfusion insult. Area at risk size was comparable among 
groups (WT and SIRT3 KO mice with or without PostC) (Fig. 5A). In 
WT mice infarct size averaged 37 ± 2% of the AR. As expected, ischemic 
postC significantly reduced infarct size by 27% as compared to control 
group. SIRT3 KO mice developed similar infarcts as WT animals (38 ± 
5% versus 37 ± 2% of the AR p = NS). However, in contrast to WT 
mice, PostC was unable to reduce infarct size in SIRT3 KO mice 
(Fig. 5B). When infarct size was considered as a dependent variable 
and AR as the covariate, the covariance analysis confirmed that for 
any value of area at risk, ischemic postC significantly reduced infarct 
size in WT but not in SIRT3 KO mice (Fig. 5C). 

 
1.2. Ischemic PostC increases SIRT3 activity and decreases CyPD acetylation 
in vivo 

 
To further confirm the role of SIRT3 in ischemic PostC its activity was 

tested in vitro on mitochondria isolated from the area at risk of mice 
hearts previously subjected to I/R. SIRT3 activity was also tested on 
SIRT3 KO mice in order to estimate the specificity of the SIRT3 activity 
assay kit. 

I/R significantly reduced SIRT3 activity in WT mice (−50% decrease) 
when compared to sham (Fig. 6A). Interestingly, PostC significantly 
prevented the decreased in SIRT3 activity secondary to IR (+ 63% 
compared to I/R group, p b 0.05). We further examined whether the 
increased SIRT3 activity following PostC was associated with a de- 
acetylation of CyPD. We first showed in hearts from WT mice that total 
protein acetylation and CyPD acetylation increased after I/R (+86% ver- 
sus sham p b 0.05) (Figs. 6B and C). In WT mice, ischemic PostC decreased 
the total protein and CyPD acetylation after I/R (−40% when compared to 
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Fig. 4. Acetylation status of cyclophilin D (CyPD) modifies PTP opening and cell death. 
Calcium Retention Capacity (CRC) and cell death in CyPD−/− MEFs cells transfected with 
empty vector (pcDNA), wild type CyPD (CyPD-WT), mimic of acetylated CyPD (CyPD-
KQ) or mimic of non-acetylated CyPD (CyPD-KR). A, Images show representative western-
blots with CyPD and SIRT3 protein expression levels in MEFs. α Tubulin was used as a 
loading control. Western blot revealed the presence of a relatively equal amount of CyPD 
in all the groups transfected with CyPD constructs. No CyPD was detected in CyPD−/− 
MEFs-transfected with empty vector. B, Confocal imaging of immunostained WT or 
CyPD−/− MEFs transfected with different CyPD constructs. Cells were immunostained for 
mitochondria using mouse Tom20 antibody (in green), and for CyPD using a mouse CyPD 
antibody (in red). The different CyPD mutants are correctly localized to the mitochondria. 
CyPD−/− MEFs transfected with empty vector pcDNA do not express CyPD. C, 
Extracellular calcium measurement over time (minutes). CRC was performed in perme- 
abilized cells with Calcium-green. CyPD−/− MEFs transfected with CyPD-KQ show a higher 
susceptibility of mPTP opening than cells transfected with CyPD-KR. (n = 8 experiments) 
D, CRC 
values. Calcium level represented as nanomoles per mg of protein required for mPTP 
opening. CyPD−/− MEFs transfected with CyPD-KQ are more sensitive to mPTP opening 
compared to cells transfected with CyPD-WT. E, Cell death quantification by Propidium 
Iodide staining was performed after 3 h of hypoxia and 4 h of reoxygenation. Each 
experiment was carried out in triplicate, n = 4 experiments. For each experiment 10,000 
events were analyzed by flow cytometer. Cell death was lower in CyPD−/− MEFs 
transfected with CyPD-KR than with WT-CyPD or CyPD-KQ. Error bars indicate standard 
error of the mean (SEM). *p b 0.05, **p b 0.01. 
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Fig. 5. SIRT3 is required for post-conditioning in vivo. A, area at risk (AR) expressed in percentage of left ventricle (LV). Area at risk was similar in all the groups. B, Infarct size in wild type 
(WT) and SIRT3 KO mice. Representative area of necrosis (AN) and AR are shown for each group (n = 7 to 9 mice per group). PostC failed to reduce infarct size in SIRT3 KO mice. C, Area of 
necrosis considered as a dependent variable and area at risk as the covariate. The covariance analysis confirmed that for any value of area at risk, postC significantly reduced infarct size, 
contrary to SIRT3 KO mice, for which postC failed to trigger protection in SIRT3 KO mice. Error bars indicate standard error of the mean (SEM). I/R: ischemia/reperfusion; mech PostC: 
mechanical post-conditioning. *p b 0.05. 

 

I/R, p b 0.05). At baseline, SIRT3 KO mice displayed an increased CyPD 
acetylation as compared to WT Sham. In these mice, I/R did not further 
increase the protein acetylation state; neither ischemic PostC reduced it 
(Figs. 6B and C). In parallel we tested the mPTP functionality in mitochon- 
dria isolated from the area at risk. As expected we were able to show   
a protective effect of the PostC on CRC in mitochondria from WT 
mice (270 ± 17 nmoles Ca2+/mg protein  in I/R  group  vs  350  ± 16 in 
I/R + PostC), but this effect was lost in mitochondria from SIRT3 KO 
mice (Fig. 6D). 

 
1. Discussion 

 
This study suggests that the activation of SIRT3 by ischemic postC pre- 

vents lethal myocardial reperfusion injury. This protective effect is most 
likely related to the deacetylation of CyPD that prevents PTP opening 
and subsequent irreversible myocardial damage after reperfusion. 

Shulga et al. have shown a role for post-translational modification of 
CyPD in PTP regulation. We questioned whether the acetylation of CyPD 
might modulate PTP opening during myocardial ischemia–reperfusion. 
We first observed both in vitro and in vivo that hypoxia–reoxygenation 
leads to an increased acetylation of CyPD. In vitro, (in MEFs), we 
demonstrated that the hyper-acetylation of CyPD triggers, whereas 
its deacetylation reduces, the probability of PTP opening, as assessed 
by the mitochondrial CRC. 

Since SIRT3 is a deacetylase, we questioned whether it might be 
involved in CyPD-dependent modulation of PTP opening during H/R. 
We showed in vitro that overexpression of SIRT3 attenuates, whereas 
its knock-down tends to increase mitochondrial depolarization and 
subsequent cell death after a prolonged H/R. These data are in line 
with previous work by Shulga et al. indicating that SIRT3 prevents the 

binding of CyPD to the ANT in HeLa cells, and that the disruption of 
this interaction is dependent on CyPD deacetylation by SIRT3. Since 
H9C2 cells and MEFs are not primary adult cardiomyocytes they were 
used as a model because they can be easily transfected. But in order to 
strengthen our results we used an in vivo model of myocardial in- 
farction in mice. Nevertheless our results are partially in line with 
previous works [15] showing that the differences between SIRT3 
KO mice and WT appeared at the age of 18 months. One possible ex- 
planation for this discrepancy could be the fact that Hafner et al. 
were working under basal conditions, while we focused on stressful 
situation (ischemia–reperfusion or hypoxia–reoxygenation). Under 
such circumstances it is reasonable to speculate that the mitochon- 
dria and more specifically mPTP and SIRT3 activity are challenged as 
it could be during aging. 

Interestingly, in vivo ischemic postC reduced infarct size in WT but 
not in SIRT3-KO hearts. Moreover, SIRT3 KO hearts displayed a hyper- 
acetylated CyPD status under baseline conditions when compared to 
WT littermates. Importantly, the increased SIRT3 activity observed in 
postconditioned hearts was associated with a reduced acetylation of 
CyPD. We used mechanical PostC in our model that have been shown 
to be effective in reducing the infarct size in animals and human [28], 
and yet, we don't know what would be the acetylation status of CypD 
after pharmacological postC. Our group already showed that pharmaco- 
logical postC with cyclosporine A is relevant to protect the infarcted 
heart in human [8]. 

Concerning the role of SIRT3, work from another group has also 
shown that SIRT3 is essential for bone marrow cell mediated cardiac re- 
pair in post-myocardial infarction [29]. Interestingly we did not observe 
a difference in infarct size between WT and SIRT3−/− mice. Howev- 
er a recent publication using a model of SIRT3 knockdown mice with 
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Fig. 6. Post-conditioning increases SIRT3 activity and deacetylates cyclophilin D (CyPD) in vivo. A, SIRT3 activity in mitochondria isolated from mice heart after ischemia/reperfusion (I/R). 
I/R lead to a decreased SIRT3 activity whereas ischemic PostC significantly preserves SIRT3 activity compared to I/R. B, Quantitative histograms of acetylated CyPD (n = 4 to 10 different 
experiments) and representative western blot. Acetylated proteins were immunoprecipitated with anti-acetylated lysin antibody and then immunoblotted with an anti-CyPD antibody. 
Species-specific immunoglobulins (IgG) were used as a control for immunoprecipitation. In vivo, CyPD acetylation increases after I/R in wild type (WT) which can be significantly 
prevented by PostC. PostC failed to prevent hyperacetylation of CyPD in SIRT3 KO mice. C, Mitochondrial proteins were immunoprecipitated with acetylated lysine antibody and 
immunoblotted for CypD in order to quantify CypD acetylation. In parallel, immunoblot shows total mitochondrial acetylation, SIRT3 and CypD expression. Besides the fact that CyPD  
is hyperacetylated after I/R, we also observed a global hyperacetylation of mitochondrial proteins after I/R in WT mice. D, CRC values. Calcium level represented as Ca2+ nanomoles per 
mg of protein necessary for mPTP opening on isolated mitochondria. PostC significantly increased CRC in mitochondria from WT mice but not from SIRT3 KO mice. Error bars indicate 
standard error of the mean (SEM). *p b 0.05 between groups, †p b 0.05 versus H/R or H/R + postC. 

 
Langendorff technique showed that SIRT3+/− mice had poor functional 
recovery and greater infarct size [30]. This disparity could be explained 
by the difference in gene silencing approaches i.e., knock-down vs 
knock-out, and also by the techniques employed for ischemia– 
reperfusion i.e., Langendorff compared to in vivo model of acute 
ischemia–reperfusion. 

How  a  prolonged  hypoxia–reoxygenation  might  decrease  SIRT3 
activity remains unclear. However, one can speculate that it is related to 
a modification of the NAD+/NADH ratio. NAD+ is the major regulator of 
SIRT3. The observed reduction of SIRT3 activity could be due to the 
decrease  of  NAD+/NADH  ratio  which  is  known  to  occur  during  a 
prolonged myocardial ischemia–reperfusion. We showed that NAD+ 
contents dramatically dropped after H/R in H9C2 cells (Fig. S3). More- 
over, Bernadi's group already reported that NAD+/NADH depletion 
during reperfusion is partly due to PTP opening leading to a release of mi- 
tochondrial NAD+ into the cytosol where it is degraded by glycohydrolase 
[31,32]. The decrease of NAD+ might not allow a sufficient activation of 
SIRT3, thereby leading to a hyper-acetylation of CyPD and thus further fa- 
cilitating PTP opening. This hypothesis is supported by a recent work by Fu 
et al. who showed that trans-(-)-ε-viniferin (trans-viniferin), a natural 
derivative of stilbenic compounds, can activate SIRT3 by increasing the 
NAD+/NADH ratio [33]. One cannot however exclude that the protection 
afforded by SIRT3 against lethal reperfusion injury might also involve its 
anti-oxidative properties or the activation of 5′-AMP-activated kinase 
(AMPK), known to have cardiac protective effect during I/R [34–39]. 
Moreover we cannot exclude a role of other sirtuins during ischemic 
PostC. Maskin-Matveev et al. have shown that neonatal cardiomyocytes 
from transgenic mice over-expressing SIRT6 exhibited a higher resistance to 
hypoxia–reoxygenation mediated cell death even if the intracellular 

pathway involved is different [40]. Furthermore it has been recently 
shown in Hela cells that SIRT4 is also able to modulate sensitivity of the 
PTP depending on CyPD post-translational modification via glutamate de- 
hydrogenase 1 inactivation [41]. To date no direct post-translational mod- 
ification of CyPD by sirtuins other than SIRT3 has been shown. 

All together our study suggests that the increased acetylation of 
CyPD following a prolonged ischemia–reperfusion facilitates PTP open- 
ing and subsequent cell death. Ischemic postC might prevent lethal re- 
perfusion injury through an increased SIRT3 activity and subsequent 
attenuation of CyPD acetylation at reperfusion. This study opens new 
perspectives for the development of protective therapies to prevent 
lethal reperfusion injury during acute myocardial infarction. 
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Discussion Article 1 : 

Cette étude suggère que le PostC ischémique permet de limiter les lésions de reperfusion dans le 

myocarde grâce à une activation de SIRT3. Cet effet protecteur serait très probablement lié à la 

déacétylation de la CypD qui inhibe l’ouverture du mPTP et ainsi les lésions irréversibles provoquées 

par la reperfusion. 

Shulga et al. ont montré que la modification post-traductionnelle de la CypD avait un rôle dans la 

régulation de l’ouverture du mPTP. Nous nous sommes demandé si l’acétylation de la CypD pouvait 

moduler l’ouverture du mPTP lors de l’ischémie reperfusion. Nous avons premièrement observé in 

vitro et in vivo que l’hypoxie réoxygénation sur des cellules H9C2 provoquait une augmentation de 

l’acétylation de la CypD. In vitro, sur des MEFs exprimant différents mutants d’acétylation de la CypD, 

nous avons pu montrer via la mesure de la capacité de rétention calcique mitochondriale que 

l’hyper-acétylation de la CypD augmentait la probabilité d’ouverture du mPTP, alors que la 

déacétylation la réduisait. 

Etant donné que la SIRT3 est une déacétylase, nous nous sommes demandé si elle pouvait être 

impliquée dans la modulation de l’ouverture du mPTP dépendante du niveau d’acétylation de la 

CypD lors de l’hypoxie réoxygénation. Nous avons montré qu’in vitro sur des cellules H9C2, la 

surexpression de SIRT3 limitait la dépolarisation mitochondriale ainsi que la mort cellulaire associée, 

alors que la délétion de SIRT3 avait l’effet opposé en condition d’hypoxie réoxygénation. Ces 

données sont en accord avec le travail mené par Shulga et al. et qui indiquent que la SIRT3 empêche 

la liaison de la CypD à l’ANT dans les cellules HeLa, et que la modification de cette liaison est 

dépendante de la déacétylation de la CypD par la SIRT3. Bien que les cellules H9C2 et HeLa ne soient 

pas des cardiomyocytes primaires, on peut imaginer que ces mécanismes de modifications post-

traductionnels par modification de l’acétylation en réponse au stress hypoxiques sont ubiquitaires. 
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Dans un souci d’appuyer la validité de nos résultats obtenus in vitro, nous avons également utilisé un 

modèle d’infarctus du myocarde in vivo chez la souris.  

De manière intéressante, le PostC ischémique in vivo réduisait la taille d’infarctus chez les souris 

WT mais pas chez les souris SIRT3 KO. De plus, le tissu cardiaque de souris SIRT3 KO présentaient une 

CypD hyper-acétylée en condition basale en comparaison aux WT. En parallèle, nous avons mis en 

évidence une réduction significative de l’acétylation de la CypD par le post-conditionnement 

ischémique associé à une augmentation de l’activité de SIRT3. Dans notre étude, nous avons utilisé le 

modèle de PostC ischémique dont l’efficacité avait été montrée dans des modèles animaux et 

humain [28], et nous n’avons pas d’information sur l’acétylation de la CypD dans le cas d’un PostC 

pharmacologique. Notre groupe a déjà montré le que le PostC pharmacologique à la CsA pourrait 

protéger le myocarde humain lors d’un infarctus [8], bien que ces résultats n’aient pu être confirmés 

à plus grande échelle (Mewton et al., 2015). 

Néanmoins, nos résultats sont partiellement en adéquations avec les travaux précédents [15], 

montrant que les différences entre les souris WT et SIRT3 KO n’apparaissent qu’à l’âge de 18 mois. 

Une explication possible de cette différence de résultats pourrait être que Hafner et al. ont travaillé 

en condition basale, alors que nos travaux portaient sur un situation de stress (ischémie reperfusion 

et hypoxie réoxygénation). Il est donc raisonnable de penser que la mitochondrie, et plus 

particulièrement le mPTP et l’activité de SIRT3 pourraient être impactés dans ces différentes 

conditions, de même manière que lors du vieillissement. 

En ce qui concerne le rôle de SIRT3 dans la cardioprotection, d’autres équipes ont montré que la 

SIRT3 était essentielle dans la réparation cardiaque dépendante des cellules dérivées de la moelle 

osseuse après un infarctus du myocarde [29]. De manière intéressante, nous n’avons pas relevé de 

différence dans la taille d’infarctus entre les souris WT et SIRT3 KO. Toutefois, une étude récente 

utilisant un modèle de souris SIRT3 knockdown (KD) avec une technique de Langendorff, a montré 

que le KD de SIRT3 entrainait une mauvaise récupération cardiaque et une augmentation de la taille 
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d’infarctus [30]. Cette différence peut s’expliquer du fait des différentes approches de modification 

génétique, KO vs KD, ainsi que par la technique employée pour l’ischémie reperfusion, cœur isolé 

perfusé par rapport à un modèle in vivo. 

En ce qui concerne l’impact du stress induit par l’ischémie reperfusion sur la SIRT3, l’effet du 

temps d’hypoxie réoxygénation sur la diminution de l’activité de SIRT3 reste à déterminer. Toutefois, 

l’hypothèse serait que l’activité de SIRT3 serait corrélée aux modifications du ratio NAD+/NADH. En 

effet, le NAD+ est le régulateur majeur de l’activité de la SIRT3. Le groupe de Bernardi a rapporté une 

diminution du taux de NAD+/NADH au moment de la reperfusion, due à l’ouverture du mPTP qui 

provoque une libération du NAD+ dans le cytoplasme où il est dégradé par la glycohydrolase [31,32]. 

Sachant que les taux de NAD+/NADH sont modifiés lors d’une ischémie reperfusion myocardique 

prolongée, la diminution d’activité de la SIRT3 pourrait être attribuée à une modification du taux de 

NAD+. Ainsi, nous avons montré que les taux de NAD+ chutent dramatiquement après une hypoxie 

réoxygénation dans les cellules H9C2 (Fig.S3). La diminution du taux de NAD+ pourrait empêcher 

l’activation suffisante de SIRT3, provoquant l’hyper-acétylation de la CypD et ainsi faciliter 

l’ouverture du mPTP. Cette hypothèse est renforcée par un travail récent de Fu et al. qui a montré 

que la trans-(-)-ɛ-viniférine (trans-viniférine), dérivé naturel de composés stilbène, pouvait activer 

SIRT3 en augmentant le ratio NAD+/NADH [33]. On ne peut toutefois pas exclure que la protection 

apportée par SIRT3 face aux lésions de reperfusion pourrait également impliquer ses propriétés anti-

oxydantes ou l’activation de la 5’-AMP-activated kinase (AMPK), connue pour son rôle protecteur lors 

de l’ischémie reperfusion [34-39]. De plus, nous ne pouvons pas non plus exclure l’intervention 

possible d’autres sirtuines lors du PostC ischémique. Maskin-Matveev et al. ont montré que des 

cardiomyocytes néonataux de souris transgéniques sur-exprimant la SIRT6 montraient une résistance 

accrue à la mort cellulaire provoquée par l’hypoxie réoxygénation, bien que la voie intracellulaire 

impliquée soit différente [40]. A ce jour, aucune autre modification post-traductionnelle de la CypD 

par une sirtuine n’a été montrée que celle de la SIRT3. 
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Dans l’ensemble, notre étude suggère que l’augmentation de l’acétylation de la CypD suite à une 

ischémie reperfusion facilite l’ouverture du mPTP et la mort cellulaire associée. Le PostC ischémique 

pourrait limiter les lésions de reperfusion en augmentant l’activité de la SIRT3 et ainsi par la 

déacétylation de la CypD à la reperfusion. Cette étude ouvre de nouvelles perspectives sur le 

développement de nouvelles thérapies visant à inhiber les lésions de reperfusion durant l’infarctus 

aigu du myocarde. 
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Conclusion :  

Dans ce premier article, nous avons mis en évidence l’importance de la SIRT3 dans le mécanisme 

du post-conditionnement ischémique chez des souris jeunes (2 mois). Nous avons pu mettre en 

évidence que la réussite du post-conditionnement ischémique dépendait de l’activation de la SIRT3 

qui pouvait ainsi déacétyler la CypD et donc limiter l’ouverture du mPTP et les lésions de reperfusion 

en conséquence. 

Dans un second temps, nous nous sommes posé la question de l’impact du vieillissement sur le 

post-conditionnement, et donc sur l’effet de l’activité déacétylase dans la réussite de la 

cardioprotection.  
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Article 2 

No de-acetylation of Cyclophilin D in response to postcondtionning in mice ageing heart 

Villedieu C, Pillot B, Harisseh R, Augeul L, Harhous Z, Bochaton T, Gallo-Bona N, Al-Mawla R, Gharib A, 

Ovize M & Baetz D 

Abstract 

Rationale: Les methodes de cardioprotection ont été développées dans le but de protéger le cœur 
face aux effets délétères de l’ischémie-reperfusion. Parmis ces méthodes, le postconditionnement 
permet de réduire la taille d’infarctus chez différents modèles animaux. Au regard des études 
préliminaires encourageantes dans les modèles animaux, la démonstration d’un effet positif des 
méthodes de conditionnement en clinique manque toujours, sans qu’il n’y ait pour l’instant 
d’explication satisfaisante. De plus, le vieillissement est un facteur de risque majeur de l’ischémie 
myocardique. Nous avons déjà montré que la déacétylation de la cyclophiline D (CypD) est une 
modification post-traductionelle essentielle dans la réussite du postconditionnement chez les jeunes 
animaux. 

Objectif : Le but de cette étude est de déterminer l’impact du vieillissement sur l’efficacité du 
postconditionnement chez la souris, et si le niveau d’acétylation de la CypD est lié à la réussite de la 
méthode de cardioprotection utilisée. 

Méthodes et résultats : Des souris C57Bl6 jeunes (2 mois) et âgées (12 à 18 mois) ont subit une 
ischémie reperfusion (IR) ou un postconditionnement ischémique (IPC). Les tailles d’infacrtus ont été 
quantifiées, et le statut d’acétylation des protéines mitochondriales a été évalué dans nos différentes 
conditions expérimentales. En parallèle, nous avons évalué les fonctions mitochondriales et 
l’acétylation des protéines en condition basale, ainsi que l’activité déacétylase, dans le but d’estimer 
l’impact du vieillissement sur ces différents facteurs. L’IPC ne permet pas la diminution de la taille 
d’infarctus chez les souris âgées par rapport au contrôle (48.1 ± 3.7 % vs. 51.5 ± 4.1 % de l’aire à 
risque). En parallèle, nous ne reportons aucune modification de l’acétylation globale ni de la CypD, 
après IR ou IPC chez les souris âgées. De plus, nous avons quantifié une diminution significative de 
l’activité décaétylase avec l’âge (0.992 ± 0.086 vs. 0.362 ± 0.210 A.U. p<0.01), sans modification des 
fonctions mitochondriales basales, ou de l’expression des SIRT3 et SIRT5 chez les souris âgées qui 
pourrait être associée à la perte d’efficacité de l’IPC. 

Conclusions : Cette étude démontre premièrement que l’IPC, bien qu’efficace dans diiférents 
modèles d’animaux jeunes, n’a plus d’effet chez les animaux âgés, contrairement à ce que nous 
avions montré dans notre étude précédente (article 1) sur des animaux âgés de 2 mois. Nous avons 
pu confirmer que la déacétylation de la CypD est un mécanisme crucial dans la réduciton de la taille 
d’infarctus par l’IPC. De plus, nous soulevons la question du biais des modèles expérimentaux, 
quipourraient en partie expliquer l’échec de plusieurs essais cliniques. 
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ABSTRACT 
 
 
Rationale: Cardioprotection methods have been developed to protect the heart against 

deleterious effects of ischemia reperfusion, among them, postconditioning was shown to 

decrease infarct size in different animal models. In the face of encouraging proof-of-concept 

studies in animal models, the demonstration of the clinical benefit of conditioning 

interventions is still lacking, and, currently, there is no clear explanation. At the same time, 

ageing is a major risk factor in myocardial ischemia. Moreover, we already shown that de-

acetylation of cyclophilin D (CypD), a post-translational modification (PTM) was crucial for 

postconditioning success in young animals. 

 
Objective: The aim of the present study was to determine the impact of ageing on the 

effectiveness of postcondtioning in mice. And if the level of acetylation of cyclophilin D is 

related to the success of the cardioprotective method applied. 

 
Methods and results: We submitted young (2-months old) and old (12 to 18-months old) 

C57Bl6 mice, to ischemia reperfusion (IR) and ischemic postconditioning (IPC). Infarct sizes 

were quantified, and mitochondrial protein acetylation status was evaluated under our 

different experimental conditions. In parallel, basal mitochondrial functions and protein 

acetylation were evaluated, as well as de-acetylase activity, to estimate the impact of ageing 

on these factors. Ischemic postconditioning did not reduce infarct size in old mice hearts 

when compared to control (48.1 ± 3.7 % vs. 51.5 ± 4.1 % of the area at risk). In parallel, we 

reported no more modification of the global acetylation profile nor CypD acetylation neither 

after IR or IPC in aged mice. Moreover, we quantified a significant decrease in de-acetylase 

activity with age (0.992 ± 0.086 vs. 0.362 ± 0.210 A.U. p<0.01), with no basal mitochondrial 

function or SIRT3 and SIRT5 expression modification in old mice that could be associated to 

the loss of postconditioning efficiency. 

 
Conclusions: This study demonstrates first, that ischemic post-conditioning, although successful 

in different models of young animals, has no longer effect in older ones as opposed 
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to our previous study performed in 8-weeks old mice. We confirmed in this work that de-

acetylation of CypD is a crucial mechanism to get infarct size reduction by IPC. Moreover, 

the question of biased animal models arises from this work and could explain in part the 

reason why several clinical trials have failed. 

 
 
 
 
 
 
Key words: ischemia-reperfusion, postconditioning, ageing, cyclophilin D, post-translational 
modifications, mitochondria. 
 
 
 
 
 
 
LIST OF ABBREVIATIONS 
 
 
 
 
AMI: acute myocardial infarction 
 
 
AN: area of necrosis 
 
 
AAR: Area at Risk 
 
 
CRC: Calcium Retention Capacity 
 
 
CypD: Cyclophilin D 
 
 
IR: Ischemia-reperfusion 
 
 
IPC: ischemic post-conditioning 
 
 
LCA: Left Coronary Artery 
 
 
NAD+: Nicotinamide Adenine Dinucleotide 
 
PTM: post-translational modification 
 
 
PTP: Permeability transition pore 
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SIRT3: Sirtuin 3 
 
 
SIRT5: sirtuin 5 
 
 
TTC: Triphenyltetrazolium chloride 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION 
 
 
 
 
Despite encouraging proof-of-concept studies, the demonstration of the clinical benefit of 

conditioning interventions is still lacking (Staat et al., 2005; Piot et al., 2008; Cung et al., 

2015, Hausenloy et al., 2016). The explanation for this difficulty to transfer experimental 

evidence into clinical practice is unclear. Several effect-modifying factors may play a 

confounding role including common co-morbidities (e.g. diabetes, hyperlipidemia, obesity) as 

well as treatments administered to acute myocardial infarction (AMI) patients that may have 

infarct size-reducing effects (Roubille et al., 2012). 

 
Age is a very potent risk factor affecting cardiovascular morbidity and mortality, but it is unclear 

whether the tolerance to ischemia and the response to protective therapy are different in elderly 

patients. Experimental evidence suggests that endogenous mechanisms to protect heart against 

ischemia reperfusion injury weaken and that preconditioning is less efficient in elderly animals 

(Boengler et al., 2009; Dia et al., 2012). The impact of age on postconditioning protection remains 

unclear (Ferdinandy et al., 2014; Whittington et al., 2013). 
 
Mitochondrial permeability transition pore (PTP) has been involved in reperfusion injury and pre- 

and postconditioning may blunt reperfusion injury through the inhibition of PTP opening 

(Hausenloy et al., 2009; Argaud et al., 2005). Post-translational modifications (PTM) have been 

involved in the regulation of PTP opening and age has been shown to have an impact on PTM 

and mitochondrial functions (Nguyen et al., 2011; Lu et al., 2011; Hafner et al., 2010). Acetylation 

of lysine residues plays an important role in mitochondrial metabolism (Kim et al., 
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2006; Zhao et al., 2010). Mitochondrial protein acetylation depends on the balance between 

acetylation and de-acetylation which is mainly driven by Sirtuins. SIRT3, SIRT4 and SIRT5 

are expressed in mitochondria and SIRT3 as the most active de-acetylase has been involved 

in anti-ageing processes (Lombard et al., 2007). Several proteins implicated in ischemia-

reperfusion (IR) injury are SIRT3 targets, including cyclophilin D (CypD), a major modulator 

of PTP opening (Porter et al., 2014; Sundaresan et al., 2008). 
 
We previously reported that SIRT3 is required for ischemic postconditioning to reduce infarct 

size, through the de-acetylation of CypD (Bochaton et al., 2015). In the present work, we 

questioned whether the putative weakness of postconditioning in ageing hearts might be 

related to an alteration of the de-acetylase action of SIRT3 on CypD. 

 
 
 
 
METHODS 
 
Animals 
 
Experiments were carried out according to the NIH Guide on the Use of Laboratory Animals 

(NIH Publication No. 85-23, revised 1996) and the Lyon 1 Claude Bernard University 

Committee n BH2007-07 on Animal Care approved all procedures. C57bl6 male mice aged 

of 2 (young) or between 12-18 months (old) were used in this study (young = 24 animals, old 

= 36 animals) 

 
In vivo model of acute myocardial ischemia-reperfusion injury 
 
As previously described (Bochaton et al., 2015; Gomez et al., 2008; Thibault et al., 2011), mice 

were anesthetized by 73mg/kg body weight of pentobarbital IP. Analgesia was provided by an 

intraperitoneal injection of buprenorphine (0.075mg/kg). Animals were intubated, and myocardial 

infarction was induced by the transient ligation of the left coronary artery (LCA). Animals 

underwent 45min of ischemia followed by 24h of reperfusion. Mice were randomly allocated to 

ischemia-reperfusion (IR) group or ischemic post conditioning (IPC) group (Fig.1): 
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- IR group: 45 min of ischemia followed by 24h of reperfusion and no additional 

intervention  
 

- IPC group: within one minute after reflow, ischemic post conditioning was performed 

as 3 cycles of 1 min ischemia/1 min reperfusion, followed by 24h of reperfusion.  

 
Infarct size determination 
 
At the end of the reperfusion period, the LCA was briefly re-occluded and 0.5mg/kg of Uniperse 

blue pigment was injected IV to delineate the in vivo area at risk (AAR), as previously described 

(Gomez et al., 2008; Thibault et al., 2011). Hearts were sliced and weighed for AAR 

measurement. Incubation of the hearts for 15min in a 1% solution of triphenyltetrazolium chloride 

(TTC) at 37°C differentiated infarcted (pale) and viable (brick red) myocardium. Area of necrosis 

(AN) was determined, total weight of AAR and AN was calculated and expressed in grams as 

percentage of LV weight and of the AAR weight, respectively. 

 
Isolation of mitochondria 
 
 
As previously described (Gharib et al., 2012), hearts were excised while still beating and 

immediately placed in cold A buffer containing in mM: 70 sucrose, 210 mannitol, 1 EDTA and 50 

Tris HCl (pH 7.4). Atria were removed, and the tissue was finely minced with scissors. A potter-

Elvehjem was used to homogenize the tissue. The homogenate was centrifuged at 1 300g for 3 

min and the supernatant at 10 000g for 10 min. The mitochondrial pellet was suspended in 

isolation B buffer (same as A buffer except for EDTA 0.1mM). The suspension was centrifuged at 

10 000g for 10min and homogenized in a 100μL of B buffer. Protein content was routinely 

assessed using Bradford reagent, with bovine serum albumin as standard. 

 
Calcium Retention Capacity (CRC) 
 
 
The extra-mitochondrial Ca2+ concentration was estimated with a spectrofluorometer using 

400nM of the calcium sensitive probe calcium green 5N (Life technology) (ex: 500nm; em: 

530nm). The incubation C buffer contained, in mM: 150 sucrose, 50 KCl, 2 KH2PO4, 20 tris/HCl, 5 

succinate and 0.25μM Calcium Green 5N. 250μg of mitochondrial proteins were added in 
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2mL of C buffer (Teixeira et al., 2015). Cyclosporine A (CsA; 1μM) was used to inhibit PTP 

opening. Mitochondria were gently stirred for 2 min at 25°C. Then, 40nmol CaCl2 pulses were 

applied every 2 min until PTP opening. CRC was expressed as nmoles of Ca2+/mg of 

proteins sufficient to open the PTP. 

 
Oxidative Phosphorylation 
 
 
Oxidative phosphorylation was recorded on isolated mitochondria at 25°C using a Clark-type 

electrode (Oroboros oxygraph, Austria), as previously described (De Paulis et al., 2013). 

350μg of mitochondria were incubated in 2mL of respiration buffer (pH 7.4) containing in mM: 

100 KCl, 50 MOPS, 1 EGTA, 5 KH2PO4 and 1mg/mL fatty acid free BSA. 

Glutamate/Malate/Pyruvate (5mM each), succinate (5mM) and TMPD-acorbate (0.125-

1.25mM respectively) were used as electron donors to specific complexes of the electron 

transport chain. Rotenone (1μM) and Antimicyn A (12.5μM) were added as specific inhibitors 

of complexes I and III respectively. Oxygen consumption of each complex was expressed as 

nmol O2/min/mg of proteins. 

 
Protein expression 
 
As previously described (Bochaton et al., 2015), mitochondria were lysed in RIPA lysis buffer 

containing in mM: 20 Tris-HCl, 138 NaCl, 2.7 MgCl2, Glycerol 5%, 5 EDTA, 1Na3O4V, 20 NaF, 

1DTT, Nonidet P-40 1% and a cocktail of protease inhibitors (Sigma Aldrich). SDS-PAGE 

Western blotting was performed according to standard procedure. Immunoblotting was performed 

with primary antibodies: Mouse anti-CypD (Calbiochem 1/1000), Rabbit anti-SIRT3 (Cell 

Signaling 1/1000), Rabbit anti-acetylated-Lysine (Cell signaling 1/2000), Rabbit anti-Tom20 

(Santa Cruz 1/2000), Rabbit anti-acetylated Lysine (Cell signaling 1/2000), Rabbit anti-SIRT5 

(Millipore 1/1000), Mouse anti-Tubulin α (Santa Cruz 1/4000). Representative images were 

performed on the same membrane, and the image was cropped to fit the histograms presented. 

Quantification was calculated as the ratio of the protein expression over Tom20 or 

Tubulin α expression, and normalized against a reference sample. 
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CypD acetylation 
 
 
Mitochondrial lysates were incubated with a Rabbit anti-acetylated lysin antibody (Cell 

Signaling). Immune complexes were then immunoprecipitated using protein G magnetic 

beads (Millipore), washed and then denatured at 95°C. CypD was then revealed after a 

classical SDS-PAGE migration and immune-blotted with Mouse anti-CypD (Calbiochem). 

 
Deacetylase activity 
 
 
Deacetylase activity was estimated on mitochondria extracted from heart of young and old 

WT and SIRT3 KO mice, using SIRT3 fluorescent assay kit (BPS Bioscience), as previously 

described (Bochaton et al., 2015). 

 
[NAD+] content 
 
NAD+ content was estimated on whole heart samples, using NADH fluorescence (ex: 340nm 

em: 460nm) and alcohol deshydrogenase to produce NADH from NAD+. 
 
Statistics 
 
 
All values are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). According to 

experiments, data were analyzed using t-test or one-way analysis variance (ANOVA), 

followed by a post-hoc test with Bonferroni correction. p < 0.05 was considered indicative of 

a significant difference. 

 
 
 
 
RESULTS 
 
 
Infarct size 
 
Area at risk size (AAR) was comparable between groups, ranging from 59.8 ± 0.04 to 60.4 ± 

0.03. Importantly, ischemic postconditioning did not reduce infarct size in old mice hearts 

when compared to control: 50.8 ± 5.8 % vs. 49.5 ± 5.2 % of the area at risk size (Fig. 2). 
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Post-ischemic acetylation status: effect of postconditioning 
 
In line with a previous report from our lab, we questioned whether the absence of protective 

effect of ischemic postconditioning might be related to any modification in de-acetylation of 

CypD (Bochaton et al., 2015). 
 
In old mice hearts, postconditioning did not significantly modify the expression of SIRT3, 

SIRT5 or CypD when compared to control (Fig.3A). The global (heart lysates) acetylation 

status was comparable between control and postconditioned hearts: 0.83 ± 0.09 vs. 0.77 ± 

0.09 A.U., respectively (Fig. 3B). Moreover, we did not observe any significant difference in 

acetylation of CypD between postconditioned and control groups (Fig.3C). 

 
 
Mitochondrial de-acetylase activity in old versus young hearts 
 
Baseline mitochondrial de-acetylase activity was significantly reduced in old versus young 

mice hearts, averaging 0.401 ± 0.020 vs. 0.292 ± 0.020 A.U., respectively (p<0.01) (Fig.4A). 

The amount of acetylated mitochondrial proteins was (although not significantly) increased in 

old versus young hearts: 0.41 ± 0.073 vs. 0.52 ± 0.115 A.U., respectively (fig.4B). 

Mitochondrial NAD+ content (pmol/μg protein) was comparable between old and young mice 

hearts: 7.509 ± 0.363 vs. 7.867 ± 0.754 pmol/μg protein (Fig. 4C). 
 
SIRT3 expression was comparable in old compared to young mice (1.143 ± 0.043 vs.1.118 ± 

0.030 A.U., respectively); SIRT5 expression was significantly reduced in hearts of old versus 

young mice: 0.595 ± 0.039 vs. 0.350 ± 0.041 A.U.; p<0.01), (fig.4D and 4E). We observed a 

significant increase in CypD expression in old versus young mice hearts (0.915 ± 0.047 vs. 

1.043 ± 0.019 A.U.; p<0.05) (Fig.4 F). 
 
Oxygen consumption was significantly decreased in isolated mitochondria from old versus 

young mice hearts: 37.47 ± 2.80 vs. 62.80 ± 10.45 nmole O2/min/mg protein; p<0.05, 

respectively (Fig.5A). CRC was comparable (basal: 759.5 ± 52.94 vs. 704.8 ± 12.49) in 

mitochondria from old versus young mice hearts (Fig.5B). The addition of CsA in the pellet 

resulted in a significant increase in baseline CRC in old mice hearts (Fig.5B). 
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DISCUSSION 
 
This study first shows that ischemic postconditioning does not reduce myocardial infarct size 

in 12 to 18-month old as opposed to 2-month old mice. This is in line with previous reports 

indicating that ischemic preconditioning protection is lost in aged rodents (Boengler et al., 

2008). Moreover, one study in humans already reported that protection offered by 

preconditioning is lost in elderly patients (Lee et al., 2002) 
 
The mechanism for this loss of protection is unclear. In a previous study, we reported using 

in vitro modification of the CypD acetylation status in MEFs, hypoxia-reoxygenation in H9C2 

cells, as well as prolonged ischemia-reperfusion in Sirt3-KO and WT mice, that ischemic 

postconditioning might prevent lethal reperfusion injury through an increased SIRT3 activity 

and subsequent attenuation of CypD acetylation at reperfusion (Bochaton et al., 2015). We 

then questioned whether ageing might attenuate the ability of SIRT3 to de-acetylate CypD, 

since it was described that SIRT3 expression decreases with age (Kwon et al., 2015). 
 
As opposed to our previous work performed on 2-month old mice, we here observed that, in old 

mice hearts, ischemic postconditioning was not associated with a decrease in de-acetylation of all 

mitochondrial proteins and specifically of CypD compare to ischemia-reperfusion. In parallel, we 

did not record any modification of the expression of SIRT3 and SIRT5 that are known to be 

responsible of most of the de-acetylation process in mitochondria. We then examined whether 

ageing might have altered mitochondrial de-acetylase activity under baseline conditions. We 

showed indeed that mitochondrial de-acetylase activity was significantly reduced in old mice 

hearts. This was neither related to a decrease in NAD+ content nor to a decrease in SIRT3 

expression. SIRT5 expression however was significantly reduced in elderly. Although SIRT5 has 

been described as a minor de-acetylase when compared to SIRT3, its importance in cardiac 

function has recently been described (Lombard et al., 2007; Sadhukhan et al., 2016), and might 

be responsible for the absence of protection by ischemic postconditioning. Moreover, Kwon et al., 

described a decrease of SIRT3 activity with age that 
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could partially explain the decreased mitochondrial de-acetylase activity that we observed in 

old mice (Kwon et al., 2017). 
 
Of note, the basal calcium retention capacity was not affected by age; interestingly in vitro 

cyclosporine increased the calcium retention capacity to a similar extent in young and old 

cardiac mitochondria, suggesting a preserved ability to inhibit PTP opening in a CypD-

dependent manner (Di lisa et al., 2005). 
 
The present study first confirms that de-acetylation of CypD is an important mechanism to 

get infarct size reduction by ischemic postconditioning, and, second, shows that ageing alters 

mitochondrial de-acetylase activity likely because of a reduction of SIRT5 expression. 
 
A second important observation is that animal models may be misleading. Most of 

experimental evidence related to ischemia-reperfusion injury and specifically protection by 

conditioning interventions comes from the 2-month-old mouse model. Obviously, such very 

young animals do not properly mimic the clinical settings of acute myocardial infarction in 

near 60-year old patients. The tolerance to ischemia-reperfusion injury and the sensibility to 

protective intervention like postconditioning are certainly depending on mechanisms that are 

affected by ageing. 
 
These inappropriate experimental models may be part of the reason why several clinical 

trials have failed to show any benefit of drugs that are active in young rodents (Hausenloy et 

al., 2017). 
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FIGURE LEGENDS 
 
 
Figure 1: Experimental design 
 
Mice underwent either ischemia reperfusion without any additional treatment (IR), or IR + 

ischemic postconditioning (IPC). Ischemia consisted of 45 min left coronary artery (LCA) 

occlusion followed by 24h of reperfusion. IPC consisted of 3 cycles of 1 min ischemia/ 1 min 

reperfusion at the onset of reperfusion, followed by 24h of reperfusion. 

 
Figure 2: Infarct size quantification in old mice 
 
Area of necrosis (AN) is expressed as a percentage of the area at risk size (AAR). Data are 

represented as mean ± SEM of 7-8 animals/group. IR: Ischemia/reperfusion; IPC: ischemic 

postconditionning. 

 
Figure 3: Effect of ischemic postconditioning on the acetylation status in old mice 
 
heart 
 
Representative images of SIRT5, SIRT3 and CypD expression after ischemia-reperfusion 

and ischemic postconditioning in heart tissue lysate from old mice (A). Quantitative dot plot 

and representative image of total protein acetylation assessed on heart tissue lysates from 

old mice after IR or IPC (B). Representative image of CypD acetylation status in old mice 

heart tissue lysate, after IR or IPC. Acetylated proteins were immunoprecipitated with anti-

acetylated lysin antibody and then immunobloted with an anti-CyPD antibody. (C). Data are 

represented as mean ± SEM of 3-4 animals/group 

 
Figure 4: Baseline mitochondrial de-acetylase activity in old versus young mice hearts 
 
Dot plot of mitochondrial de-acetylase activity in young versus old mice hearts (A). Quantitative 

dot plot and representative image of mitochondrial total protein acetylation status assessed on 

isolated heart mitochondria from young and old mice (B). Quantitative analysis of NAD+ content in 

isolated heart mitochondria from young and old mice (C). Quantitative dot plot and representative 

images of SIRT3, SIRT5 and CypD expressions, assessed on isolated heart 
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mitochondria from young and old mice hearts (D, E and F). Data are represented as mean ± 
 
SEM of 3-7 animals/group *p<0.05 
 
 
Figure 5: Baseline mitochondrial functions in the old mouse heart 
 
Mitochondrial respiration in isolated heart mitochondria from young and old mice (A). 

Mitochondrial CRC (calcium retention capacity) in isolated heart mitochondria from young 

and old mice hearts, under baseline conditions, or in the presence of 1μM CsA (B). Data are 

represented as mean ± SEM of 3-16 animals/group. * p<0.05 
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Figure 1: Experimental design 
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Figure 2: Infarct size quantification in old mice 
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Figure 3: Acetylation status after ischemia-reperfusion and ischemic 
 
postconditioning 
 
 
 
 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 



 

 

 120 

Figure 4: Baseline mitochondrial de-acetylase activity in old versus young mice hearts 
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Figure 5: Baseline mitochondrial functions in the old mouse heart 
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Discussion Article 2 

Cette étude montre premièrement que le postconditionnement ischémique ne permet pas de 

réduire la taille d’infarctus chez les souris âgées de 12 à 18 mois, contrairement aux souris de 2 mois. 

Ceci est en accord avec de précédents travaux qui ont reporté une perte d’efficacité du 

préconditionnement chez les rongeurs âgés (Boengler et al., 2008). De plus, une étude a mis en 

évidence une perte de la portection apportée par le préconditionnement chez les patients âgés (Lee 

et al., 2002). 

Le mécanisme sous-jacent à cette perte de protection reste à élucider. Dans une étude 

précédente, par modification du statut d’acétylation de la CypD dans des MEFs, par hypoxie-

réoxygénation sur des H9C2, ainsi que par ischémie-reperfusion chez des souris SIRT3 KO et WT, 

nous avons mis en évidence que le postconditionnement ischémique limite les lésions de reperfusion 

via une augmentation de l’activité de la SIRT3 et une diminution de l’acétylation de la CypD en 

conséquence, à la reperfusion (Bochaton et al., 2015). Nous nous sommes ensuite demandé si le 

vieillissement pouvait limiter la capacité de la SIRT3 à déacétyler la CypD, puisque’il a été décrit que 

l’expression de la SIRT3 diminue lors du vieillissement (Kwon et al., 2015). 

Contrairement à nos précédents résultats sur les souris de 2 mois, nous avons ici pu montrer que, 

chez les souris âgées, le postconditionnnement ischémique n’est pas associé à une diminution de la 

l’acétylation globale des protéines et particulièrement de la CypD par rapport à l’ischémie 

reperfusion. En parallèle, nous ne reportons aucune modification de l’expression de SIRT3 et SIRT5, 

décrites pour leur rôle important dans le processus de déacétylation des protéines mitochondriales. 

Nous avons ensuite étudié l’impact de l’âge sur l’activité déacétylase mitochondriale basale. Nous 

avons montré que l’activité déacétylase est significativement diminuée dans le cœur des souris 

âgées. Ceci n’est lié ni à une diminution du contenu mitochondrial en NAD+, ni à une diminution 

d’expression de la SIRT3. Toutefois, l’expression de la SIRT5 est fortement diminuée chez les souris 



 

 

 123 

âgées. Bien que la SIRT5 ait été décrite comme une déacétylase mineure par rapport à la SIRT3, son 

importance dans la fonction cardiaque a récemment été mise en évidence (Lombard et al., 2007 ; 

Sadhukhan et al., 2016) et pourrait être reponsable de la perte d’efficacité de l’IPC. De plus, Kwon et 

al., a décrit une diminution de l’activité de SIRT3 avec l’âge, qui pourrait partiellement expliquer la 

diminution de l’activité déacétylase mitochondriale observée chez les souris âgées (Kwon et al., 

2017). 

Il faut noter que la capacité de rétention calcique basale n’est pas affectée par l’âge ; de manière 

intéressante, la cyclosporine A (CsA) in vitro, augmente la CRC de même manière dans les 

mitochondries cardiaques de souris jeunes et âgées, suggérant une capacité préservée de l’inhibition 

d’ouverture du mPTP dépendante de la CypD (Di Lisa et al., 2005). 

Cette étude confirme d’une part que la déacétylation de la CypD est un mécanisme important 

dans la réduction de la taille d’infarctus par l’IPC, et d’autre part que le vieillissement altère la 

fonction déacétylae mitochondriale, probablement en lien avec une diminution d’expression de la 

SIRT5. 

Une autre observation importante est que les modèles animaux peuvent être trompeurs. La 

plupart des preuves expérimentales sur l’ischémie reperfusion et particulièrement la 

cardioprotection, proviennent de modèles de souris de 2 mois. Il est clair que des animaux si jeunes 

ne peuvent mimer de manière fidèle les paramètres cliniques observés chez des patients  d’environ 

60 ans souffrant d’infarctus du myocarde. La tolérance aux lésions d’ischémie reperfusion et la 

sensibilité aux méthodes de protection sont surement dépendantes de mécanismes affectés lors du 

vieillissement. 

Ces modèles expériementaux inappropriés sont peut être une des raisons pour lesquelles 

plusieurs essais cliniques n’ont pu montrer d’effet bénéfique de différentes molécules, qui étaient 

pourtant efficaces chez les jeunes rongeurs (Hausenloy et al., 2017).
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Conclusion : 

Dans ce travail, nous avons mis en évidence l’importance de l’impact du vieillissement sur la 

fonction déacétylase mitochondriale, qui pourrait être une des raisons de l’échec du postC-I chez les 

souris âgées. Nous avons pu montrer que la SIRT5 aurait potentiellement un rôle dans cette perte 

d’activité déacétylase et avons suggéré une probable part de responsabilité de la SIRT3 également. 

Dans la suite de notre travail, nous nous sommes attachés à évaluer l’importance de la SIRT3 

dans les phénomènes de vieillissement et de cardioprotection, en utilisant un modèle de souris 

jeunes (2 mois) et âgées (12-18 mois) WT et SIRT3 KO, de même souche que celle utilisée dans 

l’article 1. Ce travail nous a permis de montrer que la plupart des mécanismes précédemment décrits 

sont indépendant de la SIRT3, mais aussi que le fond génétique différent utilisé ici conditionne 

également l’évolution lors du vieillissement.  
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES 

I- Etude du postC et impact du vieillissement chez les souris 129Sv : rôle de la 

SIRT3 

A- Taille d’infarctus chez les souris WT et SIRT3 KO âgées 

En parallèle des travaux précédemment décrits, nous nous sommes demandé quel était l’impact 

de la SIRT3 dans le post-conditionnement ischémique et l’effet du vieillissement. Ainsi, nous avons 

étudié l’effet du postC-I dans un modèle de souris 129Sv âgées (12 à 18 mois) WT et SIRT3 KO. 

Dans un premier temps, nous avons quantifié la taille d’infarctus dans nos groupes de souris, 

après IR ou postC-I (IPC dans la figure). Que ce soit chez les souris WT ou les souris SIRT3 KO âgées, le 

postC-I ne permet pas de réduire la taille d’infarctus (Fig.11). Ce résultat est particulièrement 

intéressant, car nous avions pu démontrer dans l’article 1, que le postC-I réduisait la taille d’infarctus 

chez les souris WT. Ici, comme dans le cas des souris C57 (article 2), nous mettons en évidence une 

perte d’efficacité du postC-I lors du vieillissement dans nos modèles de souris. 

  

Figure 11: Taille d'infarctus. Analyse graphique de la taille d’infarctus estimée chez les souris âgées WT (rouge) et SIRT3 
KO (bleu), après IR ou IPC. Pas de modification de la taille d’infarctus observée après IPC comparativement à l’IR seule, chez les
souris WT et KO. N=6-11 
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B- Activité déacétylase post-IR chez les souris WT et SIRT3 KO âgées 

Comme nous l’avons montré dans les articles 1 et 2, la réussite du postC-I serait dépendante de 

la capacité des mitochondries à déacétyler la CypD en réponse au postC-I. Ainsi, nous avons évalué 

de manière indirecte l’activité déacétylase mitochondriale dans nos conditions expérimentales d’IR 

et IPC, sur lysats de tissu cardiaque.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De même que montré dans l’article 2, nous mettons en évidence ici que chez les souris âgées WT 

et SIRT3 KO, le postC-I ne modifie pas l’expression des SIRT3 et 5 mitochondriales, ni de la CypD. De 

plus, le postC-I n’entraine pas de modification de l’acétylation totale des protéines, ni de la CypD, 

comparativement à l’IR seule. Ainsi, nous montrons ici, en lien avec l’article 1, que le vieillissement a 

modifié la capacité mitochondriale à déacétyler la CypD en réponse au postC-I, ce qui peut expliquer 

en partie l’échec du postC-I chez les souris âgées (Fig.12). 

Figure 12: Evaluation de la fonction déacétylase post-IR chez les souris Wt et SIRT3 KO âgées. Image représentative de l’expression de la 
SIRT5, SIRT3 et CypD dans les différentes conditions expérimentales (A). Pas de modification d’expression des protéines en réponse à l’IPC 
comparativement à l’IR. Analyse graphique et image représentative de l’acétylation totale des protéines évaluée sur lysat de tissu cardiaque après
IR ou IPC (B). Pas de modification du taux d’acétylation total des protéines en réponse à l’IPC comparativement à l’IR, chez les souris WT et SIRT3
KO. Image représentative de l’estimation de l’acétylation spécifique de la CypD dans nos conditions expérimentales par immuno-précipitation (C).
Chez les souris WT et SIRT3 KO, pas de modification de l’acétylation spécifique de la CypD en réponse à l’IPC par rapport à l’IR seule. N=3 
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C- Activité déacétylase mitochondriale basale chez les souris WT et SIRT3 KO jeunes 

et âgées 

  

Figure 13: Evaluation de l'activité déacétylase mitochondriale basale chez les souris WT et SIRT3 KO jeunes et âgées. Analyse graphique de la 
quantification de l’activité déactéylase mitochondriale basale chez les souris WT et SIRT3 KO jeunes et âgées (A). Dans les deux groupes de souris, le 
vieillissement provoque une diminution significative de l’activité déacétylase basale (*** p<0.001 et * p<0.05). Image représentative et anaylse 
graphique de l’acétylation basale des protéines mitochondriales chez les souris WT et SIRT3 KO jeunes et âgées (B). Dans les deux groupes de souris, 
on remarque une tendance à l’augmentation de l’acétylation basale chez les souris âgées. Quantification du contenu mitochondrial basal en NAD+ 

dans nos conditions expérimentales (C). Dans les deux groupes de souris, on note une diminution significative du contenu mitochondrial en NAD+ 

chez les souris âgées (** p<0.01). Image représentative et analyse graphique de l’expression de SIRT3 chez les souris WT âgées (D), montrant une 
augmentation significative d’expression chez les souris âgées (** p<0.01). Image représentative et analyse graphique de l’expression de SIRT5 et 
CypD dans nos conditions expérimentales (E-F). Dans nos deux groupes de souris, pas de modification d’expression avec l’âge. N=3-8 
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Nous nous sommes ensuite questionnés sur l’impact du vieillissement sur l’activité déacétylase 

basale et la SIRT3. Ainsi, nous avons évalué l’activité déacétylase mitochondriale basale chez les 

souris WT et SIRT3 KO jeunes et âgées (Fig.13 A) et avons mis en évidence une diminution 

significative chez les souris âgées WT et SIRT3 KO (*** p<0.001 et * p<0.05 respectivement). Ainsi 

l’activité déacétylase des souris WT âgées est comparable à celle des SIRT3 KO jeunes, pour 

lesquelles nous avions précédemment montré l’inefficacité du postC-I. En accord avec ce résultat, 

nous avons montré une tendance à l’augmentation du taux d’acétylation des protéines 

mitochondriales au cours du vieillissement chez les souris WT et SIRT3 KO (Fig.13 B). En lien avec 

cela, nous avons de plus rapporté une diminution significative (** p<0.01) du contenu mitochondrial 

basal en NAD+ lors du vieillissement, chez les souris WT et SIRT3 KO (Fig.13 C). De manière 

surprenante, nous avons quantifié une augmentation de l’expression de SIRT3 avec l’âge chez les 

souris WT (Fig.13 D). En revanche, aucune modification significative de l’expression de la SIRT5 et de 

la CypD n’est à noter chez les souris WT et SIRT3 KO lors du vieillissement (Fig.13 E-F). 

Ces résultats sont particulièrement intéressants, car nous montrons ici que comme chez les 

souris C57 âgées, la perte d’efficacité du postC-I lors du vieillissement peut s’expliquer par la 

diminution de l’activité déacétylase mitochondriale, qui ne peut ainsi plus déacétyler la CypD en 

réponse au postC-I. De plus, nous avons pu montrer que l’activité déacétylase des souris WT âgées 

était comparable à l’activité mesurée chez les souris SIRT3 KO jeunes, pour lesquelles nous avions 

montré que le postC-I n’était pas efficace, ce qui conforte notre hypothèse de l’importance cruciale 

du niveau d’activité déacétylase dans la réussite du postC-I. Toutefois, il est intéressant de noter que 

chez les souris 129Sv, cette diminution de l’activité déacétylase serait attribuée à une diminution du 

taux de NAD+ lors du vieillissement, ce qui limiterait donc l’activité des SIRT mitochondriales. 

L’augmentation d’expression de la SIRT3 chez les souris WT âgées pourrait être un mécanisme de 

compensation, mais ne permet toutefois pas de restaurer l’activité déacétylase des souris jeunes. De 

manière surprenante, nos résultats sont identiques chez les souris WT et SIRT3 KO, démontrant ainsi 

que les modifications évoquées lors du vieillissement sont indépendantes de la SIRT3. 
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Enfin, nous avons évalué les fonctions mitochondriales dans nos différents groupes en fonction 

de l’âge. Chez les souris WT et SIRT3 KO, nous avons remarqué une diminution de la consommation 

d’oxygène après stimulation du complexe I, significative chez les souris KO (* p<0.05) avec l’âge 

(Fig.14 A). Dans nos deux groupes, la fonctionnalité du mPTP est préservée, puisque nous avons 

montré que la CsA permet la modulation de l’ouverture du mPTP chez les souris jeunes comme chez 

les souris âgées, et de manière indépendante de la SIRT3 (Fig.14 B). Enfin, nous avons mis en 

évidence de manière surprenante, une augmentation du seuil d’ouverture du mPTP à la charge 

calcique lors du vieillissement chez les souris WT et SIRT3 KO. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 14: Evaluation des fonctions mitochondriales basale au cours du vieillissement chez les souris WT et SIRT3 KO. Analyse 
graphique de la consommation d’oxygène après stimulation du complexe I (A). Diminution de la consommation d’oxygène au cours du 
vieillissement chez les souris WT et SIRT3 KO. Représentation graphique de la CRC chez les souris WT et SIRT3 KO jeunes et âgées (B). La CsA 
augmente significativement la CRC dans les deux groupes de souris, jeunes et âgées. On note également une augmentation significative de la 
CRC basale chez les souris WT et SIRT3 KO âgées par rapport aux jeunes. N=4-16 
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II- Impact du vieillissement sur les fonctions mitochondriales 

Nous avons abordé l’importance de la mitochondrie dans la cardioprotection ainsi que l’impact 

du vieillissement sur la fonction mitochondriale. Dans ce travail, un de nos objectifs était donc 

d’évaluer l’impact du vieillissement sur la fonction mitochondriale dans nos différents groupes 

expérimentaux. Nous avons donc évalué la capacité de rétention calcique pour les deux fonds 

génétiques de souris utilisés (129Sv WT et KO SIRT3, et C57Bl/6), dans le but premièrement d’évaluer 

l’impact du vieillissement sur la CRC basale. Dans un second temps, nous avons évalué l’impact du 

vieillissement sur l’effet de deux molécules utilisées expérimentalement et dans le but d’améliorer la 

CRC, la CsA (1μm) et la roténone (Rot 1μM). La CsA a été utilisée dans le but d’inhiber la CypD, afin 

d’estimer la fonctionnalité du mPTP en réponse à la charge calcique. La roténone est un inhibiteur 

spécifique du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale. L’association de la CsA et de la Rot 

a induit une potentialisation de l’effet la CsA seule sur la CRC (Teixeira et al., 2013), et a permis 

d’évaluer l’effet du vieillissement sur l’implication du complexe I de la chaîne respiratoire dans la 

modulation de l’ouverture du mPTP. Ces deux molécules ont donc été ajoutées aux conditions de 

CRC basale dans les groupes de souris jeunes (2 mois) et âgées (>12 mois). 

Dans le cas des souris WT 129Sv (Fig. 15 A), la CsA provoque une tendance à l’augmentation de la 

CRC, donc une diminution de l’ouverture du mPTP en réponse à une surcharge calcique chez les 

souris jeunes et âgées. L’ajout de roténone provoque une augmentation significative de la CRC par 

rapport à la condition basale, montrant ainsi la possible modulation de l’ouverture du mPTP grâce 

aux inhibiteurs de la CypD et du complexe I de la chaîne respiratoire dans le groupe de souris jeunes. 

Dans le groupe de souris âgées, les deux conditions CsA et CsA + Rot montrent une augmentation 

significative de la CRC par rapport à la condition basale, démontrant ainsi que l’ouverture du mPTP 

reste modulable chez les souris plus âgées, que ce soit par l’inhibition de la CsA ou par l’inhibition 

combinée du complexe I. Il est aussi intéressant de noter que la CRC est globalement augmentée 

dans le groupe de souris âgées comparé au groupe de souris jeunes. Ceci a été rapporté par Boengler 
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et al., 2009, qui suppose que les mitochondries « âgées » peuvent accumuler plus de Ca2+, et 

également par le groupe de Pepe en 2000 qui propose une augmentation de la capacité de rétention 

calcique due à une diminution du taux de cardiolipines de la membrane mitochondriale ou à une 

modification de l’ANT (Pepe, 2000).  

Dans le cas des souris KO SIRT3 (Fig. 15 B), la CsA seule ou CsA + Rot entraine une légère 

augmentation de la CRC en réponse à la charge calcique dans le groupe jeunes. L’effet de la CsA seule 

reste une tendance dans le groupe âgées, mais l’ajout de Rot provoque une augmentation 

significative de la CRC. Ici aussi, nous remarquons une augmentation globale de la CRC dans le groupe 

âgé comparé au groupe jeunes. Nous concluons donc, pour les souris de fond 129Sv, que la 

modulation de l’ouverture du mPTP reste possible via l’inhibition de la CypD et du complexe I dans le 

groupe âgées et que la présence ou l’absence de SIRT3 n’influence en rien cette fonction. 
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Figure 15: Evaluation de la CRC selon le fond génétique et l'âge des souris. La CsA (1μM) a été utilisée dans le 
but d’inhiber la CypD, et l’ajout de CsA et roténone (Rot 1μM) afin d’inhiber à la fois la CypD et le complexe I de la 
chaîne respiratoire. CRC évaluée chez les souris WT 129SV pour les groupes young (2 mois) et old (<12 mois). Dans le 
groupe young, la CsA semble augmenter la CRC et on relève un effet significatif de l’ajout de la roténone sur la CRC. 
Dans le groupe old, la CsA seule entraine une augmentation significative de la CRC. Globalement, on peut aussi noter 
une augmentation de la CRC dans le groupe old par rapport au groupe young (A), N=8-16. CRC évaluée chez les souris 
KO SIRT3 pour les groupes young et old. Dans le groupe young, on remarque une tendance de la CsA et de CsA + Rot à 
augmenter la CRC. En revanche pour le groupe old, bien que l’effet de la CsA ne soit pas significatif, la CsA + Rot 
entraine une augmentation significative de la CRC. On peut finalement remarquer une augmentation globale de la 
CRC dans le groupe old comparativement au groupe old (B), N=4-12. CRC évaluée chez les souris C57 pour les groupes 
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Enfin, en ce qui concerne les souris C57Bl6 (Fig. 15 C), que ce soit dans le groupe jeunes ou âgées, la 

CsA provoque une légère augmentation de la CRC en réponse à la charge calcique. En revanche, 

l’ajout de la Rot dans les deux cas entraine une augmentation significative de la CRC. Dans ce dernier 

groupe, nous concluons également que le vieillissement n’affecte pas la réponse du mPTP à la 

surcharge calcique. De manière intéressante, dans ce fond génétique, le vieillissement ne provoque 

pas d’augmentation de la CRC comparativement aux souris plus jeunes.  

En plus de montrer ici que le vieillissement ne modifie pas le fonctionnement du mPTP à la charge 

calcique dans nos conditions, nous insistons sur les différences d’évolution de nos différents fonds 

génétiques de souris face au vieillissement. 

Afin d’évaluer plus précisément l’effet du vieillissement sur les fonctions mitochondriales dans les 

mitochondries isolées de cœur de nos différents groupes de souris, nous avons également évalué la 

phosphorylation oxydative dans nos différents groupes de souris. La consommation d’O2 est évaluée 

par l’activation ou l’inhibition des différents complexes de la chaine respiratoire. Nous avons aussi 

calculé le rapport RCI (Indice de couplage respiratoire = état 3/ état 4) correspondant au rapport de 

l’état stimulé par l’ADP sur l’état basal, permettant ainsi d’évaluer la fonctionnalité de la chaîne 

respiratoire.  

Dans le cas des souris WT (Fig. 16 A), le vieillissement ne semble pas impacter l’activité des 

complexes de la chaîne respiratoire, ni la fonctionnalité globale puisque le RCI n’est pas modifié. En 

revanche, on remarque chez les souris SIRT3 KO (Fig. 16 B), une diminution significative de la 

consommation d’O2 en réponse à la stimulation du complexe I dans le groupe âgées par rapport au 

groupe jeunes, suggérant potentiellement une modification de l’activité de ce complexe. Toutefois, 

cette modification n’est pas répercutée sur le RCI, impliquant que cette variation ne modifierait pas 

l’activité globale de la chaîne respiratoire mitochondriale dans le cas de souris âgées 

comparativement aux souris plus jeunes. De même, pour les souris C57 (Fig. 16 C), le vieillissement 

ne modifie pas l’activité de la chaîne respiratoire mitochondriale. Afin de vérifier que la modification 
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dans l’activité du complexe I chez les souris KO SIRT3 âgées n’est pas due à une modification 

d’expression, nous avons quantifié une sous-unité du complexe I de la chaîne respiratoire, NDUFA9, 

qui a également été décrite pour son interaction directe avec la SIRT3 (Ahn et al., 2008). Dans nos 

différentes conditions expérimentales, nous ne détectons aucune différence d’expression de la sous-

unité NDUFA9 du complexe I (Fig. 17), nous permettant ainsi de supposer qu’il n’y a globalement pas 

de modification de l’expression du complexe I pouvant expliquer cette différence d’activité chez les 

souris KO SIRT3. 

Ces résultats nous montrent ici que les modifications de réponse des différents groupes de souris aux 

techniques de cardioprotection ne peuvent pas être attribuées à des modifications de la fonction 

mitochondriale basale.  

Globalement, ces résultats sur la fonction mitochondriale basale nous permettent de mettre en 

évidence que l’utilisation des différents indices ici et qui ont pu être présentés comme indice de 

réussite de la cardioprotection peut être remise en question. Ainsi, par exemple, nous montrons ici 

une amélioration de la capacité de rétention calcique dans les mitochondries cardiaques des souris 

âgées de fond génétique 129Sv, pourtant associé à une augmentation de la taille d’infarctus et à une 

incapacité de cardioprotection par les techniques habituellement utilisées. On peut imaginer que les 

mitochondries étant des organites avec un mode d’action très plastique qui permettent « 

normalement » à nos cellules de répondre aux modulations des besoins énergétiques cellulaires, que 

ces besoins ne sont pas différents en condition basale, mais que ceux-ci sont très différents dans des 

conditions de stress, comme l’ischémie-reperfusion, et que des mitochondries d’animaux âgées ont 

perdu leur capacité à répondre à ces stress importants.  
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Figure 16: Evaluation de la phosphorylation oxydative en fonction du fond génétique et de l’âge des souris. Evaluation de la consommation
d’O2 par la chaîne respiratoire mitochondriale en fonction de l’activation ou l’inhibition des différents complexes dans nos conditions expérimentales.
Le RCI représente un indice d’évaluation de la fonctionnalité de la chaîne respiratoire. Dans le groupe de souris WT, aucune modification de l’activité 
des complexes de la chaîne respiratoire n’a été reporté dans le groupe old comparativement au groupe young (A), N=8-16. Nous remarquons une
diminution significative de la consommation d’O2 lors de l’activation du complexe I dans le cas des souris SIRT3 KO old, suggérant une modification de 
l’activité de ce complexe. Toutefois, aucune autre modification n’est à signaler (B), N=4-13. Aucune modification de l’activité des complexes de la
chaîne respiratoire n’a été détecté dans le cas des souris C57 old comparativement aux young (C), N=4-6. 
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Figure 17: Quantification de l'expression de NDUFA9. Quantification et image représentative de l’expression de 
NDUFA9 chez les souris WT (A), N=3-6, chez les souris KO SIRT3 (B), N=3-6 et les souris C57 (C), N=4. 
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III- Evaluation de l’impact d’un âge intermédiaire (6 mois) sur les fonctions 

mitochondriales basales 

 

Dans notre étude, nous nous sommes posé la question de l’impact de l’âge sur les fonctions 

mitochondriales basales et sur la cardioprotection. Nous avons donc étudié différents groupes d’âges 

(2 mois et >12 mois) dans nos trois groupes de souris, et avons également réalisé un groupe d’âge 

intermédiaire (6 mois) que nous présenterons ici. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans les groupes d’âges intermédiaires (6 mois), nous avons évalué les fonctions mitochondriales 

(Fig. 18) comme précédemment décrit. Dans un premier temps, la CRC a été quantifiée, et a permis 

de montrer que pour les souris WT âgées de 6 mois (Fig. 18 A), l’ajout de CsA seule permettait une 

tendance à l’augmentation de la CRC, alors que l’addition de Rot entrainait une augmentation 

Figure 18: Evaluation des fonctions mitochondriales basale chez des souris d'âge intermédiaire (6 mois). Chez les 
souris WT à 6 mois, la CsA entraine une tendance à l’augmentation de la CRC, et l’ajout de Rot permet une augmentation 
significative (A), N=7. Dans le cas des souris KO SIRT3, la CsA seule ou avec ajout de Rot entraine une tendance à 
l’augmentation de la CRC (B), N=5. Chez les souris C57, la CsA seule et l’ajout de Rot provoquent une augmentation 
significative de la CRC (C), N=10. (D) Tableau récapitulatif des données de phosphorylation oxydative dans nos différents 
groupes de souris âgées de 6 mois, N=5-10. 
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significative de celle-ci. Dans le cas des souris KO SIRT3 (Fig. 18 B), ni la CsA, ni l’ajout de la Rot ne 

permettaient de déceler une augmentation significative de la CRC, bien qu’on puisse remarquer une 

tendance à l’augmentation. Finalement, chez les souris C57 (Fig. 18 C), les deux conditions, CsA et 

CsA + Rot ont permis d’augmenter significativement la CRC comparativement à la valeur obtenue en 

condition basale. Nous avons également étudié la phosphorylation oxydative qui est ici résumée sous 

forme de tableau récapitulatif (Fig. 18 D). Globalement les résultats des fonctions mitochondriales 

décrites ici sur les groupes de souris de 6 mois ne diffèrent pas des résultats précédemment décrits 

sur les groupes de souris de 2 ou >12 mois. De plus, nous avons pu remarquer que l’évolution de 

l’expression des différentes protéines d’intérêt testées en fonction de l’âge était cohérente entre nos 

différents groupes d’âge (Fig. 19). Dans le cas d’une expression protéique stable, telle que la CypD, 

l’expression n’est pas modifiée dans aucun de nos groupes d’âges différents. Nous avons pu mettre 

en évidence dans notre groupe à 6 mois une augmentation de l’acétylation des protéines 

mitochondriales ; augmentation qui est toutefois moins importante que celle rapportée à 12 mois 

Ainsi, nous montrons qu’à ces trois âges, les fonctions mitochondriales ne semblent pas être altérées 

en condition basale, nous permettant ainsi de suggérer que les modifications observées chez les 

souris âgées face à la cardioprotection ne seraient pas liées à une modification des fonctions 

mitochondriales basales provoquée par le vieillissement. 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Tableau récapitulatif de la quantification de l'expression des différentes protéines d'intérêt dans nos groupes expérimentaux en 
fonction de l'âge.  
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IV- Rétablir une activité déacétylase chez les souris âgées pour permettre la 

cardioprotection ? 

Dans le travail que nous avons réalisé, nous sommes arrivés à la conclusion que le post-

conditionnement ne permettait pas de diminuer la taille d’infarctus chez les souris âgées, que ce soit 

de fond génétique 129Sv ou C57, de par une diminution de l’activité déacétylase mitochondriale. 

Ceci serait dû soit à une diminution du taux de NAD+ mitochondrial, diminuant ainsi l’activité 

déacétylase au niveau de la mitochondrie, soit par une diminution de l’expression de la SIRT5. Dans 

le but d’essayer de restaurer cette activité déacétylase afin de retrouver la capacité de 

cardioprotection démontrée chez les souris jeunes, nous nous sommes questionnés sur l’effet 

bénéfique que pourrait avoir une supplémentation en NAD+. Pour cela, nous nous sommes basés sur 

l’étude réalisée par Yamamoto et al., 2014, qui a mis en évidence le l’effet bénéfique de l’injection de 

NMN en pré-conditionnement. En effet, le NMN peut être converti en NAD+ par la NMN 

adénylyltransférase (comme présenté Fig. 8). Dans cette étude, il avait été montré que l’injection de 

NMN permettait d’augmenter le taux de NAD+ dans le cœur de souris, et de réduire la taille 

d’infarctus in vivo.  

Pour cela, nous avons utilisé les souris de souche 129Sv âgées de 12 mois. Nous avons testé la 

dose qui était décrite dans l’étude précédemment citée, à savoir 500mg/kg de NMN (Sigma) injecté 

en intra-péritonéal. Nous avons par la suite réalisé une étude cinétique de l’effet de l’injection du 

NMN en réalisant un dosage de la concentration de NAD+ mitochondriale après l’injection, l’effet sur 

l’acétylation des protéines mitochondriales ainsi que sur les fonctions mitochondriales, après 15, 30 

ou 60 min d’injection. 

Dans un premier temps, nous avons dosé la concentration en NAD+ au niveau des mitochondries 

de cœur après l’injection du NMN (Fig. 20 A). L’injection de NMN provoque une tendance à 

l’augmentation de la concentration en NAD+ dans les mitochondries de cœur, en accord avec l’étude 
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de Yamamoto et al., 2014. Afin d’évaluer l’impact de cette augmentation en NAD+ mitochondrial, 

nous avons quantifié le taux d’acétylation des protéines mitochondrial, indice de l’activité 

déacétylase des sirtuines mitochondriales (Fig. 20 B). 15 min après l’injection de NMN, l’acétylation 

des protéines mitochondriales a tendance à diminuer, alors qu’après 30 min il ne semble plus y avoir 

d’effet du NMN. Par la suite, l’impact de l’injection de NMN a été testé sur les fonctions 

mitochondriales, dont la CRC (Fig. 20 C). La CRC basale a donc été quantifiée dans les différentes 

conditions expérimentales, ne révélant aucune modification de la sensibilité du mPTP à la charge 

calcique avec ou sans injection de NMN. Toutefois, nous avons pu remarquer une tendance à la 

diminution de la CRC 60 min après l’injection. Dans le cas de la phosphorylation oxydative (Fig. 20 D), 

aucune modification n’est à signaler en réponse à l’injection de NMN quel que soit le complexe de la 

chaîne respiratoire étudié. Ainsi, nous pouvons suggérer que l’injection IP de 500mg/kg de NMN 

permettrait bien d’augmenter le taux de NAD+ mitochondrial afin de stimuler l’activité déacétylase 

qui entraine une diminution de l’acétylation des protéines mitochondriales, sans pour autant 

modifier les fonctions mitochondriales.  

Bien que très préliminaires, ces résultats tendent à montrer que la réussite ou non de la 

cardioprotection n’est probablement pas uni-factorielle, et ne serait pas uniquement la cause de la 

diminution du taux de NAD+ mitochondrial et de l’activité déacétylase. Toutefois, il est important de 

noter que l’étude présentée ici reste très préliminaire, puisque nous n’avons testé qu’une dose de 

NMN et un seul temps d’injection pour l’expérimentation in vivo. L’étude de Yamamoto et al. a mis 

en évidence l’effet bénéfique de l’injection de NMN en pré-conditionnement mais avec un timing 

particulier, suggérant que l’étude cinétique devra être réalisée de manière bien plus poussée afin 

d’optimiser les effets potentiels du NMN.  
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Figure 20: Etude de la supplémentation en NAD+. Injection de 500mg/kg de NMN intra-péritonéal chez des souris WT 
129Sv âgées de 12 mois et estimation de plusieurs paramètres en condition sham (injection de NaCl), ou après 15, 30 ou 60 
min. Dosage de la concentration mitochondriale en NAD+ après injection de NMN. Le taux de NAD+ semble être augmenté 
dans la mitochondrie de cœur 15min après l’injection (A), N=3. Quantification de l’acétylation des protéines 
mitochondriales après injection de NMN. L’acétylation semble diminuer 15min après l’injection, puis revenir aux valeurs de 
la condition Sham au-delà de 15 min (B), N=3. Evaluation de la CRC après injection de NMN. Aucun effet remarqué après 
l’injection de NMN au niveau de la CRC, hormis une tendance à la diminution 60 min après l’injection (C), N=3. Estimation 
de la phosphorylation oxydative après injection de NMN. Aucune différence n’est à noter après l’injection du NMN, quel 
que soit le complexe de la chaîne respiratoire étudié (D), N=3.  
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

Notre travail nous a permis de mettre en évidence un rôle crucial de la SIRT3 dans les 

mécanismes de protection du cœur face aux lésions liées à l’ischémie reperfusion. En effet, nous 

avons pu démontrer, dans un premier temps, que la SIRT3 était nécessaire à la réussite du post-

conditionnement ischémique chez des souris de 2 mois (Bochaton et al., 2015). En effet, nous avons 

mis en évidence une activation de la SIRT3 lors du post-conditionnement ischémique, permettant 

ainsi la déacétylation de la CypD. Celle-ci se trouve en condition hyper-acétylée suite à l’ischémie 

reperfusion. Ainsi, la déacétylation de la CypD diminue sa fixation au mPTP, limitant en conséquence 

la mort cellulaire dans la zone à risque. Dans une deuxième partie de notre travail, nous avons mis en 

évidence, en accord avec la littérature, une incapacité à protéger le cœur de souris âgées des lésions 

d’ischémie reperfusion. En effet, nous avons pu montrer que chez les mêmes souris que celles 

utilisées pour l’étude précédente, âgées de plus de 12 mois, le post conditionnement ischémique ne 

permettait pas de réduire la taille d’infarctus. Nous avons déterminé une des causes possibles de 

cette modification de la réponse au post conditionnement provoquée par le vieillissement, et avons 

relevé une diminution de l’activité déacétylase mitochondriale au cours du vieillissement, en 

parallèle avec une CypD hyper-acétylée, et dont le taux n’est pas modifié par le postC. Cette 

diminution de l’activité déacétylase ne peut être attribuée qu’à la seule SIRT3 au niveau 

mitochondrial, mais aussi à une diminution de l’expression de la SIRT5, ainsi qu’à une diminution du 

taux de NAD+ mitochondrial. Ainsi, nous suggérons que le vieillissement provoque des modifications 

métaboliques (production de NAD+) et génétiques (modification d’expression des SIRT 

mitochondriales) qui concourent à une diminution de l’activité déacétylase mitochondriale 

nécessaire à la réussite du post-conditionnement ischémique.  

Toutefois, les modifications mitochondriales ne sont pas les seules modifications cellulaires 

qui peuvent entrer en jeu dans la modification de la réponse au post-conditionnement ischémique 

lors du vieillissement. En effet, dans notre travail, nous nous sommes focalisés sur les modifications 
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mitochondriales des SIRT, mais il faut prendre en considération la cellule dans son ensemble. Une 

des limites de notre travail réside ainsi dans le fait que nous nous sommes focalisés uniquement sur 

la mitochondrie afin de mettre en évidence un mécanisme cellulaire. Bien que notre travail apporte 

une réponse extrêmement intéressante au problème clinique actuel d’utilisation de technique de 

cardioprotection chez des patients âgés, il est important de noter que le problème ne se résume 

probablement pas uniquement à l’activité déacétylase mitochondriale. Ainsi dans le laboratoire, nous 

nous posons également la question du rôle du réticulum dans la cardioprotection. En effet, le 

réticulum représente le stock le plus important de Ca2+ cellulaire. Notre équipe a montré que la 

modulation du contenu calcique du réticulum semblerait être une stratégie intéressante afin de 

limiter la surcharge calcique mitochondriale suite à l’ischémie reperfusion (Al-Mawla et al. under 

revision, Paillard et al., 2013). Il serait toutefois intéressant d’étudier cette modulation du contenu 

calcique réticulaire dans la cardioprotection dans le contexte du vieillissement afin d’estimer son 

potentiel thérapeutique en clinique humaine. 

D’autre part, ce travail a permis de mettre en évidence que les indices mitochondriaux 

basaux utilisés lors des études pré-cliniques comme indice de réussite de la cardioprotection, ne 

peuvent être utilisés comme tel. En effet, nous prendrons comme exemple ici l’augmentation de la 

CRC dans les mitochondries de souris âgées, impliquant une augmentation du seuil d’ouverture et 

donc une diminution de la sensibilité du mPTP la surcharge calcique. Bien que le mPTP soit en 

apparence moins sensible à la surcharge calcique lors du vieillissement, nous avons relevé une taille 

d’infarctus plus importante dans le cas des souris âgées par rapport aux souris plus jeunes. En effet, 

ces résultats semblent globalement en désaccord avec la littérature qui a pu montrer une plus 

grande sensibilité du mPTP à la surcharge calcique dans différents types cellulaires sénescents 

comme les lymphocytes, les neurones, les hépatocytes et les cardiomyocytes (Goodell and 

Cortopassi, 1998; Jahangir et al., 2001; Mather and Rottenberg, 2000, 2002). De manière plus 

spécifique au cœur, des études ont montré une augmentation de la sensibilité d’ouverture du mPTP 

à la charge calcique sur des mitochondries isolées et des cellules perméabilisées issues de rats âgés 
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(Hofer et al., 2009; Petrosillo et al., 2010; Picard et al., 2012). Toutefois, une étude visant à identifier 

les mécanismes responsables de la plus grande sensibilité des cœurs vieillissant à l’ischémie 

reperfusion a mis en évidence que l’accumulation de calcium dans les cardiomyocytes était plus 

importante dans le cas de rats âgés de 24 mois par rapport à des rats de 3 mois (O’Brien et al., 2008). 

Ceci corrobore nos résultats de CRC augmenté dans le vieillissement. D’autre part, il faut rappeler 

que l’ouverture du mPTP n’est pas uniquement sensible à la surcharge calcique mitochondriale. Le 

stress oxydatif serait aussi un facteur important de l’ouverture du mPTP et de la détermination de la 

taille d’infarctus. L’augmentation de la production de ROS lors du vieillissement provoquerait un 

stress oxydant qui pourrait endommager la structure et/ou la fonction de protéines et lipides de la 

membrane mitochondriale. En effet, il a été montré par exemple que la peroxydation de la 

cardiolipine sensibilise l’ouverture du mPTP à la charge calcique (Petrosillo et al., 2006). Enfin, il faut 

également rappeler que nos résultats ont été obtenus sur mitochondries isolées, ce qui reflète la 

sensibilité du mPTP en conditions de mitochondrie isolée et non dans le cas de la cellule ou même de 

l’organe pris dans son ensemble. Il pourrait donc être intéressant d’évaluer la CRC sur des 

cardiomyocytes isolés de souris jeunes et âgées. 

Une autre caractéristique importante de notre étude réside dans l’utilisation de deux fonds 

génétiques de souris différents. Nous avons pu mettre en évidence, dans le cas de la fonction 

mitochondriale, une évolution différente de ces deux fonds génétiques vis-à-vis du vieillissement. 

Bien que deux fonds génétiques ne puissent refléter la diversité génétique humaine, nous touchons 

du doigt un autre biais des études pré-cliniques. En effet, les modèles animaux utilisés en laboratoire 

sont, la plupart du temps, génétiquement quasiment identiques (souches co-sanguines), ne reflétant 

absolument pas la diversité génétique de l’homme. Dans notre travail, bien que notre conclusion sur 

les deux fonds génétiques de souris soit une diminution de l’activité déacétylase mitochondriale lors 

du vieillissement, dans un cas cela peut être expliqué par une diminution de l’expression de la SIRT5 

mitochondriales, alors que dans l’autre cas, cela s’explique par une diminution du taux de NAD+ 

mitochondrial. 



 

 

 145 

De manière intéressante, notre étude a mis en évidence, en plus du rôle de la SIRT3, un rôle 

très probable de la SIRT5 au sein de la mitochondrie dans le mécanisme de cardioprotection. La SIRT5 

a encore été très peu décrite. Toutefois, il a été rapporté que la SIRT5 était down-régulée par le 

stress oxydant dans les cellules H9C2 et les cardiomyocytes de rats nouveau-nés et qu’elle aurait un 

rôle anti-apoptotique dans le cœur en limitant la mort cellulaire induite par les ROS (Liu et al., 2013). 

Bien que son activité enzymatique principale ne soit pas la déacétylation, nous avons mis en 

évidence une diminution de l’activité déacétylase mitochondriale en lien avec une diminution de 

l’expression de SIRT5. Très récemment, une étude a montré que les souris SIRT5 KO présentent une 

sensibilité accrue à la TAC (trans-aortic constriction) avec une mortalité plus importante en 

comparaison aux WT et le développement plus prononcé d’hypertrophie cardiaque. Cette même 

étude suggère que la SIRT5 interviendrait dans le maintien du métabolisme oxydatif et du taux de 

NAD+/NADH (Hershberger et al., 2017). De plus, il a été montré que les modifications post-

traductionnelles provoquées par la SIRT5 auraient un impact plus important sur la structure et la 

fonction de la protéine en comparaison avec la déacétylation (Hirschey and Zhao, 2015). Il serait 

donc intéressant de déterminer l’impact de la SIRT5 dans nos conditions, et dans la cardioprotection. 

D’autres sirtuines ont été étudiées pour leur implication dans les phénomènes de cardioprotection. 

Ainsi, récemment, une équipe a montré que la SIRT6 avait un rôle important dans la 

cardioprotection, puisque les souris SIRT6+/- présentaient une aggravation des lésions myocardiques 

suite à une ischémie reperfusion in vivo, ainsi qu’une augmentation du remodelage ventriculaire et 

du stress oxydant, comparativement à des souris WT. La restauration de l’expression de SIRT6 par 

injection intracardiaque d’un adénovirus codant pour la SIRT6 permettait de réverser les effets 

délétères de l’absence de SIRT6 (Wang et al., 2016). De même, la SIRT1, qui reste la SIRT la plus 

étudiée a été récemment décrite comme étant nécessaire au mécanisme de cardioprotection mis en 

jeu dans la restriction calorique (Yamamoto et al., 2016). En effet, la restriction calorique montre un 

effet cardioprotecteur sur des cœurs isolé perfusé de souris de 3 mois, alors que l’effet 

cardioprotecteur est perdu chez les souris SIRT1 KO. L’étude des différentes SIRT et de leur impact 
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dans la cardioprotection dans des modèles de souris âgées présenterait un grand intérêt, car elles 

mettent en jeu des voies communes par des mécanismes enzymatiques communs, et présentent des 

activateurs/inhibiteurs communs. De plus, la restriction calorique serait également un activateur des 

sirtuines, qui a récemment montré son intérêt dans une étude clinique (Trepanowski et al., 2017). 

Par ailleurs, il a été montré que chez les rats, la restriction calorique dans le contexte du diabète de 

type II pouvait être une intervention de choix afin de limiter les risques péri-opératoires et la 

morbidité cardiovasculaire (van den Brom et al., 2017). Dans le contexte sociétal actuel, avec 

l’augmentation de l’obésité et des pathologies associées comme le diabète de type II et les 

pathologies cardiovasculaires, la mise en place de restriction calorique chez les patients à risque 

présenterait un avantage intéressant, permettant indirectement une cardioprotection via l’activation 

des sirtuines. Il pourrait être intéressant dans notre modèle de souris âgées de tester l’effet 

cardioprotecteur de la restriction calorique, et d’étudier son impact sur la fonction déacétylase 

mitochondriale et cellulaire. 

De manière générale, l’étude d’une protéine par l’utilisation d’un modèle KO reste discutable 

du fait des possibles compensations mises en place lors du développement de l’animal, et cela est 

d’autant plus vrai dans le cas des sirtuines. En effet, 7 SIRT ont été décrites chez le mammifère avec 

comme fonction principale la déacétylation. Ainsi, la délétion d’une SIRT pour étudier son rôle 

physiopathologique reste délicat du fait d’une très probable compensation par d’autres SIRT. Ainsi 

dans notre étude, nous avons mis en évidence un rôle probablement important de l’activité 

déacétylase de la SIRT5, qui n’est pourtant pas sa fonction principale. De plus, les SIRT ont des cibles 

multiples et un effet assez pléiotrope, ne facilitant pas leur étude dans une fonction 

physiopathologique particulière. Enfin, les SIRT pourraient même se réguler entre elles, complexifiant 

encore leur étude. Récemment, une étude a pu montrer que la SIRT1 pouvait réguler l’activité de la 

SIRT3 via sa déacétylation (Kwon et al., 2017) et que la SIRT4 pourrait également inhiber la fixation 

de SIRT3 à la MnSOD afin de moduler la détoxification des ROS(Luo et al., 2017). 
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Nous avons conscience des limites de ce travail, toutefois, un des messages principaux sur lequel 

nous insistons reste que la cardioprotection étudiée à des fins thérapeutiques ne peut l’être sur des 

animaux jeunes. En effet, nous avons montré que le mécanisme de post conditionnement 

ischémique décrit chez les souris jeunes n’était plus valide tel quel chez les souris âgées. 

Comme mentionné dans les résultats supplémentaires, une des conclusions de notre travail 

est que le post conditionnement ischémique, efficace chez la souris à 2 mois, ne l’est plus chez les 

souris plus âgées, du fait d’une diminution de l’activité déacétylase mitochondriale lors du 

vieillissement. La première hypothèse serait donc qu’une restauration de cette activité déacétylase 

pourrait pallier cet état de fait. Nous avons pu mettre en évidence que l’une des raisons de cette 

diminution de l’activité déacétylase mitochondriale provenait d’une diminution du taux de NAD+ 

mitochondrial. Ainsi, notre suggestion était d’injecter les souris avec le NMN, précurseur du NAD+, 

afin de restaurer un taux de NAD+ permettant de retrouver une activité déacétylase compatible avec 

la cardioprotection. En effet, il a été montré que l’injection de NMN permet d’améliorer la fonction 

cardiaque dans plusieurs modèles pathologiques chez la souris. Récemment, il a été montré que 

l’injection de NMN chez des souris atteintes de cardiomyopathie (ataxie de Friedreich) permet 

d’améliorer la fonction cardiaque, de manière dépendante de la SIRT3 (Martin et al., 2017). Les 

résultats présentés sur le sujet restent très préliminaires, et mériteraient un plus ample 

développement. Toutefois, quelques résultats prometteurs ont été obtenus et permettent d’espérer 

un développement du sujet. D’autre part, la diminution de l’activité déacétylase pouvait être aussi 

attribuée à une diminution de l’expression de la SIRT5. Une autre possibilité afin de restaurer la 

cardioprotection serait par injection d’activateur des SIRT. En effet, une étude a pu montrer sur des 

cœurs isolés de rat et sur des cardiomyocytes primaires humains, que la perte d’efficacité du post 

conditionnement ischémique lors du vieillissement était due à une diminution de l’expression de 

SIRT1. Ils ont donc utilisé le resvératrol, activateur des sirtuines, afin de compenser la perte de SIRT1. 

Le resvératrol permettait dans le cas du vieillissement, de restaurer une protection du cœur en 

réponse au post conditionnement ischémique (Zheng et al., 2015). La metformine, médicament anti-
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diabétique, entraine l’augmentation de l’expression de la SIRT1 et de son activité, et diminue en 

parallèle l’expression de marqueurs de l’inflammation comme le TNFα chez des patients présentant 

une athérosclérose carotidienne (Xu et al., 2015), par une voie de signalisation impliquant la SIRT1 et 

l’AMPK. De plus, notre équipe a également montré que l’inhibition du complexe I par la metformine 

associée au traitement par la CsA permet de limiter l’ouverture du mPTP (Li et al., 2012). La 

quercétine, flavonoïde présentant une action anti-oxydante et anti-inflammatoire, prévient la 

dysfonction endothéliale provoquée par l’oxydation des LDL en activant la SIRT1 (Hung et al., 2015). 

La viniférine peut également être utilisée dans le but d’augmenter l’activité de la SIRT3, comme cela 

a été montré dans un modèle de pathologie de Huntington, via une voie de signalisation impliquant 

l’AMPK (Fu et al., 2012). La piste de la restauration d’une activité déacétylase compatible avec la 

cardioprotection dans le vieillissement sera intéressante à explorer afin de pallier au manque de 

nouvelles avancées dans la cardioprotection chez l’homme. L’utilisation des différents activateurs de 

sirtuine décrits précédemment présenteraient un intérêt dans nos conditions expérimentales avant 

un potentiel transfert vers la clinique humaine. 
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Perspectives à plus ou moins long terme : 

- Evaluation de la CRC sur un modèle de cardiomyocytes isolés dans nos conditions 

expérimentales, afin d’évaluer l’effet du vieillissement sur cette fonction mitochondriale 

dans un modèle plus intégré. 

- Etudier la restauration de la cardioprotection dans notre modèle rétablissement de l’activité 

déacétylase, via l’injection de NMN pour restaurer les taux de NAD+ ou par activation 

pharmacologique des sirtuines (resvératrol, viniférine).  

- Tester l’effet de la restriction calorique sur la cardioprotection dans nos modèles de souris 

âgées et évaluer les voies de signalisation et les différentes sirtuines mises en jeu. 

- Evaluer le rôle d’autres sirtuines dans la cardioprotection au cours du vieillissement (SIRT1, 5 

et 6). 

- Evaluer un potentiel effet bénéfique d’une modification de l’algorithme de cardioprotection 

dans le vieillissement, ainsi que l’utilisation simultanée de plusieurs traitements 

pharmacologiques. 
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