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| - SYNDROME POST-ARRET CARDIAQUE

A - Définition et épidémiologie

Chaque année, plus de 300000 personnes sont victimes d’'un arrét cardiaque
(AC) extrahospitalier aux Etats-Unis," et approximativement autant en Europe.?® En
France, on estime le nombre de victime d’'un AC extrahospitalier a 50000 par an. Il est
classique de distinguer deux grandes catégories d’AC selon que le rythme initial
correspond a un rythme pouvant bénéficier d’'un choc électrique externe (CEE) lors de
la réanimation cardio-pulmonaire (RCP) (rythme choquable) ou ceux ne pouvant pas
bénéficier d'un CEE (rythme non choquable). Le pronostic global des AC avec rythme
choquable est meilleur que celui des AC avec rythmes non choquables. Malgré
d’évidents progrés réalisés dans la prise en charge de I'AC (mise a jour et large
diffusion des recommandations de RCP pour le public et les professionnels de santé,
mise a disposition du grand public de défibrillateurs ventriculaires, développement de
centres experts dans les soins de réanimation des patients victimes d’AC), la mortalité
apres un AC reste trés élevée. Ainsi, le taux de survie a la sortie de I'hdpital n’est que
de 10,6% tous rythmes confondus aux Etats-Unis.” Ce taux est de 29% en cas de
fibrillation ventriculaire (FV)." Dans une étude européenne prospective multicentrique,
la survie hospitaliére tous rythmes confondus était de 10,3%.% A noter que dans cette
étude, parmi les AC de meilleurs pronostics (cause cardiaque, rythme choquable et
survenue devant témoins) la France présentait 'une des plus faibles survies
hospitaliéres (<10%). Une vaste étude a partir du « Guidelines-Resuscitation registry »
entre 2000 et 2009 retrouvait bien une amélioration de la survie hospitaliere de 13,7%
en 2000 a 22,4% en 2009 mais cette amélioration était principalement due a
'amélioration de la survie aprés la RCP initiale.* Cette mortalité élevée s’explique
notamment par la survenue précoce, dans les suites d’'un AC réanimé, de défaillances
d’'organes multiples. Dr. Vladimir Negovsky est le premier a décrire en 1972 cette
« condition pathologique spécifique » associant une défaillance hémodynamique,
respiratoire, rénale, hépatique réalisant une défaillance multiviscérale réfractaire,
conséquence directe de I'ischémie-reperfusion (I/R) globale. Il proposa le terme de
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traitements d’états de choc variés et que le terme de « postresuscitation » impliquait
de fagon erronée que la réanimation était terminée, un consensus scientifique a retenu

le nouveau terme de « syndrome post-AC».°

B - Physiopathologie

Le syndrome post-AC est une association complexe de processus
physiopathologiques qui associent (tableau 1) :

- des lésions neurologiques

- une dysfonction myocardique

- une réponse systémique a I'l/R
La défaillance cardiovasculaire est responsable d’une majorité des décés précoces et
les Iésions cérébrales d’une majorité des déceés tardifs.”® S’associe a ce syndrome la
persistance du processus pathologique causal. La sévérité de ces atteintes varie selon
la durée de I'AC, sa cause et les comorbidités du patient. La variété d’atteintes
d’'organes va également en elle-méme rendre les soins médicaux plus complexes.
Cela demande des compétences pluridisciplinaires et des plateaux techniques parfois
lourds tout au long de la chaine de prise en charge du patient allant de phase pré-
hospitaliére a la sortie de réanimation.
Par ailleurs, la mise en jeu de ces soins lourds se heurte parfois a un pronostic
d’emblée trés sombre et donc a la délicate question de I'éventuelle futilité des
traitements mise en ceuvre alors méme que I'évaluation précise du pronostic

neurologique ne peut souvent n’étre réalisée qu’apres trois jours de réanimation.
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Tableau 1 - Syndrome post-AC : physiopathologie et manifestations cliniques

(d’apres °).
Syndrome Physiopathologie Manifestation clinique
Lésions * Altérations de 'autorégulation du *Coma

neurologiques

Dysfonction
myocardique

Réponse
systémique a I'l/R

Pathologie causale

deébit sanguin cérébral
* CEdéme cérébral

* Dégénération neuronale
post-ischémique

* Hypokinésie globale (sidération
myocardique)

* Baisse du débit cardiaque

*SCA

* Réponse inflammatoire
systémique

* Vasoplégie

* Hypercoagulation

* Insuffisance surrénalienne

* Altération de I'oxygénation
tissulaire

* Immunodépression
* Maladie cardiovasculaire (SCA,
IDM)

* Maladie pulmonaire (BPCO,
asthme)

* Maladie du SNC (AVC)

* Maladie thromboembolique (EP)
* Toxique (overdose)

* Infection (sepsis, pneumonie)

* Hypovolémie (hémorragie,
déshydratation)

* Convulsions

* Myoclonies

* Atteintes cognitives

* Etat végétatif

* Syndrome parkinsonien
*AVC

* Mort encéphalique

* Hypotension
* Arythmies

* Choc cardiogénique

* Ischémie tissulaire
* Hypotension

* Choc vasoplégique
*Fievre

* Hyperglycémie

e Défaillance
multiviscérale

* Spécifique a I'étiologie
causale mais
compliquée par le
syndrome post-AC

AVC : accident vasculaire cérébral ; SCA : syndrome coronarien aigu ; IDM : infarctus du
myocarde ; BPCO : bronchopneumopathie chronique obstructive ; EP : embolie pulmonaire.
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1 - Lésions cérébrales

Les lésions cérébrales anoxo-ischémiques sont la premiére cause de mortalité
des patients victimes d’un AC réanimé.® Dans une étude portant sur des patients admis
en réanimation aprés AC entre 1998 et 2003, 68% des déceés des arréts cardiaques
extra-hospitaliers étaient la conséquence des Iésions neurologiques.’ Une étude plus
récente concluait également a la prépondérance des lésions neurologiques dans les
causes des patients décédés dans les suites d’'un AC.2
Les Iésions cérébrales surviennent trés rapidement dans les suites d’un AC car le
cerveau est un organe particuliérement sensible a l'ischémie : a titre d’exemple, le
stock neuronal en oxygene est épuisé dans les 20 secondes suivants I'AC et les stocks
en glucose et adénosine triphosphate (ATP) sont épuisés dans les 5 minutes."" Les
différentes régions du cerveau n’ont pas la méme vulnérabilité a I'ischémie. Ainsi, la
substance grise est plus vulnérable a l'ischémie que la substance blanche. Les régions
les plus vulnérables sont situées dans I'’hippocampe, le cervelet, le striatum et le cortex
cérébral. Au sein méme de ces différentes régions, la vulnérabilité des neurones peut

&tre variable selon le type de neurones et leur localisation précise.'?

1.1 - Altération de ’homéostasie calcique

La physiopathologie des lésions anoxo-ischémiques est complexe et n’est
probablement que partiellement comprise. Dés que I'apport en oxygéne décroit, la
production d’ATP cesse. La baisse de I'apport en oxygéne entraine, via le métabolisme
anaérobie, une accumulation intracellulaire d’acide lactique et d’ion H* provoquant une
acidose intracérébrale. La baisse de la production d’ATP entraine I'inhibition de la
pompe ATP-dépendante Na*/K" entrainant la dépolarisation de la cellule. L’altération
de 'homéostasie calcique a plusieurs niveaux va ensuite jouer un role majeur dans la
physiopathologie des l|ésions cérébrales. En effet, cette dépolarisation entraine
'ouverture des canaux calcium et sodium dépendants et la libération de
neurotransmetteurs excitotoxiques, notamment le glutamate, dans [I'espace
extracellulaire. L’accumulation de glutamate extracellulaire va aggraver 'accumulation
de Ca*" et de Na* intracellulaire par I'intermédiaire des récepteurs post-synaptiques
NMDA (N-methyl-D-aspartate) et AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-

isoxazole-4-proprionic). Le glutamate agit également via des récepteurs
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meétabotropiques qui déclenchent une libération de calcium par le réticulum
endoplasmique. La perte du gradient de sodium va inverser la pompe Na‘/Ca®" et
aggraver I'afflux de calcium. Cet afflux massif de calcium intracellulaire déclenche une
lipolyse, une protéolyse, une dégradation de '’ADN, une activation de kinase et de
phosphatase qui vont altérer le fonctionnement protéinique et I'expression génique.
L’accumulation de Ca®* intracellulaire entraine également un dysfonctionnement de la
mitochondrie via l'ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP) et la
production de radicaux libres de I'oxygéne (ROS) ainsi que des radicaux libres de
'azote. Ces radicaux libres entrainent des Iésions de '’ADN, des protéines et des
lipides.®'>" Enfin, la mort neuronale aprés arrét cardiaque semble également

impliquer des processus d’apoptose et d’autophagie.™
1.2 - Anomalies de la vascularisation cérébrale

Au moment de la reperfusion, des anomalies vasculaires, pouvant concerner
plus de la moitié du parenchyme cérébral, sont a I'origine d’'une inadéquation entre le
flux sanguin et les besoins en oxygéne.”® Ce phénoméne, appelé « no-reflow », est la
conséquence d'une augmentation des résistances vasculaires cérébrales (action
al-adrenergique de I'adrénaline endogene et exogéne), d’'infarctus microvasculaires
(activation de la cascade de la coagulation) et d’'une baisse de la production de
monoxyde d’azote (NO)."""® Aprés normalisation des débits sanguins cérébraux, on
observe alors la survenue d’'un cedéme cérébral et de micro-hémorragies. Ces
ischémies micro-vasculaires s’accompagnent paradoxalement d’'une
macro-circulation hyperhémique conséquence de la perte de I'autorégulation du débit

sanguin cérébral.® Cette circulation hyperhémique semble aggraver I'cedéme cérébral.
1.3 - Facteurs aggravants les Iésions cérébrales

D’autres facteurs viennent aggraver dans les heures et jours suivants les
|ésions secondaires a I'l/R initiale. On retrouve parmi ceux-ci la baisse de la pression
artérielle dans les suites d’'un AC avec un recours aux amines vasopressives pour
traiter la défaillance hémodynamique souvent nécessaire.® Citons également I'hypoxie
qui peut étre favorisée par une atteinte pulmonaire concomitante d’origine infectieuse

ou étre secondaire a la réponse inflammatoire systémique ou encore les convulsions
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provoquées par l'atteinte neuronale initiale.® La hausse de la température centrale
dans les suites de 'AC est également un déterminant important des Iésions de
reperfusion cérébrales.'®™"® L’hyperglycémie de survenue fréquente et favorisée par le
recours a I'adrénaline est associée a une surmortalité chez les patients ayant présenté
un AC réanimé.?*?? Enfin, trés récemment, Perkins et al. ont réalisé une étude
prospective randomisée sur plus de 8000 patients comparant I'injection d’adrénaline a
un placebo chez des patients présentant un AC extrahospitalier.?® L’adrénaline
améliorait bien la survie des patients a 30 jours. En revanche I'état neurologique des
patients ayant bénéficié de l'injection d’adrénaline était moins bon que celui des
patients du groupe contréle. L’effet délétére de I'adrénaline sur la perfusion cérébrale

est une des hypothéses évoquées.

2 - Dysfonction myocardique

La véritable incidence de la dysfonction myocardique chez les patients
réanimés d’un AC est difficile a déterminer compte tenu des faibles effectifs retrouvés
dans les publications, des définitions hétérogénes et des méthodes d’évaluation
variables.?* Elle semble néanmoins fréquente et associée a un pronostic plus

% Elle se caractérise par sa réversibilité.?® Sur 73 patients ayant bénéficié

péjorati
d’'un monitorage hémodynamique invasif, Laurent et al. retrouvaient un index
cardiaque au plus bas 8 heures aprés I'AC et un retour a la normale dans les 72 heures
chez les survivants.”®> On parle donc de sidération myocardique ou « Sstunned
myocardiumy», phénomene bien décrit dans I'IDM et défini comme une hypo-
contractilité en l'absence de toute nécrose cellulaire et caractérisée par sa
réversibilité.?”?® Dans les suites d’'un AC, la sidération myocardique se caractérise
également par une atteinte biventriculaire et sa sensibilité aux traitements
inotropes.?**° L’atteinte concerne la fonction systolique et diastolique.?**' La durée de
I'ischémie avant MCE appélée « no-flow » ainsi que la durée des manceuvres de RCP
appelée « low-flow » sont les déterminants principaux de la survenue de la dysfonction
myocardique.®®

Outre les lésions myofibrillaires engendrées par I'ischémie puis par la réponse
inflammatoire, la toxicit¢é des ROS et la surcharge calcique en sont les deux

composantes physiopathologiques principales.?®32
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2.1 - Role des ROS

Comme décrit plus haut, tout phénomeéne d’I/R se traduit par une production
excessive de ROS. Ceux-ci semblent jouer un rdle primordial dans la sidération
myocardique observée aprés un AC réanimé. Les ROS vont favoriser un flux entrant
de calcium et son accumulation dans le sarcolemme, diminuer la sensibilité des
myofilaments au calcium et endommager les myofilaments.*® En effet, les ROS vont
entrainer une charge calcique par des dommages du réticulum sarcoplasmiques
entrainant une baisse de ses capacités de stockage et une augmentation du calcium
cytosolique. La reperfusion va également aggraver la surcharge calcique par des
mécanismes liés aux ROS (inhibition de la pompe Na’/K* ATPase du sarcolemme,

augmentation des échanges Na*/Ca** conséquence de la surcharge en sodium).>*
2.2 - Perturbation de ’lhoméostasie calcique

De fagon similaire aux troubles de 'homéostasie calcique décrits dans les
|ésions neuronales, lischémie myocardique est responsable d’'une accumulation
intracellulaire de sodium par diminution de la pompe Na*/K* ATPase.*® La pompe
Na*/Ca®" est réactivée a le reperfusion et va entrainer I'afflux de calcium intracellulaire
responsable d’une activation d’enzymes protéolytiques calcium dépendantes.® Les
mécanismes qui contrélent la concentration intracellulaire de calcium restant intact,
ceci explique la réponse du myocarde aux stimulations inotropes. Comme évoqué plus
haut, Les ROS entrainent également une dysfonction du réticulum sarcoplasmique

avec une capacité réduite a transporter le calcium.
2.3 - Role de l'inflammation
Conséquence de la réponse inflammatoire systémique qu’entraine la

réanimation d’'un AC, on observe une hausse de cytokines telles que le TNFa et I'lL-1
qui pourrait participer a la dysfonction myocardique.®
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2.4 - Facteurs favorisants la dysfonction myocardique

- Massage cardiaque externe :
Le massage cardiaque externe (MCE) entraine de fagon mécanique des Iésions
myocardiques comme en témoigne [I'élévation des marqueurs de nécroses

myocardiques aprés RCP et les Iésions histologiques en cas d’autopsie.®’®

- Adrénaline :

L’injection d’adrénaline fait partie des recommandations pour la réanimation des AC.%*
Néanmoins, elle semble favoriser la dysfonction ventriculaire en augmentant les taux
de lactates myocardiques, en altérant la microcirculation myocardique, en baissant les
réserves en ATP, en favorisant la surcharge calcique, et en augmentant la

consommation en oxygéne du myocarde ischémique.***?

- Défibrillation :

L’administration répétée de CEE peut aggraver la dysfonction diastolique et modifier
les courbes pressions/volumes ventriculaires.*> L’énergie croissante des CEE semble
également aggraver la dysfonction ventriculaire.** Ces effets pourraient étre liés, entre

autres, a la production de ROS.*

- Occlusion coronaire :

La survenue d’'une sidération myocardique semble étre indépendante de I'étiologie de
'AC.2>%4¢ Neéanmoins, l'occlusion coronaire, étiologie prédominante des AC
extrahospitaliers, peut ajouter une dysfonction segmentaire a la dysfonction
myocardique globale pouvant expliquer la tendance a une augmentation de l'incidence

de la sidération myocardique dans les AC de cause cardiaque.?**°

3 - Réponse systémique a I'ischémie-reperfusion

L’AC est un état de choc extréme puisqu’il entraine un arrét total de la circulation
et de I'apport en oxygéne aux tissus. De plus, ce déficit d’apport persiste pendant la
RCP durant laquelle le débit cardiaque et I'apport en oxygéne restent bien inférieurs
aux besoins. De nombreux points communs avec la physiopathologie du sepsis ont

été mis en évidence.***” La dette en oxygéne active I'endothélium et I'inflammation
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systémique.*® Ainsi, on observe dans les premiéres minutes aprés la réanimation de
I’AC, une augmentation des concentrations de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6,
IL-8, TNFa), de récepteurs solubles (récepteur soluble au TNF type Il) et
d’endotoxines.*’ Il est probable que I'AC entraine, comme le sepsis, une tolérance aux
endotoxines a l'origine d’'une immunodépression et d’'une augmentation du risque
d’infection nosocomiale.*”*° Trés récemment, Venet et al. ont montré que I'expression
monocytaire de HLA-DR était diminuée a J1 et J3 aprés un AC réanimé et ceci de
fagon plus marquée chez les patients décédés que chez les survivants.*

L’activation de la coagulation, associée a une activation insuffisante de la fibrinolyse,
joue un réle important dans la défaillance multiviscérale.®'*? On observe une activation
des systémes coagulation/anticoagulation, fibrinolyse/antifibrinolyse aprés la
restauration d’activité circulatoire spontanée (RACS).>?> Ainsi, les facteurs
anticoagulants tels que les protéines S, C et I'antithrombine voient leurs taux diminués
en méme temps qu’est observée une augmentation transitoire de la protéine C activée
endogéne.52 Par ailleurs, les complexes thrombines-antithrombines ainsi que la
fibrinolyse (complexe plasmine-antiplasmine) sont également activés.*? La génération
de ROS, de cytokines, de produits de la coagulation, et I'activation du systéeme du
complément durant la reperfusion entrainent une activation des polynucléaires
neutrophiles et une augmentation de I'expression de leurs molécules d’adhésion de
surface.”. L’adhésion leucocytaire & I'endothélium joue un réle important dans la
survenue des troubles de la perméabilité vasculaire et des micro-thromboses. Ces
phénomeénes sont a l'origine de la formation de microthrombi et de la formation de
thrombine dans toute la microvascularisation de I'organisme ce qui participe aux
lésions neurologiques et a la dysfonction myocardique décrits précédemment.

Enfin, comme dans le sepsis, 'AC peut entrainer des lésions de I'axe hypothalamo-
hypopyhysaire entrainant une insuffisance surrénalienne.”® L'insuffisance
surrénalienne, tout comme celle observée dans le sepsis, pourrait participer au

développement de I'état de choc apres AC.
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C - Prise en charge thérapeutique
Le tableau 2 résume les recommandations de prise en charge de 'AC.
1 - Hypothermie thérapeutique

Parce qu’elles sont le déterminant principal du pronostic d’'un AC réanimé,
prévenir la survenue des lésions cérébrales constitue I'enjeu thérapeutique prioritaire.
L’hypothermie thérapeutique est le seul traitement adjuvant de la RCP a avoir
démontré une amélioration du pronostic neurologique et de la survie chez les patients
réanimés dun AC. Nous développerons plus loin les nombreux mécanismes
protecteurs de I’hypothermie thérapeutique. Son avénement en pratique clinique date
de 2002 et fait suite a la publication de deux essais cliniques randomisés contrdlés
que nous détaillerons également plus loin dans le chapitre consacré a I'hypothermie
thérapeutique dans '’AC.***° Sur la base de ces résultats ainsi que de ceux d’une
étude récente,’ les actuelles recommandations internationales concernant le controle
thermique des patients victimes d’AC extrahospitaliers sont ;3%°¢*7
* le maintien d’'une température corporelle cible constante entre 32°C et 36°C
* le contréle thermique pour les patients victimes d’AC extrahospitaliers de

rythme choquable qui restent inconscients aprés la RACS (recommandation
forte)

* le contréle thermique pour les patients victimes d’AC extrahospitaliers de
rythme non choquable qui restent inconscients aprés la RACS
(recommandation faible)

e une durée d’au moins 24 heures si un contrble thermique est mis en place

(recommandation faible).
2 - Autres traitements spécifiques

Les autres traitements (coenzyme Q10, thiopental, glucocorticoides,
nimodipine, lidoflazine, diazépam) utilisés seuls ou avec I'’hypothermie thérapeutique
n‘ont pas démontrés d’amélioration du pronostic neurologique aprés AC.>*® Plus

récemment, deux études frangaises, prospectives, multicentriques et randomisées,
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ont testé de nouveaux traitements pour améliorer le pronostic du syndrome post-AC.
Sur la base des études expérimentales ayant démontré les effets protecteurs de 'EPO
dans des contextes d'l/R, I'équipe de Cariou et al. a injecté de hautes doses
d’érythropoiétine (EPO) durant les 48 premiéres chez les patients ayant présenté un
AC de cause présumée cardiaque. Les 476 patients recrutés ont été randomisés dans
un groupe avec injection d’EPO et un groupe contréle. Aucune différence significative,
ni sur le pronostic neurologique ni sur la mortalité, n’a été observée.®*. Notre équipe a
testé linjection pré-hospitaliere de ciclosporine A (CsA) chez des patients ayant
présenté un AC par rythme non choquable. Expérimentalement, par ses effets
protecteurs mitochondriaux, la CsA avait démontré une prévention du syndrome post-
AC. L’injection de CsA était réalisée en pré-hospitalier par les équipes médicalisées
du SAMU. Aprés analyse des 67 patients vivants a 24 heures du groupe CsA et des
62 patients vivants a 24 heures du groupe contrdle, aucune différence significative sur
I'amélioration des défaillances d’organes (score SOFA) & 24 heures n’était observée.®®
Une autre étude randomisée est actuellement en cours pour tester les effets

protecteurs du NO inhalés chez des patients ayant présenté un AC extra-hospitalier.®®

3 - Mesures non spécifiques

En I'absence de nouveau traitement spécifique, les autres axes de prises en
charge sont des mesures usuelles de prise en charge des Iésions coronaires et de

neuroprotection (figure 1). lls concernent :

- Angioplastie coronarienne :

Le SCA représente de 59 a 71 % des AC de causes cardiaques.®’ Le bénéfice sur la
survie d’'une coronarographie pour diagnostiquer et traiter une occlusion coronaire est
sujet a controverse. Ce bénéfice semble exister pour les patients présentant des
anomalies ECG évoquant un SCA.®® Ce bénéfice est beaucoup plus discuté pour les

69-73

patients ayant présenté un AC sans cause cardiaque eévidente, et doit étre

envisagé et se décider au cas par cas.>®

- Maintien de la perfusion cérébrale :
Compte tenu de laltération de la perfusion cérébrale que nous avons décrite

précédemment, lutter contre toute hypoperfusion cérébrale est nécessaire au regard
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notamment de l'instabilité hémodynamique fréquente des patients. Ceci passe par le
recours aux traitements vasopresseurs, notamment la noradrénaline, pour un maintien
de la pression artérielle du patient dont la cible semble étre pour la systolique 90mmHg

et 65mmHg pour la moyenne.*®

- Contréle des convulsions :

Prés de 30% des patients comateux aprés la RACS vont présenter des convulsions.
Celles-ci peuvent aggraver les Iésions cérébrales et doivent donc étre traitées par
'administration d'un traitement spécifique (valproate de sodium, levetiracetam,

phenytoine, benzodiazepines, propofol, ou un barbiturique).*®.

- Contréle ventilatoire :

Du fait de ses effets sur la perfusion cérébrale, la PaCO; doit étre maintenue dans les
valeurs physiologiques.®® Si I'hypoxémie par I'hypoxie qu’elle entraine est délétere,
I'hyperoxie pourrait également aggraver le pronostic neurologique.”*" Une cible de

saturation artérielle en oxygéne (Sa0,) entre 94 et 98% a été retenue.®

- Contréle de la glycémie :

Controler la glycémie souvent élevée chez les patients réanimés semble un objectif a
suivre compte tenu des effets délétéres de I'hyperglycémie sur les Iésions cérébrales.
Néanmoins, un contrdle stricte de la glycémie est également pourvoyeur d’'un nombre
plus élevé d’hypoglycémies trés délétéres sur les lésions cérébrales.”®. Il faut donc
s’assurer de maintenir une glycémie inférieure a 10 mmol/L en évitant tout épisode

d’hypoglycémie.”
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Tableau 2 - Recommandations internationales de 'lLCOR 2015 pour la prise en

charge du syndrome post-AC (d’aprés '").

Action Classe de Niveau de
recommandation  preuve

Coronarographie

STEMI post RACS I B-NR

Non-STEMI post-RACS lla B-NR

Cibles thérapeutiques hémodynamiques

PAS > 90 mmHg ou PAM > 65 mmHg lIb C-LD

Contréle ciblé de la température

ACEH-rythme choquable I B-R

ACEH-rythme non choquable I C-EO

Cible thérapeutique : 32-36°C I B-R

Durée du controle thermique : 24 heures lla C-EO

Prévention de la fievre llb C-LD

Comitialité post-AC

Réalisation d’'une EEG précoce I C-LD

Traitement d’'un état de mal l1b C-LD

Cibles thérapeutiques respiratoires

PaCO; : 35-45 mmHg llb B-NR

Sa0;> 94% lla C-LD

Contréle glycémique lIb B-R

Niveau de preuve : A : méta-analyses et essais randomisés de haute qualité ; B-R :

études randomisées ; B-NR : études non randomisées ; C-LD : données limitées ; C-

EO : consensus d’expert.

Classe de recommandation : | : fort (bénéfice >>> risque) ; lla : modéré (bénéfice >>
risque) ; lIb : faible (bénéfice = risque) ; Il (avec niveau de preuve A ou B) : pas de
bénéfice majeur (bénéfice = risque) ; Il : dangereux (risque > bénéfice).

Abréviations : STEMI : sus-décalage du segment ST sur TECG aprés reprise d’'une

activité circulatoire spontanée ; RACS :

restauration d’'une activité circulatoire

spontanée ; PAS : pression artérielle systolique ; PAM : pression artérielle moyenne :
ACEH : arrét cardiaque extrahospitalier ; EEG : électroencéphalogramme.
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Restauration d’une activité circulatoire spontanée etcoma

Voies aériennes et ventilation
. Spoz>94-98%
Intubation orotrachéale
Capnographie
Ventilation minute pour
normocapnie

Hémodynamique

. ECG 12 dérivations
Voie veineuse centrale
PAS>100mmHg
Remplissage vasculaire par cristalloides
Pression artérielle invasive
Vasopresseur/inotrope pour maintenir PAS

Prise en charge thérapeutique
immédiate

Controle thermique
. Cible a 32-36°C

. Sédation/controle des frissons

Non Cause cardiaque probable Oui
E
oy
g Oui Elévation du segment ST
c
E Non
k-]
Q
.E“’ Coronarographie Envisager coronarographie
S
c
o
.3: ) o . Non
S Envisager scan. cérébral Cause de I’arrét cardiaque
et/ou angioscan. thoracique identifiée
Oui
Traitement de la cause Admission en Réanimation
Prise en charge en Réanimation
c
2 Contréle thermique a 32-36°C = 24h ; prévenir la fievre
B .
o pendant au moins 72 h
g Maintenir normoxie et normocapnie ; ventilation protectrice
Kl Optimisation hémodynamique
=
z Echocardiographie
'.E. Maintenir normoglycémie
o

Diagnostiquer et traiter les convulsions (EEG, sédation)

Différer l'évaluation du pronostic a au moins 72 h

Figure 1 - Prise en charge de I’arrét cardiaque réanimé
(d’apres *°).
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Il - MITOCHONDRIES ET ISCHEMIE-REPERFUSION

A - Mitochondrie

Les mitochondries sont apparues il y a environ deux milliards d'années suite a
I'enfouissement d'une a-protéobactérie par un précurseur de la cellule eucaryote
moderne. Elles ont gardé une structure membranaire dédoublée ainsi que leur propre
ADN distinct de 'ADN nucléaire. Il s’agit d’'organites dynamiques capables de se
scinder, de fusionner et qui ont d’étroites relations avec les autres organites cellulaires.
Leur réle est essentiel puisqu’elles sont responsables de la production de I'énergie
utile a la cellule provenant de la dégradation des glucides et des acides gras convertis
en ATP par la phosphorylation oxydative. La mitochondrie est également capable, en
réaction a une agression cellulaire telle que I'l/R, d’orienter la cellule vers la nécrose

ou l'apoptose par l'intermédiaire du phénomeéne de transition de perméabilité.

1 - Structure

La mitochondrie est un organite cytoplasmique dont la taille varie de 1 a 10 ym
de long et de 0,5 a 1 ym de large. Chaque mitochondrie est délimitée par deux
membranes (interne et externe) hautement spécialisées qui ont des fonctions trés
différentes. Ensemble, elles créent deux compartiments mitochondriaux distincts : la

matrice interne et I'espace intermembranaire beaucoup plus étroit.

- La membrane externe est une membrane classique et lisse qui entoure la
mitochondrie et a une composition en protéines (60 %) et en lipides (40 %) proche de
celle des membranes plasmiques eucaryotes. Elle est perméable gréace a la présence
de canaux porines appelés Voltage-Dependent Anion Channel (VDAC). Ceux-cCi
forment un canal non spécifique qui laisse passer les molécules de petits poids
moléculaires telles que des anions, des cations, différents métabolites (acides gras,
pyruvate...) et des nucléotides. D’autres protéines appelées les Translocase of the
Outer Membrane (TOM) permettent le transport actif des molécules de haut poids

moléculaire comme les protéines du cytosol.
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- La membrane interne est composée a 75% de protéines et 25% de lipides dont une
proportion importante de cardiolipine. Elle est imperméable a toutes les molécules
polaires et aux ions en particuliers les protons. Seules les petites molécules neutres
telles que 'Oy, 'H20, le CO; et le NH3; peuvent diffuser passivement. Des transporteurs
trés sélectifs sont donc présents pour assurer le passage des métabolites et des ions
a travers la membrane interne. Enfin, elle posséde de nombreuses invaginations
appelées crétes mitochondriales permettant d’augmenter sa surface et au sein

desquelles se trouvent les complexes de la chaine respiratoire.

- L’espace intermembranaire, situé entre les deux membranes, a une composition

proche du cytosol du fait de la relative perméabilité de la membrane externe.

- La matrice mitochondriale est délimitée par la membrane interne. Elle contient le
génome mitochondrial qui code essentiellement pour la synthése des protéines de la
membrane interne et les protéines régulatrices de la transcription de ce génome. La
matrice contient également des enzymes impliquées dans le métabolisme

(R-oxydation des acides gras, oxydation du pyruvate, cycle de Krebs...).

2 - Fonctionnement

2.1 - Phosphorylation oxydative

La mitochondrie stocke I'énergie nécessaire au fonctionnement de la cellule
sous la forme d'une liaison anhydride lors de la phosphorylation de I'adénosine
diphosphate (ADP) en ATP. L’ensemble des réactions qui conduisent a cette synthese
d’ATP consomme de l'oxygéne : on parle de respiration mitochondriale ou
phosphorylation oxydative. La phosphorylation oxydative est la principale voie de
formation d’ATP.

Les combustibles cellulaires résultant du métabolisme des nutriments (glucose, acides
gras et acides aminés) sont oxydés pour fournir des coenzymes réduits

principalement la forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et en
moindre mesure du flavine adénine dinucléotide (FADH,). La chaine respiratoire
mitochondriale via ses différents complexes assure le transfert des électrons a hautes

énergies issus du NADH et du FADH; jusqu’a 'oxygéne. Chaque complexe de la
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chaine a une plus grande affinité pour les électrons que le complexe qui le précéde
jusqu’a l'oxygeéne, effecteur final, qui a la plus grande affinité. L’énergie ainsi libérée
par le passage des électrons est utilisée par les complexe I, lll et IV pour la
translocation active des protons (H*) de la matrice vers I'espace intermembranaire.
L’espace intermembranaire devient donc chargé positivement et I'espace matricielle
négativelent ce qui crée un gradient électrochimique. La Fo-F1 ATP-synthétase permet
de convertir cette force protomotrice en une énergie chimique via la phosphorylation
d’ADP en ATP.

Des situations pathologiques ou des interventions pharmacologiques peuvent
entrainer un découplage des phosphorylations oxydatives entrainant un effondrement
du gradient électrochimique de protons qui diminue la force protomotrice et augmente

la vitesse de la respiration mitochondriale.

La chaine respiratoire est constituée de cinq complexes protéiques (figure 2) :

- Le complexe | (NADH-ubiquinone oxydoréductase) oxyde le NADH + H* et
transfére deux électrons sur I'ubiquinone réduit en ubiquinol. Ce transfert d’électrons
est couplé a la translocation de quatre H® de la matrice vers I'espace

intermembranaire.

- Le complexe Il (succinate ubiquinone oxydoréductase) oxyde le succinate en
fumarate pour réduire du FAD" en FADH,. L'oxydation du FADH, permet ensuite le
transfert de deux électrons sur l'ubiquinone. Cette réaction ne s’accompagne pas

d’'une translocation de protons a travers la membrane.

- Le complexe lll (ubiquinol-cytochrome c réductase) oxyde l'ubiquinol en
ubiquinone. Un total de quatre protons sera transloqué dans [I'espace
intermembranaire dont deux depuis la matrice. Les électrons sont transférés au

cytochrome c.

- Le complexe IV (cytochrome oxydase) catalyse le transfert d’électrons du
cytochrome c réduit produit par le complexe Il a 'oxygéne moléculaire. Cette réduction
en deux molécules d’H,O nécessite le transfert de quatre électrons issus de quatre
protons pris depuis la matrice. Deux protons sont transloqués vers l'espace

intermembranaire.
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- Le complexe V (Fo-F1 ATP-synthétase) est un large complexe protéique composé
d’une portion transmembranaire (Fo) et d’'un domaine hydrosoluble matriciel F1. Il est
possible de définir la Fo-F1 ATP-synthétase comme un complexe de deux moteurs :
un moteur F1 entrainé par I'ATP et un moteur Fo entrainé par des protons. lls sont
reliés par un arbre rotatif commun et leurs véritables sens de rotation sont opposés.
Par ailleurs, son fonctionnement réversible est a l'origine d’'une hydrolyse d’ATP en

cas de chute de la force protomotrice ou d’'une augmentation du rapport ATP/ADP.

Complexe | Complexe Il Complexe Il Complexe IV Complexe V

Succinate

Furamate + 2H*

Matrice

Espace inter-membranaire

4H* 4H*

2 cytochrome ¢

Figure 2 - Fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (d’aprés®).

Les coenzymes réduits (NADH et FADH;) issus du métabolisme des nutriments permettent de
geénérer un flux d’électrons transféré le long de la chaine respiratoire grace a quatre complexes
protéiques (I, II, II, et IV) et deux navettes (ubiquinone Q et cytochrome C) jusqu’a I'oxygéne
moléculaire. Les complexes I, Il et IV sont également des pompes a protons qui permettent de
faire sortir des H" de la matrice vers I'espace intermembranaire créant un gradient électrochimique.
La Fo/F4 ATP-synthase (complexe V) convertit cette force protomotrice en ATP en faisant rentrer
les protons dans la matrice.

2.2 - Production de radicaux libres de I'oxygéne

Les radicaux libres sont, par définition, des espéces chimiques possédant un
electron célibataire sur leur couche périphérique ce qui leur confere un fort degré de
réactivité. Les ROS sont produits majoritairement dans la mitochondrie au cours,
notamment, de la phosphorylation oxydative ou une petite partie (2 a 4%) de 'oxygéne
échappe a une réduction compléte en H,O. Les ROS jouent un réle majeur car ils sont
impliqués dans les dégradations de I'ADN, des protéines ou des lipides mais

également comme signal rétrograde vers le cytosol et le noyau. Le paradoxe des ROS
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est qu’ils constituent des produits potentiellement toxiques du métabolisme mais sont
en méme temps des molécules essentielles a la signalisation et a la régulation
cellulaire.

Il existe deux sites principaux de production de ROS mitochondriaux : le complexe | et
le complexe lll. L’appellation ROS inclut I'anion superoxyde (O2"), le radical hydroxyle
(OH’) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est
importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H2O-). L'anion superoxyde est un radical
chargé négativement provenant de la réduction monovalente de |'oxygéne moléculaire
qui capte un électron. La dismutation de cet O2" entraine la formation d'oxygéne
fondamental et de peroxyde d'hydrogéne (H20;). L'H2O2 n'est pas un radical libre au
sens propre mais il est extrémement réactif et posséde un fort pouvoir oxydant. Il est
par ailleurs capable de donner naissance au radical hydroxyle *OH tres réactif et
délétére. La vitesse de production de ROS est fonction du flux d'électrons dans la
chaine respiratoire et du degré de réduction des transporteurs d'électrons.

Plusieurs systémes enzymatiques et non enzymatiques permettent de lutter au niveau
mitochondrial contre ces radicaux libres tels que la superoxyde dismutase
mitochondriale (Mn-SOD), la glutathion peroxydase, le glutathion réduit, 'ubiquinone

ou encore la vitamine E.
2.3 - Homéostasie calcique

La mitochondrie joue aussi un réle majeur dans la régulation de 'lhoméostasie
calcique notamment par son étroite relation avec le RE. Les mécanismes exacts de
transport de calcium au sein de la mitochondrie font toujours I'objet d’intenses
recherches. L’entrée de calcium dans I'espace intermembranaire se fait via le canal
VDAC. Au sein de la membrane interne, deux voies permettent les flux de calcium :
une voie d’entrée vers la matrice et dépendante du potentiel de membrane assurée
par un canal appelé MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter) et selon les tissus, une
pompe Na*/Ca?*/Li* (NCLX) et un échangeur Ca?"H* (HCX) responsables de I'efflux
de calcium depuis la matrice (figure 3).8"® Le calcium joue un rdle clé dans la
régulation des fonctions mitochondriales notamment dans le contréle de la chaine

respiratoire, la production de ROS ou encore I'ouverture du PTP.
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Membrane externe

Espace inter-
membranaire

Membrane interne

Matrice
Figure 3 - Transport mitochondrial du calcium (d’aprés %).

La chaine respiratoire (RC) est a [lorigine du gradient électrochimique
transmembranaire. L’échangeur Na*/Ca?* (NCLX) est le principal mécanisme d’efflux
de calcium de la mitochondrie. L’uniporteur assure I'entrée du calcium grace au
potentiel de membrane. Un échangeur Ca?/H* assurerait également un efflux de
calcium (HCX).

3 - Pore de transition de perméabilité mitochondrial

La transition de perméabilité est une augmentation brusque de la perméabilité
aux solutés de Ila membrane mitochondriale interne entrainant une libre
communication entre le cytosol et la matrice. La transition de perméabilité et son
inhibition par les nucléotides de I'adénine sont connues depuis les années 50.8%%4 En
1976, Hunter et al. avaient montré, sur des mitochondries isolées de coceur, qu’en
présence de Ca?* les mitochondries passaient d’'un état condensé a un état gonﬂé.85
Le terme « transition de perméabilité » a été introduit en 1979 par Haworth et Hunter
qui ont fait 'hypothése que ce phénomeéne était lié a 'ouverture d’un canal situé dans
la membrane interne de la mitochondrie.®%"#78 Dgs 1987, des auteurs identifient la
ciclosporine A (CsA) comme puissant inhibiteur de ce phénoméne permettant aux
mitochondries d’accumuler des quantités de calcium bien supérieures a celles qui
conduisent habituellement au gonflement de la mitochondrie et a la perméabilité de la
membrane interne.®® Cette hypothése a été confirmée par des expériences
d’électrophysiologie en patch-clamp sur des mitoplastes de mammiféres qui ont

révélés la présence d'un canal a haute conductance (=1 nS) d’'un diamétre proche de
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3 nm,%® appelé le Mitochondrial Mega Channel (MMC),?" et inhibé par la CsA.°"*2. Le
terme de MMC a progressivement laissé la place a celui de PTP. L'ouverture
prolongée du PTP entraine un gonflement de la matrice mitochondriale (swelling), un
effondrement du potentiel de membrane, l'arrét de la synthése de I'ATP et son
hydrolyse par 'ATP-synthétase, la libération de Ca?*, la déplétion des nucléotides, la
rupture de la membrane mitochondriale externe et éventuellement la libération de
protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome c¢. Une ouverture transitoire du
PTP pourrait-étre impliqué dans la régulation physiologique de I'homéostasie calcique
et des ROS,* et fournir aux mitochondries un mécanisme rapide de libération du

Ca2+ 94

3.1 - Structure moléculaire

La structure moléculaire exacte du PTP est débattue depuis plus de 30 ans et
fait toujours l'objet d’intenses recherches. On suppose qu’il s’agit d’'un complexe
multiprotéique assemblé a la juxtaposition des membranes internes et externe.*®
L’apport des modeles transgéniques a remis en cause plusieurs protéines proposées
comme constitutives du pore démontrant qu’aucune n’était indispensable a la
transition de perméabilité. Etant donné les incertitudes et les nombreuses recherches
toujours en cours sur le sujet, nous aborderons les principales protéines qui semblent

jouer un role dans la transition de perméabilité.

- Voltage-dependent cation channel (VDAC) est la principale protéine de la
membrane externe mitochondriale dont la principale fonction est de permettre I'entrée
de petites molécules hydrophiles dont le calcium. D’'un poids moléculaire de 32 kDa,
elle est formée de 19 feuillets 3 et d’'une région a-hélicoidale N-terminale située a
I'intérieure du canal. Il en existe trois isoformes (VDAC1, VDAC2 et VDAC3) chez les
mammiféres. VDAC a été proposé comme constituant du PTP car il était
historiquement isolé avec les protéines TSPO dont les ligands modifiaient les
propriétés du MMC. De plus, il avait également une localisation proche des sites
d’interactions entre les deux membranes mitochondriales. L'étude de mitochondries
dépourvues de lisoforme VDAC1 (réponse au calcium, inhibition par la CsA...) a
démontré que celles-ci avaient pourtant les méme caractéristiques que les

mitochondries issues de souris contrdles.?® Des résultats similaires pour VDAC2 et 3
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ont été obtenus.’”*® Compte tenu des résultats de ces expérimentations biochimiques
et génétiques, il est désormais admis que VDAC n’est pas un constituant essentiel du
PTP.

- Transporteur des nucléotides adényliques (ANT), d’'un poids moléculaire de 35
kDa, est la protéine la plus abondante de la membrane interne mitochondriale. Elle
catalyse I'’échange d’ADP entrant dans la matrice et d’ATP sortant de la matrice avec
une stoechiométrie de 1:1. Son rdle dans la transition de perméabilité a d’abord été
suspectée par une approche pharmacologique (I'atractyloside était capable d’induire
une transition de perméabilité et de modifier la conformation de ANT).*® De plus, ANT
provenant de mitochondries de coeurs de bovins et reconstitué en protéliposomes
présentait une activité de canal de conductance stimulé par le Ca** et était inhibé par
la CsA."%%'%" Néanmoins, I'étude de mitochondries dépourvues de ANT1 et 2 isolées
du foie d’animaux transgéniques mettait en évidence la persistance de 'ouverture du
PTP ainsi qu’une sensibilité conservée a la CsA.'%? D’autres études ont ensuite poussé
plus loin I'étude de mitochondries issues d’animaux transgéniques et ont permis de
conclure quU’ANT pouvait moduler le PTP mais n’était pas un constituant essentiel du
PTP.'®

- La cyclophiline D fait partie des cyclophilines qui sont des protéines ubiquitaires
dotées d’'une activité peptidyl-prolyl cis-trans isomérase. Elles sont donc impliquées
dans la conformation et le repliement des protéines. La forme la plus abondante chez
I’'hnomme est la cyclophiline A située dans le cytosol. La CsA a pour propriété d’inhiber
I'activité des cyclophilines. Les mammiferes ont une forme particuliere de cyclophiline
située dans la mitochondrie appelée cyclophine D (CypD), d’'un poids moléculaire de
18kDa. La CypD est la cible mitochondriale de la CsA qui entraine une inhibition de
ouverture du pore.'™ Les modéles expérimentaux transgéniques ont permis de
confirmer que les mitochondries dépourvues de CypD présentaient une diminution de
la susceptibilité d’ouverture du pore se traduisant in vitro par une augmentation des
doses de Ca®" nécessaires pour obtenir son ouverture et son insensibilité a la
CsA."® "% Néanmoins, la CypD est une protéine mitochondriale matricielle ce qui est
en contradiction avec I'hypothése qu’elle serait un constituant du PTP. De plus,
I'ouverture du PTP est toujours possible chez les mitochondries dépourvues de CypD

en présence de forte dose de calcium intracellulaire. Enfin, d’autres modulateurs du
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PTP conservaient leurs effets méme en I'absence de CypD. Par ailleurs, la CypD est
susceptible de subir des modifications post-transcriptionnelles telles que I'acétylation
sur sa lysine 166 ce qui favoriserait 'ouverture du PTP."%® La sirtuine 3 est capable de
déacétyler la CypD diminuant ainsi la susceptibilité d’ouverture du PTP.'%® D’autres
modifications post-transcriptionnelles de la CypD sont connues comme la nitrosylation
sur son résidu cystéine 203 et la phosphorylation sur ses résidus sérines/thréonines
qui favorisent 'ouverture du PTP.""""" | ’ensemble de ces données suggére que la

CypD est plutét un régulateur de I'ouverture du PTP qu’un de ses constituants.

- Le transporteur mitochondrial de phosphate inorganique (PiC) est situé dans la
membrane interne de la mitochondrie et joue un réle essentiel en permettant I'entrée
de Pi dans la mitochondrie pour permettre ensuite la synthése d’ATP. Le taux de PiC
détermine le taux de production d’ATP dans la mitochondrie. Des études biochimiques
ont mis en évidence que la liaison de la CypD au Pic était corrélée a linhibition de
I'ouverture du PTP notamment sous I'effet d’inhibiteurs communs.'? Celles-ci et une
série d'études biochimiques supplémentaires ont conduit a I'idée que PiC pourrait étre
un composant clé du PTP en coopération avec I'ANT."'?""3 La encore, des études
génétiques ont permis de développer des mitochondries dépourvues d'une expression
de PiC et nont montré aucune altération de la fonction du PTP.""*"° Enfin, des
expériences avec patch-clamp avec le PiC actif reconstitué ont révélé une fonction du
canal anionique avec une conductance moyenne faible et non affectée par 'ADP.""®
Ces données permettent de conclure que que PiC n’est pas un élément structurel clé
du PTP.

- Mitochondrial protein translocator (TSPO), d’'un poids moléculaire de 18 kDa, a
initialement été identifiee dans la membrane mitochondriale externe avec la
particularité de lier des analogues des benzodiazépines et a donc été assimilée a un
récepteur périphérique aux benzodiazépines (PBR). Des études plus récentes ont
suggeré que la TSPO pourrait étre impliquée dans le transport du cholestérol
mitochondrial,”"’ et la régulation du PTP.""®"?° Les modeéles expérimentaux d’animaux
transgéniques ont infirmé cette hypothése démontrant que la TSPO ne jouait aucun
réle ni dans la structure ni dans la régulation du PTP."" Les ligands de la TSPO

pourraient en fait avoir une action directe sur la Fo/F; ATP-synthétase."??
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- Les protéines de la famille BCL-2 participent a la régulation de I'apoptose et de la
perméabilité de la membrane externe de la mitochondrie. Néanmoins, les
mitochondries dont les génes codant certaines de ces protéines avaient été inactivés
présentaient une baisse de la perméabilité de la membrane externe sans altération

significative du fonctionnement du PTP."2%124

- Spastic paraplegia 7 (SPG7, paraplégine) est une protéase dont la mutation est
responsable d’une forme héréditaire de paraplégie spastique. Elle est assemblée avec
une autre protéine (AFG3L) au sein de la membrane interne de la mitochondrie. La
délétion du géne codant la SPG7 entraine in vitro une baisse de 'activité du complexe
| de la chaine respiratoire et une augmentation de la production de ROS."?® Une étude
récente suggere que SPG7 jouerait également un réle essentiel dans la formation et
la régulation du PTP.' Les auteurs de cette étude ont d’abord étudié la capacité de
rétention calcique (CRC) a partir de cellules humaines perméabilisées et traitées par
des siRNA pour supprimer la translation de protéines mitochondriales. Parmi les
protéines dont la suppression a modifié la susceptibilité d’ouverture du PTP, les
auteurs ont retenu la SPG7 car celle-ci était immunoprécipitée avec la CypD et
VDAC1. La suppression ensuite de I'expression de SPG7 entrainait une baisse de la
susceptibilité d’ouverture du PTP.'® Néanmoins, SPG7 pourrait n’étre qu’un
régulateur du PTP et d’autres études sont nécessaires pour préciser son réle dans la

transition de perméabilité.

- Fo/F1 ATP-synthétase (complexe V de la chaine respiratoire) assure la synthése
d’ATP en assurant le couplage de la réaction chimique ADP + Pi = ATP a la
translocation des protons de I'espace intermembranaire vers la matrice. Cette réaction
est réversible et, en I'absence de protons, 'ATP est hydrolysée et les protons sont
transférés vers I'espace intermembranaire. C’est une étude récente de Bernardi et al.
qui a mis en évidence le role majeur de la Fo/F1 ATP-synthétase dans la transition de
perméabilité.’®” La Fo/F; ATP-synthétase est un complexe constitué d’un transporteur
spécifique membranaire de protons (Fy) intégrée a la membrane interne ainsi que d’'un
domaine F catalytique hydrophile relié a Fo par des tiges centrales et périphériques
dont OSCP (oligomycin sensitivity binding protein) (figure 4). OSCP pourrait étre un
élément clé des interactions avec la CyPD et d’autres protéines agissant sur le PTP

comme la sirtuine 3."® En 2009, Giorgio et al. ont mis en évidence une interaction
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entre la CypD et la Fo/F1 ATP-synthétase.'® La liaison se fait sur OSCP et entraine
une baisse de I'activité catalytique de I'enzyme restaurée par la CsA."?"'?° Soumis &
un stress calcique notamment, la Fo/F; ATP-synthétase forme un canal de
conductance élevée identique au PTP."?" La modification de sous-unités de 'enzyme
entraine une résistance a I'ouverture du PTP."*° Ces données ont fait de la Fo/F1 ATP-
synthétase une candidate sérieuse avec deux solutions proposées : I'une basant le
PTP sur un monomeére de I'enzyme et l'autre sur une conformation en dimeére de la
Fo/F1 ATP-synthétase (figure 5)."*"1*2. Néanmoins, une étude trés récente vient une
nouvelle fois relancer la question de la structure moléculaire exate du PTP. En effet,
les auteurs ont montré que des cellules n’exprimant pas la sous-unité C en anneau de
la Fo/F1 ATP-synthétase pouvaient néanmoins présenter les caractéristiques de

I'ouverture du PTP."3

Figure 4 - Représentation schématique
d’un dimére de la F¢/Fi ATP-synthétase
(d’apres %)

F1 et ses sous-unités (en bleu foncé), Fpet ses
sous-unités (en vert et bleu clair), en rouge les
tiges périphériques
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Membrane interne

Membrane interne

Figure 5 - Deux modéles de PTP proposés a partie de la
Fo/lF1 ATP-synthétase (d’apres ").

Des dimeres d’ATP-synthétase (A) pourraient former le PTP. Dans une autre
hypothése, le PTP serait un monomeére de la sous-unité C en anneau de 'ATP-
synthétase (B).

3.2 - Inhibition pharmacologique

L’intérét croissant de la recherche pour l'inhibition du PTP dans des domaines
aussi variés que I'l/R, la cancérologie ou les maladies neurodégénératives a permis la
découverte d’'un nombre de plus en plus importants d’inhibiteurs pharmacologiques
dont les principaux sont listés dans le tableau 3. Alors que certains n’en sont qu’a un
stade précoce de développement pharmacologique (exemple : phenylbenzamides),
d’autres ont pu étre testés expérimentalement in vivo (exemple GNX4728) ou méme
chez 'Homme (exemple : CsA, TRO40303). Dans un certain nombre de cas, les
mécanismes d’action restent inconnus. La toxicité de certaines molécules en limite

pour le moment leur expérimentation aux mitochondries isolées ou aux cellules.
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Tableau 3 - Principaux inhibiteurs pharmacologiques du PTP (d’apres >13%13§),
Inhibiteur du PTP Cibles
2-aminoethoxydiphenyl borate Inconnu
Acide bongkrekique ANT
Acyl-CoA esters ANT
ADP/ATP ANT
Antamanide CypD
C-9 CypD
Ciclosporine A CypD
Debio-025 CypD
Diarylisoxazole-3-carboxamides Inconnu
DIDS VDAC
ER-000444793 Inconnu
Glutamate VDAC
GNX-865 Inconnu
GNX-4728 ANT, PiC ?
GNX-4975 ANT, PiC
Monoxyde de carbone ANT
N-ethylmaleimide ANT
N-phenylbenzamides Inconnu
NADH/NAD+ VDAC
NIM811 CypD
Oligomycin F1FO ATP-synthétase
Propofol Antioxydant
Rasagiline Inconnu
Rhodamine 6G ANT
Ro 68-3400 ANT ou PiC
Ruthenium red MCU
S15176 Inconnu
Sanglifehrin A CypD CypD
Sildenafil Inconnu
TRO 19622 VDAC
TRO 40303 PBR
Ubiquinone(0) ANT ou PiC

ANT : Adenine nucleotide translocator ; CypD : Cyclophiline D ; VDAC : Voltage-
dependant anion chanel ; PiC : Transporteur du phosphate inorganique ; NADH :
Nicotinamide adénine dinucléotide ; MCU : Mitochondrial calcium uniporter ; PBR :

peripheral benzodiazepine receptor.
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B - Concept d’ischémie-reperfusion

L’ischémie est définie par une réduction ou par linterruption du débit sanguin
dans un territoire vasculaire donné, responsable d’'une inadéquation entre les apports
en oxygene et en substrats énergétiques d'une part, et les besoins de la cellule pour
son fonctionnement et sa survie d’autre part. Elle se rencontre dans de nombreuses
situations cliniques telles que I'IDM, 'AVC, l'ischémie mésentérique ou encore la
transplantation d’organe qui correspondent a des interruptions complétes du flux
sanguin. Les états de choc (cardiogénique, hémorragique, septique ou
anaphylactique) entrainent également une ischémie par diminution partielle de la
perfusion tissulaire liée a une insuffisance circulatoire aigué. L’AC est un exemple
particulierement sévere d’'ischémie puisque linterruption compléte du flux sanguin
concerne tous les organes. La durée de lischémie est évidemment le premier
déterminant des lésions cellulaires et la principale option thérapeutique pour le
clinicien reste bien sOr de rétablir le flux sanguin le plus rapidement possible
(angioplastie, thrombolyse, remplissage vasculaire, massage cardiaque, amines
vasopressives...). Bien que salvatrice, la reperfusion peut engendrer elle-méme des
lésions que I'on appelle Iésions de reperfusion (figure 6).*? Le concept de Iésions de
reperfusion a été décrit pour la premiere fois par Jennings en 1960 qui émit
I'hypothese, sur un modeéle canin, que la reperfusion s’Taccompagnait d’'une majoration
du processus nécrotique.”®” Les auteurs ont proposé que la reperfusion était
susceptible d’accélérer la progression de la nécrose mais sans provoquer de Iésions
de novo. C’est I'observation des effets protecteurs d'une intervention thérapeutique
appliquée uniquement au début de la reperfusion (réduction de la taille de I''DM) qui a
permis d’admettre le concept de Iésions de novo survenant au moment de la

reperfusion.>138
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Mort
cellulaire
A Ischémie Reperfusion Lésions ischémiques
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Figure 6 - Le concept de lésion de reperfusion (d’aprés '%9).

Au cours de I'ischémie apparaissent des lésions cellulaires irréversibles entrainant
la mort des cellules de maniere temps-dépendante. En 'absence de reperfusion,
les lésions ischémiques vont aboutir a la nécrose cellulaire compléte. La
reperfusion arréte le processus de nécrose cellulaire ischémique mais a la phase
précoce apparaissent des Iésions supplémentaires, au-dela des Iésions induites
par I'ischémie. Ce sont les Iésions de reperfusion

1 - Conséquences cellulaires de I'ischémie

Durant l'ischémie, I'hypoxie interrompt la phosphorylation oxydative entrainant
une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une déplétion en ATP. Ce
processus est exacerbé par la dégradation de tout ATP disponible car la
Fo/F1+ ATP-synthétase fonctionne en sens inverse pour maintenir le potentiel de
membrane mitochondriale entrainant une hydrolyse de I'ATP et une augmentation du
phosphate inorganique mitochondrial. Par ailleurs, le métabolisme cellulaire passe en
glycolyse anaérobie, entrainant I'accumulation de lactate, ce qui réduit le pH
intracellulaire. L'accumulation intracellulaire de protons active I'échangeur d'ions
Na*/H* qui évacue les protons de la cellule en échange d'une entrée de Na®. La
surcharge sodique intracellulaire est également favorisée par l'arrét de la pompe
Na*/K* ATP-dépendante. Cette accumulation de Na® intracellulaire va elle-méme

favoriser la surcharge calcique en activant I'échangeur Na*/Ca?".
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2 - Conséquences cellulaires de la reperfusion

- La production de ROS est majeure dés les premiéres minutes de la reperfusion. Le
retour massif de I'oxygéne dans un environnement jusque-la privé d’'oxygéne, couplé
a la baisse d’ATP, favorise la production de ROS par augmentation de la fuite
d’électrons au niveau de la chaine respiratoire. L’accumulation de succinate semble
jouer un réle déterminant dans la production des ROS a la reperfusion car son
oxydation entraine un transport inverse d'électrons au niveau du complexe |
mitochondrial.™° L’oxydation de I'hypoxanthine, produit de dégradation de I'ATP, en
xanthine puis en acide urique par la xanthine oxydase est également une importante
source de production de ROS. Enfin, la NADPH oxydase et la NOS participent
également a la production de ROS a la reperfusion.”’ Les ROS vont entrainer des
|ésions de ’ADN, des protéines et des lipides cellulaires, une dysfonction endothéliale

et une réaction inflammatoire systémique.

- La surcharge en Ca®* intracellulaire et mitochondriale commence donc dés
l'ischémie et est exacerbée au moment de la reperfusion en raison des lésions de la
membrane plasmique, des Iésions du réticulum endoplasmique induites par le stress
oxydatif et de la reprise de lactivitt mitochondriale. En effet, la ré-excitation
mitochondriale permet la récupération du potentiel membranaire mitochondrial qui

entraine I'entrée de Ca?* dans les mitochondries via I'uniporter mitochondrial Ca?".

- La correction rapide du pH va méme jusqu’a une alcalose transitoire au moment
de la reperfusion est la conséquence de la baisse du lactate et de I'activation

notamment des échangeurs Na*/H* et Na*/Ca?* favorisant la surcharge calcique.'*

3 - Principaux déterminants de I’ouverture du PTP a la reperfusion

- La surcharge calcique est le principal déterminant de la transition de perméabilité
faisant partie de la définition du phénoméne depuis sa premiére description.®® Les
mécanismes d’action de la surcharge calcique sur le PTP sous encore incomplétement
élucidés. Dans I'hypothése d’'une conformation en dimére de la Fo/F1 ATP-synthétase,

le calcium agirait sur le site catalytique de 'enzyme pour induire un changement de

36



Introduction

conformation de I'enzyme transmis par les tiges périphériques (dont OSCP) (figure
7)."?% 1| semble probable que Ca** et les ions Mg®*, Sr** et Mn®* qui diminuent les

probabilités d’ouverture du PTP, se disputent les mémes sites de liaison.

Matrice

Espace inter-membranaire

Figure 7 - Possible mécanisme d’action du calcium sur la Fo/F; ATP-synthétase
a l'origine de la transition de perméabilité (d’apres '%).

La fixation du calcium sur le site catalytique de I'enzyme entraine un changement de
conformation transmis par les tiges latérales (en vert) permettant I'efflux de calcium.
Le Mg?* inhibe la transition de perméabilité.

- La correction rapide de I'acidose a la reperfusion favorise également I'ouverture
du PTP. En effet, durant l'ischémie, le PTP reste fermé car I'acidose intracellulaire
constitue un puissant inhibiteur de I'ouverture du PTP.%*'*3 L'inhibition par le pH acide
se produit par protonisation réversible des résidus histidine.'**'#® L’effet protecteur de

Iacidose persiste chez les souris n’exprimant pas la CypD (CypD™"

) suggérant que les
résidus histidine ne sont pas localisés sur la CypD.'® Comme nous I'avons vu
précédemment, a la reperfusion, la correction rapide du pH va entrainer une
amplification de la surcharge calcique elle-méme facteur d’ouverture du PTP. Par
ailleurs, le PTP peut également étre affecté indirectement par le pH par le biais de
composes dont I'accumulation est elle-méme affectée par le pH. Par exemple, un pH
externe acide augmente le taux d'absorption de Pi favorisant ainsi I'ouverture des

PTP.146

- Le phosphate inorganique (Pi) agit comme un inducteur de I'ouverture du PTP alors
méme que des concentrations croissantes de Pi diminuent la concentration en Ca?".

Le Pi peut inhiber le PTP dans les mitochondries hépatiques de souris CyPD™,
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suggérant que les effets inducteurs de Pi peuvent dépendre au moins en partie de la
liaison de CyPD."™’ |l est possible que certains des effets in situ de Pi soient provoqués
par la formation de polyphosphate qui s'est révélé étre un puissant activateur du
PTP.8

- Les ROS sont de puissants inducteurs d’ouverture du PTP, le métabolisme des ROS
étant tres connecté a celui du calcium. Dés 1973, une équipe avait pu observer, sur
un modéle de cceur isolé-perfusé, un relarguage massif d’enzymes myocardiques
sous l'effet de la réoxygénation.’® Comme nous I'avons déja évoqué, les ROS
augmentent les concentrations intracellulaires de Ca®* notamment en modulant
I'activité des récepteurs IP; sur le réticulum endoplasmique (RE) ainsi que les pompes
et les canaux Ca?* sur la membrane plasmique.’® L’oxydation des groupements thiols
des protéines de la membrane interne favorise I'ouverture du PTP."" Les inductions
transitoires d’ouverture du PTP pourraient déclencher de courtes rafales de ROS avec
des fonctions de signalisation possibles via la modulation de chaperonnes et de
kinases réalisant une amplification croissante de la production de ROS et de la
surcharge calcique.’®? Au-dela d'un certain degré d'augmentation incontrélée des ROS
dépassant les systemes tampons, cela pourrait déclencher une ouverture prolongée

du PTP et la mort cellulaire.™?

4 - Voies de mort cellulaire de I'ischémie-reperfusion

La mort cellulaire peut se définir comme une destruction irréversible de la
membrane cellulaire. 1l y a environ 50 ans, le premier concept de mort cellulaire
régulée a été décrit et appelé apoptose.’®* Contrairement a la mort cellulaire régulée,
la nécrose était considérée comme non régulée et non programmeée. Depuis ces
premiéres descriptions, de nombreux nouveaux concepts de morts cellulaires ont été
introduits et décrits dans de trés nombreuses études in vitro et in vivo et une nouvelle
classification des différents types de mort cellulaire a été proposée en 2012."° La
distinction entre ces différentes modalités de morts cellulaires est d’autant plus
complexe que chacune de ces voies semblent étre interconnectées. 1%’

Les principales modalités de mort cellulaires étudiées dans I'l/R sont la nécrose,

I'apoptose et I'autophagie.
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4.1 - Nécrose

La nécrose est directement liée a la privation en oxygene et en nutriments des
cellules. Elle se caractérise par un gonflement cellulaire et des organites, la rupture de
la membrane plasmique et la perte du contenu intracellulaire incluant les organelles et
des protéines pro-immunogénes (les Damage Associated Molecular Patterns,
DAMPSs). C’est classiquement un processus passif et non régulé. Il a été récemment
montré que ce type de mort cellulaire peut également étre un processus finement
régulé (la nécroptose), différent de I'apoptose, faisant intervenir de nombreux stimuli
extracellulaires dont le Tumour necrosis factor (TNF), TNF receptor 1 (TNFR1) et les
Receptor Interacting Protein Kinase (RIPK1 et RIPK3)."® L’ouverture du PTP est

également proposée comme un des mécanismes de la nécroptose.’®
4.2 - Apoptose

La reperfusion va conduire un certain nombre de cellules irrémédiablement
lésées par l'ischémie vers la mort cellulaire par 'activation des voies de signalisation
de 'apoptose qui est un phénomeéne actif. L’apoptose est un ensemble de mécanismes
hautement régulés, colteux sur le plan énergétique, réalisant un programme de mort
prédéfini. Les caractéristiques morphologiques de I'apoptose comprennent la
condensation cellulaire, la fragmentation nucléaire, la condensation de la chromatine
et le bourgeonnement des membranes pour former des corps apoptotiques. Les
caspases orchestrent I'apoptose par le clivage de nombreuses protéines conduisant
finalement a la reconnaissance phagocytaire et a la destruction de la cellule mourante.
De nombreuses études ont mis en évidence le rdle important de I'apoptose dans les
lésions de reperfusion,’® y compris dans I'AC." Le signal intracellulaire de mort
provient principalement de 2 voies qui convergent toutes les deux vers les caspases
3 et 7 (figure 8) :

- Dans la voie intrinséque, la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale, qui conduit a la libération de protéines pro-apoptotiques a partir de
I'espace intermembranaire mitochondrial, est I'événement déterminant de I'activation
de la caspase et de 'apoptose. Apres sa libération des mitochondries, le cytochrome ¢

se lie au facteur 1 d’activation apoptotique (APAF1), induisant son changement de
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conformation et conduisant a la formation d’'un complexe multiprotéique appelé
apoptosome. L'apoptosome recrute et active la caspase 9, qui, a son tour, clive et
active la caspase 3 et la caspase 7. Le perméabilisation est un processus hautement
régulé, principalement contrélé par des interactions entre les membres pro- et anti-

apoptotiques de la famille des BCL-2.

- Dans la voie extrinséque, 'activation des récepteurs membranaires provoque le
recrutement de molécules (FADD) qui activent une caspase initiatrice, la caspase 8.

La caspase 8 activée clive et active directement les caspase 3 et 7.
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Figure 8 - Voies de signalisation de ’'apoptose (d’apres '").

La voie apoptotique intrinséque (A) : les stimuli, telles que les lésions de I'ADN ou les
protéines en stress du réticulum endoplasmique (ER), activent les protéines BH3-only,
conduisant a 'activation de BCL-2-associated X protein (BAX) ou killer (BAK) et a la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Les protéines BCL-2 anti-
apoptotiques empéchent le perméabilisation en se liant aux protéines BH3-only et aux
BAX ou BAK activés. Apres la perméabilisation, la libération de protéines de I'espace
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intermembranaire mitochondrial favorise l'activation de la caspase et I'apoptose. Le
cytochrome c lie le facteur d'activation de la protéase apoptotique 1 (APAF 1), induisant
son oligomérisation, et formant ainsi une structure appelée apoptosome qui recrute et
active la caspase 9. La caspase 9 clive les caspase 3 et 7 conduisant a I'apoptose. La
libération mitochondriale de deux autres protéines (SMAC et OMI) neutralise la
fonction inhibitrice de la protéine XIAP ((X-linked inhibitor of apoptosis protein). La voie
apoptotique extrinséque (B) est initiée par la fixation de ligands sur leurs récepteurs,
conduisant au recrutement de la protéine FADD (FAS-associated death domain
protein) puis de la caspase 8. Il en résulte la dimérisation et I'activation de la caspase
8 qui peut alors cliver directement et activer la caspase 3 et la caspase 7, conduisant
a l'apoptose. Le lien entre les voies extrinseque et intrinseque se crée par le clivage
de la caspase 8 et I'activation de BH3-interacting domain death agonist (BID) dont le
produit (BIDt) est requis dans certains types de cellules pour induire 'apoptose. FASL,
FAS ligand ; TNF, Tumour Necrosis Factor ; TRAIL, Tumor-necrosis-factor Related
Apoptosis Inducing Ligand.

Le stress du réticulum endoplasmique (RE), qui intervient comme un des
activateurs de la voie intrinséque, correspond a une accumulation et une agrégation
de protéines de conformation anormale au niveau du RE. Le RE est un lieu essentiel
de synthése et de maturation des protéines de la membrane plasmique, des organites
intracellulaires et des protéines sécrétées par la cellule. Au cours de leur traduction,
ces protéines pénéetrent dans la lumiére du RE ou elles sont repliées et assemblées
en complexes multiprotéiques. Le repliement de ces protéines requiert la participation
de protéines chaperonnes résidentes du RE telles que GRP78 (Glucose-Regulated
Protein 78, également appelée BIP). Dans certaines conditions cytotoxiques telles que
celles rencontrées au moment de la reperfusion, la quantité de protéines de
conformation anormale dans le RE augmente si fortement que cela sature
I'équipement cellulaire en chaperonnes et en protéines de dégradation. Dans ces
conditions, les cellules sont dites en situation de « stress du réticulum
endoplasmique ». La réponse UPR (Unfolded Protein Response) a alors pour but
d’augmenter les capacités cellulaires d’élimination des protéines incorrectes. Elle peut
aussi aboutir a la mort de la cellule par apoptose si le stress est trop intense ou de trop
longue durée. Chez les mammiféres, la réponse UPR est traduite par trois récepteurs
transmembranaires situés au niveau du RE : la protéine PKR-like ER Kinase (PERK),
I'’Activating Transcription Factor 6 (ATF6) et I'Inositol Requiring Protein 1 (IRE1). Le
stress du RE induit la dissociation de GRP78 de ces trois molécules ce qui active la

transduction du signal UPR (figure 9).
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Figure 9 - Réponse UPR au stress du RE (d’aprés

Trois récepteurs membranaires assurent son initiation. La dimérisation de IRE1a (A),
suivie de l'auto-phosphorylation, déclenche son activit¢ RNase qui traite I'ARNm
codant pour la protéine XBP1u pour produire un facteur de transcription actif : XBP1
épissé (XBP1s). XBP1s contréle la transcription des génes codant pour les protéines
impliquées dans le repliement des protéines, la dégradation dépendante du RE, le
contrble de la qualité des protéines et la synthése des phospholipides. L'IRE1a
dégrade également certains ARNm par le biais d'une élimination régulée par I''IRE1
(Regulated-IRE1 Dependent Decay, RIDD). Aprés activation, PERK (B) phosphoryle
elF2a pour atténuer la synthése protéique générale et peut également phosphoryler
NRF2, facteur de transcription impliqué dans le métabolisme redox. La
phosphorylation de elF2a permet la traduction de 'ARNm ATF4, qui code un facteur
de transcription contrdlant la transcription des génes impliqués dans l'autophagie,
I'apoptose, le métabolisme des acides aminés et les réponses antioxydantes. ATF6
(C) est transporté dans I'appareil de Golgi par interaction avec le complexe protéine
COPII puis traité par S1P et S2P, libérant son fragment de domaine cytosolique
(ATFo6f). ATF6f contrdle la régulation positive des génes codant les composants ER-
associated degradation (ERAD) et aussi XBP1.

4.3 - Autophagie

L’autophagie est considérée comme un mécanisme de survie cellulaire,
permettant un recyclage des protéines et des organites en réponse a une carence en
nutriment. Elle conduit également a la mort cellulaire losqu’elle est dépassée.
L’autophagie comprend quatre étapes distinctes et consécutives : l'initiation d'un
croissant membranaire (phagophore) puis la formation d'autophagosomes
(c'est-a-dire de structures a double membrane qui encerclent leur cargaison de
constituants cytosoliques endommagés), la génération d'autolysosomes par amarrage

et fusion avec les lysosomes et la dégradation finale avec un recyclage de la cargaison
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séquestrée. Parmi les multiples complexes protéiques et voies de signalisation qui
participent a I'organisation de ce processus, une cohorte de meédiateurs clés a vu le
jour. Ceux-ci inclus principalement mTOR, la phosphorylation de I'AMP (AMPK), la
PI3-kinase et LC3-I1."®* Plusieurs études expérimentales ont montré que I'autophagie
était activée lors d’une I/R."®*"%® Néanmoins, son réle protecteur ou délétére reste
débattu.'®®1%71%8 Certaines recherches ont pour but de développer des traitements

capables de supprimer l'autophagie excessive sans éliminer l'autophagie basale.

5 - Concept d’ischémie-reperfusion et arrét cardiaque

Comme nous l'avons évoqué précédemment, 'AC est une modalité extréme
d’I/R globale. L'ischémie survient au moment de I'AC et la reperfusion débute dés les
premiéres manceuvres de RCP. A titre d’exemple, les durées médianes d’'ischémie
(c’est a dire la durée d’AC avant la RCP) en France pour les AC extrahospitaliers sont
d’une dizaine de minutes.®®'®® Ces durées peuvent étre beaucoup plus courtes dans
les cas d’AC devant témoins.>®*'° Sj raccourcir la durée d’AC a reste un objectif de
santé public important en favorisant par exemple la formation du grand public a la RCP
ou la mise a disposition de défibrillateurs automatisés dans les lieux publics,
comprendre les mécanismes des lésions de reperfusion et trouver des traitements
pour en diminuer les conséquences est une voie de recherche prometteuse. A titre
d’exemple, en 2012, a partir des connaissances acquises sur les conséquences
cellulaires des phénomenes d’I/R, une équipe a mis en évidence des résultats
spectaculaires sur un modele d’ischémie cérébrale par ligature carotidienne chez le
cochon. En effet, tous les animaux (n=11) qui avaient bénéficié d’'une « reperfusion
contrélée » étaient vivants a 24 heures malgré un temps d’ischémie cérébral de 30
minutes. Le protocole de « reperfusion contrélée » comprenait la perfusion, avant le
déclampage carotidien, d’'une solution dont la composition visait a limiter la surcharge
calcique et le stress oxydant.”" Ainsi, remettant en cause le dogme selon lequel les
lésions cérébrales seraient irréversibles au bout de quelques minutes d’ischémie, les
auteurs apportaient la preuve qu’en contrélant au maximum la reperfusion, les
conséquences d'une ischémie globale méme prolongée pouvaient étre trés
significativement limitées. lls laissaient méme entrevoir, de fagon contre-intuitive, de
devoir différer une RCP pour permettre de limiter les |ésions de reperfusion par un

traitement préalable.
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lll - PROTECTION CELLULAIRE, MITOCHONDRIE ET
ARRET CARDIAQUE

A - Conditionnement ischémique et pharmacologique

1 - Pré-conditionnement ischémique

Cela fait maintenant plus de trente ans que le principe du pré-conditionnement
ischémique (PCI) a été décrit. Dans un article précurseur, Murry et al. ont montré que
quatre cycles de 5 minutes d'ischémie avec une reperfusion intermittente permettaient
de limiter la taille de linfarctus de 75 %.'"> Dans les années qui ont suivi, I'effet
protecteur du PCI a pu étre reproduit par tous ceux qui I'ont essayé et reproduit chez
de nombreuses espéeces, y compris chez I'nomme, et confirmé dans d’autres
organes.''"° Le PCl reste I'intervention la plus puissante pour réduire la taille 'IDM.
Au cours des trois dernieres décennies, plus de 10000 articles ont été publiés sur ce
sujet et ont permis de mieux comprendre les mécanismes protecteurs induit par le PCI.
En 1993, une équipe de chercheurs de Londres et une équipe d’'Osaka ont montré
gu’il existait une seconde fenétre de protection plus tardive qui débute de 12 a 24
heures plus tard et persiste jusqu’a 72 a 96 heures mais offrant un cardioprotection
moins puissante.'”®'”” Dans la premiére étude clinique de 1993, les auteurs ont réalisé
un PCIl dans une chirurgie de pontage coronarien par des épreuves de
clampage/déclampage aortique et ont retrouvé une préservation des taux d’ATP apres
analyse de biopsies myocardiques.'® Plus tard, une méta-analyse portant sur 22
essais incluant les données de 933 patients a montré que le PCI réduisait les arythmies
ventriculaires, les besoins en inotropes et la durée de séjour en soins intensifs.”
Néanmoins, les applications cliniques du PCI sont restées limitées principalement a

cause de son caractére uniquement préventif.
2 - Post-conditionnement ischémique

En 2003, Zhao et al. découvrent que le myocarde peut étre protége des

conséquences de l'infarctus par de brefs épisodes d’l/R réalisés juste aprés une
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ischémie coronaire et ceci de maniére comparable a la protection obtenue par le
PCL."® La réduction de la taille de l'infarctus était alors de 44% dans ce modéle chez
le chien. Le terme de post-conditionnement avait été inventé plusieurs années plus tét,
en 1996, par Na et al., pour décrire le phénoméne, dans des cceurs de félins, par
lequel une reperfusion intermittente induite par des battements ventriculaires
prématurés empéchait une fibrillation ventriculaire induite par la reperfusion.’’
Comparé au stimulus du PCI, qui comprend un a quatre cycles d’ischémie bréve et de
reperfusion (le plus souvent d’'une durée de 5 minutes), le stimulus du post-
conditionnement ischémique (PostCl) est de courte durée et consiste en trois a six
cycles d’ischémie et de reperfusion (d’'une durée de 5 a 60 secondes). Dans le PCI,
de brefs épisodes d'ischémie et de reperfusion sont nécessaires pour induire un
changement dans la fonction mitochondriale, alors que, dans le PostCl, c'est
probablement la reperfusion intermittente qui constitue I'aspect le plus important du
protocole.' Lefficacité du PostCl pour réduire la taille de l'infarctus a ensuite été
démontré chez de nombreuses espéces animales ainsi que chez 'lhomme méme si
son effet semble moins puissant que celui du PCI."*17>182 Notons que la fenétre de

cardioprotection fournie par le PostClI se limite aux premiers instants de la reperfusion.

3 - Conditionnement ischémique a distance

En 1993, Przyklenk et al. montrent qu'un PCI appliqué sur un territoire
vasculaire coronarien donné prévient également les lésions de reperfusion dans un
autre territoire vasculaire.’®®. Par la suite, des études ont montré que la taille de
linfarctus pouvait étre réduit par de brefs épisodes d’I/R appliqués a l'intestin gréle ,'®*
ou méme au niveau d’'un membre.'® La découverte du per-conditionnement a distance
est plus récent. En 2007, Schmidt et al. montrent que 4 cycles de 5 minutes d'l/R
appliqués au membre inférieur d’'un porc pendant une ischémie myocardique limitent
significativement la taille de l'infarctus et préservent la fonction ventriculaire gauche.186
Le PostCl a distance a été décrit en 2005 pour la premiére fois. Kerendi et al. avaient
réalisé des épreuves d’occlusion/désocclusion de l'artére rénale en fin d’'ischémie
myocardique et retrouvaient une réduction de la nécrose myocardique de 50%.'®” Ces
résultats ont ensuite été retrouvés dans d’autres modeles animaux et a partir d’autres

organes.'® "% Dans une trés récente méta-analyse analysant 13 études cliniques, les
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résultats montraient que le PostCl a distance appliqué a I'IDM permettait de réduire
les taux de créatine kinase (CK) et de troponine, ainsi que la mortalité.®°

4 - Conditionnement ischémique et arrét cardiaque

Cela fait presque 20 ans que des auteurs ont appliqué pour la premiére fois le
concept de conditionnement ischémique a I’'AC. En 2000, une équipe s’est intéressée
aux effets du PCl sur un modéle d’AC chez le rat et a constaté des effets

cardioprotecteurs et une amélioration de la survie des animaux.'’

Il s’agissait d’'un
PCI par 2 brefs épisodes de FV (1 min) séparés par une durée de reperfusion de 10
minutes (2 cycles).

En 2012, Segal et al. ont appliqué le concept de PostCl a ’AC."*? Sur un modeéle d’AC
par FV chez le cochon, les auteurs ont réalisé 4 pauses de 20 secondes durant les 3
premiéres minutes de RCP. L’étude a conclu a une amélioration de la fonction VG a
1 heure et 4 heures post-AC ainsi qu’une amélioration neurologique des animaux a
48 heures. En 2015, Bartos et al. publient les résultats du PostCl appliqué a un modéle
d’AC chez le cochons.' Dans ce modéle d’AC par FV, en plus de I'administration de
deux molécules limitant les Iésions de reperfusion, le massage cardiaque était modifié
avec des temps de pause de 20 secondes entre deux cycles de massage de
20 secondes. Les auteurs ont observé un syndrome post-AC moins marqué chez les
animaux qui avaient bénéficié du PostCl. La méme équipe montrait récemment que
ces effets protecteurs du PostCl étaient également observés en I'absence d’injection
d’adrénaline, simulant ainsi les conditions de la RCP non médicalisée.'®*

Des 2006, une équipe rapportait les effets neuroprotecteurs (résultats histologiques)
d’'un PCI a distance dans un modeéle d’AC asphyxique chez le rat.'®® Le PCI a distance
était également protecteur dans un modéle d’AC hypothermique chez le cochon.'® En
2015, deux équipes ont rapporté les effets du PostCl a distance sur des modéle d’AC
chez 'animal. Dans la premiére étude, les auteurs ont réalisé 4 cycles de 5 minutes
d’occlusion fémorale bilatérale 10 min aprés la RACS sur un modéle d’AC par FV chez
le cochon.'®” L’étude mettait en évidence une diminution significative des taux de LDH,
CPK et Troponine Ic a 4 heures de reperfusion chez les animaux conditionnés par
rapport aux animaux contréles. Dans la seconde étude, il s’agissait d’'un modéle d’AC
par FV chez le rat sur lesquels les auteurs ont testé un pré-conditionnement (40

minutes avant 'AC) dans un groupe et un PostCl (5 minutes aprés I’'AC) a distance
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(4 cycles de 5 minutes d’'ischémie suivi de 5 minutes de reperfusion a l'aide d'un
brassard a pression sur le membre inférieur) dans un autre groupe. L’étude concluait
a une amélioration significative (et équivalente entre les deux groupes) de la fonction
cardiaque, de la survie et de I'examen neurologique a 72 heures chez les animaux
conditionnés.’®® De facon intéressante, la méme équipe montrait 'année suivante que
le PostCl a distance et I'hypothermie thérapeutique avaient des effets protecteurs
additifs."®°

L’ensemble de ces études expérimentales a permis de transposer les connaissances
des phénoménes d’'I/R et des stratégies thérapeutiques qui en découlent issues
initialement des expérimentations in vitro ou de modéles d’ischémie focale (AVC, IDM)

a une ischémie globale qu’est 'AC.

5 - Mécanismes protecteurs impliqués

Les voies de signalisations intracellulaires mises en jeu par le conditionnement
ischémique sont nombreuses et remarquablement complexes (figure 10). Des milliers
d'études ont rapporté plus de 100 molécules de signalisation et de trés nombreux
mécanismes de conditionnement différents et ceci dans de nombreux protocoles
expérimentaux (structures sous-cellulaires isolées comme les mitochondries,
cardiomyocytes isolés exposés a I'hypoxie/réoxygénation, lignées cellulaires de
cardiomyoblastes, cardiomyocytes fraichement isolés, coeurs isolés perfusés avec
une ischémie globale ou régionale etc...). De nombreuses voies de protection sont
communes au PCI, PostCl et PostCl a distance. On peut classer les intervenants
en inducteurs, médiateurs (modification intracellulaire) et effecteurs. Cependant, cette

classification reste schématique car certains cumulent les trois fonctions.
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5.1 - Inducteurs

- Inducteurs physiques :
I'étirement myocardique active les canaux du sarcolemme, la signalisation en aval

(adénosine, protéine kinase C et canaux potassique) et réduit la taille de I'1lDM.?%°

- Inducteurs chimiques :

les stimuli chimiques libérés de maniére endogéne qui induisent une cardioprotection
comprennent de petites molécules telles que les ions calcium, les ROS, les radicaux
libres de I'azote, le sulfure d'hydrogéne. Les ions calcium extracellulaires semblent
jouer un role dans les phénoménes de conditionnement ischémiques mais
probablement de facon mineure.?*'?%?2 Les ROS ont un role ambivalent dans les
phénomeénes de conditionnement : alors qu'une formation excessive de ROS contribue
a des lésions irréversibles, une production modérée de ROS est protectrice
probablement en oxydant des kinases protectrices.?>>% Les radicaux libres azotés,
notamment le NO, partagent également ces effets différentiels dose-dépendant,?® et
sont impliqués, selon leurs origines, dans le PCI, le PostCl et le PostCl a
distance.?®’?%® Plus récemment, des molécules gazeuses autres que le NO ont
également été étudiées pour leurs actions cardioprotectrices comme le sulfure

d'hydrogéne et le monoxyde de carbone.?®

- Autacoides :

en 1991, Liu et al. ont montré que la perfusion d'adénosine ou d'un agoniste sélectif
du récepteur A1 de I'adénosine dans les artéres coronaires pendant 5 minutes avant
I'occlusion d'une branche coronaire permettait d’obtenir une cardioprotection similaire
a celle fournit par le PCI. A l'inverse, un antagoniste des récepteurs de |'adénosine
bloquait complétement les effets protecteurs du PCI mais n'avait aucun effet en
I'absence de PCI.?"° Les récepteurs a 'adénosie Asa couplés aux protéines Gs activent
'adénylate cyclase et la protéine kinase A et sont impliqués dans le PostCl. Les
récepteurs A; et A; jouent quant a eux un réle dans le PCIl. L’adénosine active
également la protéine kinase C (PKC) et en aval la voie RISK (Reperfusion Injury
Salvage Kinase) ainsi que la voie NOS/protéine kinase G (PKG).2"" Il a été¢ montré que
plusieurs récepteurs couplés aux protéines G dans le coeur peuvent imiter le PCI.%"?

La bradykinine, impliquée dans le PCI, le PostCl et le PostCl a distance active un
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récepteur couplé a une protéine G; et active également la voie RISK et la voie
NOS/PKG.*"

- Neurotransmetteurs et hormones :

212,213 214,215 216,217

L'acétylcholine,
218,219

I'angiotensine, les catécholamines,

I'endothéline, et les opioides,?*° peuvent induire une cardioprotection en activant
leurs récepteurs respectifs. Ces récepteurs agissent de maniere additive et le blocage
d'un sous-type de récepteur unique augmente le seuil ischémique de protection sans

abolir la réponse au PCI.

- Cytokines :
Le TNFa agit dans le PCI via le récepteur TNFR2 (Tumor Necrosis Factor Receptor
2), STAT 3 et les canaux potassiques mitochondriaux ATP-dépendant (mitoKatp).?%"~

223 | ’interleukine 6 (IL-6) agit via STAT 3.2*

5.2 - Médiateurs

De nombreux médiateurs ont été identifiés pour expliquer les mécanismes du
conditionnement ischémique. L'importance de ces différentes voies est débattue et

semble dépendre des espéces, des modeles et des protocoles utilisés.

- Protéine kinase C :

Le réle de la PKC a été proposé en 1994.°% Les auteurs ont montré que des
antagonistes de la PKC inhibaient les effets du PCI. La PKC interagit avec d’autres
kinases dont la tyrosine kinase et présente plusieurs isoformes de PKC aux fonctions

différentes dans le PCI et le PostCI.%2%%

- Mitogen-Activated Protein Kinases :

Le terme Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) regroupe une famille complexe
de protéines kinases dont la proprieté est de phosphoryler leurs substrats
protéiques.??® La protéine p38 joue un role majeur dans le PCI.??° et posséde plusieurs
isoformes aux fonctions différentes ce qui peut expliquer I'échec clinique d’un inhibiteur
non isoforme-spécifique de p38.2° Le réle de ERK (Extracellular-signal-Regulated

Kinase) dans le PCl est controversé.?*"#%?
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- NO et protéine kinase G :

La NOS est activée par une protéine G dont la transduction du signal dépend de PI3K
et Akt notamment. Le NO va entrainer la formation de GPMc qui active a son tour la
PKG impliquée dans le PCI et le PostCl et dont la cible semble étre les canaux

mitoKapp. 233235

- Reperfusion Injury Salvage Kinase pathway (RISK) :

Depuis 2002 et I'introduction du concept d’'une voie de survie cellulaire impliquant des
kinases, la voie RISK a fait I'objet de trés nombreuses publications. Tong et al. ont été
les premiers a démontrer que le PCI activait PI3K (Phosphatidyl inositol 3-OH kinase)
et Akt (Serine/Threonine Kinase B) et que la wortmannine, un inhibiteur de PI3K,
inhibait ses effets protecteurs.?*® Dans le cadre du PostCl, Yellon et al. ont démontré
que l'activation pharmacologique de PI3K, Akt et ERK a la reperfusion réduisait la taille
de I'IDM de 40 a 50%.%" La fixation de 'adénosine a son récepteur active PI3K, Akt,
ERK et GSK3R (Glycogen Synthase Kinase 3 B) lors du PCI.2%02%:239 GSK3R serait le
point de convergence de la voie RISK et agirait sur le PTP,%*%?*' bien que son réle

exact reste controversé.

- Sphingosine kinase :

La Sphingosine kinase (SPhK) qui génére la sphingosine-1-phosphate (S1P) régule la
mitose, I'apoptose, I'ultrastructure du cytosquelette et la survie cellulaire.?*> Une
équipe a montré que les souris dépourvues de SPhK présentaient des infarctus de
taille plus étendue, étaient résistantes au PostCl et n’activaient pas Akt et ERK en

réponse au PostCl.?*3

- Survivor Activating Factor Enhancement pathway (SAFE) :

L’activation de la voie JAK-STAT (Janus Kinase-Signal Transducers and Activators of
Transcription) est un médiateur du conditionnement ischémique indépendant mais en
lien avec la voie RISK.?** L’équipe de Lecour a proposé I'acronyme SAFE et son
équipe ainsi que celle de Opie et al. ont mis en évidence que les souris STAT 3-KO
n’étaient plus protégées par le PC1.2*>%*®_Le TNFa et son récepteur TNFR2 sont des
inducteurs de cette voie.??" Ainsi les mécanismes protecteurs du PostCl et
probablement ceux du PostCl & distance impliquent la voie SAFE.?*>?*"La voie SAFE

et la voie RISK convergent toutes les deux vers la mitochondrie.?"
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- Protéines kinases :

D’autres protéines kinases telles que la PKA sont probablement impliquées dans le
PCI. La PKA active les NOS endothéliales augmentant la production de NO durant le
PCI.%*® La kinase AMP (AMPK) intervient dans les mécanismes protecteurs du PCI et

lactivation des canaux Karp.?**?*°

- Hypoxia-Inducible Factor-1a (HIF1a) :
Le réle de HIF1a dans le PCI, protéine essentielle dans I'adaptation des cellules a
’hypoxie, a été démontré sur des souris génétiquement modifiées,*" et semble avoir

le PTP pour cible.?*?

5.3 - Effecteurs

La principale cible des mécanismes induit par le conditionnement ischémique

est la mitochondrie (Figure 11)

-PTP:

L’équipe d’Ashraf est la premiére a suggérer en 2001 que le PTP pourrait étre
I'effecteur final du PCI.?*® Par la suite, Hausenloy et al. ont montré que l'inhibition du
PTP par la CsA mimait les effets du PCI tandis que son ouverture pharmacologique
les inhibait.?** Dans notre laboratoire, Argaud et al. ont montré pour la premiére fois
sur un modele d'IDM chez le lapin que le PCI ainsi que la CsA limitaient la nécrose
myocardique.?® Ainsi le PTP semble étre un effecteur majeur car le PCI réduit son

6

ouverture,?®® et ses inhibiteurs pharmacologiques miment les effets du PCI et du

9

PostCI,%"%® y compris chez I'hnomme,?®® méme si son application clinique est

désormais remise en cause.?®°

- Canaux Katp :
C’est en 1992 que les canaux potassiques ATP-dépendants (Katp) ont été identifiés

comme cible de molécules cardioprotectrices, "%

puis deux ans plus tard comme
impliqués dans les mécanismes du PCI.232%* a structure exacte mitoKare est toujours
incertaine mais semble étre un complexe et multiprotéique.?*>?*® Le NO, la PKC et la
PKG activent les mitoKatp qui, par I'intermédiaire de ROS, activent la PKC.?"2%8 | ’effet

protecteur de ces canaux est également attribué a une stabilisation de la membrane
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interne ainsi qu’a une prévention du découplage de la phosphorylation oxydative.99
Ces canaux sont impliqués aussi bien dans le PCI que dans le PostCl mais aussi dans
le PostCl a distance.?®® Limplication probable des canaux Karp a également été
évoqueé sur un modéle d’AC puisqu’en 2000, des auteurs ont mis en évidence la
disparition des effets protecteurs du PCI lorsque les animaux été traités par un

bloqueurs des canaux KATP (glibenclamide)."

- Connexine 43 (Cx 43) :

La connexine 43 (Cx43) est une protéine de jonction communicante (« gap junction
protein ») du sarcolemme qui est impliquée dans les mécanismes protecteurs du
PCI.2"%2" e PCI provoque la translocation de Cx43 dans la mitochondrie. Cx43 va
ensuite contribuer a I'entrée de potassium, a 'augmentation de l'activité de la chaine

respiratoire et a la production d’ATP.?"2

- Hexokinase :

L’hexokinsae est une enzyme cytosolique qui catalyse la réaction de phosphorylation
des hexoses sur leur sixiéme carbone. Il s’agit de la premiére enzyme de la glycolyse.
La fixation de I'’hexokinase 2 a la mitochondrie est cardioprotectrice notamment via le
PTP alors que sa dissociation entraine le relargage du cytochrome c¢ de I'espace
intermembranaire. Par ailleurs, la voie RISK entraine la fixation de I'hexokinase 2 a la

mitochondrie.?"32

- Nitrosylation des protéines :

Le NO est une molécule essentielle dans le PCI, le PostCl et le PostCl a distance. Le
NO est capable de cibler directement des protéines pour modifier leurs structures et
leurs fonctions. Ce processus est impliqué dans les mécanismes protecteurs du

conditionnement ischémique.?%:275:276
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- Stress du RE :
La translocation nucléaire d’ATF6 et ATF3 (cf précédemment) est augmentée par le

PCI et la suppression génétique d’ATF3 empéche la réduction de la taille de I'IDM par
le PCI tardif.*® Le PostCl semble activer également I' UPR.?”’

Adénosine  Urocortine
Bradykinine  Glucagon-like peptide-1
Catécholamines Prostaglandines
Opioides  Sphingosine-1-phosphate

GPCR
/ 1

A >
P \

\

.-) Akt ERK
N l Cytokines type IL-6
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p70s6K XS Eryiropoistine
[=}

IGF-1
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Figure 10 - Principaux signaux impliqués dans le conditionnement ischémique
(d’apres '#?).

Les inducteurs se fixent a leurs récepteurs entrainant la transduction du signal
intracellulaire impliquant notamment la voie RISK (jaune), SAFE (en rouge) et NO/PKG
(en vert). La mitochondrie est la principale cible finale des voies de protection.
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Signalosome

Figure 11 - Mécanismes protecteurs mitochondriaux du conditionnement
ischémique (d’apres '®?).

Le PTP ainsi que les canaux Katp sont les principaux effecteurs finaux des voies
de protections au sein de la mitochondrie

5.4 - Mécanismes du conditionnement ischémique a distance

Les mécanismes exacts du conditionnement ischémique a distance ne sont que
partiellement compris. Des études expérimentales suggérent que bon nombre des
mécanismes sous-jacents et des cascades de transduction du signal activées dans
I'organe protégé pourraient étre similaires a ceux mis en jeux dans le cadre du PCI et
du PostCl. Cependant, la voie qui transmet le signal cardioprotecteur de I'organe ou
du tissu préconditionné a distance de I'organe protégé reste incertaine. L'implication
d’'une voie hormonale est probable car la reperfusion au niveau de I'organe cible est
nécessaire pour obtenir des effets cardio-protecteurs du Cl & distance.'®* En effet, le
sang préleve sur un lapin préalablement soumis au PCI du coeur et des reins réduisait
|a taille de l'infarctus lorsqu'il était transfusé a un lapin contrdle.?”® Le systéme nerveux

végétatif semble également impliqué puisque les interventions visant a arréter son
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fonctionnement au niveau de I'organe cible limitent également les effets protecteurs
du Cl & distance.?”*"%" Ainsi, dans le cadre de la cardioprotection, le transfert du signal
de l'organe périphérique (cerveau, mésentére, rein, muscle squelettique, peau) au
cceur semble le résultat d'une interaction neurohumorale complexe. L’l/R et certaines
molécules (adénosine, bradykinine, caspaicine) activent des fibres sensorielles dans
I'organe périphérique qui activent l'innervation cardiaque végétative par le systéme
nerveux central et libérent un facteur humoral non identifié. Ce facteur hormonal
semble avoir un poids moléculaire <15 kDa et étre hydrophobe. L'adénosine, la
bradykinine, les opioides, I'IL-10 semblent des triggers locaux. PKC, la voie RISK, la
NOS endothéliale, HIF1a et STAT 5 semblent étre des médiateurs. Enfin, les canaux

mitoKate et le PTP semblent étre des effecteurs.’’*182:189.282

6 - Conditionnement pharmacologique par la ciclosporine A

6.1 - Historique

Deux chercheurs suisses, Jean F. Borel et Hartmann F. Stahelin, sont a l'origine
de la découverte de la ciclosporine. Depuis 1958, le laboratoire Sandoz (devenu
depuis Novartis) avait mis en place un programme de recherche de nouveaux agents
antifongiques. Des préléevements de sols dans différents endroits du monde ramenés
par les employés étaient utilisés pour fournir une source de micro-organismes testés
pour leur activité antifongique. En 1970, un prélevement issu de Hardangervidda en
Norvége contenait notamment la levure Tolypocladium inflatum Gams capable de
synthétiser de nouveaux peptides cycliques. La substance produite par cette levure,
initialement appelée 24-556, a ensuite été testée au sein du laboratoire Sandoz de
Vienne et a démontré sa capacité a inhiber trés sélectivement la prolifération des
lymphocytes. Deux composants cycliques du 24-556 ont alors été identifies et
dénommeés ciclosporine A et B. Plus tard, prés de 30 variantes de ciclosporines
extraites naturellement ont ensuite été identifiées. Toutes ces substances ont une
structure chimique de 11 acides aminés et différent pour la plupart par un seul locus
d’acides aminés. Parmi les composés testés, la version la plus ancienne, la CsA, s'est
avérée la plus puissante. Les premiéres publications sur le profil biologique de la
ciclosporine ont été publiées en 1976.2% Les recherches précliniques et cliniques

étaient compliquées par la faible solubilité de la ciclosporine dans I'eau et les difficultés
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galéniques qui en résultaient. Il n'a finalement fallu que quatre ans entre la découverte
des effets immunologiques et le feu vert pour les essais cliniques. Les résultats
spectaculaires obtenus avec la CsA dans des expériences de transplanation chez
I'animal ont ensuite permis d’utiliser la molécule pour des greffes rénales chez

'Homme. La CsA a finalement été commercialisée en 1983.

6.2 - Pharmacologie

La CsA est un peptide cyclique lipophile d’un poids moléculaire de 1202 kDa

dont la formule est Cg2H111012. Les propriétés pharmacocinétiques de la CsA montrent
une grande variabilité interindividuelle avec une biodisponibilité aprés absorption orale
de 5 a 70% chez les volontaires sains. Du fait de sa grande lipophilie, les
concentrations dans les tissus sont corrélées avec la quantité de lipides qu'ils
contiennent. Elle ne traverse pas la barriere hémato-encéphalique et ne pénétre pas
de maniére significative dans le liquide céphalo-rachidien. La CsA est métabolisée par
les enzymes du cytochrome P450-3A principalement dans le foie avec une élimination
principalement biliaire (90%). Elle agit de maniére spécifique et réversible sur les
lymphocytes (en particulier les cellules T auxiliaires) produisant une suppression
sélective de l'immunité a médiation cellulaire. La CsA forme un complexe avec la
cyclophiline A (CypA) dans le cytoplasme qui se lie ensuite a la calcineurine, une
phosphatase dépendante du calcium et de la calmoduline. L'inhibition de I'activité de
la calcineurine bloque la translocation du Nuclear Factor of Activated T-cells (NFATc),
un facteur nucléaire permettant la transcription du géne de I'lL-2. La CsA inhibe donc
la transcription du géne de I'lL-2 mais aussi de plusieurs autres cytokines nécessaires
a la réponse immunitaires produisant des effets indirects sur d'autres cellules
impliquées dans la réponse immunitaire.
Rappelons que les cyclophilines sont une famille de protéines qui ont une activité
peptidyl-prolyl-isomérase. On distingue au moins 16 formes structurellement distinctes
chez ’'Homme. Parmi elles, la forme la plus abondante est la CypA. La CypD, localisée
dans la mitochondrie, est la cible des effets protecteurs de la CsA dans I'l/R.
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6.3 - Application dans l'ischémie-reperfusion

- Myocarde :

Les tout premiers travaux sur les effets mitochondriaux de la CsA datent de la fin des
années 80 avec la découverte de l'inhibition de la respiration mitochondriale et de
lefflux de calcium par la CsA.8?%* En 1988, Crompton et al. montraient sur des
mitochondries cardiaques que I'ouverture d’'un pore mitochondrial calcium dépendant
pouvait étre inhibée par la CsA.?® L'implication de la CypD dans l'inhibition du PTP
par la CsA a été montrée en 1990 par Halestrap et Davidson et définitivement
confirmée ensuite sur des modéles d’animaux CypD-KO."%>7197:28 En 1991, I'équipe
de Crompton démontrait des effets bénéfiques de la CsA sur des cardiomyocytes en
culture soumis a une hypoxie-réoxygénation.?®” La capacité de la CsA & protéger le
myocarde contre les effets délétéres de I'l/R a été rapportée en 1993 par Griffiths et
Halestrap : sur un modéle de cceur de rat isolé et perfusé en Langendorff, le
prétraitement par la CsA améliorait la récupération fonctionnelle et préservait le
contenu en ATP myocardique aprés un épisode d’l/R.?8. L’effet protecteur de la CsA
était bien en rapport avec ses effets mitochondriaux et non a linhibition de la
calcineurine car le tacrolimus (FK-506, un inhibiteur de la calcineurine) n’avait pas
d’effet protecteur. En utilisant un dérivé non-immunosuppresseur de la CsA se fixant
spécifiguement sur la CypD (N-methyl-4-valine-ciclosporine, NIM811) d’autres auteurs
ont confirmé ce mécanisme.?®. Sur des modéles de coeurs isolés et perfusés, il a
ensuite été démontré que la CsA réduisait la taille de I'infarctus.??°2%

Faisant suite aux premiéres études portant sur 'administration de la CsA avant ou
pendant I'épisode ischémique, I'équipe de Hausenloy démontrait, en 2002, que
I'administration de CsA au début de la reperfusion myocardique limitait la taille de
'IDM.?** Depuis de nombreuses études expérimentales, y compris in vivo, ont
démontré l'efficacité de I'administration de la CsA au moment de la reperfusion
myocardique (tableau 4).

La translation chez 'homme a d’abord débuté en 2003 par I'étude de tranches de tissu
humain d’auricule droit prélevés lors de chirurgie cardiaque et soumis a des épisodes
ischémiques,?®® suivie par des études cliniques confirmant les effets protecteurs de la
CsA (tableau 4). En 2008, Piot et al. ont été les premiers a démontrer, dans une petite
étude clinique « preuve de concept », qu’un seul bolus intraveineux de CsA (2,5 mg/kg)

dix minutes avant la désocclusion coronaire permettait de réduire de 40% la taille de
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I''DM (estimée par la créatinine kinase sérique totale et I’IRM).25g L'essai CYCLE
(CYCLosporinE A in Reperfused Acute Myocardial Infarction) a testé la CsA dans une
étude de phase Il randomisée de plus grande envergure regroupant 410 patients
présentant un IDM. Les sujets ont été randomisés dans un groupe recevant un bolus
de CsA intraveineux 2,5 mg/kg au moins 5 minutes avant une coronarographie et dans
un groupe contrdle. Le traitement par CsA n’avait pas d’effet sur le critére de jugement
principal qui était la correction du sus-décalage du segment ST a 'ECG ni sur les
critéres secondaires qui étaient le taux de troponine a J4, le remodelage ventriculaire
gauche et la morbi-mortalité & 6 mois.?** L'essai CIRCUS (Cyclosporine to ImpRove
Clinical oUtcome in ST-elevation myocardial infarction patients) était un essai clinique
de phase Il multicentrique, en double aveugle, randomisé, comparant le CsA a un
placebo chez 970 patients présentant un IDM avec une occlusion documentée par
coronarographie.?® La CsA ou une perfusion du placebo correspondant ont été
administrées 2 a 3 minutes avant la coronarographie. Le temps ischémique moyen
était d'environ 4,5 heures dans les deux bras. La encore, aucune différence n’était
observée que ce soit sur le critere de jugement principal composite (mortalité toutes
causes confondues, aggravation de l'insuffisance cardiaque lors de I'hospitalisation
initiale, réhospitalisation pour insuffisance cardiaque ou remodelage ventriculaire
gauche un an apres I'événement) ou les criteres de jugement secondaires
(modification d’'un des composants du critere de jugement primaire, modification de la
fraction d'éjection ventriculaire gauche a un an, IDM récidivant, AVC ou angor
instable). De plus, la CsA ne réduisait pas I'élévation du segment ST ou la taille de
I'infarctus selon des critéres biochimiques. Un certain nombre de points différaient des
études préalables telles que les posologies de CsA (de 2,5 a 10 mg/kg), les timing
d’injection, les comorbidités des patients (non pris en compte en recherche
expérimentale) ou encore les prises en charge coronarographiques. Plus largement,
ces résultats divergents entre les espoirs formulés par les études expérimentales et la
négativité des études cliniques prospectives et randomisées illustrent les difficultés de

la recherche translationnelle.?®®
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Tableau 4 - Principales études cliniques sur la cardioprotection par la CsA

Réf., auteur, date N = Inclusions Dose Timing ¥ IDM
259 Piot, 2008 N=58 STEMI 2,5mg/kg <10min avant 40% ASC CK
reperfusion 20% IRM
29% Mewton, 2010 N=28 STEMI 2,5 mg/kg Avant 20% IRM
coronarographie
297 Ghaffari, 2013 N=101 STEMI 2,5mg/kg Immédiatement NS
avant
reperfusion
2% Chiari, 2014 N=61 CVA 2,5mg/kg <10min avant 35% ASC
déclampage troponine
2% Hausenloy, 2014 N =78 PAC 2,5mg/kg Avantclampage 38% ASC
aortique troponine
20 CIRCUS, 2015 N=791 STEMI 2,5 mg/kg Avant NS
coronarographie
2% CYCLE, 2016 N =410 STEMI 2,5mg/kg <5 min avant NS
reperfusion

Réf. : référence bibliographique ; STEMI : ST-Elevation Myocardial Infarction ; ASC : air sous la
courbe ; CK : créatine kinase ; NS : non significatif ; CVA : chirurgie valvulaire aortique ; PAC :
pontage aorto-coronarien.

- Cerveau :

Un facteur limitant majeur de I'utilisation de la CsA a visée neuroprotectrice est sa
faible capacité a traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) malgré son
caractere trés liposoluble. En effet, la CsA est a la fois un substrat et un inhibiteur de
la glycoprotéine P, un transporteur membranaire codé par le gene MDR-1
(Multi-Drug Resistance-1 ).300 Cette protéine est une pompe transportant ses substrats
du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Ce mécanisme moléculaire
contribue d’ailleurs a la résistance des tumeurs a de nombreux agents de
chimiothérapie. L’augmentation des doses de CsA par des bolus intraveineux pourrait
permettre de saturer les capacités d’élimination de ces pompes effluentes et de
favoriser ainsi le passage intracérébral. Par ailleurs, il a été démontré que les effets
protecteurs de la CsA peuvent étre renforcés par une rupture mécanique de la
BHE,*"%%2 ce qui s'observe notamment lors d’un traumatisme cranien, d’'un accident

vasculaire cérébral (AVC) ou d’un AC.
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L’'une des premiéres études menées pour tester les possibles effets neuroprotecteurs
de la CsA date de 1990.3% Les auteurs montraient alors, dans un modéle d’hémorragie
méningée, que la CsA prévenait de maniére efficace le vasospasme. Les effets
anti-ischémiques ont ensuite été étudiés dans un modeéle d’occlusion transitoire de
I'artére cérébrale moyenne dans lequel les animaux étaient traités avec une dose orale

de CsA pendant une semaine avant l'ischémie.®* L'

effet neuroprotecteur de la CsA a
ensuite été confirmé en 1998 par Uchino et al. qui ont démontré, dans un modeéle
d’ischémie cérébrale chez le rat, une réduction de la taille de I'infarctus cérébral aprés
injection intra-péritonéale de 10 mg/kg de CsA. Les auteurs ont utilisé une aiguille pour
perméabiliser la BHE. lls évoquaient alors I'implication du PTP dans les mécanismes
protecteurs observés.’®® En 1999, Matsumoto et al. ont montré, dans un modéle
d’occlusion transitoire de 'artere cérébrale moyenne, que la CsA réduisait le volume
des lésions corticales et que cet effet neuroprotecteur pouvait étre reproduit avec un
dérivé non-immunosuppresseur de la CsA (NIM811).3%

L’implication directe du PTP a pu étre ensuite précisée dans un modele d'ischémie
cérébrale transitoire chez des souris déficientes en CypD : le volume des lésions était
diminué de 62% chez ces souris CyPD-KO par rapport aux souris contrdles."’

L'une des premiéres études en clinique humaine, réalisée par Empey et al., a exploré
la pharmacocinétique de la CsA dans les traumatismes craniens.>®® En 2015, un essai
contrélé multicentrique frangais, en simple aveugle, a inclus 127 patients ayant eu un
traitement thrombolytique aprés un AVC recevant une injection en bolus de 2 mg/kg
de CsA ou un placebo.*®® Aucune différence significative sur le volume d’infarctus a
30 jours (constaté a 'IlRM) n’a été observée entre les deux groupes. Les auteurs
retrouvaient un plus petit volume d’infarctus dans le sous-groupe de patients avec une

occlusion proximale.

- Rein:

De nombreux essais cliniques et expérimentaux ont montré que I'administration de
CsA était susceptible d’entrainer une diminution de la fonction rénale. Les mécanismes
de ce phénoméne pourraient étre un déséquilibre entre les concentrations de

31031 Une libération d'endothéline-1,310:312313

0.314,315

thromboxane A, et de prostaglandine E;,
et la réduction d’autres facteurs vasodilatateurs tels la prostacycline et le N
Ces phénoménes expliquent probablement le nombre limité d’études sur la protection

de la CsA dans I'l/R rénale.
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Yang et al. ont montré que I'administration de la CsA (3mg/kg) injectée 6 heures avant
I'ischémie permettait de limiter la hausse de la créatinine et les Iésions histologiques
tubulaires.®'® Dans un modéle d'ischémie rénale chez le rat, Singh et al. ont retrouvé
un effet néphroprotecteur de la CsA.*'" En 2015, Lemoine et al. ont injecté 3mg/kg de
CsA apreés ligature de I'artére rénale chez des souris (préalablement néphrectomisées
du rein controlatéral). Les taux de créatinine 24 heures aprés la reperfusion étaient
diminués dans le groupe CsA, les Iésions histologiques étaient également
significativement diminuées. Les auteurs observaient également une préservation des
fonctions mitochondriales (évaluées par la capacité de rétention calcique et la
phosphorylation oxydative).>'® La méme équipe, sur le méme modéle expérimental,
montrait que les effets protecteurs de la CsA dépendaient de sa dose et de son délai

d’injection avant I'épisode ischémique.®'®

- Foie :

Les études expérimentales sur les effets protecteurs de la CsA sur les Iésions d’I/R
hépatiques sont peu nombreuses. Les premiéres expérimentations datent de 1988 sur
un modéle d’'ischémie hépatique chez le chien.**® En 1989, Kawano et al. testaient
I'injection de 10 mg/kg de CsA durant quatre jours avant une ischémie hépatique
induite chez des rats et retrouvaient une amélioration de la survie et une diminution de
la nécrose hépatique dans le groupe CsA.**' La méme année, Broekemeier et al.
mettaient en évidence, sur des mitochondries isolées a partir d’hépatocytes de rats,
limplication du PTP dans les effets protecteurs de la CsA.**2 En 1993, Suzuki et al.
montraient que l'injection de Csa avant une ischémie hépatique chez le rat permettait
de diminuer l'infiltration des polynucléaires neutrophiles et améliorait la survie,*?* et
Pastorino et al. rapportaient que la CsA limitait la mort des hépatocytes soumis a une
hypoxie, effet attribué & Iinhibition du PTP.*** Quelques années plus tard, sur un
modeéle d’ischémie hépatique chez le cochon, les auteurs retrouvaient une baisse de
la cytolyse hépatique dans le groupe ayant bénéficié au préalable de la prise orale de
CsA durant quatre jours.** En 2007, Zhong et al. montraient que la NIM811 ajoutée a
un transplant hépatique permettait, chez le rat, de limiter les lésions hépatiques.>*°
Des résultats similaires étaient retrouvés aprés administration orale de NIM811 chez

des souris soumises & une transplantation hépatique.®*’
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- Choc septique :

Faisant le constat que la mitochondrie et les voies d’induction de I'apoptose jouaient
egalement un role central dans la physiopathologie du sepsis, I'équipe de Neviére, a
montré, sur un modéle de choc induit par injection d’endotoxine chez le rat, que la CsA
prévenait la dysfonction myocardique septique en inhibant I'apoptose.®?® Dans un
modele de sepsis sur péritonite, la méme équipe montrait que I'injection sous-cutanée
de CsA permettait de prévenir la dysfonction myocardique et pulmonaire secondaire
au sepsis.>®® Par ailleurs, la CsA pourrait améliorer I'état de choc en inhibant la

production de NO.3*

- Arrét cardiaque :

Notre équipe a montré en 2011, sur un modéle d’AC chez le lapin, les effets
protecteurs de l'injection de la CsA.*! Il s’agissait d'un modéle d’AC asphyxique
(15 minutes d’AC) comportant un groupe contréle, un groupe avec injection de 5 mg/kg
de CsA et un groupe avec injection de 2,5 mg/kg de NIM81. Les injections avaient lieu
au début de la RCP. La CsA et la NIM811 ont permis, dans ce modéle, d’améliorer la
survie a court terme, de limiter la dysfonction cardiaque (évaluée par sonomicrométrie
et dosage de la troponine) et la défaillance multiviscérale (évaluée par dosage sanguin
de biomarqueurs). Ces résultats étaient liés a une meilleure phosphorylation oxydative
et une inhibition de I'ouverture du PTP dans les mitochondries isolées du myocarde et
du cerveau des groupes CsA et NIM811. La méme année, Huang et al. ont étudié les
effets protecteurs de l'injection de la CsA (10 mg/kg) au moment de la RCP sur un
modéle d’AC asphyxique (8,5 minutes d’AC) chez le rat. Les auteurs retrouvaient
également une meilleure fonction cardiaque et une amélioration de la survie a
72 heures dans le groupe CsA en lien avec les effets mitochondriaux de la CsA.**? En
revanche, l'injection de CsA décalée de 3 minutes aprés la RACS n’avait plus d’effet
protecteur. En 2016, une équipe confirmait les effets protecteurs mitochondriaux de la
CsA sur un modéle d’AC asphyxique chez le rat.>*®* Comme nous l'avons vu
précédemment, notre équipe a testé, dans une étude prospective, multicentrique et
randomisée, I'injection pré-hospitaliére de CsA chez des patients ayant présenté un
AC extra-hospitalier par rythme non choquable. Les patients étaient randomisés pour
recevoir au début de la réanimation cardiaque extrahospitaliere une dose
intraveineuse unique de 2,5 mg/kg de CsA (groupe ciclosporine) ou ne recevoir aucun

traitement supplémentaire (groupe témoin). L’injection de CsA était réalisée en pré-
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hospitalier par les équipes médicalisées du SAMU. Aprés analyse des 67 patients
vivants a 24 heures du groupe CsA et des 62 patients vivants a 24 heures du groupe
contrdle, aucune différence significative sur 'amélioration des défaillances d’organes
(score SOFA) n’était observée.®® L’'une des hypothéses formulée pour expliquer ce
résultat est probablement le délai entre 'AC et 'injection de CsA. En effet, la rapidité
d’intervention des secours a permis un délai entre leur arrivée et I'injection de CsA de
seulement 8 minutes. Néanmoins, la RCP et donc la reperfusion avait commencé bien
avant l'arrivée des secours meédicalisés et donc le délai entre la reperfusion et
I'injection de CsA était encore plus important. Ce délai n’existait pas dans les études
expérimentales (tableau 5). Ces résultats ne remettent sans doute pas en cause les
données des études expérimentales mais illustrent de nouveau les difficultés de la
recherche translationnelle. De nouveaux essais devront étre menés pour étudier les
effets de la CsA sur d’autre type d’AC et I'association de la CsA a d’autres traitements

des lésions de reperfusion.

Tableau 5 - Principales études sur la protection par la CsA dans I’AC

Réf., auteur, date Espéce AC Durée Dose Timing Protection

%31 Cour, 2011 Lapin ~ Non 15min  2,5mg/kg RCP +
choquable

%32 Huang, 2011 Rat Non 8,5min  10mg/kg RCP +
choquable 3 min aprés -

RACS

® Argaud, 2015 Homme Non =10 min 2,5 mg/kg >10min -
choquable apres RCP

3 Liu, 2016 Rat Non 10 min 10 mg/kg RACS +
choquable

Réf. : référence bibliographique ; AC : arrét cardiaque ; RCP : réanimation cardio-pulmonaire ;
RACS : reprise d’activité circulatoire spontanée.
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B - Hypothermie thérapeutique

1 - Historique

Refroidir le corps humain a des fins thérapeutiques n’est pas une idée
nouvelle.>®* Le papyrus Edwin Smith, daté de 3500 av. J.-C., faisait état de
nombreuses références a I'utilisation du froid comme thérapie. L'école de médecine
hippocratique a utilisé le refroidissement corporel total pour le traitement du tétanos
au cours des quatrieme et cinquiéme siécles apres J.-C. En 1791, le médecin frangais
Philippe Pinel a fait état d’'un patient guéri d’'une pathologique maniaque sans autres
effets indésirables apparents aprés avoir erré nu dans la forét en hiver. Cet événement
a précédé de prés d’'un siécle et demi l'utilisation de I'hypothermie pour les maladies
mentales par John Talbot. Le baron Larrey, chirurgien de Napoléon auprés de la
Grande Armée, a décrit I'utilisation de la glace et de la neige lors d’amputations sur
des soldats. En utilisant des bains d’eau froide, William Osler aurait permis de diminuer
fortement la mortalité due a la typhoide. Le concept a ensuite connu une réapparition
périodique dans la littérature médicale comme en 1937 lorsque le Dr. Temple Fay
refroidissait un patient a 32 ° C pendant 24 h pour empécher les cellules cancéreuses
de se multiplier.>* En 1950, Bigelow et al., faisaient état de I'effet bénéfique de
I'hnypothermie thérapeutique sur le cerveau et le cceur de chiens pendant la chirurgie
cardiaque.®*® La température était alors abaissée a 20°C. En 1954 Rosomoff et al.
constataient une diminution linéaire de la consommation d'oxygéne cérébral chez les
chiens lorsque la température était abaissée de 35°C & 26°C.>*” Deux ans plus tard,
des modéles animaux montraient les effets bénéfiques de I'hypothermie apres
occlusion totale de la perfusion cérébrale.®*®%° A cette époque, on présumait que
I'nypothermie exergait ses effets exclusivement par une réduction du métabolisme,
entrainant une diminution de la demande en oxygene et en glucose dans le cerveau.
L’hypothermie thérapeutique appliquée était alors profonde (<30°C). La premiére
étude chez 'Homme portant sur I'hypothermie thérapeutique aprés un AC a été
réalisée en 1958 et suggérait une diminution de la mortalité.>*° Cette étude comprenait
19 patients réanimés aprés un AC périopératoire. L’hypothermie était induite en
utilisant une couverture contenant un agent de refroidissement circulant. La

température corporelle était maintenue a environ 31-32°C. La durée du
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refroidissement était basée sur le jugement clinique. Sur les 7 patients n'ayant pas
recu d'hypothermie, un seul a survécu et sur les 12 patients refroidis, 6 ont survécu.
Entre 1960 et les années 90, I'hnypothermie thérapeutique est peu étudiée en raison
des complications observées qui était en lien avec la profondeur de I'’hypothermie alors
appliquée. Des études expérimentales des années 90 suggérent ensuite qu’une
hypothermie thérapeutique modérée peut améliorer le pronostic neurologique.>*'3%2 ||
faut attendre 1997 pour voir publier une nouvelle étude clinique chez ’'Homme. Ainsi,
Bernard et al. ont conduit une étude prospective sur 22 patients victimes d’AC qui ont
bénéficié d’'une hypothermie thérapeutique a 33°C pendant 12 heures comparés alors
a des patients contrdles « historiques ».>*. Les auteurs retrouvaient une amélioration

du pronostic neurologique et de la mortalité dans le groupe de patients hypothermes.

2 - Mécanismes d’action

2.1 - Cardioprotection

- Effets métaboliques :

L’hypothermie entraine un ralentissement du rythme cardiaque qui a laissé supposer
que cette bradycardie pouvait étre un des mécanismes protecteurs. Ce ralentissement
est lié a une prolongation du potentiel d’action et une baisse de la repolarisation
spontanée des cardiomyocytes.>** Néanmoins, les études expérimentales ont
démontré, sur des coeurs de lapins dont la fréquence cardiaque était maintenu par
pacing, que les effets protecteurs de I'hypothermie, notamment sur la taille de
linfarctus, persistaient.>**%® || est désormais admis, a partir de nombreuses études
sur la cardioplégie froide utilisée en chirurgie cardiaque, que I'’hypothermie protége le
myocarde par une diminution du métabolisme.**’=>*" Ainsi, la réduction de la
température cardiaque de 20°C réduit le métabolisme d’un facteur 4. L'hypothermie

356-358

modérée (>30°C) diminue également le meétabolisme. Parallélement,

I'augmentation des taux de catécholamines au cours d'une hypothermie thérapeutique
modérée améliore la perfusion myocardique.®*® Par ailleurs, I'hypothermie profonde

(<32°C) limite la surcharge calcique et sodique en inhibant les échangeurs Na*/Ca®*

et Na*/K*, en activant I'échangeur Na*/H*,**° et en limitant la formation de ROS a la

reperfusion. 3’362
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- Activation des voies de signalisation cellulaire :

L’hypothermie semble activer la phosphorylation d’Akt probablement sous I'action des
protéines de choc thermique (HSP27, HSP70).>*"2% Lorsque I'hypothermie est
appliquée pendant la phase ischémique, Akt et la voie de signalisation MAPK/ERK
sont activées.****%° Sur un modéle de coeur isolé-perfusé, une équipe a montré que
I'utilisation de wortmannine, un inhibiteur de la kinase IP3, était capable d’abolir les
effets protecteurs de I'hypothermie.’®® Ning et al. ont également montré le role
cardioprotecteur de HIF-1q, lorsqu’une hypothermie modérée était appliquée pendant
l'ischémie.*®® L'induction d'une hypothermie a la reperfusion semble également activer
Akt.**® Une fois HSP27 et Akt activés, la NOS augmente la production de NO. Les
quantités élevées de NO augmentent la nitrosylation des protéines dans les

mitochondries, ce qui module ultérieurement la génération de ROS. %336

- Mécanismes mitochondriaux :

En appliquant une hypothermie profonde (17°C) sur un modéle d’ischémique
myocardique ex vivo, Riess et al. ont mis en évidence une diminution de la production
de ROS et de la surcharge calcique et une préservation des taux de NADH.**' In vivo,
I'équipe de Renaud Tissier a étudié les effets mitochondriaux de I' hypothermie sur un
modéle d’ischémie cardiaque chez le lapin. Une hypothermie modérée per-ischémique
a permis de prévenir I'altération de la phosphorylation oxydative mitochondriale ainsi
que la susceptibilité d’ouverture du PTP mesurée par capacité de rétention calcique
(CRC).*" Le mécanisme exact par lequel 'hypothermie inhibe le PTP reste inconnu,
mais de nombreuses hypothéeses sont plausibles : la préservation des stocks d’'ATP,
la baisse de la production de ROS ou encore I'activation des voies de protection
cellulaire. La méme équipe a mis en évidence les effets de I'’hypothermie dans un
contexte ischémique sur des mitochondries cardiaques avec une amélioration de la

phosphorylation oxydative et du fonctionnement des complexes |, Il et 111.3®

2.2 - Neuroprotection

- Effets métaboliques :
Une baisse de 1°C entraine une baisse de la consommation d’oxygéne et du
métabolisme glucidique cérébral d’environ 5%. L’hypothermie accélére la restauration

des stocks d’ATP a la reperfusion ce qui permet de limiter la production d’acide lactique
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qui dépend du métabolisme anaérobie et de maintenir ainsi le pH tissulaire.****"® Par

exemple, une hypothermie modérée (34°C) augmente le taux de récupération
métabolique de 10 a 20 % pendant les 10 a 25 premiéres minutes de reperfusion aprés
15 minutes d'ischémie globale transitoire.>”’ L'effet du refroidissement sur le flux
sanguin cérébral est plus complexe. En effet, en condition physiologique,
I'hypothermie diminue le débit sanguin cérébral. En revanche, ses effets sont différents
dans I'l/R : lorsque la circulation sanguine est rétablie aprés un épisode ischémique,
on observe une hyperhémie suivie d'une baisse graduelle sur quelques heures.
L'hypothermie atténue I'hyperhémie et prévient la réduction graduelle du débit sanguin
cérébral qui suit.>”? Cependant, les effets protecteurs de I'hypothermie thérapeutique
ne peuvent se résumer a ses seuls effets sur les stocks d’ATP puisqu’une hypothermie
méme appliquée a distance de ces processus physiopathologiques conserve ses

effets protecteurs.®”

- Baisse de la libération de glutamate :

L’hypothermie prévient également I'accumulation ou la libération d'acides aminés
excitotoxiques tels que le glutamate. Cet effet est sans doute la conséquence de la
préservation des stocks d’ATP nécessaires pour maintenir les gradients ioniques
permettant ainsi de limiter la surcharge calcique et la libération de glutamate a la
reperfusion.®”* Par ailleurs, 'hypothermie limite la baisse d’expression, induite par
I'ischémie, d’'une sous-unité (GluR2) du récepteur au glutamate (AMPA) ce qui limite
Iafflux de calcium & la reperfusion.®”® En réduisant I'afflux de glutamate, la mobilisation

du calcium et la consommation en ATP, I'hypothermie atténue I'cedéme cytotoxique.®’®

- Activation des voies de signalisation cellulaire :

Bien que I'hypothermie diminue la synthése protéique en condition physiologique, elle
peut aussi la réguler a la hausse ou la maintenir dans des conditions d’l/R pour les
protéines impliquées dans la survie cellulaire. Ainsi, I'hnypothermie augmente la
phosphorylation de ERK dans un modéle d’AC chez le rat.*’” Néanmoins, des auteurs
ont montré que l'utilisation d’'un inhibiteur de ERK (U0126) n’abolissait pas les effets
protecteurs de I'hypothermie thérapeutique.?’® Dans un modéle d’ischémie cérébrale
chez le rat, Zhao et al. ont démontré que I'hypothermie thérapeutique (appliquée en
pré-conditionnement) permettait de maintenir la phosphorylation d’Akt et que

'administration d’'un inhibiteur de la voie Akt/IP3 entrainait une aggravation de
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linfarctus cérébral chez les animaux hypothermes.>”® En revanche, I'hypothermie
n‘augmentait pas la phosphorylation de GSK3R mais prévenait la translocation au
noyau de la R-catetin, un des substrats de GSK3R impliqué dans I'apoptose.®’®

L’hypothermie agit également sur les voies de I'apoptose intrinséque et extrinséque.
Elle augmente la production endogéne de la protéine anti-apoptotique BCL-2,%%

382,383 ot inhibe

diminue la libération de cytochrome,*®' baisse I'activité des caspases,
lexpression de BAX.*®* Dans des modéle dischémie cérébrale chez le rat,
I'hypothermie entrainait une diminution de [I'expression de la protéine
transmembranaire FAS,*®? de FASL et limitait I'activation de la caspase 8.3%°
Récemment, des auteurs ont montré que I'hypothermie réduisait également
I'expression de la dynamine-1, une protéine capable de transporter FAS du RE a la

surface cellulaire le rendant ainsi disponible pour FASL.*®

- Effets anti-inflammatoires :
L'hypothermie diminue linfiltration leucocytaire intra-cérébrale en empéchant leur

liaison a I'endothélium vasculaire,>®’

et en régulant a la baisse la molécule d'adhésion
ICAM-1.%% Les effets sur I'expression de ICAM-1 pourraient dépendre des effets de
I'hypothermie sur la voie ERK.*® Par ailleurs, 'hypothermie diminue I'expression des
cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1R, TNFa, IL-6.>*° De facon intéressante,
ces effets anti-inflammatoires ont également été observés dans des modéles
d'inflammation cérébrale sans mort cellulaire ce qui suggere que I'hypothermie a des
effets directs sur les réponses immunitaires.>*'*% Chez I'homme, il a été démontré
que I'hypothermie supprime la production de cytokines pro-inflammatoires dans les
monocytes périphériques et la production d'IL-6 dans les suites d’'un traumatisme
cérébral.>¥*%% Enfin, plusieurs études ont démontré qu’elle diminuait la production de
ROS,*%73% et limitait I'activation du facteur de transcription nucléaire kappa B (NF-kB)

qui joue un réle majeur dans la réponse inflammatoire.>%°

- Effets sur la barriere hémato-encéphalique et I’cedéme cérébral :

De nombreux modeles d'ischémie cérébrale, de traumatisme et d'hémorragie
intracérébrales ont montré que I'hypothermie protége I'intégrité de la BHE et prévient
la formation d'cedéme.>**% Elle empéche I'activation des protéases responsables de
la dégradation de la matrice extracellulaire, comme les métalloprotéinases de la

1

matrice,*®" et prévient ainsi la dégradation des protéines de la membrane basale
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vasculaire et des protéines de la matrice extracellulaire. Dans un modele d'ischémie
cérebrale chez le rat, la préservation de l'intégrité de la BHE a été mise en évidence 5
jours aprés l'arrét de I'hypothermie, démontrant ses effets a long terme.**? Dans un
modéle d’AC, une équipe a également montré que les effets anti-cedémateux de
I'hypothermie seraient liés a I'inhibition de I'expression de 'aquaporine 4, une protéine

qui contrdle les mouvements d’eau au travers des membranes cellulaires.*®

3 - Application clinique dans l’arrét cardiaque

3.1 - Principales études cliniques

Nous faisons, dans le tableau 6, la synthése des principales études cliniques
sur I’hypothermie thérapeutique dans I’'AC. Les recommandations sur son application
apres un AC réanimé ont été établi principalement a partir des données de trois études
cliniques prospectives randomisées multicentriques.®°**°
La premiére étude, européenne, a été conduite entre 1996 et 2001 avec I'inclusion de
275 patients randomisés en deux groupes : normothermie et hypothermie.
L’hypothermie, avec une cible entre 32 et 34°C, était maintenue 24 heures.> ||
s’agissait d’AC de meilleurs pronostics (AC devant témoins, FV, AC présumés
d’origine cardiaque). La cible thermique était atteinte en 8 heures (médiane). L’étude
retrouvait une amélioration significative du pronostic neurologique a 6 mois dans le
groupe hypothermie ainsi qu’une baisse du risque de décés a 6 mois. Enfin, I'étude ne
retrouvait pas de différence significative en terme de survenue de complications.

La seconde étude, australienne, a été conduite entre 1996 et 1999 avec I'inclusion de
77 patients randomisés selon les mémes groupes.® Il s’agissait également d’AC de
meilleurs pronostics puisque seuls les AC en FV étaient recrutés et ils avaient lieu
devant témoins pour la trés large majorité (>90%). L’hypothermie était débutée dés la
phase pré-hospitaliere et maintenue pendant 12 heures avec une cible a 33°C. L’étude
retrouvait une amélioration significative du pronostic neurologique avec un taux de
survie sans séquelles majeures a la sortie de I'hépital de 49% dans le groupe
hypothermie contre 26% dans le groupe contréle (p=0,046).

Ainsi, en 2005 puis en 2010, les recommandations internationales préconisent une
hypothermie induite entre 32 et 34°C pendant 12 a 24 heures a débuter le plus tét

possible pour les AC en FV et & envisager pour les AC sans rythme choquable.**
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Dans une nouvelle étude internationale récente de grande envergure conduite entre
2010 et 2013, 950 patients ont été randomisés en deux groupes : un groupe
hypotherme & 33°C et un groupe hypotherme a 36°C.*° |l s’agissait ’AC de cause
présumeée cardiaque mais présentant tous types de rythme initiaux. L’hypothermie était
débutée a I'hdpital et maintenue pendant 36 heures. Ni la mortalité ni le pronostic
neurologique & 6 mois n’étaient significativement différents entre les deux groupes.’
Cette étude a conduit a une modification des recommandations publiées en 2015. |l
est désormais recommandé d’appliquer un contréle thermique entre 32 et 36°C
pendant au moins 24 heures chez les patients comateux aprés un AC avec rythme
choquable. Ce controle thermique est toujours suggéré pour les rythmes non
choquables. L'étude TTM-2 « Targeted Hypothermia Versus Targeted Normothermia
After Out-of-hospital Cardiac Arrest » actuellement en cours et dont les résultats
devraient étre connus a partir de 2020 est attendue avec une certaine fébrilité.

Les autres études ont un niveau de preuve beaucoup plus faible car menées sur de

343,405-410 411 412

petits effectifs, rétrospectives, , de faisabilité, ou observationnelle.

Néanmoins, plusieurs de ces études semblent trouver un effet moindre de
I'hypothermie thérapeutique chez les patients victimes d’AC de rythme non

Choquable-406,410,413—415
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Tableau 6 - Principales études cliniques sur I’hypothermie thérapeutique dans I’AC

Réf., auteur, Random. Type d’AC Hypothermie HT/CTRL Résultats
date
343 Bernard, Non ACEH, RC 33°C, 12h 22/22 Amélioration
1997 score de GOCS
a la sortie de
I'hopital
41 Hachimi- Oui ACEH, RNC  34°C, 16/14 NS
Idrissi, 2001 réchauffement
passif sur 8h
% HACA, 2002  Oui ACEH, cause 33°C, 24h, 136/137  Amélioration
cardiaque, neurologique et
RC survie a 6 mois
% Bernard, Oui ACEH, cause 33°C, 12h, 43/34 Amélioration
2002 cardiaque, neurologique a
RC la sortie de
I'hopital
418 Laurent, Oui ACEH, cause 32-33°C 22/19 Amélioration
2005 cardiaque, FV (CVVH), 24h survie a 6 mois
ou asystole sous CVVH
413 'Oddo, 2006 Non ACEH, 33°C, 24h 55/54 Amélioration
RC/RNC CPC pour les
RC
405 Belliard, Non ACEH, FV 32-34°C, 24- 32/36 Amélioration
2007 48h survie a J50
407 Storm, 2008 Non ACEH, 33°C, 24h 52/74 Amélioration
RC/RNC CPC a la sortie
hopital et survie
a1an
12 Derwall, Non ACEH, 33°C, 24h 37/31 NS (S100R &
2009 RC/RNC J5)
408 Ferreira, Non ACEH, 33°C, 24h 49/26 Amélioration
2009 RC/RNC survie et CPC
406 Don, 2009 Non ACEH, 33,5-34,5°C, 132/287  Amélioration
RC/RNC 12h survie pour les
RC
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409 Testori, 2011 Non ACEH, RNC  33°C, 24h 135/239  Amélioration
neurologique et
survie a 6 mois

414 Dumas, Non ACEH, <34°C, 48h 718/427  Amélioration
2011 RC/RNC CPC sortie
hopital pour les
RC
419 Vaahersalo, Non ACEH, 33°C, 24h 311/193  Amélioration
2013 RC/RNC CPC pour les
RC
° Nielsen, 2013  Oui ACEH, G<8, 33°C, 28h, 473/466 NS (survie
RC/RNC réchauffement 6mois)
de 0,5°C/h
415 Mader, 2014 Non ACEH, 3452/2917 Aggravation
RC/RNC neurologique
sortie hopital

Réf. : référence bibliographique ; Random. : randomisation ; AC : arrét cardiaque ;
HT : hypothermie thérapeutique ; CTRL : contréles ; ACEH : arrét cardiaque extrahospitalier ;
RC : rythme choquable ; GOCS : Glasgow Outcome Coma Scale ; RNC : rythme non choquable ;
FV : fibrillation ventriculaire ; NS : non significatif ; CPC : catégorie de performance cérébrale.

3.2 - Techniques

L'application pratique de la I'hypothermie thérapeutique se divise en trois
phases : induction, maintien et réchauffement (figure 12). Les données expérimentales
suggérent que l'induction de I'hypothermie doit étre la plus précoce possible et les
différentes techniques développées ont toutes pour but d’atteindre la cible thermique
le plus rapidement possible. Les données expérimentales suggérent que le
réchauffement doit étre lent et progressif pour ne pas perdre les bénéfices de

417

'hypothermie.*"*'® Aucune technique n’a démontré sa supériorit¢ en terme

d’amélioration de la morbi-mortalité apres AC.
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Figure 12 - Différentes phase de I’hypothermie thérapeutique (d’apres *?°).

- Les techniques conventionnelles comprennent la perfusion de sérum froid et
I'utilisation de sacs de glace placés sur le corps. La perfusion de sérum salé isotonique
froid est efficace pour induire I'hypothermie.*?" Ses principaux avantages sont sa
facilité d’utilisation et son faible codt. La combinaison de perfusion de sérum et de sacs
de glace permet d’atteindre la cible de 32-34°C en moins de 4 heures.*?? Le principal
inconvénient de ces techniques est la difficulté a contrdler la cible thermique avec un
risque plus élevé d’un refroidissement plus profond,** et une plus grande difficulté a
maintenir la température cible.***

- Les méthodes de refroidissements de surface sont fréquemment utilisées.
Plusieurs dispositifs de refroidissement de surface sont disponibles tels que les
couvertures (Blanketrol®, Criticool™) et les pads refroidissants (EMCOOLS
Flex.Pad™ Arctic Sun®, InnerCool) (figure 13). Ces sytémes sont faciles & utiliser et
certains sont asservis a la température du patient permettant un meilleur contrdle de

la température cible. Les pads EMCOOLS sont facilement utilisables en préhospitalier.

- Les méthodes de refroidissement intravasculaire sont efficaces mais invasives
(Thermogard XP, InnerCool RTx). Le principe est de faire circuler du sérum froid en
boucle fermée dans un cathéter. Ces systémes sont dotés d'un rétrocontrle
automatisé de la température. On observe moins de frissons par rapport aux systémes

de refroidissement de surface.****%® Malgré un meilleur contrdle thermique, une étude
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rétrospective sur de faibles effectifs n’avait pas mis en évidence de différence
significative sur le pronostic des patients.**” En 2015, dans une étude contrdlée et
randomisée, Deye et al. ont comparé un refroidissement endovasculaire par voie
fémorale & un refroidissement par méthode conventionnelle.*?® Sur les 400 patients
randomisés, les auteurs n‘ont pas mis en évidence d’impact significatif sur I'état
neurologique des patients a J28 malgré un meilleur contréle thermique dans le groupe

ayant bénéficié d’un refroidissement par méthode endovasculaire.

- Le refroidissement par voie nasale a été testé en 2019 (figure 13). L'une des
limites de beaucoup de techniques de refroidissement est qu’elles ne peuvent pas étre
mises en ceuvre en pré-hospitalier du fait de leur encombrement ou de leur caractére
invasif. Une équipe suédoise a publié en 2010 une étude de faisabilité testant
I'utilisation d’'un dispositif de refroidissement pré-hospitalier par voie nasale
(RhinoChill®).*?°* Un mélange de liquide refroidissant et d’oxygéne a haut débit est
vaporisé dans la cavité nasale ce qui entraine un refroidissement important des voies
nasales et du cerveau. Il s’agit d’'un dispositif portatif qui permet son utilisation
préhospitaliére relayée ensuite par une méthode de refroidissement conventionnel a
I'hépital. Dans cette étude, les auteurs ont randomisé 93 patients dans le groupe avec
refroidissement préhospitalier et 100 patients dans le groupe contrdle. Aucune
complication grave liée au dispositif n’a été rapportée. Il permettait une baisse plus
rapide de la température centrale mesurée a l'arrivée a I'hopital : 35,1°C contre 35,8°C.
De méme, la cible de 34°C était atteinte en moins de 2 heures dans le groupe
refroidissement nasal et en plus de 5 heures dans le groupe controle. L’étude
PRINCESS est I'étude prospective randomisée multicentrique internationale qui a
testé le dispositif sur un large effectif.’’® 343 patients ont été randomisé dans le groupe
refroidissement par voie nasale initiée dés la RCP et 334 dans le groupe avec
refroidissement par méthode conventionnelle. Une température <34°C a été atteint en
105 minutes dans le groupe hypothermie contre 180 minutes en médiane dans l'autre
groupe (p<0,001). L’étude n’a pas retrouvée de différence significative sur la survie ou
le pronostic neurologique des patients a J90.

- D’autres méthodes de refroidissement sont en cours d’expérimentation telles

430 431,432

que la ventilation totale liquide,™" ou le refroidissement par voie cesophagienne.
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A B

Rhinochill Trans-nasal Cooling

é Conduction

Figure 13 - Exemple de techniques de refroidissements externe.
A : I'Arctic Sun®; B : Rhinochill®.

3.3 - Délai d’application

Les données expérimentales suggérent que I'hypothermie doit étre instaurée le

433-435 ot neuroprotectrice, %373 y

plus rapidement possible pour étre cardioprotectrice,
compris aprés AC.341342436-438 | o5 données chez 'Homme apparaissent plus
contrastées. Dans une étude rétrospective publiée en 2011, Haugk et al. ont retrouvé
une association entre la rapidité d’atteinte de la cible thermique a 34°C et un mauvais
pronostic neurologique.439 La revue de Scolletta et al. sur I'hypothermie thérapeutique
mise en place dés la RCP, retrouve des données trés limitées sur I'efficacité chez
I'Homme de I'hypothermie induite dés la RCP. En effet, sur les 4 études alors publiées,
seules 2 d’entre elles ont démontré un bénéfice sur le taux de RACS, aucune sur le
pronostic neurologique ou la survie des patients.**° Dans une étude randomisée
récente, Kim et al. ont étudié les effets d’'une hypothermie appliquée en préhospitalier
chez des patients victimes d’'un AC extrahospitalier quel que soit le rythme initial.**’
Avec une cible a 34°C atteinte en 4,2 heures au lieu de 5,5 heures dans le groupe
contréle pour les FV, aucune différence sur la survie hospitaliére ou le pronostic
neurologique n'a été mise en évidence. Les auteurs ont méme observeé la survenue
plus fréequente de récidive d’AC et d'ocedeme pulmonaire dans le groupe
interventionnel. En 2015, I'analyse des 7 essais contrblés et randomisés ayant étudié
I'hnypothermie induite en préhospitalier conclut a I'absence d’effet démontré sur le
pronostic neurologique et la survie des patients.”” Enfin, I'étude PRINCESS évoquée
précédemment a étudié l'effet du refroidissement instauré par voie nasale en

préhospitalier sur le ponostic des patients aprés AC.'"" Il s’agissait principalement d’AC
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de cause cardiaque avec 40% de rythme choquable. Malgré une tendance en faveur
du groupe hypothermie par voie nasale, aucune différence significative n’a été
observée entre les deux groupes sur le critere de jugement principal (évolution
neurologique favorable a J90). Notons que le temps avant randomisation était de plus
de 15 minutes dans les deux groupes et que, par ailleurs, la pertinence clinique d’un
refroidissement plus rapide mais obtenu en plus d’1 heure et 30 minutes en médiane,

sont probablement des éléments pouvant expliquer la négativité de I'étude.
3.4 - Durée

Les durées d’hypothermie thérapeutique sont trés variables selon les études
cliniques. Dans les trois études prospectives randomisées, les durées étaient de 12
heures dans I'étude australienne,® de 24 heures dans I'étude européenne,” et de 36
heures dans I'étude TTM.? Ces durées varient de 4 a 48 heures dans la plupart des

études.**?

Les données expérimentales suggérent une neuroprotection plus
importante lorsque I'nypothermie thérapeutique est maintenue pendant 48 heures par
rapport a 24 heures.****** Chez 'Homme, une étude observationnelle rétrospective
sur 79 patients n’a pas mis en évidence de différence entre une hypothermie a 33°C
maintenue pendant 24 heures et une hypothermie maintenue pendant 72 heures.**
Une étude rétrospective de Kagawa et al. n’a pas non plus retrouvé de bénéfice a des
durées prolongées de refroidissement.**® Dans une large étude récente prospective
randomisée et multicentrique, Kirkegaard et al. ont comparé les effets protecteurs
d’'une hypothermie a 33°C appliquée durant 48 heures a une durée de 24 heures.*’
355 patients principalement victimes d’AC de rythme choquable ont été randomisés
dans les deux groupes. La température cible était atteinte avec une médiane de 281
minutes dans le groupe 48 heures et de 320 minutes dans le groupe 24 heures
(p=0,01). Malgré une tendance en faveur du groupe 48 heures, I'état neurologique et
la survie des patients a 6 mois ne différaient pas de fagon significative entre les deux
groupes. Un manque de puissance de I'étude peut étre évoqué. En revanche la durée
de ventilation mécanique et de séjour en réanimation était plus élevée dans le groupe

48 heures.
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IV - OBJECTIFS DE NOTRE TRAVAIL DE RECHERCHE

Nous avons vu que I'AC réanimé est une modalité extréme d’'l/R dont la
physiopathologie sous-tend le syndrome post-AC de trés mauvais pronostic. Au centre
de cette physiopathologie complexe, la mitochondrie joue un rble majeur via
notamment I'ouverture CypD-dépendante de son PTP. L’inhibition de l'ouverture du
PTP constitue une piste de recherche prometteuse pour espérer limiter les
conséquences du syndrome post-AC et améliorer le pronostic des patients.
L’hypothermie thérapeutique est le seul traitement adjuvant de la RCP qui a démontré
un bénéfice sur le pronostic neurologique et la survie. Ses mécanismes d’action sont
complexes et partiellement compris expliquant que ses modalités d’application
(population cible, température cible, délais et durées d’application) restent débattues.
Les effets de I'hypothermie sur le fonctionnement mitochondrial et le pore de transition
de perméabilité ont été peu étudiés notamment dans le contexte de I'AC. Une
meilleure compréhension des mécanismes mitochondriaux de [I'hypothermie
thérapeutique est susceptible d’aider a préciser ses modalités d’application ainsi que
d’envisager de lui adjoindre d’autres thérapeutiques pour améliorer le pronostic des
patients.

Devant cette problématique, les objectifs de notre travail de recherche expérimental
ont donc été :

(1) d’étudier les mécanismes mitochondriaux de I'’hypothermie thérapeutique
sur un modeéle d’AC chez le lapin,

(2) de préciser les mécanismes d’action de I'hypothermie thérapeutique sur une
voie de signalisation cellulaire sur un modéle d’AC chez le lapin,

(3) de développer un modele d’AC chez la souris reproduisant le syndrome
post-AC pour permettre l'utilisation d’animaux génétiquement modifiés,

(4) d’étudier le réle de I'hypothermie thérapeutique associée a l'inhibition du
mécanisme d'ouverture CypD-dépendant du PTP sur le pronostic a court terme et les
altérations in vitro des mitochondries isolées du coeur et du cerveau,

(5) d’étudier linfluence sur le pronostic a long terme de l'association de
I'hnypothermie thérapeutique a l'inhibition du mécanisme CypD-dépendant d'ouverture
du PTP.
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Matériel et Méthodes

| - MODELE LAPIN D’ARRET CARDIAQUE

A - Considérations éthiques

Les expérimentations animales ont été réalisées en conformité avec les textes
réglementaires francais (décret n°2001-464 du 29 mai 2001 et décret n°2001-486 du
06 juin 2001) et les recommandations de 'INSERM (septembre 2002) relatifs a
I'expérimentation animale et la protection des animaux de laboratoire, ainsi qu’en
accord avec "The guide for the care and use of laboratory animals” publié par le "US
National Institute of Health" (NIH publication No. 85-23, révisé en 1996). L’ensemble
des procédures présentées dans ce travail a été approuvée par le Comité d’Ethique
de I'Université Claude Bernard Lyon-Est (BH 2012-25).

B - Protocole chirurgical

Nous avons utilisé un modeéle animal précédemment utilisé dans notre
laboratoire.**' #4844 Des lapins New-Zealand-White (NZW) males (2,5-3,5 Kg) sont
sédatés par 5mg/kg de xylazine administrée par voie intramusculaire (IM) puis
anesthésiés par une injection de 50mg/kg de kétamine IM. L'entretien de I'anesthésie
est réalisé par une perfusion de 20 a 50 pg/minute de xylazine et 40 a 100 pg/minute
de kétamine. La température de I'animal est mesurée par une sonde thermique
cesophagienne et maintenue a un niveau physiologique (39°C+0,5°C) a l'aide d’'une
table chirurgicale chauffante avec thermostat. La température du bloc opératoire est
maintenue a 25°C a l'aide d’une climatisation. Une trachéotomie est réalisée pour
permettre l'intubation de I'animal puis la ventilation mécanique artificielle (respirateur
Siemens®, Servo 900 B) avec une fraction inspirée en oxygéne (FiO2) a 30%, un
volume courant a 10ml/kg et une fréquence respiratoire a 35 cycles/minute. Le CO;
expiré ainsi que la saturation pulsée en oxygéne (SpO_) sont mesurés en continu. Un
électrocardiogramme est enregistré en continu.

Apres dissection, la veine jugulaire interne droite est cathétérisée et I'animal est
perfusé avec du sérum salé (NaCl 0,9%) pour compenser les pertes hydriques. Un
désilet de diamétre 4F est également introduit dans I'artére carotide droite afin de

mesurer en continu la pression artérielle (PA) et permette la réalisation des
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préléevements sanguins. Une thoracotomie gauche est réalisée en regard du quatrieme
espace intercostal. Le poumon est récling, le péricarde excisé et le coeur exposé. Une

période de stabilisation de 15 minutes est ensuite respectée.

C - Arrét cardiaque et réanimation cardio-pulmonaire

Une injection IV de bromure de pancuronium (50 pg/kg) est réalisée pour
permettre un blocage neuromusculaire complet. La ventilation mécanique est ensuite
arrétée. L'absence de mouvement respiratoire est vérifiée visuellement puis est
observée une baisse rapide de la SpO, précédant le collapsus hémodynamique suivi
de I'’AC hypoxique. L’AC est défini par une PAS inférieure a 10 mmHg et 'absence de
contraction cardiaque visible. L’AC est respecté pendant 15 minutes avant de débuter
une RCP comprenant :

- la reprise de la ventilation mécanique avec une FiO, a 100% pendant les 30
premiéres minutes,

- un massage cardiaque interne (MCI), réalisé a I'aide d’'une pince a disséquer, a une
fréquence de 150 a 200 compressions/min, jusqu’a I'obtention d’'une RACS définie par
une PAS supérieure a 30 mmHg et une fréquence cardiaque (FC) supérieure a 100
bpm pendant plus de 3 minutes,

- l'injection d’adrénaline (20 pg/kg, IV), débutée 1 minute aprés le début de la RCP et
répétée toutes les minutes en I'absence d’activité cardiaque efficace (PAM>20 mmHg,
FC >100/min).

En I'absence de RACS aprés 15 minutes de RCP, la réanimation est arrétée.

D - Groupes expérimentaux

Les animaux ont été randomisés dans 5 groupes expérimentaux (figure 14) :
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15 min 10 min 15 min RACS 120 min
CTRL | — o ,
c AV Hypothermie
[ 1
HT | l l RCP |
cC AV Ni""
NIM | L RCP i
NIM
c AV { Hypothermie
I 1
HT+NIM S RCP — |
C
1 150 min
SHAM | |

Figure 14 - Groupes expérimentaux

C : curare ; AV : arrét ventilatoire ; AC : arrét cardiaque ;
RCP : réanimation cardio-pulmonaire ; RACS : restauration
d’'une activité circulatoire spontanée ; NIM : NIM811, dérivé
non immunosuppresseur de la ciclosporine A ; HT :
hypothermie thérapeutique.

Sham : animaux opérés dans les mémes conditions expérimentales que les autres

groupes mais sur lesquels aucune asphyxie n’est appliquée.

Contréles (CTRL) : animaux sur lesquels un AC asphyxique est appliqué suivi d’'une

période de reperfusion de 120 minutes.

Post-conditionnement pharmacologique : animaux traités par N-methyl-4-
isoleucine-ciclosporine (NIM811), dérivé non immunosuppresseur de la CsA, a la dose

de 2,5mg/kg IV injecté en méme temps que le début de la RCP.

Hypothermie thérapeutique : animaux traités par I'application de poches de glace
sur 'ensemble de la surface corporelle juste avant la RCP pour atteindre le plus
rapidement possible une température cible de 32°C. Les poches de glace sont ensuite

retirées et les animaux réchauffés progressivement.
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Il - MODELE SOURIS D’ARRET CARDIAQUE

A - Considérations éthiques

Les expérimentations animales ont été réalisées en conformité avec les textes
réglementaires francais (décret n°2001-486 du 06 juin 2001 et décret n°2013-118 du
01 février 2013) et les recommandations de 'INSERM (septembre 2002) relatifs a
I'expérimentation animale et la protection des animaux de laboratoire, ainsi qu’en
accord avec "The guide for the care and use of laboratory animals” publié par le "US
National Institute of Health" (NIH publication No. 85-23, révisé en 1996). L'ensemble
des procédures présentées dans ce travail a été approuvée par Comité d’Ethique en
Expérimentation Animale CEEA-55 le 03 novembre 2014 et le 09 mars 2017.

B - Protocole chirurgical

Nous avons utilisé des souris males wild type (WT) et CypD™ de fond génétique
mixte C57BI6/SV129, agées de 8 a 12 semaines pour un poids de 20 a 30g. Les souris
sont anesthésiées par une injection intra-péritonéale de 100mg/kg de kétamine, et
5mg/kg de xylazine. La température de I'animal est mesurée par une sonde thermique
rectale asservie au thermostat de la table chirurgicale chauffante permettant de la
maintenir a un niveau physiologique (37°C+0,5°C). La température du bloc opératoire
est maintenue a 25°C. Une incision latéro-trachéale gauche est réalisée pour visualiser
la trachée permettant de contrdler I'intubation orotrachéale réalisée avec un cathéter
de 22G. La ventilation mécanique artificielle est ensuite débutée (Physiosuite®, Kent
Scientific) avec une FiO2 a 40%, un volume courant a 6,5 pl/g, une fréquence
respiratoire a 150/minute et une pression expiratoire positive a 2 cmH,0O. Le CO,
expiré est mesuré en continu et I'électrocardiogramme enregistré. La veine jugulaire
interne gauche est disséquée a travers l'incision latéro-trachéale déja réalisée et un
micro-cathéter (PE-10) purgé avec du sérum salé hépariné est introduit. Une période

de stabilisation de 5 minutes est ensuite respectée.
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C - Arrét cardiaque et réanimation cardio-pulmonaire

1 - Mise au point du modéle asphyxique d’arrét cardiaque

La plupart des modéles expérimentaux murins d’AC sont basés sur le principe
d’une injection de potassium IV pour induire 'AC.****°3 Malgré une faible pertinence
clinique, ces modeéles se sont développés car les chercheurs ont été confrontés a des
difficultés pour identifier I'instant précis de 'AC dans les modéles asphyxiques. En
effet, lors d’'un AC asphyxique, le coeur de la souris a la particularité de conserver une
activité électrique visible sur 'TECG pendant plusieurs minutes alors méme que toute
activité mécanique efficace a déja cessé.*® Lors d’une phase expérimentale
préliminaire de mise au point, nous avons confirmé ce phénomeéne de dissociation
électromécanique de plusieurs minutes. Afin de surmonter cette difficulté, nous avons
utilisé 'ETT pour observer le moment précis ou le myocarde cesse d’avoir une activité
cardiaque efficace. Cette technique s’est avérée plus fiable que la mise en place d’une
sonde de micromanométrie de 1F (Millar®) dans la carotide interne droite dont le signal
pouvait indiquer de facon trop précoce 'AC.

Pour induire un blocage neuromusculaire complet, nous avons d’abord testé
I'atracrium et le cisatracurium, curares les plus utilisés chez 'Homme, et dont les
durées d’actions courtes et la pharmacologie en faisaient des molécules de choix.
Néanmoins, malgré des essais a des posologies croissantes, ces 2 molécules
n’entrainaient pas des blocs neuromusculaires suffisants chez la souris pour permettre
I'arrét total des mouvements respiratoires. Nous avons donc testé la succinylcholine
dont la durée d’action trés courte était également adaptée pour éviter toute curarisation
résiduelle et permettre I'extubation des souris dans le protocole correspondant. Aprés
plusieurs essais a différentes posologies, la dose de 1mg/kg (identique a celle utilisée
chez 'Homme) s’est avérée étre la dose minimale efficace chez la souris.

Plusieurs durées d’AC ont été testées : 4, 5, 7 et 8 minutes. Nous avons retenu une
durée d’AC de 5 minutes car elle entrainait des Iésions d’ischémie-reperfusion tout en

assurant un taux de succes de réanimation éthiquement acceptable.
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2 - Mise au point de la réanimation cardio-pulmonaire

2.1 - Massage cardiaque externe

Afin de mettre au point un modéle susceptible de pouvoir étudier la survie des
animaux a long terme, nous avons choisi de réaliser le massage cardiaque par voie
externe afin d’éviter une thoracotomie. Une phase de mise au point a permis de
s’assurer de la reproductibilité de la technique de MCE avec I'index de la main droite
ainsi que d’établir son rythme a 300-350/minute. L’utilisation de I'écho-repérage de la
zone précise sur laquelle appliquer le MCE avec I'index a permis d’améliorer I'efficacité
et la reproductibilité de la technique. Un seul expérimentateur a réalisé 'ensemble des

MCE pour éviter toute variabilité inter-expérimentateur.

2.2 - Adrénaline

En conformité avec les recommandations chez 'Homme,* nous avons utilisé
I'injection IV d’adrénaline pour favoriser la RACS. A l'aide des données issues des
modeéles d’AC murins publiés, nous avons testé différentes posologies lors de la phase
de mise au point. La dose de 0,1 mg/kg est la dose minimale efficace que nous avons
retenue. Une seule injection d’adrénaline est réalisée car les injections
supplémentaires se sont avérées inutiles, c’est a dire n'augmentant pas les chances

de succés de la RCP.

2.3 - Correction de I’'acidose métabolique

La phase de mise au point nous a permis de réaliser des gaz du sang artériels
dans les minutes qui suivaient la RACS. Nous avons constaté une acidose
métabolique profonde et des hyperkaliémies séveres. La mise en place durant les
premiéres minutes de la RACS d’'une hyperventilation ainsi que l'injection IV d’une
solution de bicarbonate de sodium nous ont permis de contrdler ces anomalies

meétaboliques et d’augmenter le taux de succeés de réanimation.
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3 - Description

La figure 15 présente des exemples d'enregistrement de tracés ECG et de
pression invasive observés lors de la procédure d'AC. Une injection IV de 1mg/kg de
succinylcholine est réalisée par le micro-cathéter jugulaire. Apres 2 minutes d’attente,
la ventilation artificielle est interrompue. L’absence de mouvement respiratoire est
vérifiée visuellement et 'AC est confirmé par ETT. L’AC est alors respecté pendant
une période de 5 minutes avant que ne soit appliquée une RCP comprenant :
- la reprise de la ventilation mécanique avec une FiO; a 40% et une fréquence
respiratoire a 220/minute pendant les 15 premiéres minutes,
- un MCE réalisé avec I'index, a une fréquence de 300 a 350 compressions/minute,
jusqu’a l'obtention d’'une RACS définie par un rythme organisé a plus de 200 bpm et
un doublement du chiffre 'TEtCO; mesuré pendant le MCE, confirmation de la RACS
est immédiatement confirmée par une ETT,
- une injection unique d’adrénaline (0,1 ug/g, IV) débutée pendant la RCP,
- une injection de 0,2 ml d’une solution de bicarbonate de sodium a 2,1% réalisée
durant la premiére heure suivant la RACS.

En I'absence de RACS aprés 5 minutes de RCP, la réanimation est arrétée.

A. Avant arrét cardiaque

‘ ‘ ECG
\ N

Pression artérielle invasive

A ]

Figure 15 - Exemples d'enregistrements de tracés hémodynamiques
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D - Groupes expérimentaux

Dans un premier protocole (protocole 1), les animaux sont sacrifiés a 150
minutes de reperfusion pour permetire un prélévement sanguin ainsi que les
prélevements du cceur et du cerveau pour I'étude des mitochondries.

Dans un second protocole (protocole 2), le cathéter est enlevé et la plaie suturée. Les
animaux sont sevrés de la ventilation mécanique invasive puis remis en cage (avec un
acces libre a I'eau et a 'alimentation) pour réalisation d’'une IRM cérébrale a J1 et
étude de la survie jusqu’a J7. Aprés leur extubation, une injection de 0,2 ml de
bicarbonate de sodium a 2,1% et une injection de 0,3 ml de sérum salé a 0.9% sont
réalisées par voie sous-cutanée (SC). Des injections SC de 0,5ml de sérum salé a
0,9% sont ensuite réalisées deux fois par jour les jours suivants pour assurer un bon

état d’hydratation de I'animal.
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Les animaux ont été randomisés dans les groupes expérimentaux suivants (figure 16):

Sham : animaux opérés dans les mémes conditions expérimentales que les autres

groupes mais sur lesquels aucune asphyxie n’est appliquée.

Contréles (CTRL) : animaux sur lesquels un AC asphyxique est appliqué suivi d’'une
période de reperfusion de 150 minutes (protocole 1) ou d’'une étude de la survie
jusqu’a J7 (protocole 2). Ces animaux possédent le méme fond génétique que les

animaux KO.

CypD™ : animaux génétiquement modifiés n’exprimant pas la CypD (CypD-KO) sur

lesquels le méme protocole d’AC que les animaux CTRL est appliqué.

Hypothermie thérapeutique : animaux traités par l'application d’'un linge trempé
d’eau glacée sur 'ensemble de la surface corporelle juste avant la RCP pour atteindre
le plus rapidement possible une température cible de 33°C. Réglage également de la
table chirurgicale asservie a une cible de 33°C avec sonde thermique IR. Le linge glacé

est ensuite retiré et les animaux sont réchauffés progressivement (0,3-0,4°C/5

minutes).

2 min 5 min RACS 150 min/ 7 jours

CTRL R o | p——i
Cc AV

CypD”" | 1 ! RCP - |
Cc AV Hypothermie

HT I l ! RCP /o /
c AV Hypothermie

CypD-/-HT | ! ! RCP /a i
Cc

SHAM  —1 RCP 7 |

Figure 16 - Groupes expérimentaux

C : curare ; AV : arrét ventilatoire ; AC : arrét cardiaque ; RCP :
réanimation cardio-pulmonaire ; RACS : restauration d'une
activité circulatoire spontanée ; CypD” : CypD KO ; HT :
hypothermie thérapeutique.
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lll - TECHNIQUES UTILISEES

A - Hémodynamique

1 - Pression aortique

La pression aortique est mesurée a I'aide d’'un cathéter inséré dans la carotide
et d’'un capteur de pression a transduction hydraulique. Le zéro de pression est

réalisée en plagant le capteur au niveau de l'oreillette gauche.

2 - Echocardiographie

Les mesures échocardiographiques sont réalisées chez le lapin anesthésié
aprés la réalisation d’'une thoracotomie gauche et d’'une ouverture du péricarde
permettant d’exposer le VG. Un gel de silicone de 1,5 cm d’épaisseur est apposé entre
la face antérieure du VG et la sonde d’échographie (sonde a balayage linéaire de 7-
MHz, GE Medical System). Sur la coupe petit axe du VG passant par les muscles
papillaires, on mesure par la méthode Simpson la surface du VG en télé-systole
(SVGTS) et en télé-diastole (SVGTD). Ces données permettent de calculer la fraction
de raccourcissement de surface du VG (FRSVG) exprimée en % selon la formule :
FRSVG = (SVGTD/SVGTS)/SVGTD.

Les mesures échocardiographiques sont réalisées chez la souris anesthésiée de fagon
non-invasive par voie transthoracique. La face antérieure du thorax est épilée et le gel
d’échographie déposé pour permettre I'acquisition des images a I'aide d’'une sonde a
balayage linéaire de 13-MHz (GE Medical System). La mesure de la FRSVG est

réalisée selon la méme technique que celle décrite dans le modéle lapin.

89



Matériel et Méthodes

B - Evaluation neurologique

1 - Réactivité pupillaire

La réactivité pupillaire a la lumiére, qui permet une estimation des lésions

cérébrales aprés AC, a été définie comme étant présente lorsque les pupilles se

contractent de plus de 1 mm.

2 - Score neurologique

Nous employons un score d’évaluation neurologique aprés AC chez la souris

validé dans la littérature (tableau 7).**° Ce score est réalisé a J1 par un

expérimentateur en aveugle.

Tableau 7 - Score d’évaluation
neurologique aprées AC chez la souris.

Level of consciousness

1. No reaction to pinching of tail

2. Poor response to tail pinch

3. Normal response to tail pinch
Corneal reflex

1. No blinking

2. Sluggish blinking

3. Normal blinking
Respirations

1. Irregular breathing pattern

2. Decreased breathing frequency, normal pattern

3. Normal breathing frequency and pattern
Righting reflex

1. No turning attempts

2. Sluggish turning

3. Turns over spontaneously and quickly
Coordination

1. No movement

2. Moderate ataxia

3. Normal coordination
Movement/activity

1. No spontaneous movement

2. Sluggish movement

3. Normal movement

Total possible score
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3 - IRM cérébrale

Les IRM cérébrales chez la souris sont réalisées a J1 dans tous les groupes
expérimentaux (figure 17). Immédiatement avant I'examen, une injection intra-
péritonéale de 50mg/kg de kétamine et de 2,5 mg/kg de xylazine sont réalisées. La
température de I'animal est maintenue a 37°C+0,5°C au moyen d’une table d’examen
réchauffée par un circuit d’eau. Le museau de la souris est placé dans une canule
apportant de l'air enrichi en oxygéne. Une IRM 7T BRUKER BioSpec (Bruker Biospin
MRI GbmH Bruker) a été utilisée. Les cartes de coefficient de diffusion apparent (CDA)
ainsi que les cartes paramétriques T2 ont été reconstruites a I'aide du logiciel de post-
traitement d'imagerie de BRUKER (ParaVision 5.1). Pour I'interprétation des images,
nous avons créé un score d'intégrité cérébrale simple et facile a utiliser basé sur des
images pondérées en T2 et une analyse de la cartographie CDA : 1 Iésion vaut 1 point,
2 lésions ou plus valent 2 points, le caractére bilatéral vaut 1 point et la présence des
Iésions sur plus d'une coupe vaut 1 point. Les images cérébrales IRM ont été

interprétées par deux investigateurs en aveugle.

Circuit de réchauffement

Figure 17 - Photographie du dispositif pour réalisation des IRM cérébrales

Capteur de fréquence respiratoire
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C - Analyses biochimiques

Une partie des dosages biochimiques est réalisée dans le laboratoire clinique
du Groupement Hospitalier Centre (HOpital Edouard Herriot), Hospices Civils de Lyon.
Les autres dosages sont réalisés dans le laboratoire INSERM U1060.

Les dosages d’alanine-aminotransférase (ALAT) (IFCC, cinétique a 37°C avec
phosphate de pyridoxal) et créatinine (réaction de Jaffé) sont réalisés sur des tubes a
héparinate de lithium avec gel (Minicollect®) & I'aide d’un analyseur Modular P (Roche
Diagnostics). La troponine Ic (méthode immuno-enzymatique et mesure
luminométrique) est dosée sur un analyseur Access 2 (Beckman Coulter®). La
lactatémie, prélevée sur tubes a fluorure de sodium (Minicollect®), est dosée par
méthode enzymatique (cinétique a 37°C) sur un analyseur Hitachi 912 (Roche
Diagnostics). Les gaz du sang sont immédiatement analysés sur un appareil de
gazométrie (GEM 3000). Les taux plasmatiques de troponine Ic et S100B sont

mesurés par technique ELISA selon les recommandations du fabriquant (Abnova®).
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D - Analyses des mitochondries

1 - Isolation des mitochondries

1.1 - Mitochondries myocardiques

La paroi antérieure du ventricule gauche (VG) est rincée et conservée dans une
solution tampon contenant du saccharose 70mM, du mannitol 210 mM, de 'EGTA
(acide éthylene-glycol-tétraacétique) TmM dans du Tris/HCI 50 mM, pH 7,4 a 4°C.
Toutes les manipulations sont réalisées a 4°C. Le prélevement myocardique est coupé
finement aux ciseaux dans le méme tampon (10 ml/g). Un broyage mécanique est
réalisé a l'aide d’un broyeur verre-verre Kontes™ et/ou d’un homogénéiseur verre-
teflon Elvejem. Les mitochondries sont isolées par centrifugations différentielles.?*%3*’
L’homogénat est soumis a une premiere centrifugation (3 minutes, 3000 x Q)
permettant d’éliminer les noyaux, hématies et autres débris cellulaires. Le surnageant
post-nucléaire obtenu est filtré puis centrifugé (10 minutes, 10000 x g) pour isoler le
surnageant mitochondrial. Le culot mitochondrial est rincé dans le tampon dépourvu
d’EGTA et remis en suspension dans 500 pyl de ce méme tampon. Un dosage des
protéines par la méthode de Bradford est ensuite réalisé avec la Bovine Serum

Albumin (BSA) comme standard.***

1.2 - Mitochondries cérébrales

Le tissu cérébral prélevé est placé dans un tampon a 4°C identique a celui
précédemment décrit. L’homogénat est centrifugé une premiére fois a 1300 x g
pendant 3 minutes. Le surnageant post-nucléaire sera lui centrifugé a 5500 x g
pendant 10 minutes. Les culots de mitochondries sont rincés et suspendus dans le

méme tampon d’isolation dépourvu d’EGTA.

2 - Mesure de la capacité de rétention calcique mitochondriale

Rappelons que la CRC consiste a mesurer in vitro la libération massive de Ca®*

dans le milieu extra-mitochondrial aprés une surcharge calcique progressive reflétant
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I'ouverture du PTP des mitochondries.**® Les protéines mitochondriales (250 pg pour
le myocarde et 500 pg pour le cerveau) sont mises en suspension dans une mini-cuve
a 25°C contenant un tampon (saccharose 150 mM, KCI 50 mM, KH2PO4 2mM,
succinate 5mM dans du Tris/HCI 20 mM, pH 7.4). Une sonde fluorescente Calcium
Green-5N (0,5uM) (Molecular Probes™) est ajoutée pour permettre la mesure du
contenu extra-mitochondrial en Ca?* par méthode fluorimétrique (spectrofluorimétre
Hitachi F2500 et F7000, longueur démission 500nm et réception 530nm). Des
injections de 10 nmol de CaCl, sont réalisées toutes les minutes. L’'ouverture du pore
est visualisée lors d’une augmentation brutale du Ca?* extra-mitochondrial sans retour
a I'état basal. La CRC est exprimée en nmol CaCly,/mg de protéines mitochondriales
et correspond donc a la quantité de calcium administrée in vitro nécessaire pour

obtenir 'ouverture du PTP.

3 - Mesure de la consommation d’oxygéne mitochondrial

La mesure de la consommation d’oxygéne est réalisée in vitro a I'aide d’un
oxygraphe muni de deux électrodes de Clark (Oroboros™). Les mitochondries (250ug)
sont incubées dans 2mL de tampon (100mM KCI, 50mM MOPS, 1mM EGTA, 5mM
KH2PO4 et 1mg/mL BSA, pH 7.4) avec du GMP (Glutamate, Malate, Pyruvate 5mM
chacun) substrat du complexe | de la chaine respiratoire ou du succinate 10 mM
substrat du complexe 2 et de la roténone 1uM, un inhibiteur de la chaine respiratoire.
L’état 3 (activité maximale du complexe 1) est enregistré en présence d’ADP 200 uM.
Le retour a une consommation faible d’oxygéne aprés consommation totale de 'ADP
définit I'état 4. La consommation d’oxygéne par les mitochondries est exprimée en
nmole Oz/min/mg protéines. L’indice du couplage respiratoire (RCI) est défini comme

le rapport de I'état 3/état 4 du complexe I.

E - Western blot et immunoprécipitation (modeéle lapin)

1 - Extraction tissulaire

L’hémisphére cérébral droit et la paroi antérieure du VG préalablement

congelés a -80°C sont broyés finement a I'aide d’'un pilon sur une cupule baignant
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dans l'azote liquide. La poudre obtenue est homogénéisée dans un tampon
hypotonique de lyse classique RIPA (NaCl 150mM, Triton X100 1%, sodium
désoxycholate 0.5%, Tris 50mM) complété avec EDTA 5mM, DTT 1mM, Na3VvO4
1mM et NaF 20mM. Les protéines cytosoliques sont extraites a I'aide d’un kit selon les
consignes du fabriquant (Extract Kit, Active Motif®). Les protéines des échantillons sont

dosées a 'aide d’ un kit de dosage BCA (Interchim®).

2 - Western blot

Les protéines sont dénaturées dans du laemmli a 95°C. Elles sont ensuite
séparées sur un gel de polyacrylamide dans des conditions dénaturantes (SDS-PAGE)
(6-20%). Aprés migration des échantillons sur gel d’agarose SDS-PAGE, le transfert
est réalisé sur un Trans-blot® Turbo™ transfert (Biorad) sur membrane de
nitrocellulose. Aprés un blocage de 2 heures (Lait 5% + TBS-Tween 0.1% ou BSA 5%
+ TB-tween 0.05% selon les anticorps utilisés), I'anticorps primaire est ajouté et incubé
pendant la nuit a 4°C. Aprés une série de lavages, I'anticorps secondaire couplé a
'HRP (Horseradish Peroxidase) est ajouté et mis a incuber pendant 1 heure a
température ambiante. Aprés une série de lavages, I'utilisation d’'un kit ECL prime (GE
Healthcare) permet de révéler les protéines d’intérét a 'aide d’'une caméra a détection
chimioluminescente (Chemidoc™XRS-System, Biorad). Aprés révélation, les
anticorps peuvent étre découplés de la membrane par incubation 20 minutes dans une
solution de Re-Blot Plus Strong (Millipore®) suivi de lavages. La membrane peut
ensuite de nouveau étre saturée puis hybridée avec un autre anticorps. La quantité de
protéines a été analysée a 'aide du logiciel ImageLab® (Biorad) en évaluant le nombre

de pixel.

2 - Immunoprecipitation

Une quantité de 500 pg de protéines issues des lysats de coeur et de cerveau
est nécessaire pour la réalisation de I'immunoprécipitation. Les billes magnétiques
couplées a des protéines G (Millipore®) sont préparées (50 pL de billes/échantillons)
et lavées 3 fois avec le tampon du SLB complet (Standard Lysis Buffer NP40 1%,
Trishydroxyméthyl 20mM, NaCl 138mM, KCI 2.7mM, MgCI2 1mM, glycérol 5% pH 8
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complété avec EDTA 5mM, DTT 1mM, Na3VO4 1mM, NaF 20 mM). Afin de réaliser
un « pre-clear » et enlever le bruit de fond, 5uL de billes sont incubées avec chaque
échantillon durant 30 minutes a 4°C. Les billes sont ensuite précipitées contre un
aimant et le lysat récupéré. On ajoute alors l'anticorps anti-lysine acétylée aux
échantillons qui sont placés a 4°C en rotation constante durant une nuit. Aprés une
nuit d’'incubation, 50 yL de billes magnétiques préparées la veille sont ajoutées a
chaque échantillon pour une durée de deux heures afin d'immunoprécipiter les
complexes immuns. Les billes magnétiques sont ensuite récupérées apres dépose sur
un portoir aimanté et lavées 3 fois au SLB complet. Les échantillons sont dénaturés
par I'ajout de 30 yL de Laemmli 2X, par passage au vortex durant 30 secondes et
chauffage a 95°C durant 5 minutes. Les échantillons sont déposés sur un gel afin de

réaliser un Western Blot selon la procédure décrite ci-dessus.

IV - REACTIFS UTILISES

La N-méthyl-4-isoleucine-ciclosporine ou NIM811 a été gracieusement fournie
par la laboratoire Novartis. La molécule a été dissoute dans un mélange d’éthanol
(94%) et de Cremophor® EL (polyethoxylated castor oil) pour un usage in vivo. Les
autres réactifs sont fournis par Sigma Chemical. Les anticorps utilisés sont : anti-lysine
acétylée (Cell Signaling Technology®), anti-CypD (Calbiochem®), anti-akt et anti-
phospho Akt (Cell Signaling Technology®), anti-ERK1/2 et anti-phospho ERK1/2 (R&D
Systems), anti-VDAC (Abcam®). Les anticorps secondaires sont fournis par

Amersham (GE Healthcare).

V - ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés en moyenne * erreur standard ou en nombre
(pourcentage). Les variables qualitatives ont été analysées par un test exact de Fisher
ou un test du X? selon le cas échéant. La normalité de la distribution a été testée par
le test de Kolmogorov-Smirnov. Les variables continues sans mesures répétées sont
comparées par une analyse de variance (ANOVA) ou un test de Kruskal-Wallis selon

le cas échéant. L’'analyse des autres variables continues est réalisée par ANOVA a
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deux voies pour mesures repetées. L’analyse de Kaplan-Meier et le test du log-rank
ont été utilisés pour calculer et comparer les taux de survie. Les analyses statistiques
sont réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 5 (Graphpad Software). Une valeur

de p<0,05 est considérée comme statistiquement significative.
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Abstract

Aim: To investigate whether slight variations in core temperature prior to cardiac arrest (CA) influence short-term outcomes
and mitochondrial functions. Methods and Materials: Three groups of New Zealand White rabbits (n = |12/group) were sub-
mitted to |5 minutes of CA at 38°C (T-38 group), 39°C (T-39), or 40°C (T 40) and 120 minutes of reperfusion. A Sham-operated
group (n = 6) underwent only surgery. Restoration of spontaneous circulation (ROSC), survival, hemodynamics, and pupillary
reactivity were recorded. Animals surviving to the end of the observation period were euthanized to assess fresh brain and heart
mitochondrial functions (permeability transition and oxidative phosphorylation). Markers of brain and heart damages were also
measured. Results: The duration of asphyxia required to induce CA was significantly lower in the T-40 group when compared to
the T-38 group (P < .05). The rate of ROSC was >80% in all groups (P = nonsignificant [ns]). Survival significantly differed among
the T-38, T-39, and T-40 groups: 10 (83%) of 12,7 (58%) of 12, and 4 (33%) of 12, respectively (log-rank test, P = .027). At the end
of the protocol, none of the animals in the T-40 group had pupillary reflexes compared to 8 (67%) of 12 in the T-38 group (P <.05).
Troponin and protein S|100B were significantly higher in the T-40 versus T-38 group (P <.05). Cardiac arrest significantly impaired
both inner mitochondrial membrane integrity and oxidative phosphorylation in all groups. Brain mitochondria disorders were
significantly more severe in the T-40 group compared to the T-38 group (P < .05). Conclusion: Small changes in body tem-
perature prior to asphyxial CA significantly influence brain mitochondrial functions and short-term outcomes in rabbits.

Keywords
cardiopulmonary resuscitation, temperature, mitochondria, mitochondrial permeability transition pore, ischemia—reperfusion

mitochondrial permeability transition pore (mPTP), is a key
event in the pathophysiology of post-CA syndrome.!®!%!3
Consistent evidence in models other than CA has shown that
small changes in temperature during I/R strongly influence the
extent of injuries in both the brain and the heart.'*?° In

Introduction

More than 500 000 unexpected cardiac arrests (CAs) occur
annually in the United States and almost as many in Europe.'*
Prognosis remains poor with less than 10% of CA victims dis-
charged from the hospital.'*> For decades, it has been known
that an unwitnessed CA, an initial rhythm categorized as not
shockable (ie, asystole and pulseless activity), and a long delay
between collapse and cardiopulmonary resuscitation (CPR) are

! Hospices Civils de Lyon, Groupement Hospitalier Edouard Herriot, Service
de Réanimation Médicale, Lyon, France

the most important factors associated with death or irreversible
neurologic damage.® Recently, postresuscitation fever has also
been identified as an independent risk factor for poor outcome.”®

The consequence of a resuscitated CA is the interruption,
followed by the restoration, of blood flow to all organs, which
represents a global ischemia—reperfusion (I/R) insult. In this
setting, a growing body of evidence suggests that mitochon-
drial dysfunctions trigger I/R injury, particularly in both the
brain and the heart.””'* We, as well as others, have previously
reported that the opening of a calcium-sensitive megachannel
located in the inner membrane of the mitochondria, called the
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experimental CA, decreasing temperature during CA (ie,
before restoration of spontaneous circulation [ROSC]) should
be highly protective.?! The general consensus is that tempera-
ture alters resistance to ischemia by modulating cellular meta-
bolism.**** However, it has also recently been shown that a
small temperature decrease during I/R insults limits brain and
cardiac damage by preventing both mPTP opening and oxida-
tive phosphorylation impairment.''*° The aim of the present
study was to investigate how small changes in body tempera-
ture prior to CA may influence both mitochondrial functions
and outcomes.

Methods and Materials

The investigation conformed to French laws and the revised
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” by the
Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life
Sciences, National Research Council (National Academy
Press, Washington, DC, 1996). All experiments were approved
by the Lyon I Claude Bernard University Committee for
Animal Research.

Animal Preparation

Male New Zealand White rabbits (2.5-3.5 kg) were anesthetized
by intramuscular injection of xylazine (5 mg/kg) and ketamine
(50 mgkg), as described previously.'®'® An intravenous (iv)
injection infusion of a mixture of xylazine (25 pg/kg/min) and
ketamine (50 pg/kg/min) was then maintained throughout the
experiment. A tracheotomy was performed, and rabbits under-
went mechanical ventilation with 30% oxygen.

A 16G catheter was inserted into the right jugular vein for
administration of drugs and fluids. Another 16G catheter was
inserted in the right internal carotid artery to measure aortic
blood pressure. A left thoracotomy was performed in the fourth
left intercostal space to expose the heart. A 15-minute stabili-
zation period was then observed before experimentation.

Cardiac Arrest and Resuscitation

Rabbits were paralyzed with an iv injection of pancuronium bro-
mide (50 pg/kg). As previously reported in our well-validated
model of rabbit CA, primary asphyxial CA was induced by the
withdrawal of mechanical ventilation after curarization.'®!?
After 15 minutes of untreated CA, resuscitation was started with
the resumption of mechanical ventilation with 100% oxygen,
open chest cardiac massage with dissecting forceps (=200 bpm),
and iv administration of epinephrine (20 pg/kg) every 3 to 5 min-
utes until ROSC.!® All heart massages were performed by the
same investigator.

Restoration of spontaneous circulation was defined as the
return of an organized cardiac rhythm for at least 2 minutes,
with mean arterial pressure (MAP) >15 mm Hg and end-tidal
CO; (EtCO,) >15 mm Hg. Resuscitative efforts were stopped,
and the animal was declared dead if the EtCO, was less than

10 mm Hg for more than 5 minutes or in the absence of ROSC
after 30 minutes of CPR.

Experimental Protocol

After the stabilization period, animals were randomly assigned
to 1 of the 4 following groups: Sham-operated group (surgery
without CA), T-38, T-39, or T-40 groups. These groups corre-
spond to the body temperatures at which the CA was performed
(38°C, 39°C, and 40°C, respectively) and which were stabi-
lized by means of a heating lamp or ice packs, as appropriate.
In all CA groups, CPR was followed by 120 minutes of reper-
fusion. Normothermia was defined in the rabbits as a physiolo-
gic esophageal temperature of 39°C.**

Measures

Heart rate (HR) and MAP were continuously monitored on
a multichannel recorder (Model 4000; Gould Inc, Cleveland,
Ohio) and saved on a personal computer-based data acquisition
system supported by 10X software (I0X 1.567; Emka Technol-
ogies, France). Esophageal temperature was also continuously
monitored (Monitor 1165A; Hewlett Packard, Louisville, Ken-
tucky). The EtCO,, used as a surrogate marker of cardiac out-
put, was also monitored.?®

The duration of asphyxia before CA, the occurrence of
ROSC, the duration of heart massage before ROSC, the epi-
nephrine dose required to obtain the first ROSC episode, and
the duration of survival were all recorded. Pupillary reactivity
to light, a rough functional estimate of cerebral damage after
CA, wgg defined as present when pupils constricted more than
1 mm.

Preparation of Brain and Heart Isolated Mitochondria

Animals surviving to the end of the observation period (ie,
120 minutes after CA) were euthanized, and fresh mitochondria
were isolated from the brain and heart tissue. As previously
described, mitochondria from the left ventricular anterior wall
and the left side of the cerebral cortex were isolated by dif-
ferential centrifugation in cold isolation buffer containing
70 mmol/L sucrose, 210 mmol/L mannitol, and 1 mmol/L
EGTA in Tris/HCL, pH 7.4 and resuspended in the same buffer
devoid of calcium chelating agent.!%!327-2 Mitochondria were
kept over ice prior to experiments.

Calcium Retention Capacity and oxidative
Phosphorylation

The calcium retention capacity (CRC), which is an index of the
resistance of the mPTP to opening following matrix Ca®* accu-
mulation, was determined on fresh mitochondria using the
calcium-sensitive probe calcium green-5N (Molecular Probes,
Eugene, Oregon), as described previously.'”'*?” Oxygen con-
sumption was determined by the polarographic method of
Chance and Williams using a Clark oxygen electrode. State 3
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Figure |. Temperature and hemodynamics. Temperature (panel A), end-tidal CO, (EtCO,, panel B), heart rate (panel C), and mean arterial
pressure (MAP, panel D) were plotted according to time at baseline and following restoration of spontaneous circulation. T-38, T-39, and T-40
indicate the groups of rabbits with a core temperature at 38°C, 39°C, and 40°C prior to cardiac arrest (CA), respectively (n = 12/group).

*P < .05 versus T-38 group.

(adenosine diphosphate [ADP] stimulated), state 4 (ADP lim-
ited), and respiratory control index (RCI: state 3/state 4) were
determined by oxygraphy (Oroboros Oxygraph, Paar, Austria),
as described previously.!%!3273% Electron donors to complex I
(glutamate 5 mmol/L and malate 5 mmol/L) were used for both
CRC and respiration assays.

Biochemical Markers of Cardiac and Brain Damages

At the end of the protocol, troponine Ic was measured at an off-
site reference laboratory. Blood level of protein S100B, a mar-
ker of neuronal lysis, was also determined after 120 minutes of
reperfusion, by using an ELISA test, according to the manufac-
turer’s instructions (KA0037; Abnova, Jhongli-city, Taiwan).*!

Statistical Analysis

Results were analyzed with the Graphpad Prism 6 software
(GraphPad Software, La Jolla, California). Data were
expressed as mean =+ standard error of the mean or number
(%). Comparisons of categorical variables were performed
using 2-sided Fisher exact test. Normality of continuous data
was assessed using the Kolmogorov-smirnov test, and continu-
ous variables were compared using 1-way analysis of variance
(ANOVA) or by the Kruskal-Wallis test, as appropriate.

Comparisons between time-based measurements within each
group were performed with 2-way ANOVA with repeated mea-
sures on 1 factor. The effect of different temperatures on sur-
vival was compared using Kaplan-Meier survival curves
(long-rank test). Statistical significance was defined as a value
of P <.05.

Results

Forty-two rabbits were used in this study (Sham: n = 6, T-38:
n=12,T-39:n = 12, and T-40: n = 12). The baseline tempera-
ture of the animals was 38.8°C + 0.2°C. As intended, tempera-
ture at the onset of CA was significantly different (P < .05)
among the 3 experimental groups (Figure 1).

Cardiac Arrest, Resuscitation, and Outcomes

As presented in Table 1, the duration of asphyxia before CA
was significantly lower in the T-40 group (P < .05 compared
to T-39 and T-38). The rate of ROSC was >80% in the 3 groups
(P = ns). Among survivors, the dose of epinephrine and the
CPR time to ROSC did not differ significantly (P = ns). Ven-
tricular fibrillation during resuscitation was recorded in 0, 1,
and 3 rabbits in the T-38, T-39, and T-40 groups, respectively
(P = ns). Although 10 (83%) of the 12 rabbits survived after
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Table I. Cardiopulmonary Resuscitation.

Heart Epinephrine, ROSC,

Asphyxia, s massage, s ng/kg n (%)
T-38 416 + 14 130 + 22 27 £5 12/12 (100)
T-39 372 +9 211 + 68 3 £5 11712 (92)
T-40 319 + 10 242 + 57 39 + 4 10/12 (83)

Abbreviation: ROSC, Restoration of spontaneous circulation.
2P < .05 versus T-38 group.
®P < .05 versus T-39 group.
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Figure 2. Survival. Kaplan-Meier survival curves in the different
experimental groups submitted to |5 minutes of asphyxial cardiac
arrest (CA). Survival was higher when core temperature was lower
at the onset of CA (P <.05 by log-rank test). T-38, T-39, and T-40 indi-
cate the groups of rabbits with a core temperature at 38°C, 39°C, and
40°C prior to CA, respectively (n = 12/group).

CA in the T 38 group, only 7 (58%) of 12 and 4 (33%) of 12
survived in the T-39 and T-40 groups, respectively (P =
.027; Figure 2). Pupillary reactivity was absent 120 minutes
after CA in all rabbits at the higher temperature (ie, T-40),
whereas it was present in 8 (67%) of the 12 rabbits in the
T-38 group at the end of the protocol (P < .05).

Hemodynamics

As shown in Figure 1, there was no difference in baseline
hemodynamics between the CA groups, with the exception of
HR, which was significantly lower in the T-38 group (P <
.05 compared to the T-39 and T-40 groups). Hemodynamics
did not change significantly over time in the Sham group (data
not shown). The MAP was severely impaired in all groups after
CA (P <.05 compared to baseline; Figure 1). In the first minute
of heart massage, MAP reached 20 + 2 mm Hg (P = ns among
groups). When compared to the T-38 group, MAP was

significantly lower 5 minutes after CA in the T-40 group
(P < .05). A similar trend was observed during the rest of the
follow-up. A significant decrease in EtCO, after CA was
observed in the T-40 group (Figure 1).

Biochemical Markers of Cardiac and Brain Damage

The T-40 group displayed a significant (P <.05) increase in tro-
ponin Ic (43 + 12 pg/L) when compared to the T-38 group
(13 + 3 pg/L) and Sham (1 + 1 pg/L; n = 4-6/group). Blood
level of protein S100B was significantly (P <.05) higher in the
T-40 group (1201 + 155 pg/L) than in the T-38 group and
Sham groups (483 + 15 and 263 + 22 pg/L, respectively;
n = 4-6/group).

Mitochondrial Functions

As depicted in Figure 3, the amount of Ca®* required to open
the mPTP of mitochondria isolated from both brain and heart
(ie, the CRC) was significantly decreased after resuscitated
CA in all groups when compared to the Shams (P < .05). In
addition, the susceptibility to mPTP opening was significantly
increased in brain mitochondria from the T-40 group when
compared to the T-38 group (P <.05; Figure 3). A similar trend
was observed in the heart (P = not significant; Figure 3). As
shown in Table 2, ADP-stimulated respiration was signifi-
cantly decreased after CA in both brain and heart mitochondria
from the T-39 and the T-40 group when compared to the Shams
(P < .05). These anomalies were all the more significant in
brain mitochondria from the T-40 group (Table 2).

Discussion

This study demonstrates that small changes in body tempera-
ture prior to CA (ie, close to physiological values) significantly
alter brain mitochondrial functions and short-term outcomes in
rabbits. Most deaths that occur after successfully resuscitated
CA are linked to the post-CA syndrome that encompasses car-
diovascular failure and anoxoischemic brain damage.>? In the
present study, we showed that minor changes in body tempera-
ture (as small as 1°C-2°C) prior to CA have a significant impact
on hemodynamics, survival, heart damage, and neurological
outcomes. Our results are in agreement with previous studies
demonstrating that variations in the same magnitude in per
ischemic temperatures critically determine the extent of I/R
injury in brain, heart, kidney, and liver.'*2%333% It has been
shown experimentally that changes in temperature during cor-
onary occlusion, within a physiologic range, strongly affect
myocardial infarct size and, consequently, the risk of heart fail-
ure.'”!” Using stroke models, it has also been previously
reported that small perischemic changes in temperature
strongly alter neurological outcomes.'*'®*> For example,
Wass et al showed that the neurological function score was sub-
normal when core temperature was decreased by only 1°C dur-
ing transient global cerebral ischemia, whereas a 1°C increase
leads to irreversible neurologic deficits.'® To date, it has only
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Figure 3. Calcium retention capacity. Panel A: calcium retention capacity (CRC), an indicator of mitochondrial permeability transition, was sig-
nificantly reduced in brain mitochondria isolated from all CA groups (T-38, T-39, and T-40 indicate the groups of rabbits with a core temperature at
38°C, 39°C, and 40°C prior to CA, respectively; n = 4-7/group). The higher the core temperature prior to cardiac arrest, the lower the CRC in
brain mitochondria. Panel B: CRC was also significantly decreased in mitochondria isolated from hearts after resuscitated CA but no significant
difference was observed between CA groups (n = 4-7/group). *P < .05 versus Sham; {P < .05 versus T-38 group. CA indicates cardiac arrest.

Table 2. Oxidative Phosphorylation.”

State 3 State 4 RCI

Heart

Sham 93 4+ 10 13 +2 68 + 03

T-38 65 + 8 9 +2 70+ 1.0

T-39 4 + 4° 8+ 1 59 + 0.5

T-40 57 + 6° I+ 3 53+ 1.0
Brain

Sham 492 +2 5+ 1 83 + 0.6

T-38 27 + I° 5+ 1 66 + 1.2

T-39 21 + 3° 541 45 + 0.7°

T-40 9 4 2bed 4+0 22 + 03

Abbreviation: RCI, respiratory control index.

*State 3 and state 4 are expressed as nanograms-atoms of oxygen/min/mg
proteins; RCI (state 3/state 4; n = 4-7/group).

°P < .05 versus Sham group.

P < .05 versus T-38 group.

dp < .05 versus T-39 group.

been shown, in experimental CA that mild therapeutic
hypothermia (induced early after resuscitation) improves both
hemodynamics and the neurologic status.*®*’ Our work
extends this demonstration of the role of temperature to the
period before CA. Indeed, we have found that perischemic tem-
perature influences a clinically relevant brain stem reflex (ie,
pupillary reactivity), the degree of neuronal lysis as assessed
by protein S-100B, as well as the severity of the postresuscita-
tion cardiovascular failure. Our experimental results are also
consistent with clinical studies. Zeiner et al reported that an
increase in temperature by only 1°C following CA doubled the
risk of an unfavorable neurologic recovery in humans.” In the
same way, Nielsen et al recently demonstrated that lowering
the body temperature by 1°C after out-of-hospital CA was as
effective as aiming for a temperature of 32°C to 34°C to
improve neurological outcomes.*®

Numerous theories have been postulated to explain the
effect of temperature changes on I/R injury.?>* It is presumed
that the beneficial effects of lowering the per-ischemic tem-
perature are mostly due to a slowing of cell metabolism.?**
The reverse is true for hyperthermia. However, our current
understanding is that the alteration in metabolic rate is only one
of the many mechanisms underlying the effects of temperature.
Thus, temperature may modulate cell signalling pathways (eg,
survival kinases), excitotoxicity, blood—brain barrier perme-
ability, inflammation, oxidative stress, and ionic fluxes, among
others.?*?*3? Regarding these last 2 mechanisms, reactive oxy-
gen generation and mitochondrial calcium load are of particu-
lar interest because they are major regulators of mPTP
opening.***! Under normal conditions, the mitochondrial inner
membrane is impermeable to almost all metabolites and ions,
and the mPTP is in a closed conformation. Under some stress
conditions, such as global I/R, the combination of a burst of
radical oxygen species and a calcium overload may open
mPTP. This results in the collapse of mitochondrial membrane
potential (A¥m), uncoupling of the respiratory chain, matrix
swelling, and efflux of calcium and proapoptotic factors, which
may lead to cellular dysfunctions and/or cell death.>®3° Invol-
vement of the mPTP in the pathophysiology of post-CA syn-
drome is supported by evidence that pharmacological mPTP
inhibition at the time of resuscitation prevents both cardiovas-
cular failure and brain damage.'®'*'* The present study con-
firms that resuscitated CA increases susceptibility to mPTP
opening and impairs mitochondrial respiration. Although we
observed a clear decrease in both CRC and RCI in brain mito-
chondria when the temperature rose, we did not observe any
significant difference in mPTP opening and mitochondrial
respiration in the heart. We can therefore speculate that brain
mitochondria are more susceptible to small changes in tem-
perature. Another feasible explanation is that the rabbits with
the most severely injured heart mitochondria did not survive
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to the end of the experimental protocol. To the best of our
knowledge, such in vivo effects on brain mitochondrial func-
tions from small changes in perischemic temperature have not
been previously reported. Until now, similar alterations in
mitochondrial functions have only been observed in 1 study
where temperature manipulation (ie, hypothermia) was applied
after CA.'! In summary, it is reasonable to assume that small
changes in temperature, including during the pre-CA period,
may influence the severity of the post-CA syndrome by affect-
ing mitochondrial functions.

The majority of patients who receive CPR do not survive to
leave hospital.'> Consequently, identification of factors
influencing resuscitation and outcomes, especially if they are
modifiable, is still crucial for the improved management of
CA. Several preexisting conditions, which significantly influ-
ence outcomes, such as age, sex, and underlying disease, have
been identified.!*> Unfortunately, most of them are not mod-
ifiable. Here, we report a new experimental finding that core
temperature prior to CA (an easily modifiable factor) strongly
influences outcomes. In clinical practice, this question is of
importance since slight alterations in core temperature, as well
as unexpected CA, are both common occurrences in hospita-
lized patients.>>** Previous clinical studies have also reported
that underlying conditions, known to be associated with fever,
such as sepsis, stroke, or malignancies, are predictive of bad
outcomes when present before CA.** Unfortunately, the poten-
tial independent role of temperature was not evaluated in these
studies. In the present work, we chose an asphyxia-induced
nonshockable CA model to test our hypothesis because asys-
tole, frequently precipitated by hypoxia, is the first monitored
arrhythmia in a majority of in-hospital CA.>"> It seems likely
that our experimental data can be transferred to humans. If this
is the case, the knowledge of the core temperature prior to an in
hospital CA might be useful to predict the outcomes in this set-
ting. Moreover, it would encourage the better control of core
temperature in patients at high risk of CA.

Conclusion

In summary, the present study provides evidence that small
change in body temperature at the onset of CA results in a pro-
found effect on mitochondrial functions and short-term out-
comes in rabbits. Clinical studies are now needed to test
whether our results can be translated to humans.
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Synthése des résultats et discussion

Ce travail montre, dans notre modéle animal, que la température corporelle au
moment de I'AC influence la sévérité du syndrome post-AC. Ces résultats sont
concordants avec les données de la littérature sur l'influence de la température
per-ischémie dans des ischémies focales.3**:3464%6-461 Notre étude permet d'étendre la
démonstration sur l'influence de la température avant I'épisode ischémique, ceci dans
le contexte particulier d'l/R qu'est I'AC. Nos résultats suggérent que la mitochondrie et
son PTP sont impliqués dans les mécanismes physiopathologiques. La question de
l'influence de la température avant I'AC est pertinente en pratique clinique puisque les
patients hospitalisés sont une population a risque de survenue de fiévre et d'AC.*0%74%°
Ainsi, la température au moment de I'AC intra-hospitalier serait suceptible de faire

partie des facteurs prédictifs du pronostic des patients.
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Abstract The opening of the mitochondrial permeability
transition pore (PTP), which is regulated by the matrix
protein cyclophilin D (CypD), plays a key role in the
pathophysiology of post-cardiac arrest (CA) syndrome. We
hypothesized that therapeutic hypothermia could prevent
post-CA syndrome through a CypD-mediated PTP inhibi-
tion in both heart and brain. In addition, we investigated
whether specific pharmacological PTP inhibition would
confer additive protection to cooling. Adult male New
Zealand White rabbits underwent 15 min of CA followed
by 120 min of reperfusion. Five groups (n = 10-15/group)
were studied: control group (CA only), hypothermia group
(HT, hypothermia at 32-34 °C induced by external cooling
at reperfusion), NIM group (injection at reperfusion of
2.5 mg/kg NIMS811, a specific CypD inhibitor),
HT + NIM, and sham group. The following measurements
were taken: hemodynamics, echocardiography, and cellular
damage markers (including S100f protein and troponin Ic).
Oxidative phosphorylation and PTP opening were assessed
on mitochondria isolated from both brain and heart.
Acetylation of CypD was measured by immunoprecipita-
tion in both the cerebral cortex and myocardium.

DX Laurent Argaud
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Hypothermia and NIMS811 significantly prevented cardio-
vascular dysfunction, pupillary areflexia, and early tissue
damage. Hypothermia and NIMS811 preserved oxidative
phosphorylation, limited PTP opening in both brain and
heart mitochondria and prevented increase in CypD
acetylation in brain. There were no additive beneficial
effects in the combination of NIM811 and therapeutic
hypothermia. In conclusion, therapeutic hypothermia lim-
ited post-CA syndrome by preventing mitochondrial per-
meability transition mainly through a CypD-dependent
mechanism.

Keywords Cardiac arrest - Cardiopulmonary
resuscitation - Therapeutic hypothermia - Mitochondria -
Mitochondrial permeability transition pore

Introduction

Resuscitated cardiac arrest (CA) leads to a complex cas-
cade of pathophysiological processes, which induces brain
damage, myocardial dysfunction, and systemic ischemia—
reperfusion (I/R) response, all of which are commonly
grouped under the term “post-CA syndrome” [24].

Even if there is no doubt that limiting the duration of
CA prevents irreversible cell injury, it has also been
proposed that resuscitation, by itself, may damage the
previously ischemic tissues [24, 26]. Indeed, under the
stress conditions occurring at reflow (e.g., oxidative
stress and calcium overload), the matrix protein cyclo-
philin D (CypD) binds to a mega channel located in the
inner mitochondrial membrane called the permeability
transition pore (PTP) [2, 7]. This interaction promotes
the opening of the PTP, which leads to matrix swelling,
uncoupling of oxidative phosphorylation, and the release
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of pro-apoptotic factors, thus compromising cell function
and viability [2, 7]. In vivo, pharmacological agents that
inhibit the opening of the PTP by blocking CypD (e.g.,
cyclosporine A, CsA, or its derivatives) limit the severity
of the post-CA syndrome, providing direct evidence of
the key role of permeability transition in CA-induced
reperfusion injury [11, 15, 20].

Mild therapeutic hypothermia is currently the sole
adjuvant therapy to cardiopulmonary resuscitation (CPR)
that is able to improve survival and neurologic outcomes
in humans CA [6]. Experimentally, hypothermia is
probably the most powerful intervention for limiting I/R
injury, even after CA [1, 29, 33, 34]. Despite intensive
basic research, the molecular mechanisms underlying
hypothermia’s protective effects remain unclear,
although a slowing of cell metabolism and the attenua-
tion of the systemic I/R response may be involved
[29, 33, 34]. Therapeutic hypothermia may also alleviate
bursts of reactive oxygen species and calcium overload,
and activate the cell survival signaling pathways
[19, 28, 32, 34, 35]. Interestingly, all these factors are
thought to be involved in PTP regulation [2, 7, 8].
Moreover, there are some reports suggesting that thera-
peutic hypothermia limits CA-induced mitochondrial
dysfunction, including PTP opening [19, 22, 26]. The
combination of therapeutic hypothermia and pharmaco-
logical PTP inhibition may offer an attractive opportu-
nity to further prevent mitochondrial damage after CA
and thus to reduce the severity of whole body I/R injury.
Recent experimental data from a single study support
this assumption suggesting that the combined therapy
better preserves brain mitochondrial function after CA,
even though the benefits in terms of neurological
improvement were not assessed [22].

Therefore, in the present study, we investigated the
potential synergistic or additive effect of therapeutic
hypothermia and specific pharmacological PTP inhibition
to prevent the post-CA syndrome. In addition, we exam-
ined whether therapeutic hypothermia would confer pro-
tection by inhibiting CypD-dependent PTP opening in both
the heart and the brain.

Methods

The investigation conformed to French laws and the
revised Institute of Laboratory Animal Resources, Com-
mission on Life Sciences, National Research Council
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(National Academy Press, Washington, DC, 1996). All
experiments were approved by the Lyon I Claude Bernard
University Committee for Animal Research.

@ Springer

Cardiac arrest model

We used our well-validated rabbit CA model [11, 14, 15].
In brief, adult male New Zealand White rabbits were
anesthetized by intramuscular injection of xylazine and
ketamine. Animals were shaved to facilitate external tem-
perature control. A tracheotomy was performed and ani-
mals underwent mechanical ventilation. Invasive mean
arterial pressure (MAP), heart rate (HR), and central body
temperature were continuously recorded. Core temperature
was measured using a thermistor inserted into the esoph-
agus and was maintained within a physiological range
using heating pads. Room temperature was kept constant at
25 °C. End-tidal carbon dioxide concentration and pulse
oxymetry were also monitored. A 15-min stabilization
period was observed before experiments. Rabbits were then
paralyzed with an intravenous (IV) injection of pancuro-
nium bromide. Primary asphyxial CA was induced by the
withdrawal of mechanical ventilation. After 15 min of
untreated CA, resuscitation was started with the resumption
of mechanical ventilation, cardiac massage, and IV
administration of epinephrine (20 ng/kg). Restoration of
spontaneous circulation (ROSC) was defined as the return
of an organized cardiac rhythm for at least 3 min, with
MAP and HR above 20 mmHg and 100 bpm, respectively.
In the absence of ROSC after 15 min, the animal was
declared dead.

Experimental protocol

Animals were randomly assigned (Fig. 1a) into sham-op-
erated animals (SHAM), controls (CTRL, CA with
120 min of reperfusion), or three treated groups: HT (hy-
pothermia-treated group), NIM (IV bolus, at the onset of
reperfusion, of 2.5 mg/kg NIMS8I11, i.e. N-methyl-4-iso-
leucine-cyclosporine, a non-immunosuppressive derivative
of CsA [4, 31]), and HT + NIM. Hypothermia was
obtained by external cooling at the onset of resuscitation
with ice packs covering the body. The targeted core tem-
perature (32-34 °C) was reached in less than 20 min and
maintained for 60 min (Fig. 1b). Animals were then pas-
sively rewarmed (removing of ice packs) until the end of
the experiment. The choice of this protocol of therapeutic
hypothermia was made on the basis of studies showing that
short duration of mild hypothermia-induced rapidly and
early after experimental cardiac arrest was at least as
protective than longer duration of cooling [1, 33].

Markers of organ injury and/or failure
Left ventricle (LV) surface shortening fraction (SSF) was

measured at baseline and after 120 min of reperfusion by
echocardiography with a 7-MHz linear transducer (Vivid 7,
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Fig. 1 Experimental design. a Controls (CTRL), Hypothermia
32-34 °C (HT) or NIM811- (NIM), and hypothermia + NIM811-
treated rabbits (HT + NIM) underwent 15 min of primary asphyxial
cardiac arrest (CA). CA was induced by ventilatory arrest (VA) under
curarization (C) followed by cardiopulmonary resuscitation (CPR)

GE Medical Systems, Milwaukee, WI, USA). Blood sam-
ples were collected after 120 min of reperfusion to assess
blood gases, HCO; ™, troponin Ic, arterial lactate, alanine
aminotransferase =~ (ALT), and creatinine levels
(n = 8-10/group). Samples were analyzed at an off-site
reference laboratory blinded to the clinical data. The ratio
of the arterial partial pressure of oxygen (PaO,) to the
fraction of inspired oxygen (FiO,), a widely used index of
oxygen exchange, was calculated. Pupillary reactivity to
light, a rough estimate of cerebral damage after CA, was
defined as present when pupils constricted more than
1 mm. Plasma levels of S100f protein, a sensitive marker
of neuronal injury, were determined using an ELISA kit
(Abnova®) [14].

Mitochondrial assays

As previously described, mitochondria from the left side of
the cerebral cortex and the LV anterior wall of the heart
were isolated by differential centrifugation
[5, 11, 14, 15, 21]. The persons performing the procedures
were blinded to the animals’ group assignment. Mito-
chondrial  respiratory  function = was  measured
(n = 6-9/group) using the polarographic method
[3, 11, 14, 15]. State 3 (ADP-stimulated), State 4 (ADP-
limited), and respiratory control index (RCI: State 3/State
4) were determined by oxygraphy (Oroboros Oxygraph
2-K, Oroboros Instrument Corp, Innsbruck, Austria). Cal-
cium retention capacity (CRC) was also assessed
(n = 8-9/group), as previously described [3, 5, 11, 15].
The amount of CaCl, necessary to trigger a massive Ca>*
release (CRC) was used as an indicator of the susceptibility
of PTP opening to a Ca*" overload. CRC was expressed as
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and 120 min of reperfusion. b Core temperature was monitored
before CA and throughout the experiment in CTRL (black square),
HT (gray diamond), NIM (white triangle), HT + NIM (gray
triangle), and SHAM (white circle)

nmoles of CaCl, per milligram of proteins. As previously
reported, isolated mitochondria were also exposed to 1-uM
CsA before calcium challenge to further explore in vitro
CypD-dependant PTP opening [11, 15]. Electron donors to
complex I (5-mM glutamate and 5-mM malate) were used
for both CRC and mitochondrial respiration assays. As
described elsewhere [8], acetylation of CypD was deter-
mined by immunoprecipitation followed by western blot
analysis (n = 4-5/group). Proteins were extracted from
snap frozen cerebral cortex and myocardium using an
Active Motif® kit and immunoprecipitated (magnetic
beads bound to IgG) with antibody directed against
acetylated lysine proteins (Cell Signaling Technology®).
Primary antibodies used for western blot analyses were
anti-CypD antibody (Calbiochem®) and anti-VDAC (Ab-
cam®). Acetylated CypD was quantified by normalization
with IgG.

Statistical analysis

Data are expressed as mean £ SEM or number (%).
Results were analyzed with the Graphpad Prism 6 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Comparisons of
categorical variables were performed using two-sided Chi-
square test. Normality of continuous data was assessed
using the Kolmogorov—Smirnov test. Continuous data were
compared using one-way ANOVA or by the Kruskal-
Wallis test, as appropriate. Comparisons between time-
based measurements within each group were performed
with two-way ANOVA with repeated measures on one
factor. Statistical significance was defined as a value of
p <0.05.
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Results

A total of 59 rabbits were used in this study. Two animals
were excluded before randomization because of asphyxia
prior to mechanical ventilation for one and hemorrhagic
shock for the other. Results from the remaining 57 rabbits
are presented (SHAM: n = 10; CTRL: n = 15; HT:
n=11; NIM: n = 11; HT + NIM: n = 10).

Cardiac arrest, resuscitation, and outcomes

As expected, asphyxia time before CA and the duration of
the heart massage did not differ between groups (data not
shown). Doses of epinephrine were significantly lower
(p < 0.001) in the HT (21 £ 1 pg/kg), NIM (20 = 0 pg/
kg), and HT 4+ NIM (21 £ 1 pg/kg) groups compared to
the controls (32 + 2 pg/kg). Although 5 (33%) rabbits
died after CA in the control animals, only one animal
(9-10%) died in each treatment group (p = 0.09 vs. CTRL
group).

Hemodynamics

As reported in Table 1, hemodynamics did not significantly
differ between the groups at baseline (p = ns). As expec-
ted, HR significantly decreased after resuscitated CA in
animals treated with hypothermia compared with nor-
mothermic groups (Table 1). MAP was severely impaired
in all groups after CA (p < 0.05 vs. baseline). When
compared with controls, treatment groups exhibited a sig-
nificantly higher MAP at the end of the experiment
(Table 1).

Table 1 Hemodynamics

Baseline 30 min 60 min 120 min

HR (beats/min)

SHAM 1724+5 174+9 173 £ 10 175 + 7
CTRL 168+4 203+7+" 20712 186+6
HT 164 £ 5 111 + 8™ 108 £ =T+ 124 £ 2T+
NIM 175+9 183+ 11 175 + 9* 178 +7
HT + NIM 172 £ 6 101 £ 7=™ 103 & 8= 132 & 5

MAP (mmHg)

SHAM 69+4 61+4 61 +4 69 + 3
CTRL 71+3 34+3=T 37567 3] 43T
HT 75+ 3 444 3T 514t 50 4 el
NIM 67+3 44437 51 4£2xF 5042l

HT + NIM 664+ 1 38+ I*7T 46 £ 3*F 51 + 4%fF

HR heart rate, MAP mean arterial pressure, CTRL controls, HT
hypothermia, NIM NIM811

* p < 0.05 vs. baseline; T p < 0.05 vs. SHAM; ¥ p < 0.05 vs. CTRL
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Cerebral and myocardial injury

Markers of brain and cardiac injury are presented in Fig. 2.
In the control group, CA resulted in pupillary areflexia in
11/15 (73%) animals and in a significant increase in S1003
protein (p < 0.001 vs. sham animals). Both hypothermia
and NIMS811 prevented neuronal damage (p < 0.05 vs.
controls). Control rabbits also exhibited a significant
increase in troponin Ic at the end of reperfusion, averaging
143 &+ 1.4 pg/l  compared  with  sham  animals
(0.3 + 0.1 ng/ml, p < 0.001). Hypothermia and NIMS811
significantly prevented this troponin Ic release (Fig. 2).
With regards to the echocardiographic data, LV systolic
function did not differ between groups at baseline (data not
shown). Resuscitated CA resulted in a significant SSF
impairment in the CTRL group compared to the sham
animals (Fig. 2): 16 £3 vs. 49 £ 2%, respectively
(p < 0.001). Both hypothermia and NIM811 significantly
improved SSF (p < 0.001 vs. CTRL group).

Multiple organ dysfunctions

As presented in Table 2, resuscitated CA led to a significant
increase in serum lactate, ALT, and creatinine compared to
the sham animals (p < 0.0001). Hypothermia and NIM811
prevented the rise of these cellular injury biomarkers
(p < 0.05 vs. controls). In the same way, metabolic acidosis
was less severe in both the hypothermia groups and the
NIMS11-treated animals compared to controls (p < 0.05).
PaO,/FiO, did not differ between the groups.

Mitochondrial function

Mitochondria isolated from the cerebral cortex and myo-
cardium exhibited significant impairment in oxidative
phosphorylation (i.e., decrease in state 3) in the controls
compared to sham animals (p < 0.05) (Table 3). As
expected, this phenomenon was prevented by both
hypothermia and NIM811 (Table 3).

As depicted in Fig. 3, CRC (from brain and heart) sig-
nificantly decreased after CA in controls (p < 0.001 vs.
sham animals). Hypothermia, as well as NIM811, resulted
in a significant increase in the amount of Ca*" required to
trigger PTP opening compared to controls (p < 0.05). In all
groups, CRC was significantly enhanced in both cerebral
cortex and myocardium by the in vitro addition of 1-uM
CsA (p < 0.05).

One might question whether the difference of MAP
between the hypothermia-treated animals and controls
(Table 1) might influence our results. Therefore, in a post
hoc analysis, we selected the five rabbits with the lowest
MAP from the hypothermia-treated group and matched them
with five controls (including two historical animals) based on
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Fig. 2 Cerebral and myocardial
injury. Cardiac arrest resulted in

pupillary areflexia in most of the ~ 100 1

control animals and a significant 2 T
increase in the level of serum > 80 1

S100p protein compared to the >

sham animals. Both g 60 1

hypothermia (HT) and NIMS811 e 40 -

(NIM) prevented brain injury 2 *
compared to the controls f:: 20 1

(CTRL). Cardiac arrest also led a2 .

to significant myocardial o 0 v

damage, as determined by the
surface shortening fraction
(SSF) and troponin Ic release,
both prevented by hypothermia
and NIM811. *p < 0.01 vs.
SHAM:; 'p < 0.05 vs. CTRL

SHAM CTRL HT

SSF (%)

SHAM CTRL HT

BRAIN
1200 -
T
L £ 800 1
2
2 ot !
8 400 -
0
NIM HT+NIM SHAM CTRL NIM HT+N|M
HEART
15 1
[=4
=
2 51
o
=
o e
NIM HT+NIM SHAM CTRL NIM HT+NIM

Table 2 Markers of metabolic disorders, cellular injury, and organ dysfunctions

HCO;™ (mmol/l) Lactate (mmol/l) ALT (IU/I) Creatinine (umol/l)

pH PaCO, (mmHg) PaO,/FiO, (mmHg)
SHAM 7424002 45+ 4 568 + 21
CTRL 7.04 £ 0.07% 3946 502 =+ 40
HT 723 £0.03*" 3943 532 + 13
NIM 730 £ 004" 43 +2 507 + 12
HT + NIM  7.26 + 0.01*" 40 £ 1 484 + 33

3042 3+1 02 +7 76 + 3
10 & 1* 17 & 3* 128 £ 20* 146 =+ 4*
14 + 1* 11+ 1*f 66 + 117 108 + 5+
18 + 2% T g+ 17 54 +77 111 £ 8T
15 + 1* 10+ 17 51+67 101 + 6+F

PaCO; partial pressure of arterial carbon dioxide, PaO,/FiO, ratio of the partial pressure of arterial oxygen to the fraction of inspired oxygen,
ALT alanine aminotransferase, CTRL controls, HT hypothermia, NIM NIM811

* p < 0.05 vs. SHAM; T p < 0.05 vs. CTRL

MAP. The differences in terms of oxidative phosphorylation
and CRC were still observed when mitochondrial functions
were compared in these subsets of animals with similar
hemodynamics at reperfusion (Table 4).

After 2 h of reperfusion, acetylation of CypD in the
cerebral cortex was significantly higher (p < 0.01) in the
controls than in the sham animals and treated rabbits
(Fig. 3). In contrast, no difference was observed in myo-
cardium between the groups.

Discussion

The present study shows that fast induction of therapeutic
hypothermia at the onset of CPR and specific pharmaco-
logical PTP inhibition prevent to a similar extent CA-in-
duced mitochondrial dysfunction and attenuate the severity

of post-CA syndrome. The combination of these two
treatments did not enhance protection, suggesting that
therapeutic hypothermia mitigate I/R injury following
resuscitated CA by inhibiting the CypD-dependent mito-
chondrial permeability transition. We also reported here,
for the first time, that hypothermia might provide neuro-
protection by modulating CypD acetylation.

Brain damage and cardiovascular failure, resulting from
global I/R injury after resuscitated CA, are the two main
components of post-CA syndrome [24]. To date, in contrast
to the controversial effect of hypothermia on myocardial
infarct size reduction in patients [18], therapeutic
hypothermia is the only post-resuscitation therapy shown to
attenuate the severity of post-CA syndrome in both experi-
mental and clinical conditions [1, 6, 10, 24, 29, 33]. The
present study provides additional evidence of the powerful
neuroprotective effect of therapeutic hypothermia following

@ Springer
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Table 3 Oxidative phosphorylation

State 3 State 4 RCI

Brain

SHAM 3842 6+1 7+1
CTRL 17 + 3* 5+1 441
HT 29 + 2f 340 8+ 17
NIM 36 + 2F 540 8+ 17
HT + NIM 33 + 2f 441 8 + 0f
Heart

SHAM 88 + 10 13+ 2 740
CTRL 48 + 5% 942 6+ 1
HT 69 + 107 9+ 1 g+ 17
NIM 77 + 8 941 g+ 1"
HT + NIM 87 + 9F 941 9 £ 0*F

State 3 and State 4 are expressed in nanogram atoms of oxygen/min/
mg proteins

RCI respiratory control index (State 3/State 4), CTRL controls, HT
hypothermia, NIM NIMS811

*p < 0.05 vs. SHAM; i p < 0.05 vs. CTRL

+CsA in vitro

CA. In our model, this intervention prevented pupillary
areflexia, a major clinical sign that consistently predicts
irreversible brainstem injury [9, 11, 14, 15]. Therapeutic
hypothermia also lowered plasma levels of S100f protein, a
sensitive marker of neuronal damage routinely used in
clinical practice to determine the extent of brain injury [9].
Although a large clinical trial did not support the superiority
of mild (33 °C) or slight (36 °C) therapeutic hypothermia
[25], we chose to cool the animals to 32-34 °C, which is the
most frequently chosen core temperature range for neuro-
protection in both clinical and experimental research
[1, 6, 10, 33]. Fast therapeutic hypothermia also limited
myocardial damage in the present study, as indicated by a
decrease in troponin Ic levels and preservation of LV systolic
function. Our results are in line with the previous experi-
mental studies which show that fast cooling preserved car-
diovascular function when applied within the first minutes of
CPR [10, 19, 30]. However, as the duration of observation
was limited in our model, we cannot rule out that therapeutic
hypothermia only delayed irreversible tissue damage.
Interestingly, most reports have indicated that delaying

BRAIN SHAM CTRL HT NIM  HT+NIM

— 160 t1 320 4
Z
o [
5 120 ! 240 22 3
@ *1 =5
O E a
@i 80 160 222
(&) g * > 5
S 40 80 Qe
£ s
£ <
0 0 0
SHAM CTRL NIM HT+NIM SHAM CTRL NIM HT+NIM SHAM CTRL NIM  HT+NIM
SHAM CTRL HT NIM  HT+NIM
HEART :
ACCpr I-— C— --‘I
90 |
+CsA in vitro
__ 600 t 1200 4
° =
s % 23
o 400 800 =%
O £ 5 5
" Q >2
o8 o5
O 200 400 &=
s 1
£ e
c <~
= 0 0+ 0+
SHAM CTRL NIM  HT+NIM SHAM CTRL NIM  HT+NIM SHAM CTRL NIM HT+NIM

Fig. 3 Cyclophilin D-dependant mitochondrial permeability transi-
tion. Calcium retention capacity (CRC) significantly decreased after
cardiac arrest in mitochondria isolated from the brain and the heart of
controls (CTRL). Hypothermia (HT), as well as NIM811 (NIM),
caused a significant decrease in PTP opening susceptibility (i.e., a
CRC increase) without additive effects. In vitro addition of CsA

@ Springer

before calcium challenge significantly enhanced CRC in all groups
but to a lesser extent in mitochondria isolated from controls. In the
brain, acetylation of cyclophilin D (Ac CypD) was significantly lower
in HT and NIM groups compared to controls animals. *p < 0.05 vs.
SHAM; 1Lp < 0.05 vs. CTRL; 1p < 0.05 vs. HT
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Table 4 Endpoints at 120 min of reperfusion in subgroups of con-
trols and hypothermia-treated animals with similar hemodynamics

CTRL group HT group P

MAP (mmHg) 43+ 2 46 £ 1 0.102
Brain

State 3 20+ 4 30 43 0.023

CRC 2+12 88 + 10 0.026

S100B (pg/ml) 1135 & 158 536 £+ 138 0.011
Heart

State 3 45+5 83+ 15 0.031

CRC 284 £ 39 416 £ 59 0.049

SSF (%) 22+ 4 45+ 4 0.003

State 3 is expressed in nanogram atoms of oxygen/min/mg proteins;
CRC is expressed in nmol Ca“/mg proteins

MAP mean arterial pressure, CRC calcium retention capacity, SSF
surface shortening fraction, CTRL controls, HT hypothermia

hypothermia after this timeframe fully abolishes cardiopro-
tection [1, 10, 30]. We chose to test only fast cooling (ex-
pected level of hypothermia obtained in less than 20 min) for
ashort duration (1 h) to target early endogenous mechanisms
potentially involved in the pathogenesis of reperfusion
injury. Beyond these beneficial effects on the neurological
and cardiovascular systems, our results also showed that
therapeutic hypothermia might also protect both the kidneys
and the liver. In other words, this intervention could limit
CA-induced multiple organ failure, a condition that con-
tributes to the poor prognosis of CA [12]. In agreement with
the previous studies from our group, the PTP inhibitor
NIMS811 also limited the severity of the post-CA syndrome
[11, 15]. Interestingly, the similar extent of protection
observed with NIM811 and hypothermia, without a synergic
protective effect, suggests common underlying mechanisms
of cellular protection.

Mitochondria are recognized as essential organelles for
cell homeostasis. They synthesize ATP through oxidative
phosphorylation, regulate cell calcium fluxes, and play a key
role in cell death control [13, 23]. Under some stress con-
ditions, such as global I/R, the opening of the PTP in the inner
mitochondrial membrane is favored by the combination of
bursts of radical oxygen species and calcium overload
[2,7, 13,23, 26]. PTP opening results in the collapse of the
mitochondrial membrane potential (A%Wm), the uncoupling
of the respiratory chain, matrix swelling, and the efflux of
calcium and pro-apoptotic factors, thus compromising cell
survival [2, 7, 13]. In the present study, we demonstrated
in vivo that therapeutic hypothermia lessened CA-induced
brain and cardiac mitochondrial damage, even when com-
pared to controls with similar hemodynamics. Indeed, fast
cooling significantly decreased susceptibility to PTP open-
ing, prevented a decrease in ADP-stimulated respiration, and
improved mitochondrial coupling between oxygen

consumption and phosphorylation. Only a few previous
reports have examined the effects of therapeutic hypother-
mia on  mitochondrial  functions  after CA
[14, 16, 19, 22, 28, 32]. Gong et al. first reported, using a
swine model of CA, that hypothermia-induced neuropro-
tection was associated with brain PTP inhibition 24 h after
resuscitation [16]. Our results extended this demonstration to
an earlier time point after ROSC. Liu et al. have also recently
reported that hypothermia may preserve mitochondrial
membrane potential (used as a surrogate marker of PTP
opening in this study) in brain after CA [22]. Unfortunately,
the authors did not provide any data on brain damage to
demonstrate potential clinical benefits of this strategy.
Moreover, their results may have been biased by the con-
comitant use of isoflurane for the anesthesia of rats, which is
known to have potent mitochondrial effects [36]. Sparse data
also suggest that hypothermia has a protective mitochondrial
effect against myocardial I/R injury [14, 19, 28, 32]. In the
setting of experimental CA, only one study has previously
reported a relationship between the cardiovascular benefit of
hypothermia and an improvement of mitochondrial func-
tions in the myocardium [19]. It is worth noting that, in this
report, the animals were hypothermic before RCP [19]. By
showing preservation of both oxidative phosphorylation and
mitochondrial membrane integrity, even when hypothermia
was induced at the onset of resuscitation, our data strongly
suggest a prolonged window for cardioprotection beyond the
no-flow period.

The underlying mechanisms, whereby fast cooling pre-
vents brain and heart damage, remain unclear. Besides
lowering cellular metabolism, the benefits of hypothermia
have been imputed to the alteration of phenomena known to
regulate PTP opening: inflammation, ATP depletion, cal-
cium overload, or oxidative stress [16, 27-29, 32, 34, 35].
Several reports also suggest that therapeutic hypothermia
might be protective by activating key molecules and sig-
naling pathways (i.e., STAT-3, ERK, and Akt) known to
interact with CypD [19, 32, 35]. To investigate the common
downstream pathway leading to hypothermia-induced pro-
tection, we focused our research on CypD-mediated PTP
inhibition. CypD belongs to a family of highly homologous
peptidyl-propyl cis—trans isomerases, which have been
named as “cyclophilins” due to their affinity to the CsA
immunosuppressant drug (i.e., the reference PTP inhibitor)
[2, 4, 17, 31]. Involvement of CypD in the pathophysiology
of post-CA syndrome was supported by the results of pre-
vious studies from our group and others demonstrating that
pharmacological PTP inhibition by CsA derivatives pre-
vented both brain and cardiac mitochondria dysfunctions
[11, 15, 20]. In the present study, we used the specific PTP
inhibitor NIM811, devoid of immunosuppressive properties,
to investigate the involvement of CypD in the cytoprotective
effects of hypothermia [4, 11, 15, 17, 31]. We demonstrated
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that fast cooling at resuscitation had similar mitochondrial
protective effects as IV administration of NIM8I11 at the
onset of CPR. It is important to note that pharmacological
blocking of CypD and hypothermia had no synergic pro-
tective effect against resuscitation injury. Therefore, our
findings support the hypothesis that hypothermia interacts
with CypD to prevent mitochondrial permeability transition.
To further explore a more direct implication of CypD, we
assessed the acetylation of this matrix mitochondrial protein
on lysine 166, a post-translational modification known to
favor PTP opening [2, 8]. While we did not detect any
significant modification in CypD acetylation in cardiac
mitochondria, we found an increase in CypD acetylation in
brain mitochondria after CA, which was fully prevented by
hypothermia. As we measured CypD acetylation at a single
time point, we cannot rule out that this process may occur at
different times in the heart and in the brain. Further inves-
tigations are needed to address this issue. In any case,
modulation of acetylation of CypD might represent a novel
molecular mechanism by which hypothermia would provide
neuroprotection after CA.

Conclusions

In summary, our experimental data revealed that thera-
peutic hypothermia starting at the onset of resuscitation or
administration of a CsA derivative at the start of reperfu-
sion limited the post-CA syndrome to an equal extent. Both
appeared to do so by inhibiting PTP through a CypD-de-
pendent mechanism. Combining the two did not have an
additive or synergic effect, again suggesting a common
mechanism. Further investigations are now needed to
determine whether acetylation of CypD, a post-transla-
tional modification favoring mitochondrial permeability
transition, might be a new target to prevent resuscitation
injury in post-CA syndrome.
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Résultats complémentaires

Certains résultats (non publiés) complétent notre travail : nous avons déterminé,
a partir de mitochondries isolées de cerveau, l'activité de la sirtuine 3 afin de
déterminer si les effets de I'’hypothermie thérapeutique sur I'acétylation de la CypD
impliquaient une modification de I'activité désacétylase de la sirtuine 3. Les mesures
ont été réalisées en utilisant un kit de fluorescence dédiée (BPS Bioscience). Nous
avons également mesuré par gqPCR [l'expression de la sirtuine 3 dans les
mitochondries isolées de cerveau. Comme le montre la figure 16, nous n’avons pas
mis en évidence de différence significative entre les 3 principaux groupes sur les

mitochondries isolées de cerveau.
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Figure 16 - Activité et expression de la sirtuine 3

L’activité de la sirtuine 3 (A) et I'expression de son ARN messager (mRNA) (B) ne
présentaient pas de différence significative entre les animaux Sham, Controle
(CTRL) et Hypothermie (HT).
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Synthése des résultats et discussion

Ce travail montre que I'hypothermie thérapeutique induite immédiatement a la
reperfusion ainsi que I'inhibition pharmacologique du PTP par la NIM811 limitent de
facon similaire la défaillance multiviscérale et la dysfonction mitochondriale dans notre
modeéle d’AC par rythme non choquable chez le lapin. L’association des deux
traitements n’apporte pas d’effet bénéfique supplémentaire a deux heures de
reperfusion.

La défaillance cardiovasculaire et les Iésions cérébrales sont les deux principales
composantes du syndrome post-AC.° Notre étude confirme les effets protecteurs de
I'hypothermie thérapeutique induite dés le début de la reperfusion permettant de limiter
les lésions cérébrales et myocardiques.****°°%" Nous avons choisi d’utiliser notre
modéele d’AC asphyxique pour étudier les effets protecteurs de I'hypothermie
thérapeutique car 'hypoxémie est une réalité clinique responsable de la majorité des

AC de I'enfant et de 'adulte jeune,*®®4°°

et le rythme non choquable est la modalité la
plus fréquente d’AC.> Notre étude soutien I'hypothése que I'hypothermie est
également efficace pour prévenir les Iésions aprés un AC par rythme non choquable.
Méme si aucune étude prospective de haut niveau de preuve n’a démontré I'efficacité
de I'hypothermie sur les AC par rythme non choquable, son usage dans cette
indication figure dans les recommandations.***®*" Nous avons choisi un modéle
d’hypothermie induite trés rapidement a la reperfusion afin d’agir sur les lésions de
reperfusion précoces et d'observer un effet protecteur. En effet, les études
expérimentales ont montré que I'hypothermie devait étre induite précocement pour

369373433435 )| st d'ailleurs probable que les résultats

obtenir des effets protecteurs.
contradictoires observées chez 'lHomme sur la cible de la température a atteindre et
les délais d’induction de I'hypothermie puissent étre liées a I'impossibilité d’atteindre
trés rapidement une hypothermie a la reperfusion (c’est a dire dans les minutes suivant
la RACS) minorant les effets bénéfiques de I'’hypothermie. Ceci peut expliquer que le
controle thermique semble étre aussi efficace que I'hypothermie.’

Notre étude met une nouvelle fois en évidence les effets protecteurs de l'inhibition
pharmacologique du PTP par la NIM811, dérivé non immunosuppresseur de la
CsA.>*"449 Nos résultats montrent le réle majeur joué par 'ouverture du PTP dans les

dégats cellulaires consécutifs a 'AC réanimé. Ces données sont concordantes avec
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celles obtenues par d’autres équipes.®*?%%® L’étude clinique CYRUS menée par
Argaud et al’® bien que négative, ne remet pas en cause ces résultats expérimentaux
mais met en exergue la difficulté de la translation de traitements expérimentaux chez
'Homme. En effet, si l'injection immédiate de la CsA a la reperfusion était réalisable
en laboratoire, CYRUS a montré toute la difficulté de sa réalisation en médecine pré-
hospitaliere.

L’association de I'hypothermie thérapeutique et de la NIM811 ne démontrait pas, dans
notre étude, d’effet additif. Ce résultat suggere que les deux traitements partagent des
meécanismes protecteurs communs. Néanmoins, nos données ne concernent que les
120 premiéres minutes suivants la RACS et il serait intéressant de tester les effets
protecteurs de I'association de ces deux traitements également a distance de la
reperfusion notamment sur le pronostic neurologique. Notre étude a permis de montrer
gu’un mécanisme commun est I'inhibition de I'ouverture du PTP. En effet, tout comme
I'injection de NIM811, I'hypothermie thérapeutique a permis d’inhiber I'ouverture du
PTP et de préserver le fonctionnement de la chaine respiratoire. Notre étude a permis
de démontrer cet effet sur le coeur et le cerveau, les deux principaux organes impliqués
dans le syndrome post-AC. Ces résultats sont cohérents avec les quelques données

333,364,368,469,470

disponibles dans la littérature, plus rares encore a partir de

mitochondries cérébrales.*®%*""

Les mécanismes protecteurs mitochondriaux de I'hypothermie thérapeutique restent
encore largement méconnus. Pour aller plus loin dans la compréhension des
meécanismes d’action de I'’hypothermie sur le PTP, nous avons analysé ses effets sur
'acétylation de la CypD, une modification post-transcriptionnelle qui influence son
interaction avec le PTP. En effet, 'acétylation de la CypD sur sa lysine 166 favorise
'ouverture du PTP. Dans notre modéle d’AC, I'hypothermie, ainsi que l'injection de
NIM811, diminuaient I'acétylation de la CypD dans le cerveau. Cette hypothése ouvre
de nouvelles perspectives de recherche notamment sur les liens entre I'hypothermie

et la sirtuine 3, protéine capable de désacétyler la CypD.'%
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ABSTRACT—Therapeutic hypothermia is neuroprotective after cardiac arrest (CA) via poorly understood mechanisms. It
may prevent mitochondrial permeability transition pore (PTP) opening, an event which plays a pivotal role in ischemia-
reperfusion injury. PTP is the main end-effector of the reperfusion injury salvage kinase (RISK) signaling pathway. We
hypothesized that therapeutic hypothermia activates the RISK pathway, thereby preventing PTP opening and its deleterious
neurological consequences after CA. Four groups of New Zealand White rabbits were subjected to 15 min of CA and 120 min
of reperfusion: Control, HT (hypothermia at 32°-34°C), NIM (specific PTP inhibition with N-methyl-4-isoleucine-cyclospor-
ine at the onset of reperfusion), and HT+NIM. A Sham group only underwent surgery. The following measurements were
taken: pupillary reflexes and brain damage biomarkers (NSE and S100), RISK pathway activation in brain cortex (total and
phosphorylated forms of both protein kinase B [Akt] and extracellular signal-regulated kinase [ERK]) and PTP opening in
isolated brain mitochondria. Therapeutic hypothermia and pharmacological PTP inhibition preserved the pupillary reflexes
and prevented the increase in both NSE and S100 (P < 0.05 vs. controls). These two interventions also enhanced (P < 0.05
vs. controls) the phospho-Akt/Akt ratio to a similar extent while preventing a CA-induced increase in phospho-ERK/ERK
ratio. This Akt activation in the HT and NIM groups was associated with an attenuation of CA-induced PTP opening. In this
model, therapeutic hypothermia promoted the activation of the RISK signaling pathway via Akt and limited CA-induced brain
injury by preventing PTP opening.

KEYWORDS—Extracellular signal-regulated kinase (ERK), mitochondrial permeability transition pore, post-cardiac arrest

syndrome, protein kinase B (Akt), reperfusion injury salvage kinase (RISK), therapeutic hypothermia

INTRODUCTION

Therapeutic hypothermia is the only adjuvant therapy to
cardiopulmonary resuscitation (CPR) known to improve sur-
vival and neurologic outcomes after cardiac arrest (CA) in
humans (1). Nevertheless, our understanding of the molecular
mechanisms underlying neuroprotection by hypothermia is still
incomplete and the subject of intense research (2). Current
evidence suggests that therapeutic hypothermia decreases met-
abolic rate, attenuates calcium overload and oxidative stress,
mitigates inflammation, and regulates cell signaling pathways
after ischemia-reperfusion injury (2—4). The opening of the
mitochondrial permeability transition pore (PTP) plays a criti-
cal role in the pathophysiology of the post-CA syndrome (5-7).
Experimentally, by mimicking the mitochondrial effects of
cyclosporine A (CsA, i.e., the PTP reference inhibitor), thera-
peutic hypothermia prevents CA-induced organ dysfunction
(5-7). However, the biological processes whereby therapeutic
hypothermia inhibits PTP opening remain elusive (7).
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Multiple pro-survival signaling pathways could prevent PTP
opening (8) and great attention has focused on the reperfusion
injury salvage kinase (RISK) pathway, which involves protein
kinase B (Akt) and extracellular signal-regulated kinase (ERK)
(2, 8—10). Indeed, it has previously been shown that recruiting
the RISK pathway may limit the myocardial consequences of
ischemia-reperfusion (8, 9). In CA, limited data suggest that the
cardiac benefits of hypothermia would involve the RISK
pathway (11-13). However, it remains unknown whether
hypothermia-induced neuroprotection is mediated by PTP
inhibition through RISK activation.

Thus, we hypothesized that therapeutic hypothermia
would limit brain injury after CA by activating the RISK
pathway while inhibiting the PTP. To explore the potential
relationship between these two phenomena, we compared the
effects of hypothermia and specific pharmacological PTP
inhibition in vivo.

MATERIALS AND METHODS

The investigation conformed to French laws and to the National Institutes of
Health guidelines for ethical treatment. All experiments were approved by the
Lyon I Claude Bernard University Committee for Animal Research.

Cardiac arrest model

Cardiac arrest and resuscitation were performed as previously described,
using our well-validated rabbit CA model (6, 7, 14, 15). Briefly, adult male New
Zealand White rabbits were anesthetized by xylazine and ketamine. Animals
were shaved to facilitate external temperature control. A tracheotomy was
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performed and rabbits underwent mechanical ventilation. Central body tem-
perature was continuously recorded using a thermistor inserted into the
esophagus. A right internal jugular catheter and an ipsilateral carotid catheter
were surgically placed. Temperature was maintained within a physiological
range using heating pads. After a 15-min stabilization period, primary asphyxial
CA was induced, using an intravenous (IV) injection of pancuronium bromide
followed by a withdrawal of the mechanical ventilation. After 15 min of
untreated CA, resuscitation was started with the resumption of mechanical
ventilation, cardiac massage, and IV administration of epinephrine (20 pg/kg).
Successful resuscitation was defined as the return of an organized cardiac
rhythm for at least 3 min, with mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR)
above 20 mm Hg and 100 bpm, respectively.

Experimental protocol

Animals were assigned to the five following groups to obtain six living
animals per group: sham-operated animals (SHAM), controls (CTRL, CA with
120 min of reperfusion) and three treated groups, i.e., therapeutic hypothermia
(HT), specific pharmacological PTP inhibition (7, 14, 16) by IV bolus of 2.5
mg/kg N-methyl-4-isoleucine-cyclosporine (NIM) at the onset of CPR and both
interventions (HT-+NIM). With a target temperature of 32°C to 34°C, hypo-
thermia was induced in less than 20 min (by covering the shaved body with ice
pack at the start of CPR) and maintained for 1 h, as previously described (7). At
the end of the experiment (120 min), a blood sample was collected and the left
side of the cerebral cortex was harvested.

Cerebral injury

Pupillary diameter and reactivity to light were both recorded at baseline and at
the end of the protocol to assess clinical brainstem damage (15, 17, 18). Blood
levels of Neuron Specific Enolase (NSE) and S1008 protein, two sensitive markers
of brain injury (6, 7), were determined at the end of the protocol using enzyme
linked immunosorbent assay tests (Glory Science and Abnova, respectively).

Oxidative phosphorylation

Brain mitochondria were isolated by differential centrifugation as previously
described (6, 7, 14, 15, 19). Briefly, brain tissue was placed in a cold isolation
buffer (70 mM sucrose, 210 mM mannitol, | mM EGTA in Tris-HCl, pH 7.4)
and finely minced and then homogenized in the same buffer (10 mL/g), using
successively a Kontes tissue grinder and a Potter Elvejem. The homogenate was
centrifuged at 2,000 g for 3 min. The supernatant was poured through cheese-
cloth and centrifuged at 12,000 g for 10 min. The mitochondrial pellet was
suspended and homogenized in the same buffer without calcium chelating
agent. Mitochondrial respiratory function was measured using the polaro-
graphic method (6, 7, 14, 15). Freshly isolated mitochondria were suspended
(250 pg/mL) in a buffer containing 100 mM KCl, 1 mM EGTA, 5 mM KH,PO,
in 50 mM MOPS, pH 7.4 with 1 mg/mL defatted bovin serum albumin. Then,
State 3 (200 uM adenosine diphosphate [ADP]-stimulated), State 4 (ADP-
limited), and respiratory control index (RCI: State 3/State 4, a measure of
mitochondrial coupling between oxygen consumption and ATP production)
were determined by oxygraphy (Oroboros Oxygraph 2-K, Oroboros Instrument
Corp, Innsbruck, Austria) in the presence of electron donors to complex I (5 mM
Glutamate and 5 mM malate), as previously described (6, 7, 14, 15).

Mitochondrial permeability transition

Calcium retention capacity (CRC) was determined on fresh mitochondria
isolated from cerebral cortex, using the calcium green 5-N (Molecular
Probes, Eugene, Ore), as previously described (6, 7, 15). Briefly, Ca**"
pulses were added every minute to a medium (150 mM sucrose, 50 mM KCl,
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2mM KH,POy4, 5 mM Glutamate, 5 mM Malate in 20 mM Tris/HCI, pH 7.4)
containing mitochondria. Following sufficient calcium loading (correspond-
ing to CRC), extramitochondrial Ca®" concentration abruptly increased,
indicating a massive release of the accumulated Ca®" by mitochondria due
to PTP opening. CRC was also assessed after in vitro adjunction of 1 pM
CsA (14).

Akt and ERK phosphorylation

Cytosolic proteins were extracted from snap frozen samples of cerebral
cortex using an Active Motif kit. Western blotting was performed according to
standard procedures (7, 20). Briefly, the equivalent of 30pg to 50 pg of proteins
was loaded on 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis.
Separated proteins were then transferred from the gel to polyvinylidene fluoride
membranes and incubated overnight with primary antibodies (Cell Signaling,
Danvers, Mass) recognizing phospho-Ser473-Akt (p-Akt), total Akt, phosphor-
ylated ERK 42/44 (p-ERK), and total ERK 42/44 (total ERK). Afterward, the
membranes were washed and incubated with appropriate secondary antibodies
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif). Blots were developed using an
ECL plus detection system (GE Healthcare, Horten, Norway) and relative band
density was measured using Image Lab 4.0 software (Bio-Rad, Hercules, Calif).

Statistical analysis

Results were analyzed with the Graphpad Prism 6 software (GraphPad Software,
LaJolla, Calif). Data are expressed as mean = SEM or number (%). Comparisons of
categorical variables were performed using Fisher exact test. Normality of continu-
ous data was assessed using the Kolmogorov—Smirnov test and continuous variables
were compared using one-way analysis of variance or Kruskal-Wallis test, as
appropriate. Comparisons between time-based measurements within each group
were performed with two-way analysis of variance with repeated measures on one
factor. Statistical significance was defined as a P value < 0.05.

RESULTS

Thirty-four rabbits were included in the present study. Four
animals died before the end of the experiments: three controls
and one NIM-treated rabbit. Results of the remaining 30 rabbits
(n=6/group) are presented. At baseline, MAP, HR, and tem-
perature were similar among the groups (P = NS). The duration
of asphyxia before CA did not differ between groups (P = NS).
The target temperature was reached in less than 20 min in all
hypothermia-treated animals (data not shown).

Cerebral injury

In the control group, CA resulted in an increase in pupillary
diameter (P < 0.05 vs. SHAM) with pupillary areflexia in 2/3 of
rabbits (Table 1). After 120 min of reperfusion, controls also
exhibited a significant increase in both NSE and S100 protein
when compared with shams: 5.20 £ 0.19 versus 2.74 £ 0.33 ng/
mL and 1205+£149 versus 272+20pg/mL, respectively
(Fig. 1). Both hypothermia and NIM significantly limited brain
damage, as assessed by pupillary examination and biomarkers
of neuronal injury (Table 1 and Fig. 1).

TasLE 1. Pupillary examination

Pupillary diameter (mm)

Pupillary reactivity (n, %)

Group Baseline 120 min reperfusion Baseline 120 min reperfusion
SHAM 4.0+0.3 43+0.2" 6/6 (100%) 6/6 (100%)
CTRL 4.0+0.3 7.2+0.6° 6/6 (100%) 2/6 (33%)
HT 43+0.2 48+0.5" 6/6 (100%) 5/6 (83%)
NIM 42+0.3 48+0.7" 6/6 (100%) 4/6 (67%)
HT+NIM 43+0.2 48+0.5" 6/6 (100%) 5/6 (83%)

"P <0.05 versus baseline.
TP <0.05 versus CTRL.

CTRL indicates controls; HT, hypothermia; NIM, N-methyl-4-isoleucine-cyclosporine.
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Fic. 1. Biomarkers of cerebral injury. Cardiac arrest in control animals (CTRL) resulted in a significant increase in both Neuron Specific Enolase (NSE) (A)
and S1008 protein (B) compared with the sham animals. This phenomenon was prevented by both hypothermia (HT) and N-methyl-4-isoleucine-cyclosporine
(NIM). Data are from six animals per group. "P<0.01 versus SHAM; TP < 0.05 versus CTRL.

Oxidative phosphorylation

As shown in Figure 2, State 3 was significantly decreased
after CA in brain mitochondria isolated from controls when
compared with sham animals (P <0.05). Hypothermia and
NIM significantly improved ADP-stimulated respiration with-
out changing State 4 (Fig. 2). As a result, both treatments
improved mitochondrial coupling by enhancing the RCI
(P <0.05 vs. controls).

Mitochondrial permeability transition

The amount of Ca®" required to open the PTP (CRC) after
CA significantly decreased in controls (P <0.001 vs. sham
animals) (Fig. 3). Hypothermia, as well as NIM, resulted in a
significant increase in CRC compared with controls (P < 0.05)
(Fig. 3). With the exception of the controls, in vitro addition of
CsA significantly (P < 0.05) enhanced CRC to near SHAM
values (Fig. 3).

Effect of therapeutic hypothermia on Akt and ERK
phosphorylation

In the control group, when compared with sham animals,
Western blot analysis showed that the level of p-Akt did not
change after resuscitated CA, whereas the level of ERK
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phosphorylation significantly increased (Fig. 4). Conversely,
hypothermia and/or NIM were associated with Akt activation
while preventing ERK phosphorylation (Fig. 4).

DISCUSSION

In the present study, therapeutic hypothermia limited CA-
induced brain injury with both Akt activation and PTP inhibi-
tion. Specific pharmacological PTP inhibition mimicked the
effects of therapeutic hypothermia regarding neuroprotection
and recruitment of the RISK pathway. A combination of NIM
and hypothermia did not confer additive protection, further
suggesting a common pathway of protection involving Akt.

Limiting secondary brain injury is one of the major
challenges facing intensivists caring for CA patients (21).
To date, therapeutic hypothermia is the only treatment with
proven efficacy on neurological outcomes after CA (1). The
benefits of therapeutic hypothermia are thought to be greatest
when achieved as early and as fast as possible after CA (21,
22). In the present study, we chose to cool animals quickly to
enhance neuroprotection and to target early endogenous
mechanisms potentially involved in the pathogenesis of brain
injury. Thus, we confirmed, on the basis of relevant clinical

I 'l"1 Ir"l II'"II

o
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Fic.2. Oxidative phosphorylation. Impairment of oxidative phosphorylation (i.e., a decrease in State 3 ADP-stimulated respiration, black bars) after cardiac
arrest in controls (CTRL) was limited by both hypothermia (HT) and N-methyl-4-isoleucine-cyclosporine (NIM) (n = 6/group). State 4 ADP-limited respiration
(white bars) did not differ among groups. * P < 0.05 versus SHAM; TP <0.05 versus CTRL.
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Fic. 3. Mitochondrial permeability transition. Calcium retention capacity (CRC) significantly decreased after cardiac arrest in controls (CTRL);
hypothermia (HT), as well as N-methyl-4-isoleucine-cyclosporine (NIM), significantly increased CRC (n=6/group). In vitro adjunction of 1 .M CsA (white bars)
increased the amount of Ca®" required to open the PTP in all treated groups. "P< 0.05 versus SHAM; TP < 0.05 versus CTRL.

and biological data (17, 18, 21), the neuroprotective effects
of therapeutic hypothermia when applied at the onset of
resuscitation (2, 5, 7, 22).

Mitochondrial PTP opening has been recognized as playing a
key role in reperfusion injury, including in the brain (5-8, 15,
23). Under physiologic conditions, the inner mitochondrial
membrane is impermeable to most metabolites and ions, and
the PTP is in a closed conformation (23-25). Following
ischemia-reperfusion insult, such as resuscitated CA, the res-
toration of blood flow after a period of ischemia favors calcium
overload, excessive production of reactive oxygen species,
adenine nucleotide depletion, and correction of intracellular
pH, all of them increasing the susceptibility of PTP opening
(23-25). This phenomenon results in the loss of membrane
integrity, rapid collapse of the mitochondrial membrane poten-
tial (A¥m), uncoupling of the respiratory chain with possible
fatal decline in ATP levels and the release of pro-apoptotic
factors such as cytochrome ¢ (23—25). In the present study, we
showed that therapeutic hypothermia prevented energetic
impairment in brain mitochondria by reducing Ca>" sensitivity
to PTP opening. These results confirmed the findings of the few
previous studies that examined the effects of therapeutic hypo-
thermia on brain mitochondria after CA (5-7, 26). However,
based on these reports, the cell signaling mechanism, whereby
hypothermia preserves mitochondrial functions after CA,
remained largely unknown.

As a therapeutic target, structure and regulation of mitochon-
drial PTP have been extensively studied for decades (23, 25).
While the exact PTP structure is still debated, it is admitted that
the calcium-sensitive matrix protein cyclophilin-D (CypD) is
the main regulator of permeability transition (23, 25). Indeed,
both pharmacological inhibition of CypD (e.g., by CsA) and
genetic loss of CypD delay PTP opening and limit ischemia-
reperfusion-induced cell death (16, 23, 24, 27). In the present

study, three lines of results suggested that hypothermia
prevented brain mitochondrial dysfunction in a CypD-depen-
dent manner. First, hypothermia mimicked both the neuro-
protective and the mitochondrial effects of NIM (a CsA
derivative devoid of immunosuppressive effects) that specifi-
cally binds to CypD. Second, the combination of these two
therapeutic approaches (i.e., hypothermia and NIM) did not
enhance the protection at both the clinical and cellular levels,
suggesting a common mediator and/or end-effector. Of note, we
cannot definitely exclude subtle synergic neuroprotection that
we were unable to highlight in our experimental conditions.

Third, only mitochondria isolated from control animals, i.e.,
without in vivo interventions targeting CypD, lost the ability to
dramatically increase CRC in the presence of CsA in vitro. In
addition, the emerging key role of CypD in this field has been
reinforced by a recent study from our group showing that
therapeutic hypothermia prevented CypD acetylation in brain,
i.e., a post-translational modification favoring PTP opening (7).
This poses the question of what are the upstream signaling
pathways involved in the hypothermic PTP-mediated
neuroprotection.

Several signaling pathways are thought to be involved in
cellular protection after ischemia-reperfusion injury, the best
established being the RISK pathway (8, 9, 24, 28). The concept
of the RISK pathway emerged two decades ago in the setting of
cardioprotection with the identification of innate pro-survival
protein kinases, including Akt and ERK, which are able to
prevent cell death when activated (8, 9). PTP has been identi-
fied as the end-effector of this signaling pathway (8, 9). In the
present study, we did not use classical protein kinase inhibitors
to examine the role of the RISK pathway in the cerebral cortex,
owing to the impermeability of the blood—brain barrier to such
molecules (3). We chose another pharmacological approach,
using specific PTP inhibitors known to cross the blood—brain
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Fic. 4. Akt and ERK phosphorylation. When compared with controls
(CTRL), hypothermia (HT) and N-methyl-4-isoleucine-cyclosporine (NIM)
induced a significant increase in Protein kinase B (Akt) phosphorylation (A)
and prevented Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK) phosphorylation
(B) (n=4-6/group). P< 0.05 versus SHAM; TP <0.05 versus CTRL.

barrier under our experimental conditions (7, 14, 15). We found
that hypothermia-induced PTP inhibition in brain mitochondria
was associated with Akt phosphorylation (i.e., Akt activation).
Our results agree with a previous study in experimental stroke
which showed that Akt activity was significantly higher in rats
treated with hypothermia after focal cerebral ischemia (3).
Hypothermia also prevented mitochondrial outer membrane
disruption, as assessed by cytochrome c release, thus linking
preservation of mitochondrial functions to Akt recruitment (3).
To further explore the implication of the RISK pathway, we
assessed ERK activation, another important signaling kinase
(9). We found that the activity of ERK was increased in controls
but not in hypothermic animals. These results should be
cautiously interpreted following CA (29-31). ERK activation
has been found to increase with therapeutic hypothermia (29),
though several reports also suggest either the lack of a mean-
ingful role of ERK activation (30) or even a deleterious effect
of ERK phosphorylation after brain injury (31). Several

JAHANDIEZ ET AL.

downstream targets of the RISK signaling pathway have been
previously identified (8, 9). Among them, glycogen synthase
kinase 3B (GSK3@) has raised particular attention since its
phosphorylation has been linked to the inhibition of the PTP (8,
9). However, as previously reported in focal brain ischemia—
reperfusion injury (3), hypothermia seems to prevent GSK3(3
phosphorylation in our model (data not shown), suggesting that
this kinase did not play any important role in hypothermia-
induced PTP inhibition. Future studies are needed to decipher
how the RISK pathway prevents mitochondrial permeability
transition after hypothermia in the setting of cardiac arrest.
Altogether, our results suggest that hypothermia inhibits CypD-
dependent PTP opening through activation of Akt. Thus, Akt
appears to be a promising target to prevent CA-induced
brain damage.

In summary, the present study shows that therapeutic hypo-
thermia, when applied at reperfusion, confers protection
against brain resuscitation injury by inhibiting PTP opening
along with the activation of the Akt component of the pro-
survival RISK pathway.
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Synthése des résultats et discussion

Ce travail montre, dans notre modéle d’AC par rythme non choquable chez le
lapin, que I'hypothermie thérapeutique prévient les Iésions cérébrales aprés AC en
inhibant I'ouverture du PTP et en activant la voie RISK.

Les lésions cérébrales sont responsables de la majorité des décés aprés AC et
constituent donc un enjeux thérapeutique majeur.® Dans notre modéle d’AC,
I'hypothermie démontrent des effets neuroprotecteurs lorsqu’elle est appliquée
immédiatement a la reperfusion. L'inhibition pharmacologique du PTP par la NIM811
entraine une neuroprotection similaire. De fagon intéressante, dans une étude
ancillaire de I'étude CYRUS que nous avons menée, nous avons également observé
une baisse significative du taux de NSE chez les patients traités par la CsA.*?
Néanmoins, les taux de NSE observés chez les patients traités par CsA bien
gu’inférieurs au groupe contrdle, restaient a des valeurs trés pathologiques.
L’hypothermie thérapeutique prévient, dans notre étude, I'ouverture du PTP. L’'un des
mécanismes d’action semble impliquer la CypD. En effet, dans notre étude, la NIM811
et 'hypothermie avaient des effets neuroprotecteurs similaires sans effet protecteur
additif. De plus, I'adjonction de CsA in vitro permettait de restaurer la CRC dans les
groupes protégés.

Nos résultats sont en faveur d’une activation d’Akt par I'hypothermie. Ainsi, notre étude
permet de confirmer dans le domaine de I'AC, I'implication de la voie RISK qui avait
été mise en évidence dans des modéles d’AVC.*”° Nous n’avons pas retrouvé
d'implication de ERK dans les mécanismes neuroprotecteurs de I'hypothermie

thérapeutique.

128



Résultats et discussion : Etude n°4

Etude n°4

Loss of cyclophilin D improves long-term outcomes after
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Résumé

Introduction Malgré ['utilisation de I'hypothermie thérapeutique, le pronostic des
patients aprés un arrét cardiaque (AC) réanimé reste sombre. La majorité d'entre eux
décéde en réanimation d'une défaillance multi-viscérale conséquence des lésions de
reperfusion. L'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondrial (PTP)
provoquée par la fixation de la cyclophiline D (CypD) est un mécanisme central des
|ésions de reperfusion. Nous avons émis I'hypothése que l'inhibition compléte de la
fixation de la CypD au PTP permettrait d’améliorer les effets protecteurs de
I'hypothermie thérapeutique a court et long terme aprés AC.

Méthodes Dans un nouveau modéle expérimental, des souris adultes ont été
soumises a un AC non traité de 5 minutes avant réanimation. Les animaux ont été
répartis en 5 groupes : groupe contréle (CTRL, AC uniquement), groupe hypothermie
(HT, hypothermie a 32°C-34°C induite par un refroidissement externe a la reperfusion),
groupe sans CypD (CypD™), groupe HT+CypD™" et groupe SHAM. Dans une premiére
série d'expérimentations, ont été réalisés a 150 minutes de reperfusion : des mesures
échocardiographiques, des mesures de la susceptibilité d'ouverture du PTP dans les
mitochondries isolées du cceur et du cerveau et les dosages sanguins de troponine Ic
et de S100R. Dans une seconde série d’expérimentations, les animaux ont été
replacés en cage aprés la réanimation pour une évaluation neurologique (IRM
cérébrale a J1 et score de fonction neurologique a J7) et de la survie a long terme (J7).
Résultats Les caractéristiques de I'AC étaient identiques entre les groupes. Les
groupes CypD” et HT+CypD™ nécessitaient un massage cardiaque de durée
significativement plus courte avant restauration d’'une activité circulatoire spontanée
(RACS) et présentaient un taux de RACS plus élevé que les groupes HT et CTRL
(p<0.05). L'hypothermie et la suppression de la CypD limitaient les Iésions cérébrales
et myocardiques. La survie a 7 jours différait de maniéere significative entre les groupes
avec 7% des animaux vivants dans le groupe CTRL, 20% dans le groupe CypD™", 43%
dans le groupe HT et 73% dans le groupe HT+CypD™".

Conclusion L’inhibition compléte du mécanisme CypD-dépendant d'ouverture du PTP
permet d’améliorer I'efficacité de la réanimation initiale ainsi que de I'hypothermie

thérapeutique sur la survie a long terme.
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Introduction

L'hypothermie thérapeutique est le seul traitement ayant démontré son
efficacité pour limiter la défaillance multiviscérale aprés un arrét cardiaque (AC)
réanimé permettant ainsi d'améliorer le pronostic neurologique et la survie des
patients."? Néanmoins, la survie des patients pris en charge en réanimation dans les
suites d'un AC reste trés sombre.>* Cette défaillance multiviscérale, composée
principalement d'une atteinte neurologique et cardiovasculaire, est la conséquence
des lésions cellulaires d'ischémie-reperfusion. Si la durée de l'ischémie est bien sir un
élément majeur des lésions cellulaires, on sait désormais que la reperfusion, qui
débute au moment du massage cardiaque, entraine, par elle-méme, des dégats
cellulaires importants.’>® Une intense recherche expérimentale s'est développée pour
mieux comprendre les mécanismes protecteurs de I'hypothermie thérapeutique et
ainsi espérer améliorer son efficacité sur la prévention des Iésions de reperfusion. L'un
de ces mécanismes d'action implique l'inhibition de I'ouverture, a la reperfusion, d’'un
méga-canal de la membrane mitochondriale interne appelé pore de transition de
perméabilité (PTP).7‘10 En effet, dans les premiers instants de la reperfusion,
'ouverture du PTP provoque I'entrée d’eau et d’électrolytes dans la mitochondrie, un
arrét du fonctionnement de la chaine respiratoire et la libération de facteurs pro-
apoptotiques pouvant aboutir a la mort cellulaire.”"'? Louverture du PTP est
déclenchée par la fixation au pore d’'une protéine mitochondriale, la cyclophiline D
(CypD).""? Notre équipe a récemment montré que I'hypothermie inhibait 'ouverture
du PTP par un mécanisme dépendant de la CypD.'® Néanmoins, nous avons observé
une inhibition du PTP plus forte avec des injections de ciclosporine A (inhibiteur de

référence de la fixation de la CypD au PTP). Ces résultats laissent suggérer qu'une
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inhibition compléte de la fixation de la CypD au PTP pourrait améliorer les effets
protecteurs mitochondriaux de I'hnypothermie. Nous avions testé, uniquement a court
terme (120 minutes de reperfusion), I'association de I'hypothermie et d'une injection
de CsA a la reperfusion et nous n'avions pas observé d'effets additifs.

Ainsi, nous avons voulu tester, dans ce travail, les effets protecteurs a long terme d'une
inhibition compléte du mécanisme CypD-dépendant d'ouverture PTP en utilisant des
animaux déficients en CypD. Nous avons également fait I'hypothése que I'inhibition
compléte de la fixation de la CypD au PTP (provoquée par I'absence de CypD)
permettrait d'améliorer l'efficacité de I'hypothermie thérapeutique sur le pronostic a
long terme. Pour cela, nous avons mis au point un nouveau modéle animal d’AC sur
des souris déficientes en CypD et sur lesquelles nous avons appliqué une hypothermie

thérapeutique.
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Matériel et méthodes

Les expérimentations sont conformes a la législation frangaise ainsi qu’au National
Research Council “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (National
Academy Press, Washington, DC, 1996). Toutes les expérimentations ont été
approuvées par le Comité d’Ethique en Expérimentation Animale de I'Université

Claude Bernard Lyon 1.

Animaux

Les souris déficientes en CypD (CypD™) de fond génétique C57BI6/SV129 ont été
fournies par le laboratoire de Stanley Korsmeyer (Dana Farber Cancer Institute).'® Les
souris males wild-type (WT) et CypD”" étaient gées de 8 & 12 semaines et d’un poids
de 20 a 30g. Les souris ont été élevées avec un acces libre a I'eau et a I'alimentation

et exposées a un cycle jour-nuit de 12 heures.

Développement d'un nouveau modeéle murin d'arrét cardiaque

Nous avons choisi de développer un nouveau modéle murin d'AC asphyxique avec
rythme non choquable car les données épidémiologiques montrent que I'asystole et
les rythmes sans pouls sont les principales modalités électriques d’AC chez
I'Homme."* Aprés la phase de mise au point du modéle, la succinylcholine est le curare
qui a été retenu car il permettait d’obtenir un blocage neuromusculaire satisfaisant et
sa trés courte durée d’action éliminait tous risques de blocage neuromusculaire
résiduel de I'animal lors de son réveil. Une précédente étude avait fait état de difficultés
a développer un modéle asphyxique d’AC chez la souris car les auteurs ne parvenaient

pas a identifier le moment précis de I'AC, la souris présentant une activité électrique
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résiduelle aprés AC de longue durée.” Pour résoudre cette difficulté, nous avons
utilisé I'échographie cardiaque transthoracique (ETT) pour visualiser le ventricule

gauche et constater le moment précis de I'AC.

Description du modéle d’arrét cardiaque

Les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale de kétamine (100
mg/kg, Imalgene®) et de xylazine (5 mg/kg, Rompun®). Au cours de la préparation
chirurgicale, la température centrale est mesurée et maintenue a sa valeur
physiologique grace a un systéme comprenant une table chauffante et un capteur de
température rectal (sonde a thermistance) permettant de transmettre la température
de I'animal au régulateur de température de la table chauffante (Physiosuite®, Kent
Scientific). La température du bloc opératoire est maintenue a 25°C. La trachée de la
souris est intubée par voie orale a I'aide d'un cathéter de calibre 22G et une ventilation
mécanique est ensuite débutée avec un ventilateur (Physiosuite®, Kent Scientific). Les
parameétres de ventilation comprennent un volume courant de 6,5 ul/g et une fréquence
respiratoire de 150/minutes (ajustée afin de maintenir le dioxyde de carbone expiré
(EtCO3) dans les limites physiologiques), une pression expiratoire positive a 2 cm H,O
et une fraction inspirée en oxygéne (FiO2) a 0,4. Un électrocardiogramme (ECG),
obtenu au moyen d’aiguilles placées en sous-cutanée, est enregistré en continu. La
pression artérielle moyenne non invasive (PAM) est mesurée par la méthode du cuff-
tail (Kent Scientific). Pour les animaux soumis a une surveillance hémodynamique
invasive, la PAM est mesurée a l'aide d'un cathéter Millar 1.4F (Millar Instruments Inc)
inséré dans l'artére carotide interne droite. Un micro-cathéter PE-10 purgé par du
sérum salé a 0,9% hépariné est inséré dans la veine jugulaire interne gauche. Une

période de stabilisation de 5 minutes est respectée avant le début de 'expérimentation.
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Les souris sont ensuite paralysées par une injection intraveineuse (IV) de
succinylcholine (1 mg/kg). L'AC asphyxique est provoqué par I'arrét de la ventilation
mécanique. L'AC est confirmé par ETT a l'aide d’'une sonde de 13 MHz (Vivid 7, GE
Medical Systems). Aprés 5 minutes d’AC, la réanimation cardio-pulmonaire (RCP)
débute par une reprise de la ventilation mécanique a fréquence respiratoire élevée
(220/minute) pendant les 15 premiéres minutes associée a un massage cardiaque
externe par compressions thoraciques délivrées au doigt a une vitesse de 300 a 350
battements par minute (bpm). Le méme investigateur a effectué la réanimation pour
tous les animaux. Une injection unique d'adrénaline par voie IV (0,1 mg/kg) aprés une
période de massage cardiaque d'une minute a été réalisée. La restauration d’'une
activité circulatoire spontanée (RACS) était définie par un rythme cardiaque organisé
pendant au moins 3 minutes avec une fréquence cardiaque supérieure a 200 bpm et
était confirmée par une ETT. Au cours de la premiére heure de reperfusion, les
animaux recevaient une injection IV de 0,2 ml de bicarbonate de sodium a 2,1%

(NaHCO:a3). En I'absence de RACS aprés 5 minutes, la réanimation était arrétée.

Protocole expérimental

Dans chaque série d'expérimentation (voir ci-dessous), les animaux ont été
randomisés (figure 1A) dans l'un des cinq groupes suivants : i) groupe d’animaux
Sham ne subissant que la chirurgie (SHAM), ii) groupe d’animaux contréles (CTRL,
AC appliqués a des souris WT), iii) groupe d’animaux traités par hypothermie (HT,
souris WT traitées par hypothermie a la reperfusion), iv) groupes d’animaux sans CypD
(CyPD-/-, AC appliqué a des souris CypD-/-) et v) groupe d’animaux CypD-/- sur
lesquelles est appliqué une hypothermie (HT+CypD-/-). L'hypothermie est appliquée

au début de la réanimation grace a une compresse humidifiée avec de I'eau glacée
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recouvrant I'animal. La température cible du systéme homéothermique était également
abaissée a 33°C. Apres une heure de reperfusion, les animaux sont réchauffés a une
vitesse de 0,3 a 0,4°C/5 minutes en retirant le dispositif de refroidissement et en
augmentant progressivement la température cible du systéme homéothermique (figure
1B).

Deux séries d'expérimentation ont été nécessaires pour effectuer toutes les
expérimentations. Dans une premiere série (protocole 1, n=10 a 24/groupe), les
animaux ont été randomisés pour obtenir dix animaux vivants par groupe a 150
minutes de reperfusion. A la fin de I'expérimentation, un échantillon de sang puis le
cerveau et cceur sont prélevés. Dans la deuxiéme série d'expérimentation (protocole
2, n=15-30/groupe), les cathéters étaient retirés, les plaies chirurgicales suturées et la
ventilation mécanique était maintenue jusqu'a la reprise d’une ventilation spontanée.
La souris était ensuite extubée. Aprées extubation, I'animal regevait une injection de 0,2
ml de bicarbonate de sodium 2,1% et 0,3 ml de sérum salé 0,9% par voie sous-cutanée
et était placée dans une couveuse avec un acces libre a la nourriture et a I'eau. L’état
neurologique de ces animaux ainsi que le taux de survie ont été évalués jusqu’a J7.
Les animaux ont regu une injection deux fois par jour de 0,5 ml de sérum salé 0,9%
par voie sous-cutanée afin d’assurer une hydratation suffisante. En cas de déces,
I'heure exacte a été déterminée grace a un systeme de vidéosurveillance enregistrant

les souris 24h/24.
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Figure 1 - Experimental protocol

A Controls (CTRL), Hypothermia 32-34°C (HT) or cyclophilin D knock-out (CypD”) and
hypothermia+CypD™ mice (HT+CypD™) were subjected to 5 minutes of primary asphyxial
cardiac arrest (CA). CA was followed by cardiopulmonary resuscitation (CPR). In a first set of
experiment (n=10-24/group), reperfusion was maintained for 150 minutes prior to animal
sacrifice to achieve blood sampling and mitochondrial assays. In the second set (n=15-
30/group), mice were weaned from mechanical ventilation and returned to their cage for 7-
days survival follow-up.

B Core temperature was monitored before CA and throughout the experiment in CTRL (black
square), HT (gray circle), CypD™ (white triangle), HT+CypD™ (gray triangle) and SHAM (white
circle).

Evaluation des atteintes cardiaques et cérébrales

La fraction de raccourcissement de la surface du ventricule gauche (VG) est mesurée
au début de I'expérimentation et aprés 120 minutes de reperfusion par ETT avec une
sonde de 13 MHz (Vivid 7, GE Medical Systems). Des échantillons de sang sont
prélevés aprés 150 minutes de reperfusion. Les taux plasmatiques (n=6-11/groupe)
de troponine Ic et protéine S1003 (biomarqueur des lésions neuronales) ont été

mesureés a l'aide de deux kits ELISA (Abnova®).

Score de fonction neurologique
L’évaluation neurologique a été réalisée a J1 aprés 'AC grace a un score validé dans

la littérature.”® Cette évaluation a été réalisée par un investigateur en aveugle.
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Acquisition et analyse des séquences d’IRM

Les images par résonance magnétique ont été acquises a J1 aprés I'AC dans tous les
groupes expérimentaux. Avant la réalisation de I'IRM, les animaux sont anesthésiés
par une injection IP de kétamine (50mg/kg, Imalgene®) et de xylazine (2,5 mg/kg,
Rompun®). La température de la souris est maintenue a 36,5°C grace a un circuit
thermorégulé intégré dans la table d’'IRM. Un capteur des mouvements respiratoires
est placé sur I'abdomen (Rapid Biomedical). De 'oxygéne est administré devant le
museau de la souris. Les acquisitions des séquences d’'IRM ont été réalisées in vivo
sur un systéme IRM horizontal 7T BRUKER BioSpec (Bruker Biospin MRI GbmH
Bruker).

Le protocole IRM comprend des images transversales pondérées en T2 basées sur la
méthode Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement (RARE).

La cartographie du coefficient de diffusion apparente (ADC) est basée sur la méthode
Echo Planar Imaging (EPI). La cartographie paramétrique T2 a été réalisée a l'aide
d'une méthode MSMSE (Muilti Slice Multi Echo). Les cartes ADC ainsi que les cartes
paramétriques T2 ont été reconstruites a l'aide du logiciel de post-traitement
d’'imagerie de BRUKER (ParaVision 5.1). Nous avons par ailleurs développé un score
d'intégrité cérébrale simple a utiliser pour interpréter les images pondérées en T2 et la
cartographie ADC : une lésion hyper-intense vaut 1 point, 2 lésions hyper-intenses ou
plus valent 2 points, les lésions bilatérales hyper-intenses valent 1 point et des lésions
sur plus d’'une coupe IRM valent 1 point. Les scores ont été réalisés par deux

investigateurs en aveugles.

Expérimentations sur les mitochondries

Ces expérimentations ont été réalisées par des investigateurs en aveugle. Les
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mitochondries ont été isolées selon un protocole précédemment décrit.'"®'%"° Le
cortex cérébral est prélevé a cceur battant et immédiatement placé dans du tampon A
d'isolation froid (saccharose 70 mM, mannitol 210 mM, EDTA 1 mM, EGTA 10 mM et
Tris/HCI 50 mM, pH 7,4). Le tissu est ensuite finement ciselé et mélangé dans le méme
tampon (10 yL de tampon/mg de tissu) dans un homogénéisateur Potter-Elvehjem.
L'homogénat est centrifugé a 1300 g pendant 3 minutes. Le surnageant est conservé
aprés avoir été filtré sur une compresse et centrifugé pendant 10 minutes a 10000 g
pour le coeur et 5500 g pour le cerveau. Le culot mitochondrial est remis en suspension
et homogénéisé dans le méme tampon sans agent chélateur de calcium (tampon B).
La concentration en protéines est déterminée en utilisant la méthode de Bradford.

La capacité de rétention du calcium (CRC), définie comme la quantité de calcium
nécessaire pour déclencher une libération massive in vitro de Ca*, est utilisée comme
indicateur de la susceptibilité a I'ouverture du PTP. Les mitochondries isolées (250 ug
de protéine cardiaque, 500 ug de protéine cérébrale) sont mises en suspension dans
2 mL de tampon C (saccharose 150 mM, KCI 50 mM, KH2PO4 2 mM, succinate 5 mM
et 0,5 yM de calcium 5N vert et 5 mM de Tris/HCI, pH 7,4). La préparation est
mélangée doucement pendant 2 minutes a 25°C. La mesure de la CRC est effectuée
a 25°C en utilisant un spectrofluoromeétre Hitachi F2500 (avec des longueurs d'onde
d'excitation a 500 nm et d'émission a 530 nm). Des injections de CaCl, de 10 nmol ont
ete effectuées toutes les minutes. Dans un second temps, les mitochondries ont
également été exposées a 1 uyM de ciclosporine A (CsA) avant les injections de

calcium. La CRC est exprimée en nmoles de CaCl; par milligramme de protéines.

Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne % erreur standard ou en nombre
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(pourcentage). L’analyse des résultats a été faite avec le logiciel Graphpad Prism 6
(Logiciel GraphPad). Les comparaisons des variables catégorielles ont été effectuées
a l'aide d'un test du chi-2 ou un test exact de Fisher selon le cas échéant. La normalité
des valeurs continues a été évaluée a l'aide du test de Kolmogorov-Smirnov. Les
valeurs continues ont été comparées, selon le cas échéant, en utilisant une ANOVA a
une voie ou un test de Kruskal-Wallis. Les comparaisons entre les variables
temporelles au sein de chaque groupe ont été effectuées avec une ANOVA a mesures
répétées. L'analyse de Kaplan—Meier et le test du log-rank ont été utilisés pour calculer

et comparer les taux de survie. La significativité est retenue lorsque p<0,05.
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Résultats

Au total, 156 souris ont été utilisées dans cette étude. 12 animaux ont été exclus
avant la randomisation (échec de la chirurgie pour 10 d’entre eux, défaillance du
respirateur et extubation accidentelle pour 2 d’entre eux). Les résultats obtenus a partir
des 148 souris restantes sont présentés. Dans le premier groupe d'expérimentation
(protocole1), 60 souris ont été randomisées (CTRL : n=24, HT : n=15, CypD” : n=11,
HT + CypD” : n=10) et 88 ont ét¢ randomisées dans le second groupe
d’expérimentation (protocole 2) (CTRL : n=30, HT : n=23, CypD™ : n=20, HT+CypD™":

n=15).

Réanimation cardiopulmonaire

Les données de RCP sont présentées dans le tableau 1 et comprennent les données
issues des protocoles 1 et 2. Comme attendu, la durée d'asphyxie avant 'AC n’était
pas différente entre les groupes. Les animaux des groupes CypD™ et HT+CypD™
nécessitaient un massage cardiaque de durée plus courte pour obtenir une RACS que
ceux du groupe CTRL (p<0,005). Conformément aux méthodes décrites
précédemment, les doses d'adrénaline étaient identiques entre les groupes (données
non montrées). Le taux de RACS était de 97% dans le groupe CypD™ et 100% dans
le groupe HT+CypD™ contre 72% dans le groupe CTRL (p<0,005). Le taux de RACS
n'était pas significativement plus élevé chez les souris traitées par hypothermie par

rapport aux animaux du groupe CTRL (p=ns).
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Table 1 - Cardiopulmonary resuscitation

Asphyxia before = Heart massage ROSC
cardiac arrest (s) before ROSC (s)

CTRL 99 + 2 122+ 9 39/54 (72)
HT 98 + 2 113+ 7 30/38 (79)
CypD™ 92+2 78 + 4*T 30/31 (97)*
HT+CypD™ 95+5 82 + 4*T 25/25 (100)*T

Data are expressed as mean + SEM or n (%) as appropriate.

ROSC: Restoration of spontaneous circulation; CTRL: Controls;

CypD™: Cyclophilin D knockout; HT: therapeutic hypothermia

* p<0.05 vs. CTRL, T p<0.05 vs. HT.
Capacité de rétention calcique
Comme attendu, I'AC entrainait une diminution significative de la CRC dans le cceur
et le cerveau par rapport aux animaux Sham (p<0,05) (figure 2). L’hypothermie limitait
significativement la susceptibilité d’ouverture du PTP aprés AC dans les mitochondries
isolées du cerveau (augmentation de la quantité de Ca?* nécessaire pour déclencher
'ouverture du PTP) (p<0,05 vs. CTRL). Les souris déficientes en CypD présentaient
une CRC significativement plus élevée dans les mitochondries des deux organes par
rapport aux animaux contréles (p<0,0001) ainsi qu’aux animaux du groupe HT
(p<0,01). Dans les mitochondries du cerveau et du myocarde de tous les groupes

expérimentaux, la CRC était corrigée a une valeur proche des animaux Sham apres

une exposition in vitro a 1 yM de CsA (p=ns vs. SHAM).
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Figure 2 - Calcium retention capacity

Cardiac arrest resulted in a significant decreased in Calcium Retention Capacity

(CRC) in mitochondria isolated from the heart and the brain of controls (CTRL).

Hypothermia (HT) prevented the susceptibility of PTP opening in mitochondria

isolated from brain. Genetic loss of CypD (CypD™) resulted in a significant

increase in CRC in both organs. In vitro adjunction of CsA significantly increased

the amount of Ca®* required to open the PTP in wild type animals (SHAM, CTRL

and HT).
Atteinte cardiaque
L’AC entrainait une augmentation significative du taux de troponine dans le sérum (2,7
* 6,5 g/l dans le groupe CTRL vs. 0,1 + 0,0 ug/l dans le groupe SHAM, p<0,001).
L'hypothermie ainsi que l'absence de CypD limitaient de maniére significative
I'augmentation du taux de troponine par rapport aux animaux du groupe CTRL
(p<0,05) (figure 3).

La fonction systolique ventriculaire gauche, évaluée par la mesure de la fraction de

raccourcissement de la surface (FRS), ne différait pas entre les groupes avant AC
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(figure 3). Aprés 150 minutes de reperfusion, la FRS était significativement altérée
dans le groupe CTRL par rapport au groupe SHAM (28 + 4% vs. 53 £ 1%, p<0,001).
L’hypothermie ainsi que I'absence de CypD permettaient de préserver la FRS aprés

AC en comparaison aux animaux du groupe CTRL (p<0,05).
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Figure 3 Myocardial injury (n=4-11/group)

A Cardiac arrest led to significant left ventricular failure as assessed by the echocardiographic
measurements of the surface shortening fraction (SSF). Both hypothermia (HT) and genetic
loss of cyclophilin D (CypD™) preserved the myocardial function compared to controls (CTRL).
B Cardiac arrest resulted in a significant increase in level of serum troponin Ic compared to
the sham animals. Hypothermia (HT) as well as genetic loss of CypD (CypD™) prevented
myocardial injury compared to the controls (CTRL).

* p<0.05 vs. baseline; T p<0.05 vs. SHAM; 1 p<0.05 vs. CTRL.

Atteinte neurologique

Comme le montre la figure 4A, les taux plasmatiques de protéine S1003 étaient
significativement augmentées dans le groupe CTRL (133 £ 28 pg/ml) par rapport au
groupe SHAM (20 + 1 pg/ml) (p<0,001). Les souris hypothermes et CypD™
présentaient une augmentation significativement moindre des taux plasmatiques de
S100p par rapport aux souris controles (p<0,05).

Comme le montre la figure 4B, Les groupes HT et CypD™ présentaient & J1 aprés I'AC
un état neurologique significativement meilleur par rapport aux souris du groupe CTRL

(p<0,05). L'utilisation de I'hypothermie sur des souris déficientes en CypD conduisait

a des scores de fonction neurologique supérieurs a ceux des autres groupes
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expérimentaux (p<0,01).

La figure 4C présente des exemples de séquences IRM T2 et ADC. L'AC entrainait
un cedéme cérebral visualisé sur les images hyperintenses des séquences pondérées
en T2 et en rouge sur les séquences d’ADC chez les animaux contréles.

Sur la figure 4D représentant les résultats des scores d’intégrité cérébrale aprés
analyse des séquences d’IRM, l'association hypothermie et déficience en CypD
entrainait des scores significativement meilleurs que ceux des animaux du groupe
CTRL (p<0,05). Aucun signal IRM cérébral pathologique n'a été visualisé dans le

groupe HT+CypD™.
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Figure 4 - Neurological assessment

A (n=6-11/group) As assessed by increase in level of serum S100R protein in controls
(CTRL), CA led to significant brain damage compared to sham animals. S100R protein
release was significantly reduced by hypothermia (HT) and genetic loss of CypD (CypD™)
compared to controls (CTRL).

B (n=15-30/group) Each circle represents an individual animal scored and thick line the
median value of the corresponding group. Neurological dysfunction was significantly
attenuated in the hypothermia-treated (HT) and CypD deficient (CypD”") mice compared to
controls (CTRL). Hypothermia applied on CypD knouck-out mice (HT+CypD™) led to the
best neurological scores compared to all other groups.

C Representatives T2-weighted images (on the bottom) and ADC images (on the top)
acquired at day one after CA in sham-operated (SHAM), control (CTRL) and hypothermia-
treated CypD deficient (HT+CypD™) mice. Arrows indicate areas of lesions.

D Each circle represents an individual animal scored and thick line the median value of the
corresponding group. Hypothermia (HT) as well as genetic loss of CypD (CypD™) tended
to limit brain MRI injuries compared to controls. Brain MRI integrity score was significantly
improved in hypothermia+CypD™ (HT+CypD™") mice compared to controls.

* p<0.05 vs CTRL; 1 p<0.05 vs HT; 1 p<0.05 vs CypD™.
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Survie a long terme

La probabilité de survie aprés AC des quatre groupes expérimentaux est représentée
sur la figure 5. Bien que seulement 2 animaux sur 30 (7%) aient survécu 7 jours aprés
'AC dans le groupe CTRL, 4/20 (20%) ont survécu dans le groupe CypD™, 10/23
(43%) dans le groupe HT et 11/15 (73%) dans le groupe HT+CypD™. Par ailleurs, la
probabilité de survie était significativement plus élevée dans le groupe HT+CypD™ en

comparaison au groupe HT (p<0,05) et au groupe CypD™ (p<0,01).

1009 Log-rank test: p<0.001

75 4%, P — HT+CypD--

Survival (%)

Days after cardiac arrest

Figure 5 - Survival after cardiac arrest

Kaplan-Meier survival plot in the four experimental group submitted to
5 minutes of asphyxia cardiac arrest (n=15-30/group). The 7-days
mortality differed significantly among the 4 groups. CTRL indicates
controls animals; HT, hypothermia-treated animals; Cpr"', CypD
knock out mice; HT+CypD™, hypothermia-treated CypD™ mice.
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Synthése des résultats et discussion

Notre étude a permis de montrer que l'absence de CypD associée a
I'hypothermie thérapeutique limitait les lésions myocardiques et cérébrales. Par
ailleurs, l'inhibition compléte du mécanisme CypD-dépendant d'ouverture du PTP
permettait, dans notre modéle expérimental, d’'améliorer I'efficacité de I'hypothermie
sur le succes de la réanimation initiale et la survie a long terme aprés AC.
L’hypothermie thérapeutique est le seul traitement adjuvant de la réanimation cardio-
pulmonaire qui a démontré une amélioration significative du pronostic neurologique et
de la survie aprés AC."? L’hypothermie, qui fait partie des traitements recommandés
dans la prise en charge des patients en réanimation victimes d'un AC,? est désormais
largement utilisée.?>?' Néanmoins, le pronostic aprés un AC reste particuliérement
sombre notamment chez les patients ayant présentés un rythme non choquable avec
une probabilité de survie inférieure & 10% a la sortie de I'hopital.**?

Notre équipe, parmi d’autres, a montré que I'’hypothermie était capable d’inhiber
'ouverture a reperfusion du PTP par un mécanisme dépendant de la CypD, limitant
ainsi les lésions de reperfusion.”'® En effet, 'ouverture du PTP est déclenchée par la
fixation de la CypD a l'un de ses composants, conséquence d’une production
importante de radicaux libres de 'oxygéne et d’'une surcharge calcique observées a la
reperfusion.®'"'22 | 'ouverture du PTP provoque I'entrée d’eau et d’électrolytes dans
la mitochondrie entrainant son gonflement, un arrét du fonctionnement de la chaine
respiratoire et la libération depuis I'espace intermembranaire de facteurs pouvant
déclencher la mort cellulaire.”'? Néanmoins, cette inhibition du PTP par I'hypothermie

10,24

n’est que partielle, ce que confirme notre étude avec une CRC plus importante

chez les animaux CypD™ que chez les animaux du groupe HT. Ces résultats vont dans
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le sens de la multiplicité des effets protecteurs de I'hypothermie thérapeutique qui ne
se limitent pas a la CypD. Ses mécanismes d’actions nombreux passent également
par des effets sur le métabolisme, sur les voies de protection cellulaire ou encore sur
l'inflammation.?>~%

A notre connaissance, il s’agit du premier modéle d’AC par rythme non choquable chez
la souris.?® De précédentes équipes ont mis au point des modéles murin d’AC par
injection de potassium ou stimulation électrique entrainant une fibrillation
ventriculaire.’®*%3" Nous avons décidé de mettre au point ce modéle d’AC par rythme
non choquable en raison de sa plus grande pertinence clinique puisque les AC par
asystole et rythme sans pouls correspondent aux présentations d’AC les plus
fréquentes et dont le pronostic est le plus péjoratif.'* De plus, le potassium est connu
pour avoir des effets cardio et neuroprotecteurs dans les phénomeénes d’I/R ce qui
introduit un important biais potentiel.***® L'utilisation de I'inhibiteur pharmacologique
de référence du PTP, la CsA, n’était pas pertinente du fait de ses nombreuses limites.
En effet, les résultats de I'étude CYRUS font craindre que les effets de la CsA sur
d’autres cibles que le PTP compromettent son efficacité.?® Par ailleurs, les souris
Cpr"' ont montré, in vitro, une inhibition d'ouverture du PTP plus marquée que celle
offerte par l'injection de CsA.**

Une durée d’AC avant réanimation de 5 minutes a été retenue a l'issue de la phase de
mise au point car elle permettait d’obtenir un taux de RACS suffisant dans le groupe
contrdle tout en induisant des lésions cardiaques et cérébrales significatives. Cette
durée d’ischémie plus courte que celles rapportées dans les autres modéles de la
littérature peut s’expliquer par une période d’hypoxie précédant 'AC qui aggrave les

lésions cellulaires.’*%3" De facon intéressante, nous avons observé des durées de
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massage cardiaque avant RACS et des taux de RACS des groupes CypD™ et
HT+ CypD™ significativement meilleurs que ceux du groupe HT seuls.

Notre modéle d'AC utilisant des animaux CypD™ avait donc pour but d’adjoindre &
I’'hnypothermie une inhibition compléte de la fixation de la CypD au PTP et d'en observer
les effets protecteurs sur le court et le long terme. Nous avons observé, de fagon
similaire aux résultats expérimentaux précédents, les effets cardio et neuroprotecteurs
de I'hypothermie que ce a partir des biomarqueurs des Iésions myocardiques et
cérébrales ou de ["évaluation des fonctions cardiaque et neurologique.®'>?*3° Par
ailleurs, c’est la premiére fois qu’une étude expérimentale rapporte les résultats d’'IRM
cérébrales chez la souris aprés un AC asphyxique. Les lésions observées se situaient
principalement dans le cortex et I'hippocampe. Afin de s’assurer que les Iésions ne
pouvaient pas s’expliquer par la ligature de la veine jugulaire interne gauche aprés
I'ablation du cathéter, nous avons réalisé des IRM sur des souris apreés ligatures de la
veine jugulaire interne droite ou gauche et nous n’avons constaté aucune lésion a
I'IRM.

A notre connaissance, tres peu d’études ont publié des données sur la neuroprotection
apportée par la suppression de la CypD. Dans un modéle d’'ischémie par ligature de
lartére cérébrale moyenne, Schinzel et al. ont montré que les souris CypD”
présentaient une taille réduite d’infarctus de plus de 60% a 24 heures de reperfusion.'
Par ailleurs, nous avons observé une cardioprotection chez les souris CypD” & la
reperfusion en accord avec les données de la littérature dans d’autres modéle d’l/R
myocardique.’'%=® Les effets protecteurs observés chez les souris CypD™ semblent
en revanche insuffisant a distance de I'AC avec une défaillance neurologique
importante a J1 et un taux de survie faible a J7. En revanche, les souris qui associaient

hypothermie thérapeutique et déficience en CypD présentaient un meilleur examen
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neurologique a long terme que tous les autres groupes ainsi que la meilleure survie a
J7. Nous avons également observé un excellent taux de survie (>90%) dans les deux
premiéres heures suivant la reperfusion chez les souris CypD”" notamment grace & un
taux de RACS élevé. Ces animaux présentaient ensuite une mortalité qui s’aggravait
rapidement pour se rapprocher de celle des souris contrdles a J7. Al'inverse, les souris
hypothermes présentaient une mortalité a 150 minutes de reperfusion d’environ 30%
avec un taux de RACS plus faible que les CypD” Ce taux se stabilisait ensuite jusqu’a
J7. Ainsi, il semble que I'association HT+CypD” permet de combiner les effets
protecteurs trés immédiats de I'inhibition compléte de la fixation de la CypD au PTP
aux effets sur le long terme de I'hypothermie thérapeutique.

Nos résultats issus du premier modele d’AC asphyxique chez la souris suggérent que
la CypD reste une cible potentielle pour augmenter le succes de la réanimation initiale
améliorant ainsi I'efficacité de I'nypothermie thérapeutique sur la survie a long terme.
La poursuite des recherches sur les moyens dinhiber I'ouverture du PTP en
association a I'hypothermie est nécessaire pour développer des thérapeutiques

susceptibles d’améliorer le pronostic des patients victimes d’un AC.
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Conclusion

L’arrét cardiaque est un probléme majeur de santé publique dont la mortalité
reste trés élevée malgré les progrés de la réanimation. La majorité des décés
survenant chez les patients réanimés avec succeés est la conséquence du syndrome
post-arrét cardiaque dont les atteintes cardio-vasculaire et neurologique sont les deux
composantes principales. L’arrét cardiaque est une modalité particulierement sévéere
d'ischémie-reperfusion puisqu'elle concerne tous les organes. La souffrance des
organes est non seulement la conséquence de l'anoxie cellulaire secondaire a
l'ischémie mais aussi celle de la reperfusion lors de la restauration d'une activité
circulatoire efficace. En effet, la reperfusion entraine I'ouverture du pore de transition
de perméabilité mitochondrial, un canal situé dans la membrane interne de la
mitochondrie, a l'origine de lésions cellulaires importantes pouvant conduire a la mort
de la cellule. La cyclophiline D joue un role majeur car sa fixation au pore de transition
déclenche l'ouverture de celui-ci. L’hypothermie thérapeutique est le seul traitement
adjuvant de la réanimation cardio-pulmonaire qui a démontré un bénéfice sur la survie
et le pronostic neurologique des patients en limitant le syndrome post-arrét cardiaque.
Ses mécanismes d’action nombreux et complexes ne sont que partiellement compris.
Dans ce travail de thése, nous avons utilisé notre modéle d’arrét cardiaque chez le
lapin pour étudier les mécanismes mitochondriaux des effets protecteurs de
I'hypothermie thérapeutique. Notre modéle a permis de mettre en évidence le role
majeur joué par la température dans la gravité du syndrome post-arrét cardiaque. Nos
résultats montrent, sur un modéle d’arrét cardiaque avec rythme non choquable, que
I'hypothermie thérapeutique a des effets protecteurs sur le cceur et le cerveau. Ces
effets ont pour mécanisme une inhibition de I'ouverture du pore de transition de
perméabilité mitochondrial et une préservation de la chaine respiratoire
mitochondriale. L’association a l'inhibition pharmacologique de la fixation de la
cyclophiline D au pore de transition n’entraine pas d’effet protecteur additif, suggérant
des mécanismes d’action commun. La modification de I'acétylation de la cyclophiline D
et l'activation de la voie de signalisation cellulaire RISK pourraient étre des
mécanismes d’action importants de I'hypothermie. Pour mieux décrire le rble de la
cyclophiline D, nous avons mis au point un modéle d’arrét cardiaque par rythme non
choquable chez la souris. Nos résultats montrent I'inhibition compléte du mécanisme
CypD-dépendant d'ouverture du PTP grace a des animaux déficients en cycophiline D

améliore le succes de la réanimation cardio-pulmonaire ainsi que la survie a long terme
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des animaux traités par hypothermie thérapeutique. Notre nouveau modéle d’'arrét
cardiaque chez la souris permet de poursuivre les investigations sur les mécanimes
protecteurs de [I'hypothermie thérapeutique et d'identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques. Ainsi, nos travaux contribuent a déterminer les mécanismes d'action
mitochondriaux de [I'hypothermie thérapeutique et a identifier des pistes
thérapeutiques pour améliorer le pronostic des patients aprés un arrét cardiaque

réanimé.
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