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après l’Organisation Mondiale de la Santé, les pathologies cardiaques représentent la 

première cause de mortalité et de morbidité dans le monde. Dans les pays industrialisés 

tels que la France, ces pathologies sont la seconde cause de mortalité derrière le cancer (Hunter and 

Reddy, 2013; Murray and Lopez, 1997). 

Parmi ces pathologies l’infarctus du myocarde reste une des plus meurtrières. En France, plus 

de 120 000 cas sont recensés chaque année, parmi lesquels 18 000 sont reportés comme mortels 

(Haute autorité de santé, 2007). Bien que le nombre de décès lié à ce type d’accident ischémique aigu 

ait fortement diminué ces dernières années, il représente un enjeu de santé publique, notamment 

dans les pays industrialisés où l’incidence de la pathologie est en constante augmentation, en raison 

d’une population vieillissante, d’habitudes alimentaires néfastes et d’une augmentation de la 

sédentarité (Puymirat, 2012).  

L’infarctus du myocarde résulte d’une occlusion totale ou partielle d’une artère coronaire 

aboutissant à un déséquilibre entre les besoins en substrats énergétiques et les apports. S’il n’est pas 

pris en charge rapidement, ce phénomène qualifié d’ischémie myocardique peut conduire à des lésions 

non réversibles du tissu cardiaque et à l’apparition d’une zone infarcie. L’étendue de cette zone est 

intimement liée à la taille de la zone ischémiée ainsi qu’à la durée de l’ischémie, et représente un 

élément essentiel dans le pronostic vital des patients. 

Dès lors, la seule intervention possible afin de réduire la sévérité de l’infarctus en limitant la 

mort cellulaire au cours de l’ischémie, s’avère être la reperfusion. Celle-ci consiste à rétablir le flux 

sanguin par angioplastie ou thrombolyse afin de reperfuser le muscle cardiaque. Bien que la 

reperfusion ait fait l’objet de nombreuses avancées thérapeutiques, pharmacologiques et chirurgicales 

au cours de ces dernières décennies, celle-ci est toujours à l’origine de lésions qui lui sont propres, 

dont la plus importante est l’accélération de la mort cellulaire dans les toutes premières minutes de 

cette reperfusion (Fliss and Gattinger, 1996; Murphy and Steenbergen, 2008). C’est pourquoi la 

reperfusion post-ischémique est qualifiée « d’épée à double tranchant ». En effet, elle est à la fois 

essentielle afin de limiter l’étendue des lésions induites par l’ischémie, mais engendrera dans un 

premier temps des lésions qui lui sont propres (Braunwald and Kloner, 1985). On parle aujourd’hui de 

syndrome d’ischémie-reperfusion (IR). 

La mitochondrie est aujourd’hui largement décrite comme jouant un rôle clé dans ces lésions 

observées dès la restauration du flux sanguin et donc du flux énergétique. En effet, au cours de la 

D’ 
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reperfusion post-ischémique, les dysfonctions mitochondriales sont notamment caractérisées par i) 

une surcharge calcique au niveau de la matrice mitochondriale et ii) une importante fuite d’électrons 

de la chaîne de transfert des électrons aboutissant à une exacerbation de la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO). La mise en place d’un cercle vicieux entre ces deux phénomènes va 

aboutir à l’activation durable du mégapore de transition de perméabilité mitochondrial : le mPTP 

(Hunter and Haworth, 1979). Une fois activé, ce dernier va conduire à une dissipation du potentiel de 

membrane mitochondrial (ΔΨm), à un arrêt de la synthèse d’adenosine triphosphate (ATP) et à un 

gonflement de la matrice causé par une entrée massive d’eau et d’ions dans la mitochondrie pouvant 

aboutir à la rupture des membranes mitochondriales et à la libération dans le cytosol de facteurs pro-

apoptotiques. Ainsi, l’activation de ce mPTP est aujourd’hui reconnue comme participant de manière 

majeure à la mort cellulaire au cours de la reperfusion post-ischémique (Halestrap et al., 2004). La 

mitochondrie et le mPTP sont ainsi considérés comme des cibles clés afin de limiter la sévérité des 

lésions de reperfusion. En conséquence, il semble important de pouvoir moduler l’activation du mPTP 

en situation de stress en limitant l’établissement de ce cercle vicieux entre surproduction d’ERO 

mitochondriales (EROmt) et surcharge de calcium (Ca2+).  

 

Ainsi l’objectif de cette thèse a été de développer des stratégies naturelles permettant de 

limiter la surproduction d’ERO mitochondriales en augmentant dans le même temps le niveau de 

compréhension des mécanismes sous-jacents à ces stratégies notamment par une étude de leurs 

conséquences sur la mitochondrie. 

 

Parmi les stratégies existantes, il est largement démontré qu’une alimentation riche en 

antioxydants naturels réduit le risque relatif de mortalité dans de nombreuses pathologies et 

notamment dans les maladies cardiovasculaires (Bjørklund and Chirumbolo, 2017; Nuttall et al., 1999; 

Omenn et al., 1996). Ainsi, dans des modèles expérimentaux, de nombreux antioxydants naturels ont 

été rapportés comme permettant de limiter la sévérité des lésions d’IR (i.e  flavonoïdes : extrait du 

Dracocephalum moldavica et le resveratrol, présent dans le raisin) (Hung et al., 2000; Jiang et al., 2014). 

Néanmoins, les effets bénéfiques de ces stratégies basées sur l’utilisation de composés naturels n’ont 

pour le moment pas été confirmés par des études cliniques (Miller et al., 2005). De manière générale, 

il semble que l’utilisation d’antioxydants lors de l’IR ne soit pas efficace afin de limiter les lésions de 
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reperfusion (Marczin et al., 2003). Plus récemment, compte tenu du rôle clé de la mitochondrie dans 

les lésions d’IR, des molécules permettant de cibler la production d’ERO au niveau mitochondrial ont 

été développées et suscitent un intérêt croissant. Ainsi, l’équipe de M. Murphy au mitochondrial 

Research Center de Cambridge a développé un cation lipophile, le triphénylphosphonium (TPP+), sur 

lequel ils sont capables de « greffer » des molécules telles que des antioxydants, des donneurs de 

monoxyde d’azote (NO) ou même d’y incorporer des sondes fluorescentes. Le ΔΨm étant 

extrêmement électronégatif, les cations lipophiles peuvent alors, en utilisant cette force 

électromotrice, s’accumuler dans les mitochondries. Cette stratégie offre ainsi un moyen très sélectif 

de fournir des antioxydants cationiques aux mitochondries afin de cibler les ERO directement au niveau 

de leurs sites de production. De nombreux dérivés de ces conjugués TPP+ ont émergé et se sont 

montrés efficaces pour limiter la production d’EROmt. On retrouve le TPP+-ubiquinone : MitoQ (Kelso 

et al., 2001) , le TPP+-tocophérol (Smith et al., 1999) et le MitoTEMPO (Ni et al., 2016a; Vendrov et al., 

2015). A ce jour, les seuls antioxydants rapportés comme permettant de cibler la mitochondrie sont 

donc des antioxydants de synthèse. Cependant, il n’y a aucune raison de penser que les propriétés 

chimiques permettant à ces molécules de cibler la mitochondrie ne soient pas également présentes à 

l’état naturel. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit la première étude de cette thèse réalisée en collaboration 

avec la societé Naturex (leader mondial des extraits naturels), et qui s’intéresse à l’utilisation d’un 

antioxydant naturel ciblant la mitochondrie. L’objectif étant de pouvoir cibler directement le stress 

oxydant mitochondrial afin de prévenir la mise en place du cercle vicieux entre EROmt et Ca2+. Pour 

cela, nous avons pu identifier un antioxydant naturel, la sinapine, présente en quantité importante 

dans les plantes de la famille des Brassicaceae, dont les plus connues sont le colza et la moutarde. La 

sinapine est un ester de choline de l’acide sinapique, contenant donc une amine quaternaire chargée 

positivement associé à un groupement phénol. Ces caractéristiques chimiques de la sinapine suggèrent 

que celle-ci pourrait avoir un fort tropisme mitochondrial. 

 

L’objectif de cette première étude de thèse a donc été d’évaluer 1) la capacité de la sinapine à 

entrer dans les cardiomyocytes pour y limiter le stress oxydant mitochondrial et 2) de déterminer 

les effets antioxydants de cette molécule au cours d’un syndrome d’IR myocardique (Etude 1). 
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Parmi les stratégies naturelles capables d’induire une cardioprotection, l’exercice physique est 

aujourd’hui reconnu comme étant certainement la plus efficace. En effet, il est intéressant de noter 

que les effets cardioprotecteurs de l’exercice physique sont aussi bien observés dans des modèles 

expérimentaux de rongeurs (Farah et al., 2013, 2017; Kleindienst et al., 2016) que dans des études 

cliniques (Ejlersen et al., 2017a; Marongiu and Crisafulli, 2014; Peytz et al., 2019). Les effets bénéfiques 

de la pratique régulière d’une activité physique sur la santé cardiovasculaire ont été largement décrits  

(Ignarro et al., 2007; Warburton et al., 2006) et font désormais partie des recommandations de 

l’organisation mondiale de la santé. Néanmoins, les mécanismes physiologiques et cellulaires sous-

jacents permettant d’expliquer les effets bénéfiques de l’exercice physique sur le cœur demeurent mal 

compris (Powers et al., 2008). Récemment, il a été rapporté que cette cardioprotection était fortement 

dépendante de la synthèse de NO par la nitrique oxyde synthétase endothéliale (eNOS) (Calvert John 

W. et al., 2011; Farah et al., 2013). En effet, l’exercice physique perd toute son efficacité lorsqu’il est 

conduit chez des souris déficientes pour le gène de la eNOS ou pour le récepteur β3 adrénergique 

(reconnu comme permettant l’activation de la eNOS en réponse à l’exercice physique) (Calvert John 

W. et al., 2011). L’exercice permet via l’activation de la eNOS d’augmenter la biodisponibilité du NO et 

la S-nitrosylation de nombreuses protéines, notamment au cours des toutes premières minutes de la 

reperfusion (Calvert John W. et al., 2011; Farah et al., 2013). Bien que le NO puisse impacter de manière 

non négligeable la fonction mitochondriale, les effets de l’exercice physique sur la biodisponibilité du 

NO au niveau mitochondrial n’ont à ce jour pas été investigués.  

Une étude récente menée par Sun et ses collaborateurs, a démontré qu’une stratégie de 

préconditionnement ischémique (PreC) est à l’origine d’une translocation de la eNOS vers les 

mitochondries sub-sarcolemmales (SSM) (Sun et al., 2015a). Cette stratégie aboutit à une 

augmentation de la S-nitrosylation des protéines mitochondriales et diminue l’activation du mPTP au 

cours d’un stress calcique (Sun et al., 2015a). De plus, Chouchani et al. (2013) ont pu montrer que 

l’utilisation de mitoSNO, un donneur de NO ciblant les mitochondries, permet d’augmenter la S-

nitrosylation de protéines mitochondriales impliquées dans la surproduction d’ERO au cours de la 

reperfusion et ainsi de limiter la sévérité des lésions de reperfusion (Chouchani et al., 2013). 
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Ainsi la deuxième étude de ce travail de thèse a eu pour objectif d’évaluer 1) l’impact de 

l’exercice physique sur la biodisponibilité du NO au niveau des mitochondries cardiaques et ainsi 2) 

évaluer le rôle du NO dans la modulation de l’établissement d’un cercle vicieux entre production 

d’ERO et surcharge calcique en réponse à un stress (Etude n°2). 
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Chap 1 : Ischémie- Reperfusion : Place de la mitochondrie dans ce 
phénomène 

 

I. Ischémie-reperfusion myocardique : Généralités 

1. Définition et généralités 

L’ischémie se définit comme un déséquilibre entre les besoins en O2 et en nutriments du muscle 

cardiaque et leurs apports par la circulation artérielle coronaire. Dans le cadre de l’infarctus du 

myocarde, l’ischémie résulte d’une obstruction partielle ou totale d’une partie du réseau artériel 

coronaire aboutissant à une réduction ou un arrêt du flux sanguin coronaire. La sévérité des lésions 

liées à l’ischémie va dépendre de l’étendue de la zone ischémiée et de la durée de l’ischémie (De Luca 

Giuseppe et al., 2004; Reimer and Jennings, 1979; Reimer et al., 1977). Une courte durée d’ischémie 

n’induit généralement que peu de conséquences néfastes et irréversibles. En revanche, si l’ischémie 

est maintenue pendant un laps de temps plus important, elle va être à l’origine de désordres de 

l’homéostasie cellulaire conduisant à des complications rythmiques et à la mort des cellules 

contractiles du myocarde aboutissant in fine à l’établissement d’une zone infarcie. La restauration du 

flux sanguin s’avère cruciale afin de sauver le myocarde et constitue à ce jour la seule intervention 

efficace, on parle alors de reperfusion (Figure 1). Depuis plus de 20 ans, plusieurs méthodes ont été 

développées afin de restaurer le flux sanguin et permettre l’optimisation de la reperfusion post-

ischémique (Braunwald, 2011; Ivanes et al., 2010). Parmi les méthodes aujourd’hui employées on 

retrouve : l’utilisation d’agents thrombolytiques permettant la dissolution chimique du caillot sanguin, 

la réalisation d’une angioplastie coronaire permettant d’élargir mécaniquement le diamètre de l’artère 

ou encore la réalisation d’un pontage coronarien. Comme évoqué précédemment, bien qu’elle soit 

indispensable à la survie du myocarde, la reperfusion est considérée comme « une épée à double 

tranchant » (Jennings and Reimer, 1983; Verma et al., 2002) car elle se retrouve associée à des lésions 

qui lui sont propres (Braunwald and Kloner, 1985) regroupées sous le terme de lésions de reperfusion 

(Figure 1). Les lésions de reperfusion constituent une fenêtre d’action thérapeutique afin de tenter de 

limiter la sévérité de l’infarctus. 

Il est courant de considérer les lésions dues à l’IR comme une entité composite puisque la 

reperfusion ne peut jamais se produire indépendamment de l’ischémie. Afin de mieux comprendre les 
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dysfonctions liées à l’IR et de manière à décrire précisément les évènements liés à l’ischémie et ceux 

survenant lors de la reperfusion, les deux phénomènes seront décrits indépendamment l’un de l’autre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Lésions d’ischémie 

En condition physiologique, lorsque le flux sanguin coronaire assure un apport adéquat en 

oxygène (O2) et en nutriments au tissu cardiaque, l’énergie (synthétisée sous forme d’ATP) requise 

pour l’activité contractile du myocarde est essentiellement dépendante du métabolisme oxydatif. 

Cependant en condition ischémique, l’apport en O2 devient insuffisant pour permettre la respiration 

cellulaire (Figure 2-(1)). La conséquence immédiate est un ralentissement de la chaîne respiratoire 

mitochondriale et donc la diminution de la production d’ATP. La glycolyse anaérobie se met alors en 

place dans les 30 secondes suivant l’occlusion de l’artère coronaire (Jennings and Reimer, 1983). 

Toutefois, son apport énergétique reste insuffisant pour permettre un fonctionnement normal du 

Figure 1 : La reperfusion post-ischémique, une épée à double tranchant dans la survie du tissu myocardique 
(Adaptée de Hausenloy et al., 2013) 
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cœur et conduit à une acidose cellulaire délétère pour la cellule (Figure 2-(2)). Afin de limiter la baisse 

du pH, l’échangeur Na+/H+ (NHE) s’active afin d’expulser les protons. Néanmoins, ce mécanisme de 

régulation va aboutir à une accumulation intracellulaire en ions Na+ (Kloner and Jennings, 2001; 

Manning et al., 1984) exacerbée par l’inhibition de la pompe Na+/K+ ATPase et ainsi engendrer 

l’activation en mode « reverse » de l’échangeur Na+/Ca2+ (NCX). Ceci a finalement comme conséquence 

une augmentation marquée de la concentration calcique cytosolique (Allen and Xiao, 2003) (Figure 2-

(4)). Il a également été démontré qu’une augmentation de la concentration intracellulaire en 

adénosine diphosphate (ADP), reflétant une altération du statut énergétique cellulaire, est à l’origine 

d’une libération des stocks intracellulaires de Ca2+ par le réticulum sarcoplasmique (RS) (Meis and 

Vianna, 1979). Cette surcharge calcique est la cause de nombreux dommages cellulaires durant 

l’ischémie expliqués notamment par une sur-activation des calpaines (Garcia-Dorado et al., 2012; 

Inserte et al., 2012), une production résiduelle d’ERO mitochondriales et une contracture ischémique 

(Figure 2-(5 et 6)). Ces désordres cellulaires vont finalement aboutir à une mort des cellules par nécrose 

(pour plus de détails sur la nécrose voir Chap1/I/3/3.4.1) (Allen and Xiao, 2003) (pour un résumé voir 

Figure 2). 

Au cours d’une ischémie de courte durée (moins de 15 minutes), les lésions sont qualifiées de 

réversibles. En effet, lors de la reperfusion les cellules de la zone ischémiée retrouveront un 

métabolisme normal dans les heures ou dans les jours suivants cette reperfusion (Kloner and Jennings, 

2001). À contrario, pour une ischémie de plus longue durée (supérieure à 15 minutes), un phénomène 

de mort cellulaire est mis en place ayant pour conséquence l’apparition d’une zone infarcie plus 

connue sous le nom d’infarctus (Bolli and Marbán, 1999). À l’échelle tissulaire, ces lésions sont 

notamment caractérisées par la présence d’inclusions intra-mitochondriales denses et de ruptures 

membranaires pouvant mener à la fuite de composants cellulaires et à une anarchie architecturale 

(Allen and Orchard, 1987). La nécrose associée à l’agression ischémique est alors d’autant plus 

importante que la durée de l’ischémie est maintenue, s’étendant progressivement de l’endocarde vers 

l’épicarde (Reimer and Jennings, 1979). 
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3. Lésions de reperfusion 

La reperfusion coronaire bien que nécessaire afin de sauver le tissu ischémié, entraîne 

paradoxalement une aggravation des désordres cellulaires provoquée lors de l’ischémie (Figure 1). Les 

désordres liés à la reperfusion ont été décrits pour la première fois par Jenning et ses collaborateurs 

en 1960 (Jennings et al., 1960). Ils ont rapporté que la reperfusion était à l’origine d’un gonflement des 

cellules cardiaques, associé à une altération du sarcolemme ainsi qu’à une contracture des 

myofibrilles. Tout ceci conduit à l’établissement de quatre types de lésions cardiaques : i) un 

phénomène de sidération myocardique, qui correspond à un dysfonctionnement mécanique qui 

Figure 2 : Schéma représentant les principales modifications au sein du cardiomyocyte 
au cours de l’ischémie (Adaptée de Hausenloy et al., 2013). 
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persiste après la reperfusion malgré l’absence de dommages irréversibles et malgré la restauration 

d’un flux coronaire normal (Braunwald and Kloner, 1982) ; ii) un phénomène de « no-reflow », défini 

comme l’incapacité de reperfuser une région précédemment ischémiée ; iii) L’apparition de troubles 

du rythme ; et iv) une exacerbation de la mort cellulaire lors des premières minutes de la 

reperfusion. Même si les quatre lésions seront décrites par la suite, l’exacerbation de la mort cellulaire 

au cours de la reperfusion post-ischémique semble à ce jour représenter la principale complication du 

syndrome d’IR.  

 

3.1. La sidération myocardique 

Le « stunning » ou sidération myocardique, caractérisé pour la première fois par Heyndrick et 

al. (1975), définit l’état d’une ou plusieurs zones du myocarde qui présentent une contractilité 

anormale à la suite d’une occlusion coronaire et qui persiste à la reperfusion en dépit d’un débit de 

reperfusion normal. La sévérité de ce phénomène est dépendante de plusieurs facteurs tels que la 

durée de l’ischémie, la taille de la zone ischémiée et les conditions de charges (Bolli, 1995). Parmi les 

nombreux mécanismes responsables de cette sidération myocardique proposés dans la littérature 

scientifique, les plus connus sont : i) la surcharge calcique, en lien avec l’altération du couplage 

excitation-contraction (CEC) des cardiomyocytes et ii) la production d’ERO (Bolli and Marbán, 1999). 

En effet, la diminution de la charge en Ca2+ du RS et l’augmentation du Ca2+ cytosolique sont 

responsables d’une réduction de l’amplitude du transitoire calcique, à l’origine d’une altération de la 

contraction des cardiomyocytes (Valverde et al., 2010). Par ailleurs, en plus d’être impliquées dans les 

troubles de l’homéostasie calcique cellulaire, les ERO produites en début de reperfusion ont également 

pour cibles les protéines contractiles. En effet, l’oxydation des myofilaments est à l’origine d’une 

altération de leur contractilité (Gao et al., 1995). La dissipation de ces altérations de contractilité 

ventriculaire post-ischémique peut nécessiter un délai allant de quelques heures à plusieurs jours 

selon la sévérité de l’ischémie. 
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3.2. Le phènomène de no-reflow 

Le phénomène de « no-reflow » défini pour la première fois par Kloner et al. (1974) est 

caractérisé par l’absence du rétablissement immédiat de la perfusion coronaire après reperfusion du 

territoire myocardique préalablement ischémié (Kloner et al., 1974). En termes de dommages 

« anatomiques », d’après les études menées sur ce phénomène, il semble que la gravité du « no-

reflow » puisse s’expliquer par différents phénomènes, tels qu’un gonflement des cellules 

endothéliales et l’apparition d’œdèmes cellulaires à l’origine d’une compression des microvaisseaux. 

D’un point de vue fonctionnel, le phénomène de « no reflow » résulte principalement d’une altération 

de la fonction endothéliale des microvaisseaux liée à la production d’ERO par les neutrophiles 

circulants ainsi que par les cellules endothéliales elles-mêmes (Schwartz and Kloner, 2012). En effet, il 

a été rapporté que l’altération de la fonction endothéliale lors de l’IR est responsable d’une réduction 

de libération de NO (Farah et al., 2017). La moindre biodisponibilité du NO vasculaire, connu pour ses 

propriétés vasodilatatrices (Furchgott and Zawadzki, 1980), contribue à augmenter l’adhésion des 

neutrophiles à la paroi vasculaire et favorise le phénomène de « no reflow » (Ma et al., 1993). 

 

3.3. Les troubles du rythme liés à la reperfusion 

La reperfusion est également associée à des troubles du rythme allant de l’extrasystole à la 

fibrillation ventriculaire réversible ou irréversible, pouvant mener à la mort du sujet (Manning et al., 

1984). Ces phénomènes arythmiques semblent surtout apparaître durant les premières minutes de la 

reperfusion et semblent être influencés par différents facteurs comme la durée de l’ischémie et le 

stress oxydant (Nakaya et al., 1992). Ces troubles du rythme cardiaque trouvent leurs origines dans les 

altérations du potentiel de membrane associées aux modifications des concentrations ioniques 

intracellulaires lors de l’ischémie myocardique (Corr and Witkowski, 1983). Il est également rapporté 

que les cellules proches de la zone infarcie sont plus sensibles aux courants réentrants favorisant ainsi 

l’apparition d’évènements arythmiques (Ideker et al., 1981). Finalement, les lésions dues à la 

reperfusion et leurs conséquences sur l’hétérogénéité fonctionnelle et structurelle de la paroi du 

muscle cardiaque peuvent favoriser les phénomènes arythmiques. 
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3.4. La mort cellulaire myocardique 

De par ses conséquences irréversibles, la mort cellulaire représente la principale complication 

du syndrome d’IR. Elle est due dans un premier temps à l’ischémie elle-même puis à la reperfusion qui 

pour rappel est à l’origine de lésions qui lui sont propres. La mort des cardiomyocytes au cours de l’IR 

résulte de 4 processus différents que sont la nécrose, l’apoptose, l’autophagie et la nécroptose (Chiong 

et al., 2011). 

 

3.4.1. Nécrose 

Dans les premières minutes de la reperfusion, un mécanisme de mort cellulaire par nécrose se 

met en place. Ce phénomène au cours de l’IR résulte principalement de la déplétion en ATP survenant 

au cours de l’ischémie, responsable d’une incapacité de la cellule à maintenir son activité vitale. En 

effet, l’inactivation des canaux ioniques ATP-dépendants au cours de l’ischémie conduit i) à une 

altération de l’homéostasie ionique cellulaire conduisant à la contracture et au gonflement des 

cardiomyocytes, ii) à des altérations de l’intégrité des membranes cellulaires et finalement iii) à une 

rupture létale de la cellule (Murphy and Steenbergen, 2008) (Figure 3-A). La mort des cellules par 

nécrose a notamment comme conséquence majeure l’activation d’une réponse inflammatoire. De 

plus, la surcharge calcique au cours de l’IR peut induire une activation des calpaines également 

impliquées dans une protéolyse et finalement dans des altérations de l’intégrité membranaire. Lors de 

la reperfusion, les altérations mitochondriales responsables d’une limitation de la synthèse d’ATP et 

d’une production accrue d’ERO vont prolonger ce processus nécrotique en activant le mPTP (Murphy 

and Steenbergen, 2008). Ainsi, la mitochondrie et l’activation du mPTP sont aujourd’hui reconnues 

comme étant des acteurs majeurs de la mort cellulaire par nécrose au cours de l’IR (Murphy and 

Steenbergen, 2008). Le mécanisme de mort cellulaire associé à l’ouverture du mPTP sera détaillé dans 

le Chap 1/II/2/2.3. 

 

3.4.2. Apoptose 

L’apoptose est définie comme le processus de mort cellulaire « programmée » pouvant être 

activé par différents facteurs (Kerr et al., 1972). Elle est régulée par la balance entre facteurs de mort 
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(facteurs pro-apoptotiques : Bid, Bax et Bak) et signaux de survie cellulaire (facteurs anti-

apoptotiques : Bcl-2 et Bcl-xL). Elle consiste en une séquence d’altérations morphologiques 

comprenant une condensation du cytoplasme et de la chromatine nucléaire, une fragmentation 

internucléosomique de l’ADN, un rétrécissement cellulaire sans relargage du matériel intracellulaire et 

la formation de protubérances au niveau de la membrane plasmique conduisant à la formation de 

corps apoptotiques qui seront ultérieurement phagocytés (Figure 3-B). Le signal de mort cellulaire au 

cours de l’apoptose est essentiellement transmis par l’activation des caspases, une famille de 

protéases à cystéine, responsable du clivage de l’ADN et des composants protéiques essentiels à la 

survie cellulaire (van Gurp et al., 2003; McIlwain et al., 2013). En effet, celles-ci sont synthétisées sous 

forme inactive de pro-caspase dans le cytosol. Une fois la voie des caspases activée, les caspases 

initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10), clivent les caspases effectrices (caspases 3 et 7), elles-mêmes 

capables d’inactiver l’enzyme poly ADP-ribose polymérase (PARP), provoquant la fragmentation de 

l’ADN par les endonucléases. Les mécanismes qui conduisent à la mort cellulaire au cours de l’IR ne 

sont pas complétement élucidés. Néanmoins, on sait aujourd’hui que le processus d’apoptose 

implique 2 voies bien distinctes : i) une voie extrinsèque et une ii) voie intrinsèque. La voie 

extrinsèque correspond à un processus non mitochondrial, lié aux récepteurs membranaires, 

impliquant principalement le récepteur Fas. En effet, son activation induit la formation de la caspase 

8, elle-même responsable de l’activation de la caspase 3, véritable plaque tournante de la signalisation 

apoptotique (Tummers and Green, 2017). La voie intrinsèque quant à elle, implique la mitochondrie 

(Crow et al., 2004; Wang and Youle, 2009) (Figure 3-B). En effet, l’activation du mPTP provoque la 

libération dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques par la mitochondrie dont les plus connus sont 

le cytochrome c (cyt c) et l’AIF (Facteur d’induction de l’apoptose) (Kinnally et al., 2011; Wang, 2001). 

Cette phase de libération est contrôlée par des protéines de la famille des Bcl-2. Ainsi, Bax est capable 

d’induire la libération du cyt c, tandis que Bcl-2 peut la bloquer. Dans le cytosol, le cyt c interagit avec 

l’Apoptotic Protease Activating Factor 1 (APAF-1), formant un complexe appelé l’apoptosome. Ce 

complexe active ensuite la caspase 9, elle-même capable d’activer la caspase 2 induisant la 

fragmentation de l’ADN et la mort cellulaire par apoptose (Boatright and Salvesen, 2003). 

Pendant longtemps, la communauté scientifique pensait que la mort cellulaire des 

cardiomyocytes suite à l’IR était exclusivement nécrotique. De nombreuses études confirment 

aujourd’hui que l’ischémie à elle seule peut déclencher l’apoptose et que la reperfusion accélère ce 

processus apoptotique (Eefting et al., 2004; Fliss and Gattinger, 1996). Ceci s’explique principalement 
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Figure 3 : Les différents types de mort cellulaire au cours de l'ischémie-reperfusion. 

par une augmentation de la surcharge calcique et de la production d’ERO au cours de l’IR (Fliss and 

Gattinger, 1996; Webster, 2012). 

3.4.3. Autophagie 

L’autophagie est un processus physiologique mis en jeu afin d’éliminer les organites et/ou les 

macromolécules cellulaires endommagés afin de maintenir l’homéostasie cellulaire. On sait 

aujourd’hui que ce processus de mort cellulaire est potentialisé au cours de l’IR, néanmoins son rôle 

fait l’objet de controverses (Przyklenk et al., 2012). En effet, l’induction de l’autophagie peut être 

protectrice ou délétère selon le modèle d’étude (Gustafsson and Gottlieb, 2009). Certaines études 

suggèrent que les voies intracellulaires de l’autophagie mises en jeu au cours de l’ischémie et de la 

reperfusion ne sont pas les mêmes. Durant les premières minutes de la reperfusion, l’autophagie 

exacerbe la mort cellulaire, via l’activation de Beclin 1. Des facteurs comme l’augmentation des ERO, 

un stress du réticulum endoplasmique ou encore une augmentation du Ca2+ intracellulaire contribuent 

à expliquer ce phénomène (Figure 3-C) (Gottlieb and Mentzer, 2010). Au cours de l’ischémie, la 

déplétion en ATP conduit à une autophagie induite par l’activation de l’AMP-activated protein kinase 

(AMPK) qui semblerait pouvoir être cardioprotectrice. Un autre acteur principal de l’activation de 

l’autophagie au cours de l’ischémie est Bnip3. Ainsi, il semblerait que l’autophagie soit un processus 

bénéfique au maintien de l’homéostasie cellulaire en cas de réponse à un stress ischémique modéré, 

mais puisse devenir délétère en cas de stimulation excessive induite par une ischémie prolongée et 

une production exacerbée d’ERO au cours de la reperfusion (Figure 3-C).  
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3.4.4. Necroptose 

Ces dernières années, de nombreux chercheurs ont mis en évidence un nouveau mécanisme de 

mort cellulaire au cours de l’IR : la nécroptose. Cette forme de nécrose programmée est caractérisée 

par un dysfonctionnement mitochondrial, une forte production d’ERO, un gonflement des cellules, une 

rupture de la membrane plasmique et un relargage du contenu cytoplasmique dans le milieu 

extracellulaire (Adameova et al., 2016, 2017). Tout comme l’apoptose, celle-ci est programmée mais 

présente néanmoins des caractéristiques similaires à la nécrose (Vandenabeele et al., 2010). Elle doit 

être distinguée de la nécrose classique, puisqu’elle est activée par des facteurs bien spécifiques 

(Vandenabeele et al., 2010). En effet, on sait aujourd’hui que 2 voies distinctes peuvent être impliquées 

dans la nécroptose : i) un mécanisme qui dépend de l’activation des récepteurs membranaires de mort 

(TNFR : Tumor necrosis factor receptor ou TRAILR : TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) et ii) un 

processus indépendant des récepteurs de mort (Toll-like (TLR)). Dans les deux cas ceci conduit à 

l’activation des kinases RIPK1 et RIPK3 (Receptor Interacting Protein Kinase) et à la formation d’un 

nécrosome (ou complexe IIB). L’une des cibles importantes de RIPK3 est la protéine MLKL (Mixed 

Lineage Kinase domain-Like protein) qui s’oligomérise et forme des pores dans les membranes 

intracellulaires et plasmiques, conduisant in fine à la mort cellulaire suite à une altération de la 

membrane plasmique. La nécroptose est stimulée dans des conditions où la caspase 8 n’est pas active 

ou n’est pas disponible et est inhibée par la nécrostatine, un inhibiteur de la kinase RIPK1. 

Bien que le rôle de la nécroptose dans les lésions d’IR soit bien connu (Koshinuma et al., 2014), 

seul un nombre très limité d’études ont étudié l’importance des mitochondries dans ce phénomène 

(Davidson et al., 2020; Hou et al., 2018; Rohde et al., 2017). Il semblerait que l’ischémie et la 

reperfusion soient à l’origine d’une augmentation de l’expression et de la phosphorylation de RIPK1 et 

RIPK3, mais également de l’expression de la MLKL et de PGAM5 (Serine/threonine-protein 

phosphatase), protéine déphosphorylante connue comme un régulateur clé de la dynamique 

mitochondriale. Au cours de l’IR, RIPK3 se transloque au niveau des mitochondries afin d’activer 

PGAM5 qui va elle-même déphosphoryler et activer Drp1 (Dynamin-1 like protein), conduisant à une 

fission des mitochondries synonyme d’une altération mitochondriale. De plus, certaines études 

démontrent que l’activation de CaMKII (Ca2+-calmodulin protein Kinase) par RIPK3 conduit à la 

nécroptose via l’activation du mPTP (Figure 4). Ceci est en accord avec certaines études qui suggèrent 

que l’ouverture du mPTP est nécessaire à l’induction de la nécroptose et que la cyclophyline D 

(régulateur clé du mPTP ; Cyp D) joue un rôle clé dans ce phénomène. En effet, l’utilisation de 
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nécrostatine (un inhibiteur de la kinase RIPK1), prévient la nécroptose chez des souris contrôle (Wild 

Type) mais n’a aucun effet chez des souris KO pour la Cyp D (CypD-/-). Ainsi, la Cyp D serait nécessaire 

à l’induction de la nécroptose, via l’activation du mPTP (Lim et al., 2007). Une autre étude menée par 

Hou et al. en 2018 (Hou et al., 2018), démontre que l’inhibition de RIP3 par un siRNA prévient la 

fragmentation mitochondriale en prévenant l’activation de Drp1. Tout ceci démontre que la 

dysfonction mitochondriale, observée au cours de l’IR, conduit finalement à la formation d’un 

nécroptosome constitué de RIP1, RIP3 et MLK et que tout ceci conduit à la mort cellulaire par 

necroptose. Malgré tout, plus d’études sont nécessaires de manière à accroître la compréhension de 

ces mécanismes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

d’un ensemble de mécanismes impliquant la nécrose, l’apoptose, l’autophagie et la nécroptose. La 

distinction entre ces différentes voies de mort cellulaire pourrait ne pas avoir de sens, puisqu’elles 

semblent être interconnectées et la mise en place de ces différents types de mort cellulaire semble en 

partie liée à l’environnement cellulaire (Golstein and Kroemer, 2007; Zong and Thompson, 2006). Le 

nombre considérable d’acteurs mis en jeu dans l’activation des voies de mort cellulaire au cours de l’IR 

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

Figure 4 : Mécanismes d’induction de la nécroptose. 
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3.5. Les médiateurs de la mort cellulaire au cours de la reperfusion 

post-ischémique 

A l’échelle cellulaire, la réintroduction brutale d’O2 (Figure 5-(1)) conduit à la production massive 

d’ERO, elles mêmes responsables d’un stress oxydatif délétère pour la cellule (Figure 5-(2)) (Zweier 

and Talukder, 2006). Ces dernières vont d’une part réduire la biodisponibilité de molécules endogènes 

cardioprotectrices comme le NO, altérer le fonctionnement du RS, induisant ainsi une surcharge 

calcique intracellulaire. Il semblerait que l’ouverture des récepteurs à la ryanodine (RyR), principaux 

canaux de libération de Ca2+ par le RS, soit contrôlée par les ERO (Donoso et al., 2011). En effet, il a été 

démontré que la NADPH oxydase et le canal RyR sont tous les deux localisés au niveau des tubules 

transverses (tubule T) des cardiomyocytes (Prosser et al., 2011) et que la NADPH oxydase contrôlerait 

l’ouverture du RyR. Ainsi, l’augmentation de la production d’ERO après la reperfusion myocardique 

pourrait conduire à une augmentation de la libération de Ca2+ par le RS. Cette augmentation de Ca2+ 

cytosolique puis mitochondriale (aggravée par la réoxygénation de la chaîne respiratoire 

mitochondriale et la restauration du ΔΨm) (Figure 5-(3)), ainsi que l’exacerbation de la production 

d’ERO vont dépasser les mécanismes d’adaptation cellulaire et entrainer d’une part, un phénomène 

de contracture sarcomérique (responsable de l’effet de sidération myocardique) (Figure 5-(4)) et, 

d’autre part, l’ouverture du mPTP (Figure 5-(5)). Celui-ci une fois activé, va conduire à la dissipation du 

ΔΨm, à un arrêt de la synthèse d’ATP et à un gonflement de la matrice causée par une entrée massive 

d’eau et d’ions dans la mitochondrie pouvant aller jusqu’à la rupture des membranes mitochondriales. 

Ceci pourra conduire à la libération de molécules pro-apoptotiques comme le cyt c ou l’AIF dans le 

cytosol et l’initiation de la mort cellulaire par apoptose (Halestrap et al., 2004) (pour un résumé voir 

Figure 5). Le rôle de la mitochondrie dans les lésions d’IR et dans les différentes stratégies de 

cardioprotection sera décrit plus en détail dans la partie Chap 1/ II du manuscrit. 
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II. La mitochondrie dans l’Ischémie-Reperfusion  

1. Fonctionnement cardiaque et mitochondrie 

Bien qu’il ne représente que 0,4% du poids d’un individu, le myocarde, est considéré comme le 

tissu le plus oxydatif du corps humain, puisqu’il utilise près de 11% de la consommation d’O2 totale de 

l’organisme et que 90% de la production de l’énergie cardiaque provient du métabolisme oxydatif 

(Mootha et al., 1997; Rolfe and Brown, 1997). L’O2 moléculaire est utilisé pour la synthèse d’ATP par 

les mitochondries. Celles-ci représentent 20 à 40% du volume cardiomyocytaire. Dans des conditions 

normales de contraction (normoxie), le myocarde, utilise environ 1 mM ATP.s-1 et ses faibles réserves 

en énergie (environ 8 mM d’ATP et 15 mM de phosphocréatine) ne lui permettent que quelques 

secondes d’autonomie. Ainsi, la phosphorylation oxydative (OXPHOS), représente le seul mécanisme 

Figure 5 : Schéma représentant les principales modifications cardiomyocytaires au cours de l’ischémie-reperfusion. 
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de synthèse d’ATP permettant un flux suffisant d’énergie, d’où la dépendance du cœur pour l’O2 et 

l’importance des mitochondries dans la respiration cellulaire. Ainsi, toute altération du 

fonctionnement des mitochondries peut être fatale pour la survie de la cellule cardiaque. 

 

1.1. Les mitochondries : Généralités 

1.1.1. Origine 

La théorie endosymbiotique développée dans les années 60 par Lynn Margulis est aujourd’hui 

communément acceptée afin d’expliquer l’origine des mitochondries. En effet, celles-ci ont évolué à 

partir d’une α-protéobactérie endocytée par une cellule eucaryote ancestrale. Une telle hypothèse sur 

l’origine de la mitochondrie a été suggérée par la mise en évidence, en 1963 de l’ADN mitochondrial 

(ADNmt) qui diffère de l’ADN nucléaire (Nass and Nass, 1963). On a longtemps pensé que les 

mitochondries étaient exclusivement d’hérédité maternelle, mais une étude récente semblerait 

pouvoir bouleverser ce concept en montrant que certaines mitochondries contiennent de l’ADNmt 

paternel (Luo et al., 2018). Néanmoins, la généralisation de cette transmission de mitochondries 

d’origine paternel reste un sujet très controversé (Rius et al., 2019) et d’autres études sur le sujet 

méritent d’être menées.  

 

1.1.2. Structure  

Bien qu’il ait été mis en évidence différentes formes de mitochondries (cylindriques, arrondies) 

(Palade, 1952), la structure caractéristique de base demeure la même. La mitochondrie est formée de 

deux membranes bien distinctes une membrane externe et une membrane interne formant de 

nombreuses invaginations ou crêtes (Figure 6). Ces membranes sont très différentes dans leur 

composition et délimitent un espace intermembranaire et un espace matriciel. La composition 

biochimique des différents compartiments mitochondriaux ainsi délimités reflète les fonctions qui y 

sont associées. La structure détaillée des mitochondries a déjà fait l’objet de nombreuses revues de 

littérature et ne sera donc pas un point central de ce manuscrit (Hom and Sheu, 2009). Pour résumé 

(Figure 6), on peut observer que la membrane externe mitochondriale est composée de 60% de 

protéines de 40% de lipides et est perméable aux petites molécules (< 10 kDa), en raison de la présence 
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d’un certain nombre de porines, tel que VDAC (Voltage Dependant Anion Channel). La membrane 

interne est quant à elle composée de 75% de protéines et de 25% de lipides et est complétement 

imperméable, même aux petites molécules (excepté l’O2, le CO2 et l’H2O). Elle est majoritairement 

composée des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. La matrice mitochondriale 

renferme l’ADNmt et les enzymes du cycle de Krebs. Ces quelques éléments caractéristiques des 

mitochondries sont aussi résumés dans la revue de littérature « Exercise training protects the heart 

against ischemia-reperfusion injury : A central role for mitochondria ? » publiée au cours de mon 

travail de thèse (Boulghobra et al., 2020a) et disponible dans le Chap 2/IV du manuscrit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Principales caractéristiques des différents compartiments de la mitochondrie cardiaque. 
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Bien que les mitochondries possèdent leur propre ADN, une partie importante des protéines 

essentielles à leur bon fonctionnement sont codées par le génome nucléaire de la cellule « hôte ». Les 

mitochondries sont donc très bien adaptées structurellement et fonctionnellement à la physiologie de 

cette cellule hôte. La cellule cardiaque contient entre 7000 et 10000 mitochondries organisées sous la 

membrane plasmique (mitochondries subsarcolemmales, SSM), rangées entre les myofilaments 

(mitochondries intermyofibrillaires, IFM) ou encore autour du noyau (mitochondries perinucléaires, 

PN) avec une très forte densité en crêtes et une activité enzymatique très élevée. En plus de leur 

localisation particulière, ces sous-populations de mitochondries peuvent aussi se différencier par leurs 

morphologies et leurs propriétés biochimiques. Les SSM, sont plus variables en forme et en taille tandis 

que les IFM sont plutôt uniformes (majoritairement lamelliformes) et de même taille. Au vu de leur 

localisation, les IFM sont directement impliquées dans la contraction et possèdent des capacités de 

régulation métabolique et calcique supérieures aux SSM. De manière intéressante, la protéine 

membranaire connexine 43 (Cx43) également connue sous le nom de GJA1, est uniquement présente 

au niveau des SSM (Boengler et al., 2009). Ceci pourrait contribuer à expliquer les différences 

fonctionnelles qu’il existe entre IFM et SSM, car plusieurs études ont reporté que la Cx43 

mitochondriale était capable de réguler la respiration mitochondriale, au niveau du complexe I de la 

chaîne de transfert des électrons (CTE) et ainsi de moduler la production d’ERO et la synthèse d’ATP 

(Denuc et al., 2016; Heinzel et al., 2005). Par ailleurs, il a également été démontré que les SSM de par 

leur localisation (sous-sarcolemmale) jouent un rôle clé dans la sensibilité d’une cellule à l’IR (García-

Niño et al., 2017a; Kuznetsov and Margreiter, 2009a). En effet, cette sous population de mitochondries 

est exposée à des niveaux d’O2 importants (Kuznetsov and Margreiter, 2009b) et est également plus 

sensible à la surcharge calcique et à l’inhibition de la phosphorylation oxydative que les IFM (García-

Niño et al., 2017a; Holmuhamedov et al., 2012). 

 

1.2. Mitochondrie et métabolisme énergétique cardiaque 

En normoxie, l’énergie nécessaire au bon fonctionnement du cœur provient majoritairement de 

quatre substrats énergétiques : des acides gras (60 à 90%), des glucides (glucose, 8 à 30% et lactate, 

10%), des corps cétoniques (5 à 15%) et des acides aminés (< 5%). Dans le myocarde normal, les sources 

principales d’énergie proviennent de la β-oxydation des acides gras, du glucose et du lactate. Ce 

métabolisme conduit à une production d’ATP au prix d’une consommation d’O2 variable selon le 
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substrat, la voie métabolique mis en jeu, la charge de travail cardiaque ainsi que le statut hormonal et 

la charge nutritionnelle. Quel que soit le substrat présent dans la circulation coronaire, dans chaque 

cas il existe des voies de dégradation pour transformer le substrat d’origine en acétyl-Coenzyme A 

(l’acétyl-CoA). En effet, l’acétyl-CoA produit dans le cytoplasme par la glycolyse et par la β-oxydation 

des acides gras dans la mitochondrie va entrer dans le cycle de Krebs. Chaque tour de cycle permet de 

produire à partir d’une molécule d’acétyl-CoA des coenzymes réduits (NADH et à moindre degré 

FADH2), donneurs d’électrons de haute énergie. Ce flux d’électrons est pris en charge par différentes 

réactions d’oxydo-réduction assurées par les quatre complexes de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (complexe I à IV). Selon la théorie de Mitchell (Mitchell, 1966), l’énergie libre produit 

par la ré-oxydation des cofacteurs et convertie sous la forme d’un gradient de protons généré par le 

transfert d’électrons le long de la chaîne respiratoire mitochondriale (complexe I à IV) est utilisée par 

l’ATP synthase (complexe V) pour catalyser la réaction phosphorylante de l’ADP en ATP en présence 

de Phosphate inorganique (Pi). 

Pour plus de détail, la chaine respiratoire mitochondriale est composée de 5 complexes 

protéiques et de deux transporteurs solubles le coenzyme Q (ubiquinone) faisant la navette entre les 

complexes I, II et III et le cyt c lié à la cardiolipine assurant le transport des électrons du complexe III à 

IV. Ces complexes passent d’un état réduit à oxydé grâce au transfert d’électrons d’un complexe à un 

autre. Les molécules de NADH (produites par la β-oxydation, et le cycle de Krebs) sont oxydées par le 

complexe I (ou NADH déshydrogénase) tandis que le complexe II (ou succinate déshydrogénase) oxyde 

le FADH2 (produit par le cycle de Krebs et la β-oxydation). Les électrons provenant du complexe I et II 

sont transférés à l’ubiquinone (coenzyme Q), puis acheminés au complexe III (ou coenzyme Q 

cytochrome c réductase) et au complexe IV (ou cyt c oxydase), via le cyt c. La chaîne des 

oxydoréductions aboutit finalement à la réduction de l’O2 moléculaire en eau par le complexe IV. Ces 

transferts successifs d’électrons s’accompagnent d’une translocation de protons de la matrice vers 

l’espace intermembranaire au niveau des complexes I, III, IV ce qui crée un gradient de concentration 

de protons (ou gradient de pH), et un ΔΨm à travers la membrane interne. Les protons ainsi expulsés 

de la matrice vont, du fait d’un gradient électrochimique favorable, retourner dans la matrice en 

empruntant le « canal » d’une protéine particulière appelée F0/F1 ATP synthase (ou complexe V). Le 

flux de protons va alors activer l’ATP synthase et permettre la synthèse d’ATP à partir d’ADP et de Pi 

(Figure 7). Le maintien de ce gradient électrochimique, encore appelé force protomotrice est donc un 

élément indispensable au rôle énergétique de la mitochondrie. Mais au-delà de ces considérations, il 

conditionne l’homéostasie cellulaire toute entière en influençant la composition chimique de la 
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matrice et du cytosol, en régulant la production d’ERO et en participant à la régulation de la mort 

cellulaire par l’intermédiaire de son action sur la transition de perméabilité mitochondriale (Lemasters 

et al., 1999). 

Plusieurs facteurs permettent de réguler la respiration mitochondriale en modulant la production des 

coenzymes réduits (NADH et FADH2), dont notamment : la disponibilité des substrats de l’OXPHOS 

(ADP et Pi), l’activité des déshydrogénases régulée par la concentration de Ca2+ matriciel (Tarasov et 

al ; Cell calcium,2012) (pour plus de détails voir Chap1/II/2.1.1) et aussi de manière intéressante dans 

le le contexte de nos travaux, la voie du NO. En effet, le NO a été démontré comme inhibant la 

respiration mitochondriale, notamment en rentrant en compétition avec l’O2 au niveau du complexe 

IV (pour plus de détails voir Chap2/II/2/2.2). 

 

 

 

 

Figure 7: Respiration mitochondriale. 
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Figure 8 : La mitochondrie au centre de l’homéostasie cellulaire. 

1.3. La mitochondrie au centre de l’homéostasie cellulaire 

Les mitochondries, qui ont longtemps été considérés uniquement comme les poumons de la 

cellule, sont aujourd’hui reconnues comme jouant de nombreux rôles afin d’assurer un 

fonctionnement cellulaire cohérent. Ainsi, en plus de leur rôle central dans l’énergétique cellulaire, 

elles participent à de nombreux processus dont notamment la régulation du pH (Wei et al., 2011), la 

synthèse d’hormones stéroïdes, la thermogénèse (Cannon and Nedergaard, 2008), l’homéostasie du 

glucose, la sécrétion d’insuline (Jitrapakdee et al., 2010), l’homéostasie ionique et la production d’ERO 

(Starkov, 2008) (Figure 8). Considérant le rôle clé de l’interaction entre homéostasie calcique et 

production d’ERO dans les désordres fonctionnels de la mitochondrie au cours de l’IR, ces deux points 

seront particulièrement développés dans la suite du manuscrit. 
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2.  Altérations mitochondriales liées à l’ischémie-reperfusion 

Il est maintenant bien admis que les mitochondries occupent une place centrale dans les lésions 

cardiaques observées au cours de l’IR (Kuznetsov et al., 2019; Yellon and Hausenloy, 2007). La 

surcharge calcique de la matrice mitochondriale, la production massive d’ERO et l’activation du mPTP 

semblent être les principales modifications identifiées au cours des lésions d’IR. Afin de mieux 

comprendre le rôle de la mitochondrie dans les altérations liées à l’IR, nous détaillerons dans un 

premier temps sa place dans l’homéostasie calcique puis dans la signalisation redox, deux éléments 

essentiels au bon fonctionnement mitochondrial et cellulaire.  

 

2.1. Altération de l’homéostasie calcique au cours de l’IR 

2.1.1. Homéostasie calcique mitochondriale 

Les mitochondries jouent un rôle essentiel dans l’homéostasie du Ca2+ au cours du CEC (Bers, 

2002). En effet, la concentration calcique cytoplasmique des cardiomyocytes au repos est basse 

(environ 100 nM). Lors d’un potentiel d’action (PA), la dépolarisation membranaire active les canaux 

calciques de type L, ou les récepteurs à la dihydropyridine (DHPR) pour faire rentrer du Ca2+ dans la 

cellule. Celui-ci sert à ouvrir le canal calcique du RS appelé le RyR, ce qui favorise la libération de Ca2+ 

par le RS dans le cytosol via un mécanisme appelé « Ca2+-induced Ca2+ release » (CICR). Cette 

augmentation transitoire de la concentration cytosolique de Ca2+ ([Ca2+]c= 1-3 µM), appelée transitoire 

calcique, déclenche une contraction cardiaque via la fixation du Ca2+ sur la troponine C présente au 

niveau de la machinerie contractile. La relaxation se produit lorsque celui-ci se détache des troponines. 

Il est alors recapté par le RS via SERCA (sarco/reticulum endoplasmique Ca2+ ATPase) et/ou extrudé de 

la cellule par les échangeurs NCX. Le Ca2+ est ainsi ramené à sa valeur de repos (environ 100 nM) (Figure 

9). 

 Bien que le rôle de la mitochondrie dans l’homéostasie calcique ait longtemps été négligé, il 

est aujourd’hui bien établi que celle-ci est capable de capter une quantité importante de Ca2+ au cours 

du CEC, en réponse au transitoire calcique (Bassani et al., 1993; Negretti et al., 1993). En effet, 

l’utilisation de sondes fluorescentes sensibles au Ca2+ localisé au niveau de la mitochondrie a permis 

de montrer que le Ca2+ mitochondrial oscille de façon synchrone au Ca2+ cytosolique et qu’il répond 
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aux sollicitations inotropes et chronotropes telles que l’exposition à l’adrénaline ou l’acetylcholine 

(Robert et al., 2001). Outre sa participation au CEC, l’entrée de Ca2+ dans la mitochondrie joue un rôle 

énergétique par l’activation des déshydrogénases sensibles au Ca2+ (pyruvate, isocitrate, oxoglutarate 

déshydrogénases) gouvernant la disponibilité des équivalents réduits (NADH et FADH2) et donc la 

synthèse d’ATP (Glancy and Balaban, 2012; McCormack et al., 1990; Tarasov et al., 2012). La 

mitochondrie peut donc réguler de façon fine l’homéostasie calcique cellulaire. 

 Cependant, il a été démontré que l’affinité du MCU (Mitochondrial Calcium Uniporteur, 

principale porte d’entrée du Ca2+ dans la mitochondrie) pour le Ca2+ est faible (Kd = 10 µM). Ainsi, la 

concentration cytosolique au repos ([Ca2+]c=100 nM) n’est pas suffisante pour permettre une 

absorption mitochondriale efficace (De Stefani et al., 2016). En conséquence, des concentrations 

importantes et localisées de Ca2+ sont nécessaires afin de permettre l’activation du MCU. Pour cela, 

l’existence de microdomaines à l’interface entre RS (réserve principale de Ca2+) et mitochondries a été 

mis en évidence et permet d’expliquer en partie ce phénomène (De la Fuente and Sheu, 2019; Rizzuto 

et al., 2000). En effet, des récentes études utilisant des techniques de tomographie électronique ont 

révélé la présence de zones de contacts entre les protéines du RS et la mitochondrie (Rizzuto et al., 

2004),  permettant la transmission rapide de Ca2+ du RS au réseau mitochondrial sans impacter la [Ca2+] 

cytosolique. L’association du RS avec les mitochondries a été décrite pour la première fois par 

Copeland et Dalton (Copeland and Dalton, 1959). Depuis, ces zones de contacts entre mitochondries 

et RS ont été observées par plusieurs autres groupes de recherche (Morré et al., 1971; Rizzuto et al., 

1998). On parle de « mitochondria-associated membranes » (MAM). Ces MAM sont composés du 

récepteur de l’inositol 1, 4, 5 triphosphate de type 1 (IP3R1), principal canal de libération de Ca2+ présent 

sur le RS et de VDAC1 présent au niveau de la membrane externe mitochondriale et qui permet 

l’absorption de Ca2+ par la mitochondrie. On retrouve également, la protéine de stress mitochondrial 

GRP75 (ou mtHSP70) qui relie les deux canaux à travers leurs portions cytosoliques (Szabadkai et al., 

2006). De cette manière, ce complexe dont la stabilité peut être modulée dynamiquement par 

différents stimuli (tel que l’H2O2) (De Stefani et al., 2012), favorise le transfert du Ca2+ de la lumière du 

RS vers la mitochondrie (Giacomello and Pellegrini, 2016). Le RyR serait également présent au niveau 

des MAM, où il jouerait un rôle crucial dans les cellules excitables (Eisner et al., 2013). En effet, dans 

le cœur, l’isoforme RyR2 est reporté comme étant le principal médiateur de la relation entre RS-

mitochondrie (Eisner et al., 2013). En plus du GRP75, qui relie les canaux du RS et de la mitochondrie, 

les mitofusines (Mfn 1 et Mfn 2, protéines de fusion mitochondriale) ont également été proposées 

pour stabiliser le complexe RS-mitochondrie (de Brito and Scorrano, 2008; Chen et al., 2012). Ainsi, 
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dans des conditions physiologiques normales, la communication RS-mitochondrie semble cruciale 

pour le système cardiovasculaire. Malgré la proximité physique des mitochondries avec le RS et la 

dépendance des mitochondries au Ca2+ dans la production d’ATP, la capacité des mitochondries à 

tamponner de manière dynamique le Ca2+ cytosolique est encore débattue (Boyman et al., 2014). 

Plusieurs canaux et transporteurs ont été proposés comme régulant l’absorption de Ca2+ par la 

mitochondrie (Dedkova and Blatter, 2013). Comme abordé ci-dessus le passage du Ca2+ de l’espace 

intra-membranaire vers la matrice mitochondriale est principalement contrôlé par le MCU (Pan et al., 

2013), un complexe protéique situé au niveau de l’IMM et connu comme étant dépendant du ΔΨm 

(Baughman et al., 2011; De Stefani et al., 2011). Celui-ci se compose de la sous-unité MCU (450 kDa), 

qui s’oligomérise en tétramère pour former un canal fonctionnel (Baughman et al., 2011; De Stefani et 

al., 2011), de MICU 1 (Mitochondria calcium uptake 1) et MICU 2, (Mitochondria calcium uptake 2) des 

protéines régulatrices qui contiennent toutes les deux des domaines « main-EF » faisant face à l’espace 

inter membranaire et capables de détecter le Ca2+ et ainsi de contrôler l’ouverture du MCU. En effet, 

MICU 1 est considéré comme le « portier » du MCU. A de faibles concentrations extra-mitochondriales 

de Ca2+, MICU 1 maintient le MCU dans un état fermé, inhibant l’absorption de Ca2+, alors qu’en 

présence de fortes concentrations de Ca2+, le domaine « main-EF » de MICU 1 se lie au Ca2+ conduisant 

à un changement conformationnel de MICU 1 et à l’ouverture du canal (Csordás et al., 2013; 

Mallilankaraman et al., 2012). EMRE (Essential MCU Regulator) est le dernier composant du canal à 

avoir été identifié. C’est une protéine de 10 kDa, présente dans la membrane interne mitochondriale 

(IMM) et qui est essentielle à l’activité du MCU, comme le démontre des expériences menées sur des 

cellules déficientes pour EMRE et pour lesquelles l’absorption mitochondriale de Ca2+ est abolie. En 

effet, celui-ci permet l’assemblage des sous-unités régulatrices MICU 1 et MICU 2 à la membrane 

(Sancak et al., 2013). Le Ca2+ peut également entrer dans la mitochondrie par un mécanisme rapide 

appelé RaM (Rapid Uptake Mode) (Buntinas et al., 2001), dont la structure est encore inconnue à ce 

jour. Son activité est supérieure à celle du MCU pour de faibles concentrations de Ca2+ et diminue avec 

l’augmentation du Ca2+ mitochondrial (Santo-Domingo and Demaurex, 2010). L’existence d’un RyR 

mitochondrial a également été suggérée (Ryu et al., 2010), mais reste controversée. Le RyR tout 

comme le RaM permettrait une séquestration rapide du Ca2+ à de faibles concentrations. Celui-ci est 

inhibé à de fortes concentrations de Ca2+, suggérant son rôle physiologique dans l’homéostasie 

calcique (Ryu et al., 2010). La sortie de Ca2+ dans les cellules du muscle cardiaque est principalement 

médiée par l’échangeur mitochondrial NCX, dont l’identité n’a été identifiée que récemment (Boyman 

et al., 2013; Palty et al., 2010).  
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Figure 9 : La mitochondrie au centre de l’homéostasie calcique. 

Alors que l’entrée de petites quantités de Ca2+ peut avoir des effets bénéfiques sur l’homéostasie 

métabolique, un nombre considérable d’études démontre que l’absorption d’une grande quantité de 

Ca2+ est responsable de dysfonctionnements de la mitochondrie et finalement de la mort des cellules 

(Rasola and Bernardi, 2011; Rizzuto et al., 2012). Il est bien décrit que l’homéostasie calcique est 

fortement perturbée en cas d’IR myocardique, dans ce cas les mitochondries deviennent capables de 

stocker d’importantes quantités de Ca2+ (Griffiths and Rutter, 2009). Cependant, quand la 

concentration du Ca2+ atteint un certain seuil, on parle de « set point » (1 à 3 µM de Ca2+ cytosolique) 

(Nicholls, 1978), l’échange calcique de part et d’autre de la membrane devient insuffisant et conduit à 

une surcharge calcique qui peut être préjudiciable pour la cellule (voir Chap1/II/ 2.1.2 : conséquences 

de l’IR). 
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2.1.2. Conséquences de l’ischémie-reperfusion  

Comme décrit précédemment, l’entrée de Ca2+ dans la cellule se fait majoritairement par 

l’ouverture du MCU, qui utilise l’énergie du ΔΨm pour absorber ce dernier. Dans ce cas l’entrée de 

Ca2+ dans les mitochondries agira en dissipant le ΔΨm à moins que le transport d’électrons ne soit 

fortement activé afin de restaurer ou maintenir le gradient électrochimique. Ainsi, pendant l’ischémie, 

alors que le transport d’éléctrons est diminué, on s’attend à ce que l’absorption de Ca2+ par les 

mitochondries dissipe le ΔΨm limitant finalement l’entrée de Ca2+ dans les mitochondries. Néanmoins, 

la plupart des études reportent une légère augmentation du Ca2+ dans la matrice mitochondriale 

(Griffiths et al., 1998 ; cardiovas Res). Afin d’expliquer ce phénomène, Griffiths et al. ont démontré en 

1998 que l’augmentation du Ca2+ matriciel au cours de l’ischémie pouvait être inhibé par le 

clonazépam, un inhibiteur du NCX mitochondrial, une autre porte d’entrée du Ca2+ dans la 

mitochondrie au cours de l’IR, suggérant que le NCX fonctionne en mode inversé au cours de l’ischémie 

et contribue à augmenter le Ca2+ matriciel (Griffiths et al., 1998). En accord avec ces résultats, certains 

auteurs rapportent une augmentation de la quantité d’ARNm du NCX au cours de l’ischémie (Luongo 

et al., 2017). Pendant la reperfusion, l’apport brutal d’O2, le rétablissement du ΔΨm et la restauration 

du pH conduisent à une exacerbation de la surcharge calcique mitochondriale. Grigffiths et al. en 1998 

démontrent que l’utilisation de clonazépam, exacerbe la surcharge calcique au cours de la reperfusion, 

suggérant le rôle du NCX dans l’extrusion de Ca2+ au cours de la reperfusion (Griffiths et al., 1998). Il 

est intéressant de noter, que l’utilisation d’agents cardioprotecteurs tels que le diazozide et les 

inhibiteurs du NCX sarcolemmales réduisent la surcharge calcique au cours de la reperfusion post-

ischémique (Murata et al., 2001). 

 Par ailleurs, la reprise de la chaîne respiratoire mitochondriale conduit à un rétablissement du 

ΔΨm ce qui conduit à la réactivation du MCU (Joiner et al., 2012) et permet ainsi d’expliquer l’origine 

de la surcharge calcique mitochondriale au cours de la reperfusion (Oropeza-Almazán et al., 2017). En 

effet, des études rapportent que la reperfusion est associée à une augmentation de l’expression du 

MCU (Guan et al., 2019). En accord avec ce phénomène, Luongo et al., ont pu démonter en 2015 

(Luongo et al., 2015) que la délétion du MCU (souris MCU-/-) limite les lésions d’IR en empêchant la 

surcharge calcique mitochondriale au cours de la reperfusion. Une récente étude menée par Oropeza-

Almazàn et al. en 2017 confirme ces résultats puisque les auteurs démontrent que la baisse de 

l’expression du MCU par un siARN semble protéger les mitochondries des lésions d’IR (Oropeza-

Almazán et al., 2017). Cette surcharge calcique est associée à une altération de fonction cardiaque au 
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cours de l’IR. En effet, Miyame et al. (1991) démontrent par la mesure du Ca2+ mitochondrial, via 

l’utilisation d’une sonde fluorescente sensible au Ca2+ (iodo-1) que la [Ca2+] mitochondriale au cours 

de l’ischémie est négativement corrélée à la récupération fonctionnelle des cœurs au cours de la 

reperfusion post-ischémique (Miyamae et al., 1996). L’utilisation de rouge de ruthénium (Ru360), un 

inhibiteur du MCU atténue la [Ca2+] mitochondriale et améliore la récupération fonctionnelle à la 

reperfusion (Miyamae et al., 1996). L’activation du MCU au cours de la reperfusion s’explique en partie 

par l’altération de MICU 1, une protéine essentielle à la régulation du Ca2+ mitochondrial. En effet, 

Mallilankaraman et al. (2012) démontre qu’en l’absence de MICU 1, les mitochondries deviennent 

constitutivement chargées en Ca2+, et ainsi plus sensible au stress apoptotique (Mallilankaraman et al., 

2012). Une récente étude, confirme ce résultat puisque les auteurs démontrent sur un modèle d’IR, 

une diminution de MICU 1 au niveau mitochondrial, sans modification de son niveau total (Xue et al., 

2017). Les auteurs expliquent cette diminution par l’altération de l’expression de TOM70 

(Mitochondrial import receptor subnit), une protéine connue comme pouvant réguler la localisation 

mitochondriale de MICU 1 (Xue et al., 2017).  

Lors de la reperfusion, l’augmentation du Ca2+ cytosolique et mitochondrial conduit à l’activation 

des calpaines, des protéases à cystéines connues pour participer aux lésions d’IR (Inserte et al., 2012; 

Zheng et al., 2020). L’activation des calpaines entraine une altération de la dynamique mitochondriale 

qui s’explique par une augmentation de la fission des mitochondries au cours de l’IR (Gao et al., 2016; 

Maneechote et al., 2018). En effet, les calpaines vont activer la calcineurine, elle-même capable de 

phosphoryler Drp1, une GTPase régulatrice de la fission mitochondriale. Ceci est associé à une 

diminution de l’expression d’OPA1 (Optic Atrophy type 1), une protéine impliquée dans la fusion des 

mitochondries. Considérant le rôle que pourrait jouer MCU au cours de l’IR, Guan et son équipe, ont 

récemment démontré  par l’utilisation de modèles in vivo et in vitro d’IR, que l’activation des calpaines 

suite à la surcharge calcique induite par l’ouverture du MCU, inhibe la fusion mitochondriale et favorise 

la fission des mitochondries, via une augmentation de l’expression de Drp1 (Guan et al., 2019). Tout 

ceci participe à expliquer les altérations mitochondriales liées à l’IR et met en lumière le rôle du MCU 

dans la surcharge calcique au cours de l’IR. Ainsi toutes les stratégies visant à inhiber l’ouverture du 

MCU au cours de la reperfusion semblent prometteuses. 

Enfin, plusieurs études se sont intéressées au rôle de la communication RS-mitochondrie dans 

la surcharge calcique au cours de l’IR (Zhou et al., 2018). Il est aujourd’hui bien connu que la Cyp D, 

régulateur clé du mPTP est capable d’interagir avec le complexe VDAC1/GRP75/IP3R1 des MAM afin 
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de réguler le transfert de Ca2+ du RS aux mitochondries dans les cardiomyocytes (Paillard et al., 2013). 

Au cours de l’IR, l’interaction entre la Cyp D et MAM est augmentée, ce qui permet d’expliquer la 

surcharge calcique au cours de la reperfusion. L’inhibition de l’expression d’un des composants du 

complexe (VDAC1, GRP75 ou IP3R1), atténue la surcharge en Ca2+ des mitochondries et protège ainsi 

les cardiomyocytes des effets néfastes de l’hypoxie/réoxygénation. De manière intéressante, 

l’inhibition génétique ou pharmacologique de la Cyp D fournit des résultats similaires, confirmant le 

rôle de la Cyp D dans la surcharge calcique.  

 

2.2. Modification d’EROs mitochondriales au cours de l’Ischémie-

Reperfusion 

2.2.1.  Mitochondrie et production d’ERO 

Comme largement décrit dans la littérature scientifique, en plus de jouer un rôle dans la 

production d’énergie et l’homéostasie calcique, les mitochondries représentent une des sources 

majeures de production d’ERO dans le cœur et sont des cibles importantes des dommages oxydatifs 

(Chen and Zweier, 2014; Murphy, 2009; Zorov et al., 2014). Les ERO sont des espèces chimiques qui se 

forment suite à la réduction partielle de l’O2. Les scientifiques ont longtemps pensé que les ERO 

jouaient uniquement un rôle délétère pour la cellule en réagissant sans discernement avec les lipides, 

les protéines et l'ADN (Cross et al., 1987). Cependant, au cours des deux dernières décennies, le rôle 

des ERO en tant que médiateurs de la signalisation intracellulaire a bien évolué et est aujourd’hui bien 

accepté. On parle alors de signalisation redox (Schieber and Chandel, 2014; Sena and Chandel, 2012). 

Des exemples de ces processus cellulaires comprennent la signalisation des facteurs de croissance, la 

transduction du signal hypoxique, l’autophagie, la réponse immunitaire et la prolifération et 

différenciation des cellules souches. De faibles productions d’ERO ont aussi été rapportées comme 

faisant partie des voies de cardioprotection (Chen et al., 1995) (pour plus de détails voir Chap 2/I). En 

effet, il a été démontré que l’utilisation de diazoxide, un activateur du canal mitoKATP (Mitochondrial 

ATP-sensitive potassium channel) augmente la production d’ERO (Forbes et al., 2001; Pain et al., 2000) 

et que l’utilisation d’antioxydants abolit la protection offerte par le diazoxide. Ainsi, de faibles niveaux 

d’ERO sont essentiels au bon fonctionnement des mitochondries et à la signalisation de la 

cardioprotection. Une production modérée d’ERO au cours du pré-conditionnement ischémique, a 
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également était démontré comme étant protecteur, en inhibant de manière réversible certains 

complexes de la CTE (Vanden Hoek et al., 1998). 

Le transport d’électrons dans le fonctionnement mitochondrial constitue une des principales 

sources d’ERO dans la cellule. En effet, jusqu’à 0,2-2% de l’O2 moléculaire consommé par les 

mitochondries pendant la respiration est converti en superoxyde (O2
●-) suite à une fuite d’électrons 

produit majoritairement au niveau des complexes I et III de la chaîne de transport des électrons. L’O2
●- 

généré par la CTE mitochondriale est ensuite libéré dans la matrice où il est rapidement dismuté en 

H2O2 par la superoxyde dismutase 2 (SOD2) (Murphy, 2009). L'O2
●- généré par le complexe III est 

également libéré dans l'espace inter-membranaire où il peut traverser des canaux anioniques et être 

converti en H2O2 par la SOD 1 (Muller et al., 2004). Il existe une corrélation entre le ΔΨm et la 

production d’ERO par le transport d’éléctrons. Ainsi, grâce à un système antioxydant efficace, la 

production d’ERO est limitée aux sites subcellulaires et participent de manière active à la signalisation 

redox, importante dans la physiologie des cardiomyocytes (Cadenas, 2018; Santos et al., 2016). Il a en 

effet été démontré que la régulation de la production d’ERO était impliquée dans la fonction 

contractile des cardiomyocytes. En effet, Prosser et al. (2011) ont démontré que l’étirement du 

cardiomyocyte active la production transitoire d’EROs via l’activation de la NADPH oxydase 2 (NOX 2), 

localisée au niveau de la membrane, ce qui stimule la signalisation calcique et la contraction cardiaque 

(Prosser et al., 2011).  A l’inverse, une surproduction d’ERO conduit à une altération de la contractilité 

cardiaque (Canton et al., 2006). En effet, dans certaines conditions, un dysfonctionnement de la chaîne 

respiratoire peut entraîner une forte augmentation de la production d’ERO et ainsi produire un stress 

oxydant (Andreadou et al., 2020). A ce moment-là, les ERO en synergie avec le Ca2+ induisent une 

réponse au stress cellulaire et activent l’apoptose en augmentant la transition de perméabilité de la 

membrane mitochondriale et/ou en modulant les protéines pro et anti-apoptotiques de la famille des 

Bcl2 (Youle and Narendra, 2011). C’est ce mécanisme qui se met en place dans le cadre de l’IR. 

 

2.2.2.  Conséquences de l’Ischémie-reperfusion 

Au cours de la phase d’ischémie, l’O2 se raréfie. L’idée d’une production accrue d’ERO lors de 

l’ischémie peut donc paraître contre intuitive, elle a toutefois été mise en évidence dans plusieurs 

études (Becker, 2004). En effet, au cours de l’ischémie, le flux d’électrons à travers la chaîne 

respiratoire est fortement ralenti ce qui accroît l’accumulation à l’état réduit des transporteurs 
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d’électrons favorisant la formation d'O2
●-, tant que l’O2 est disponible. Cette augmentation de stress 

oxydant au cours de l’ischémie s’explique également par une diminution des enzymes antioxydantes 

(glutathion peroxydase et SOD) et conduit à l’altération du fonctionnement de tous les complexes de 

la chaîne de transport des électrons (Jennings and Ganote, 1976). En effet, les premiers dommages liés 

à l’ischémie sont observés au niveau du complexe I (Paradies et al., 2004). L’oxydation de la 

cardiolipine, phospholipide nécessaire au transfert d’électrons, semble jouer un rôle important dans 

les dommages ischémiques du complexe I. En effet, l’ischémie diminue le contenu en cardiolipine dans 

la IMM par peroxydation de leurs chaînes riches en acide gras par les ERO (Paradies et al., 2004). Plus 

l’ischémie se poursuit plus les complexes en aval sont touchés (Chen and Zweier, 2014). En effet, au-

delà de 45 minutes, les dommages ischémiques progressent pour atteindre le complexe III et le 

complexe IV (Veitch et al., 1992). Tout comme le complexe I, l’oxydation de la cardiolipine joue un rôle 

majeur dans l’atteinte du complexe III (Petrosillo et al., 2003). Le complexe IV ne semble quant à lui 

pas touché par l’ischémie (Lesnefsky et al., 1997). Les dommages ischémiques de la cardiolipine sont 

spécifiques puisque les autres phospholipides sont préservés pendant l’ischémie. Concernant le 

complexe V (ou ATP synthase), il a été montré que pendant l’ischémie, l’activité de l’ATP synthase 

passe de la synthèse à l’hydrolyse de l’ATP. Par conséquent le contenu en ATP diminue. De nombreuses 

études ont démontré que l’utilisation de l’olygomicine (un inhibiteur du complexe V), prévient la perte 

d’ATP au cours de l’ischémie (Grover et al., 2004). Ainsi, durant l’ischémie, la chaîne respiratoire 

mitochondriale est bien altérée et la production d’ATP diminue ce qui perturbe le fonctionnement 

mitochondrial.  

Bien que la production des ERO au cours de l’ischémie altère un certain nombre de protéines 

clés, celle-ci semble être fatale uniquement au cours de la reperfusion post-ischémique (Morin et al., 

2009). En effet, lors de cette reperfusion, la reprise brutale de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(endommagée au cours de l’ischémie) va être à l’origine d’une production massive d’ERO (Chen et al., 

2007). Comme décrit précédemment, la grande majorité des ERO produits à la reperfusion provient 

des complexes I et III de la CTE (Lee et al., 2012a). De plus, l’altération des composés de la chaîne 

respiratoire par l’acidose ischémique et par les ERO lors de la reperfusion renforce le 

dysfonctionnement mitochondrial, exacerbant ainsi la production d’ERO (Zorov et al., 2014) tout 

comme l’utilisation par le complexe II du succinate accumulé pendant l’ischémie qui entraîne la 

production d'O2
●- (Andrienko et al., 2009). Cette production massive d'O2

●-, intervient alors que les 

défenses antioxydantes ont été affaiblies par l’ischémie. L’O2
●-, va alors initier un certain nombre de 

réactions chimiques aboutissant à la formation d’espèces réactives très cytotoxiques telles que le 
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peroxynitrite (ONOO-) ou le radical hydroxyle (HO-). Ainsi, il semble aujourd’hui bien établi que ces ERO 

jouent un rôle significatif dans les lésions tissulaires observées au cours de l’IR, mais que ces lésions 

peuvent être atténuées par l’utilisation de piégeurs aux radicaux libres (Jolly et al., 1984). Ces espèces 

vont être capables de diffuser dans la cellule et ainsi contribuer à renforcer la dysfonction cellulaire 

globale. 

En plus des complexes de la chaîne respiratoire, il apparaît également que les NADPH oxydases 

représentent d’importantes sources d’oxydants au cours de l’IR (Cave et al., 2006). En effet, une 

diminution de la dysfonction ventriculaire, du remodelage cardiaque, de la perturbation de la barrière 

hémato-encéphalique, de la peroxydation lipidique et des dommages oxydatifs de l’ADN au cours de 

l’IR ont été rapportés chez des souris déficientes pour NOX 2 (Chen et al., 2009; Zhao et al., 2009). NOX 

4 est également connu pour participer aux lésions au cours de l’IR. De manière intéréssante, NOX 4 

semble être localisée au niveau de la mitochondrie ainsi qu’au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE) (Block et al., 2009). Des travaux récents indiquent que la surexpression de NOX 4 

spécifiquement dans l’endothélium exacerbe la taille de l’infarctus induit par un accident vasculaire 

cérébral (Griendling et al., 2000). 

Ainsi l’intéraction entre les différentes sources d’ERO semble jouer un rôle important dans les 

lésions d’IR. En effet, la production d’ERO dépendante des NOX peut déclencher une dysfonction 

mitochondriale qui à son tour conduit à l’exacerbation de la production d’ERO. L’inverse est également 

valable, la production d’ERO mitochondriale peux activer les NOX (Dikalov, 2011), eux mêmes 

responsables d’une généralisation de la dysfonction mitochondriale.  

 

2.3. Interaction ERO-Ca2+ au cours de l’Ischémie-reperfusion : activation 

du mPTP 

2.3.1. Identité moléculaire du mPTP et son rôle en physiologie 

On sait aujourd’hui, que la perméabilisation des membranes mitochondriales par l’ouverture du 

mPTP est un processus clé dans l’apparition des lésions de reperfusion. C’est l’un des évènements 

terminaux conduisant à la mort cellulaire. La surcharge calcique, le stress oxydant, les fortes 

concentrations de Pi et la déplétion en nucléotides adényliques sont des inducteurs essentiels de 

l’ouverture du mPTP au cours de la reperfusion post-ischémique. Bien qu’il soit aujourd’hui bien établi 

que le mPTP joue un rôle clé dans les lésions d’IR, sa caractérisation et son rôle en condition 
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physiologique dans la fonction cardiaque et le métabolisme demeurent aujourd’hui incertains et 

soumis à de nombreux débats. Il semble donc important de décrire son rôle physiologique afin de 

pouvoir ensuite mieux comprendre son implication dans la physiopathologie des lésions d’IR.  

Le mPTP est un complexe multi protéique capable de former un pore non sélectif au niveau des 

zones de contact des membranes interne et externe mitochondriales (Crompton, 1999). L’identité 

moléculaire du mPTP n’étant pas clairement défini, de nombreux modèles ont à ce jour été proposés. 

En effet, Javadov et Karmazyn en 2007 ont tout d’abord considéré que le mPTP était composé de 

l’adenine nucleotide translocator (ANT) présent au niveau de la IMM et que son ouverture était 

régulée par la Cyp D ou Peptidyl-prolyl cis trans isomérase F (Ppif) (Crompton, 1999). L’ANT serait lui-

même associé à VDAC localisé dans la membrane externe mitochondriale pour former le canal 

transmembranaire. Dernièrement, un nouveau modèle suggère que le mPTP serait un dimère d’ATP 

synthase et que la Cyp D régulerait son ouverture (Bernardi and Di Lisa, 2015; Giorgio et al., 2013) 

(Figure 10). 

 

 

 

 

 En condition physiologique, l’ouverture transitoire du mPTP semble essentielle pour le 

métabolisme cardiaque (Figure 11) (Giorgio et al., 2013; Mnatsakanyan et al., 2017). En effet, l’ATP 

synthase, l’ANT et le Pi ne sont pas seulement fonctionnellement couplés pour la production d’ATP 

Figure 10 : Struture du mPTP (Adaptée de Kwong et Molkentin, 2014). 
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mais sont également couplés physiquement au niveau de la membrane interne dans un super 

complexe appelé le synthasome d’ATP (Ko et al., 2003). La perte d’un des composés du synthasome 

entraîne une altération de l’OXPHOS (Bakker et al., 1993) et de la production d’énergie (Kwong et al., 

2014). De plus, des études protéomiques sur des souris déficientes pour la Cyp D, ont raporté des 

altérations des enzymes impliquées dans le cycle de Krebs et dans le métabolisme du pyruvate 

(Menazza et al., 2013). Tout ceci suggère qu’une désensibilisation du mPTP produit une 

reprogrammation globale du métabolisme cellulaire et que celui-ci représente un élément clé de la vie 

et de la mort cellulaire programmée en intégrant le métabolisme énergétique.  

Comme décrit ci-dessus, l’homéostasie calcique joue un rôle clé dans le fonctionnement des 

mitochondries (voir partie Chap1/II/2.1 –homéostasie calcique mitochondriale) (Figure 9 et 11). 

Certaines études suggèrent que l’ouverture transitoire du mPTP permettrait de réguler le Ca2+ matriciel 

en modulant la concentration calcique intracellulaire (Korge et al., 2011). Un travail mené sur des 

souris déficientes pour la Cyp D conforte cette hypothèse (Elrod et al., 2010). Néanmoins, il semblerait 

que ceci ne soit valable qu’en condition pathologique puisque, d’autres études ex vivo, menées cette 

fois ci sur des cellules Hela, suggérent que le mPTP ne jouerait finalement pas de rôle dans l’efflux du 

Ca2+ matriciel en condition physiologique (De Marchi et al., 2014). Ainsi, les études sur le sujet 

demeurent controversées et des études plus approfondies sont nécessaires afin de mieux comprendre 

le rôle physiologique du mPTP. 

Le mPTP est aussi connu comme ayant une forte interaction avec la production d’ERO (Zorov et 

al., 2000) (Figure 11). Comme décrit précédemment, bien qu’une production excessive d’ERO puisse 

contribuer à accélérer la mort cellulaire via l’activation du mPTP, il a été démontré via l’utilisation 

d’indicateurs génétiques fluorescents sensibles à la production d’O2
●- (cpYFP), qu’en condition 

physiologique (repos ou contraction cardiaque) les mitochondries sont capables d’émettre des « flashs 

» d’O2
●-, appelés « mitoflashs » (Li et al., 2012; Wang et al., 2008). Ces flashs sont discutés par les 

auteurs comme permettant de réguler la production d’ATP dans le cœur (Wang et al., 2017) et 

semblent être le résultat d’un couplage fonctionnel entre l’ouverture du mPTP et la production d’ERO 

par la CTE (Wang et al., 2008). En effet, l’apparition de ces « flashs » s’accompagne toujours d’une 

dépolarisation transitoire du ΔΨm (Wang et al., 2008). De plus, d’autres études ont pu démontrer que 

l’ouverture du mPTP coïncidait avec l’apparition de ces « flashs » (Wang et al., 2008). Ces mitoflashs 

semblent également participer au stress oxydatif au cours de la reperfusion (Huang et al., 2011; Wang 

et al., 2008).  
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Figure 11 : Rôles physiologiques du mPTP dans le cœur. 

 

 

 

 

 

2.3.2. ERO, Ca2+ et ouverture du mPTP dans la mort cellulaire 

 Dans la physiopathologie, il est maintenant largement admis que la mort cellulaire au cours 

de la reperfusion post-ischémique est médiée par l’activation du mPTP (Halestrap et al., 2004). 

L’acidose cellulaire au cours de l’ischémie maintient le mPTP en conformation fermée et ce malgré un 

découplage de la respiration mitochondriale, une augmentation du Ca2+ ainsi qu’une élévation du 

stress oxydant mitochondrial. En effet, l’inhibition de l’OXPHOS est la conséquence directe de la 

privation d’O2. Ceci est associé à une chute du ΔΨm, l’ATP synthase hydrolyse alors l’ATP pour 

maintenir le ΔΨm, ce qui participe à la déplétion en ATP. La production anaérobie d’ATP par la 

glycolyse est dans un premier temps stimulée mais l’absence d’O2 entraîne une accumulation des 

produits de la glycolyse (acide lactique et les protons) et aboutit à une diminution du pH intracellulaire. 

Cette acidification du milieu intracellulaire protège les cardiomyocytes de la mort cellulaire au cours 

de l’ischémie et dans les premières minutes de la reperfusion en inhibant l’ouverture du mPTP. 
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Au cours de la reperfusion, la normalisation du pHi, associée à l’établissement d’un cercle vicieux 

entre la surcharge calcique et l’augmentation d’ERO (Görlach et al., 2015; Zorov et al., 2000) 

conduisent à l’activation du mPTP. En effet, Zorov et al., (2000) démontrent par microscopie confocale, 

sur un modèle de production d’ERO contrôlée (par photo excitation) sur des cardiomyocytes isolés, 

que la production d’ERO conduit à l’activation du mPTP (Zorov et al., 2000). Ce phénomène aboutit à 

une auto-amplification de la production d’ERO, par un phénomène de « ROS-induced ROS release » 

(Zorov et al., 2000, 2014). Il semblerait que les effets délétères du Ca2+ au cours de l’IR s’expliquent par 

une augmentation de la sensibilité du mPTP à ce dernier. En effet, Griffiths et son équipe rapportent 

que l’utilisation de cyclosporine A (CsA), un inhibiteur du mPTP, protège des cellules soumises à une 

IR (Griffiths and Halestrap, 1993). De manière intéressante, la concentration de Ca2+ dans les 

mitochondries viables était plus importante dans les cardiomyocytes préalablement traités avec de la 

CsA, suggérant que la CsA ne réduit pas le niveau de Ca2+ mitochondrial, mais module l’activation du 

mPTP en réponse au Ca2+.  

Ainsi, l’ouverture durable du mPTP va être à l’origine d’une soudaine augmentation de la 

perméabilité membranaire mitochondriale conduisant à une dissipation du potentiel de membrane. 

La dissipation du potentiel de membrane s’accompagne d’un arrêt de la synthèse d’ATP, mais 

également de son hydrolyse par l’ATP synthase qui se met à fonctionner en mode inversé. Ceci est 

associé à une déplétion en NAD+. La transition de perméabilité a pour conséquence un gonflement de 

la matrice mitochondriale secondaire à une entrée massive d’ions et d’eau dans la matrice 

mitochondriale. Tout ceci peut finalement conduire à la rupture des membranes mitochondriales et à 

la libération dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques (cyt c) (Kwong and Molkentin, 2015) (Figure 

12). 
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Figure 12 : Lésions mitochondriales au cours de l’ischémie-reperfusion. 
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A retenir : 

 La mitochondrie joue un rôle clé dans les lésions observées au cours de l’IR.  

 Les dysfonctions mitochondriales au cours de l’IR sont majoritairement caractérisées par i) 

une surcharge calcique au niveau de la matrice mitochondriale, ii) une importante fuite 

d’électrons de la CTE aboutissant à une exacerbation de la production d’ERO, et finalement 

iii) la mise en place d’un cercle vicieux entre ces deux phénomènes aboutissant à l’activation 

durable du mPTP.  

 La mitochondrie et le mPTP sont ainsi considérés comme des cibles clés de nombreuses 

stratégies de cardioprotection.  
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Chap 2 : Stratégies de cardioprotection : la mitochondrie cible 
privilégiée des stratégies de cardioprotection 

 

La découverte de stratégies de conditionnement cardiaque permettant de limiter la sévérité des 

lésions de reperfusion a permis d’identifier des voies de signalisation aboutissant à la protection du 

myocarde. De plus, la notion de conditionnement ischémique a permis il y a quelques décennies, 

d’identifier plusieurs voies de signalisation associées à une augmentation de la survie cellulaire. Ces 

voies de signalisation sont constituées de divers acteurs, qui sont des cibles thérapeutiques 

potentielles et qui débouchent toutes sur la modulation au niveau mitochondrial de l’activation du 

mPTP.  

 

I. Généralités sur le conditionnement cardiaque 

Le conditionnement ischémique peut-être divisé en trois grands types : le préconditionnement, 

le postconditionnement et le conditionnement à distance (ou « remote conditionning ») (Figure 13). 

Le PreC, initialement décrit par Murry et Reimer (1986), est caractérisé par une répétition de brèves 

IR avant une ischémie prolongée par occlusion coronaire (Murry et al., 1986)(Figure 14). Bien que le 

PreC soit une des méthodes efficaces pour protéger le myocarde des lésions d’IR, les mécanismes 

d’action cellulaires mis en jeu demeurent complexes et incomplètement élucidés à ce jour. De plus, 

cette technique a pour inconvénient d’être difficilement applicable en clinique, notamment à 

l’infarctus du myocarde dont la survenue est le plus souvent imprévisible. 

Zhao (Zhao et al., 2003) a décrit depuis le post-conditionnement ischémique (PostC) qui est une forme 

modifiée de la reperfusion. En effet, de brefs épisodes ischémiques sont réalisés au moment de la 

reperfusion définitive (Figure 14). Ce concept est plus pertinent en pratique clinique, et permet une 

réduction significative des tailles d’infarctus, via la réduction des lésions de reperfusion.  

Le post-conditionnement à distance, une variante du PostC, est différent des deux précédents, puisque 

les périodes d’ischémie et de reperfusion ne sont pas appliquées au niveau cardiaque mais sur un 

organe distant (Figure 13). Cette stratégie est applicable de façon équivalente selon le schéma du pré 
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Figure 13 : Différents types de conditionnement ischémique (Adaptée de la thèse d’Adrien Kleindienst, 2015). 

ou du post-conditionnement ischémique. Cette technique témoigne de mécanismes paracrines dont 

les acteurs ne sont pas encore clairement identifiés mais qui aboutissent à l’inhibition du mPTP au 

cours de la reperfusion (Schmidt et al., 2015). 

 

 

 

 

 

Ces différentes stratégies de cardioprotection ont permis l’identification de voies de 

signalisation permettant de protéger le cœur au cours de l’IR (Baranich et al., 2018, Conditioning 

Medecine). Ces voies sont la voie RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) (Hausenloy and Yellon, 

2004) et la voie SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement) (Lacerda et al., 2009). Ces deux voies 

sont détaillées ultérieurement (Figure 14). 

Il est intéressant de noter que dans ces voies de cardioprotection, la synthèse de NO par la eNOS 

semble être un acteur important clé. En effet, la eNOS est connue pour être activée par les voies de 
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survie cellulaire RISK et SAFE et semble ainsi jouer un rôle non négligeable dans la cardioprotection 

induite par le PreC (Chouchani et al., 2013; Pong et al., 2014; Sun and Murphy, 2010; Sun et al., 2007a). 

Pong et al. (2014) ont ainsi démontré la perte de la cardioprotection induite par le PreC chez des souris 

déficientes pour la eNOS (Pong et al., 2014). Il démontre également que la phosphorylation d’Akt n’est 

pas modifiée chez ces souris suggérant que l’activation de la eNOS est nécessaire aux effets protecteurs 

de la voie RISK. Ceci s’explique par la fixation des ligands libérés par les cardiomyocytes lors du 

conditionnement ischémique (bradykinine, opioïdes endogènes, adénosines), sur leur récepteur à 

protéine G (RCPG), entrainant l’activation de la voie PI3K/Akt. Akt est capable de phosphoryler la eNOS 

sur son site activateur (serine1177), provoquant ainsi une augmentation de la synthèse de NO. Les 

effets bénéfiques du NO semblent être liés à l’activation de la voie Guanylate cyclase (sGC)-GMPC-PKG 

et provoquent l’ouverture des canaux mitoKATP présents au niveau de la mitochondrie (Costa et al., 

2008). Il a été montré que l’ouverture de ces canaux potassiques entraine l’inhibition de l’ouverture 

du mPTP, protégeant ainsi l’intégrité de la mitochondrie durant l’IR (Cuong et al., 2006; Lebuffe et al., 

2003). En effet, l’ouverture du canal mitoKATP entraine une augmentation de l’influx de K+ dans la 

mitochondrie, provoquant un gonflement et une alcalinisation de la matrice mitochondriale. En 

conséquence, la chaîne respiratoire mitochondriale se met à fonctionner, ce qui induit la production 

d'O2
●- (Costa et al., 2008). L'O2

●- est rapidement dismuté par la SOD en H2O2 qui active la protéine 

kinase C (PKC) présente au niveau de la IMM et va à son tour inhiber l’ouverture du mPTP. Ces 

dernières années, des études ont néanmoins démontré que les effets cardioprotecteurs de la eNOS 

pouvaient être indépendants de l’activation de la PKG et médiés par une action directe du NO au 

niveau de protéines clés dans la cardioprotection (Chouchani et al., 2013; Sun and Murphy, 2010; Sun 

et al., 2007a). Il semble donc, au regard de ces différents travaux, qu’il puisse exister une voie de 

cardioprotection dépendante de la production de NO par la eNOS.  
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II.  Le NO acteur clé de la cardioprotection 

1.  Généralités sur le NO et sa place dans le système cardiovasculaire  

Le NO est à ce jour clairement identifié comme un régulateur clé de l’homéostasie 

cardiovasculaire. Ce gaz liposoluble, de charge neutre, possède une très forte capacité à diffuser à 

travers les membranes (Pacher et al., 2007), cette propriété lui permet d’être impliqué dans un certain 

Figure 14 : Schéma simplifié des principales voies de signalisation impliquées dans la cardioprotection : la voie SAFE 
(Survival Activation Factor Enhancement) et la voie RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase). 
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nombre de fonctions cellulaires. En effet, de manière non exhaustive, le NO a un rôle anti 

thrombotique, antiagrégant plaquettaire, pro-angiogénique, vasorelaxant, hémostatique, et joue 

également un rôle clé dans la régulation de la fonction myocardique et dans la rythmicité cardiaque 

(Tuteja et al., 2004). Son rôle dans le système cardiovasculaire a été décrit pour la première fois par 

Furchgott et Zawadzki en 1980 (Furchgott and Zawadzki, 1980). Ces auteurs ont ainsi démontré 

l’existence d’un facteur vasorelaxant libéré par l’endothélium vasculaire, alors nommé « Endothelium-

Derived Relaxing Factor » (EDRF). C’est en 1987 que ce puissant vasorelaxant fut identifié sous le terme 

de NO (Ignarro et al., 1987). Depuis, le NO représente donc une molécule clé de la signalisation 

cellulaire (Moncada and Higgs, 1991) et la mitochondrie représente une cible importante de ses effets. 

La suite du manuscrit dressera l’état actuel des connaissances sur la biochimie du NO (synthèse et 

régulation), son rôle dans le système cardiovasculaire et enfin son implication dans la cardioprotection 

en se centrant plus particulièrement sur son interaction avec les mitochondries.  

 

1.1. Synthèse de NO par les NOS 

Le NO est majoritairement synthétisé par les synthétases du monoxyde d’azote (NOS), une 

famille d’enzymes qui catalysent la transformation enzymatique de la L-arginine en L-citrulline grâce à 

l’O2 (Figure 15). Les NOS sont présentes dans l’organisme sous 3 isoformes majeures : la NOS neuronale 

(nNOS ou NOS1), la NOS inductible (iNOS ou NOS2) et la NOS endothéliale (eNOS ou NOS3). Une 

quatrième isoforme mitochondriale (NOSmt) est également rapportée dans la littérature, mais son 

existence demeure controversée (voir Chap2/II/2.1). Ces isoformes différent principalement par i) leur 

localisation dans la cellule, ii) leur caractère constitutif ou inductible et iii) la régulation post-

transcriptionnelle de leurs activités. En effet, les isoformes neuronale et endothéliale sont toutes les 

deux exprimées de manière constitutive dans le système cardiovasculaire et leur activité est fortement 

régulée au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. L’activité de ces NOS est aussi fortement 

dépendante de la concentration intracellulaire en Ca2+. La iNOS est quant à elle exprimée de manière 

induite par différents stimuli tels que les stress oxydant et inflammatoire. Son activité est 

indépendante du Ca2+, et contrairement aux isoformes constitutives, son activité est essentiellement 

déterminée par son niveau d’expression (Umar and van der Laarse, 2010). Alors que les NOS 

constitutives induisent une synthèse de NO de l’ordre du nanomolaire, la iNOS génère une production 

de NO 10 à 100 fois supérieure, avec des concentrations cellulaires pouvant atteindre le micromolaire. 



 

-48- 

    

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Résultats Discussion & conclusion 

Le NO peut également être synthétisé à partir de stocks de métabolites du NO. Ces stocks sont présents 

sous deux grandes formes : les nitrites (NO2-) et les nitrosothiols (SNO). Les  nitrites myocardiques 

peuvent être réduits en NO grâce à une famille d’enzymes comprenant les nitrites réductases et les 

myoglobines (Rassaf Tienush et al., 2007).  Ces enzymes ont la capacité d’être activées en condition 

d’acidose et de faible pression en O2 (Totzeck et al., 2015; Zweier et al., 1999). De telles conditions 

peuvent être retrouvées lors d’une ischémie myocardique (Duranski et al., 2005) permettant ainsi de 

maintenir la biodisponibilité en NO dans ces conditions. 

D’autre part, le S-nitrosoglutathion (GSNO), S-nitrosothiol endogène formé par la réaction entre 

le NO et la forme réduite du glutathion (GSH), peut être à l’origine d’une transnitrosylation au cours 

duquel le groupement NO pourra se fixer sur les cystéines oxydées des protéines formant ainsi des 

RSNO. Les mécanismes de dénitrosylation protéique impliquent des réactions enzymatiques 

(dénitrosylases) et non enzymatiques (ascorbate) (Paige et al., 2008). La dénitrosylation implique des 

dénitrosylases telles que la S-nitrosoglutathione réductase (GSNOR), enzyme capable de dénitrosyler 

les protéines en reformant du GSNO à partir du GSH et des thiorédoxines (Trxs). En résumé, comme le 

montre la Figue 16, l’homéostasie cellulaire du NO est régulée par deux mécanismes principaux : la 

transnitrosylation et la dénitrosylation à travers des réactions enzymatiques et non enzymatiques. Les 

réactions enzymatiques sont médiées par les S-nitrosylases et les S-dénitrosylases qui contrôlent les 

niveaux cellulaires de SNO tandis que les reactions non enzymatiques sont majoritairement médiées 

par l’ascorbate (Xiaomeng and Hongyu, 2020) (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Schématisation des mécanismes moléculaires impliqués dans le 
stockage des métabolites du NO. 
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Considérant le rôle majeur du NO et de la eNOS dans les voies de cardioprotection, la suite de 

la revue sera axée principalement sur cette isoforme, sur son interaction avec les mitochondries et sur 

son rôle dans la cardioprotection. 

 

 Synthèse du NO par la eNOS  

La eNOS est une enzyme active sous forme d’homodimère et dont chaque monomère est 

constitué d’un domaine oxygénase N-terminal comprenant les sites de fixation du substrat : la L-

arginine, le cofacteur essentiel à l’état dimérique, la tétrahydrobioptérine (BH4), ainsi qu’un 

groupement hémique. Elle est également constituée d’un domaine réductase C-terminal portant les 

sites de fixation du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), de la flavine adénine 

dinucléotide (FAD) et de la flavine mononucléotide (FMN), ainsi qu’un site de fixation du complexe 

Ca2+/calmoduline (CaM) essentiel à son activation par le Ca2+. La eNOS est une oxydoréductase, son 

activité catalytique menant à la synthèse de NO requiert un transfert d’électrons de la NADPH au FAD 

puis au FMN du domaine réductase d’un monomère, et se termine au groupement hémique du 

domaine oxygénase de l’autre monomère. Ceci permet la conversion de l’hème ferrique (Fe3+) en son 

état ferreux (Fe2+) et autorise ainsi la fixation de l’O2 sur la eNOS. En effet, l’hème oxydé est alors 

capable de fixer l’O2 et la L-arginine, conduisant à la synthèse de NO et de L-citrulline par oxydation de 

la L-arginine. (Figure 16).  

La présence de BH4 est essentielle à l’état de couplage fonctionnel de la protéine et donc à la 

formation du NO. Il participe également à la fixation du substrat, la L-arginine, ainsi qu’au transfert 

d’électrons. En absence de ce cofacteur, la L-arginine ne peut pas se fixer sur son site au niveau de la 

protéine, et l’accepteur terminal d’électrons devient le dioxygène, formant ainsi de l’O2
●- au détriment 

du NO, et ainsi du peroxynitrite (ONOO-). 
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Figure 16 : Synthèse du NO par la eNOS. 

 

 

 

 

 Régulation de son activité (transcriptionnelle et post transcriptionnelle) 

 L’activité de la eNOS est fortement régulée au niveau post-transcriptionnel et va être 

dépendante de son interaction avec de nombreuses protéines dont principalement le complexe 

Ca2+/CaM ; associé aux cavéolines, la Hsp90 (Heat shock protein 90) (Fleming and Busse, 2003) et à 

Akt. Cette régulation post-transcriptionnelle implique également de nombreuses modifications post-

traductionnelles connues comme régulant la localisation subcellulaire et l’activité de l’enzyme. On 

retrouve parmi elles la S-nitrosylation, l’acétylation, la glycosylation, la glutathionylation et la 

(De)phosphorylation (Heiss and Dirsch, 2014). Dans ces travaux de thèse, nous nous intéresserons 

principalement à la phosphorylation de la eNOS, bien décrite pour son rôle clé dans la régulation de 

l’activité de l’enzyme. 

 A l’état basal, la eNOS est ancrée et maintenue dans un état inactif au niveau de la membrane 

plasmique via les cavéolines (CaV) (isoformes 1 et 3, respectivement endothéliale et cardiomyocytaire) 

(Feron et Balligand, 2006) qui sont des protéines de structure de la membrane plasmique, 

responsables de la formation et de la stabilisation des cavéoles (Feron and Balligand, 2006; Feron et 
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Figure 17 : Représentation des différents sites de phosphorylation de la eNOS et leur rôle dans 
l’activité de la protéine (Adaptée de Schulz et al., 2009). 

al., 1998). Cette eNOS est maintenue au niveau des cavéoles via différents sites de myristoylation et 

palmytoylation présents au niveau du domaine oxygénase de l’enzyme (extrémité N-terminale) (Liu et 

al., 1996). L’activation de la eNOS en réponse à la stimulation d’agonistes (acétylcholine, la 

bradykinine, le VEGF ou les agonistes des récepteurs β3-adrenergiques), ou encore en réponse à un 

stress mécanique (forces de cisaillement ou shear stress) conduit à l’augmentation intracellulaire de 

Ca2+ aboutissant à la formation du complexe Ca2+/CaM qui rompt l’interaction inhibitrice CaV/eNOS. 

En effet, le Ca2+ en se fixant sur la CaM provoque le déplacement de la liaison inhibitrice entre la eNOS 

et la cavéoline, rendant ainsi la eNOS fonctionnelle. Cette dissociation primordiale à l’activation de la 

eNOS favorise le recrutement de Hsp90 (protéine chaperonne du cytosol) et d’Akt, qui d’une part à 

travers la formation d’un complexe protéique favorise l’association de la CaM avec la eNOS et d’autre 

part participe à la régulation de l’enzyme par phosphorylation (Figure 17), et notamment par 

phosphorylation du résidu Serine 1177 (Ser 117), principal site activateur de l’enzyme. Cette 

phosphorylation est associée en parallèle à une déphosphorylation du résidu Thréonine (Thr 495), 

principal site inhibiteur de la eNOS (Figure 17). Les principaux sites d’activation et inhibition de 

l’enzyme sont présentés dans la Figure 17. L’activation de la eNOS est à l’origine d’une translocation 

de celle-ci vers le cytosol. La localisation subcellulaire de l’enzyme est ensuite régulée par des 

complexes protéiques appelés NOSIP (NO Synthase Interacting Protein) et NOSTRIN (NO Synthase 

Traffic Inducer), qui favorisent la translocation cytosolique de la eNOS et son adressage aux différents 

organites intracellulaires (appareil de Golgi, mitochondrie). 
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1.2. Voies de signalisation et cibles cellulaires du NO 

 Voies de signalisation 

Bien que le NO ait été découvert pour la première fois pour son rôle fondamental dans le 

contrôle de la fonction vasculaire (propriétés vasomotrices) (Rapoport et al., 1983), son rôle dans la 

fonction myocardique est aujourd’hui bien décrit. En effet, ce gazotransmetteur, non seulement 

produit par les cellules endothéliales coronaires et endocardiques (Palmer et al., 1988), mais aussi par 

les cardiomyocytes (Petroff et al., 2001), intervient dans la régulation de la perfusion et de la 

contractilité cardiaque. En effet, celui-ci joue un rôle important dans la régulation de l’homéostasie 

calcique et la sensibilité des myofilaments au Ca2+ permettant ainsi de réguler le CEC. Cette régulation 

de la fonction cardiaque par le NO dépend de deux voies de signalisation bien distinctes, i) Une voie 

indirecte impliquant la guanylate cyclase soluble (GCs), responsable de la synthèse de GMPc à l’origine 

de l’activation de la PKG (Costa et al., 2008; Inserte and Garcia-Dorado, 2015) et ii) une voie qui 

implique la fixation directe du NO sur des groupements thiols des résidus cystéines des protéines, 

appelée S-nitrosylation protéique (SNOp) (Penna et al., 2014). 

La voie GCs/GMPc/PKG est majoritairement impliquée dans la régulation du CEC du myocyte 

cardiaque (Hare, 2003), principalement en ayant pour cible la phosphorylation des protéines 

sarcomériques (Layland et al., 2002) et des protéines régulatrices de l’homéostasie calcique. La voie 

NO/GCs/PKG a longtemps été considérée comme la principale signalisation cellulaire des NOS, mais 

depuis une quinzaine d’année, la SNOp a émergé comme un régulateur clé des fonctions 

cardiovasculaires (Murphy et al., 2014). La S-nitrosylation agit comme un mécanisme de modulation 

fonctionnelle des protéines (régule l’activité enzymatique, la localisation et la stabilité des protéines) 

(Hess et al., 2001) et prévient l’oxydation irréversible des résidus cystéines en condition de stress 

oxydant. Parmi les nombreuses cibles cellulaires de la S-nitrosylation, on retrouve, les protéines 

régulatrices de l’homéostasie calcique (i. e. canaux calciques de type L (L-type calcium channel), les 

RyR, les protéines sarcomériques (Irie et al., 2015; Murphy et al., 2014), mais également les protéines 

mitochondriales (notamment le complexe I) (Chap2/II/2.2). 

Comme présenté ci-dessus, la synthèse de NO par la eNOS est aussi considérée comme jouant 

un rôle clé dans la cardioprotection (Farah and Reboul, 2015; Rassaf et al., 2014).Une grande partie de 

la cardioprotection offerte par le NO a longtemps été attribuée à l’activation de la GCs (Costa et al., 

2008). Des résultats récents obtenus par le groupe d’Elizabeth Murphy, suggèrent que les effets 
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protecteurs du NO ne sont finalement pas principalement liés à l’activation de la voie de signalisation 

GCs-GMPc-PKG, mais plutôt à la S-nitrosylation directe des protéines par le NO (Sun and Murphy, 2010; 

Sun et al., 2013). Ceci a été confirmé par Methner et ses collaborateurs, en 2013 (Methner et al., 2013). 

En effet, la délétion spécifique de la PKG dans les cardiomyocytes n’avait aucun effet sur la 

cardioprotection induite par le post-conditionnement ischémique ou sur la cardioprotection induite 

par l’utilisation de donneurs de NO mitochondrial (mitoSNO). Comme précédemment décrit par Sun 

et Murphy en 2010, un nombre important de protéines sont s-nitrosylées dans le cœur (Sun and 

Murphy, 2010). Bien que la régulation des protéines régulatrices de l’homéostasie calcique (L-type Ca2+ 

channel, SERCA2a), par S-nitrosylation apparait pouvoir jouer un rôle non négligeable dans la 

cardioprotection au cours de stress oxydants importants comme lors de l’IR, la majorité des protéines 

s-nitrosylées avec le conditionnement ischémique correspondent néanmoins à des protéines 

mitochondriales. La suite de cette revue de littérature présentera un bilan de l’impact du NO et de la 

S-nitrosylation sur la fonction mitochondriale dans la cardioprotection.  

 

2.  NO mitochondrial et cardioprotection  

2.1. NOSmt 

On sait aujourd’hui que le NO peut être produit au niveau des mitochondries et que celui-ci est 

essentiel à la régulation de la fonction mitochondriale. Néanmoins, l’existence d’une NOS 

exclusivement mitochondriale (mtNOS) reste aujourd’hui très controversée (Lacza et al., 2009). En 

effet, malgré des preuves, immunohistochimiques (Bates et al., 1996), biochimiques (Boveris et al., 

2003; Elfering et al., 2002; Gonzales et al., 2005; Zanella et al., 2002)et spectrophotométriques (Costa 

et al., 2003) de l’existence d’une NOS mitochondriale, des doutes concernant son existence, sa nature 

et sa localisation persistent. Ce scepticisme est principalement attribué à l’impureté des préparations 

mitochondriales. En effet, les NOS détectées dans les fractions mitochondriales pourraient être liées à 

la contamination par les NOS d’autres organites et fractions membranaires. Concernant la nature de 

la NOS mitochondriale, les 3 isoformes de NOS (eNOS, nNOS, iNOS) ont été proposées comme 

candidat. Cependant, dans le cœur, les données les plus convaincantes impliquent la nNOS (Dedkova 

and Blatter, 2009a; Kanai et al., 2001)(Kanai et al, 2001, PNAS), même si d’autres études sont plus en 

faveur de la eNOS (Bates et al., 1996; Gao et al., 2004). L’équipe de Lacza (Lacza et al., 2003) quant à 
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elle a été incapable d’associer la production de NO à l’une des 3 isoformes connues des NOS, et a donc 

émis l’hypothèse de l’existence d’une nouvelle NOS d’origine bactérienne (Lacza et al., 2009). 

Quelques preuves indirectes suggèrent que la NOS mitochondriale serait localisée dans la membrane 

interne de la mitochondrie. En effet, des résultats en immunohistochimie suggèrent que celle-ci co-

localise avec le complexe II (succinate déshydrogénase) de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(Kobzik et al., 1995). Néanmoins, aucune preuve ne démontre aujourd’hui que les NOS traditionnelles 

(eNOS, nNOS et iNOS) présentent des séquences permettant le passage de la membrane interne 

mitochondriale. On sait cependant que les NOS peuvent être associées à la membrane externe 

mitochondriale afin de réguler la production de NO dans l’environnement proche des mitochondries. 

En effet, Reinier et al. (2001) ont démontré par microscopie immunoélectronique sur des cellules 

endothéliales intactes que la eNOS serait localisée au niveau de la membrane externe (Reiner et al., 

2001). Ceci a été confirmé par Gao et al. (Gao et al., 2004). Ces auteurs ont pu démontrer de manière 

élégante que la eNOS était capable de se lier à la membrane externe mitochondriale (côté cytosol) sur 

un peptide clivable par la protéinase K, une séquence d’acide aminés pentabasique (de 628 à 632) 

présente au niveau du domaine auto-inhibiteur de la eNOS (dans le domaine réductase de l’enzyme) 

(Nishida and Ortiz de Montellano, 1999) (Figure 17 et Figure 18). La fixation de l’enzyme par son 

domaine auto-inhibiteur, désinhiberait son activité enzymatique permettant ainsi la synthèse de NO à 

proximité des mitochondries (Figure 18). 

Même si la nature de la NOS mitochondriale reste encore énigmatique, tous les travaux sur le 

sujet ont permis d’affirmer le fait que la production de NO pouvait être très localisée au niveau 

mitochondrial. La suite de la revue s’intéressera au rôle de l’interaction entre NO et mitochondrie dans 

la cardioprotection.  
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2.2. NO et mitochondrie : quel rôle dans la cardioprotection 

Le NO est un puissant régulateur de la fonction mitochondriale (régule la respiration 

mitochondriale, la production d’ERO et la biogénèse mitochondriale) (Erusalimsky and Moncada, 2007; 

Piantadosi, 2012) et est reconnu comme un agent cardioprotecteur endogène à cibles multiples 

(Rassaf et al., 2014). Comme décrit précédemment, la voie GMPc/PKG mais surtout la voie eNOS-

NO/SNO joue un rôle clé dans les voies de cardioprotection (Burwell and Brookes, 2007) et la 

mitochondrie est une cible primordiale de ces différentes stratégies de cardioprotection. En effet, il a 

été démontré que l’activation de la voie GMPc/PKG retarde l’ouverture du mPTP et empêche ainsi la 

mort cellulaire par apoptose d’astrocytes en culture (Takuma et al., 2001). De plus, la stimulation de 

la voie NO/GMPc réduit les oscillations calciques en provenance du RS et prévient ainsi 

l’hypercontracture et la rupture du sarcolemme dans les premières minutes de la reperfusion. Tout 

ceci permet finalement de réguler l’ouverture du mPTP (Garcia-Dorado et al., 2009).  

Figure 18 : (A-E)- Localisation de la eNOS sur la membrane externe de mitochondries 
isolées de cellules endothéliales (HUVEC). Les images sont obtenues par microscopie 

immunoélectronique, la eNOS est marquée avec un anticorps anti-eNOS. (F)- Un 
traitement à la protéinase K abolie en grande partie le marquage de la eNOS à la 

membrane externe mitochondriale (Gao et al., 2004). 
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Comme décrit précédemment, la SNOp est récemment apparue comme un acteur majeur de la 

cardioprotection induite par le NO (Sun and Murphy, 2010; Sun et al., 2013). Des stratégies de 

conditionnement ischémique ont pu mettre en évidence l’importance de la S-nitrosylation et des SNO 

mitochondriaux dans la cardioprotection induite par le NO (Burwell et al., 2006; Sun et al., 2007a). Sun 

et Murphy ont ainsi pu démontrer en 2012 que la plupart des protéines s-nitrosylées au cours du PreC 

sont des protéines mitochondriales (52% du S-nitrosoproteome total) (Murphy et al., 2012; Sun and 

Murphy, 2010). De manière intéressante, la SNOp influence de nombreuses fonctions mitochondriales, 

telles que l’homéostasie calcique, la production d’ERO, l’ouverture du mPTP et la respiration 

mitochondriale (Borutaite and Brown, 2006). Tout ceci permettant d’expliquer du moins en partie la 

cardioprotection induite par le NO. Chouchani et al. (2013) ont pu proposer que cette protection 

pouvait s’expliquer par la S-nitrosylation spécifique de la cystéine 39 (Cys39) de la sous-unité ND3 du 

complexe I de la CTE (Chouchani et al., 2013). En effet, l’inhibition réversible de ce complexe au cours 

de la reperfusion post-ischémique limite la production d’ERO, acteur majeur des lésions au cours de 

l’IR. L’utilisation d’un donneur de NO mitochondrial, le mitoSNO, inhibe également la respiration 

mitochondriale en entrant en compétition avec l’O2 sur le groupe hème ferrique du complexe IV 

(cytochrome c oxydase) de la CTE (Methner et al., 2014; Prime et al., 2009). De plus, la liaison du NO 

au complexe IV (cytochrome c oxydase) confère une résistance cellulaire à l’apoptose (Cooper and 

Brown, 2008). Il a également été démontré que la S-nitrosylation de la Cyp D, un régulateur critique 

de l’activation du mPTP, préserve l’intégrité mitochondriale pendant l’IR (Bibli et al., 2019). De manière 

plus précise, Nguyen TT et al. (2011) ont démontré que la Cyp D était s-nitrosylée au niveau de sa 

cystéine 203, ce qui permettrait de prévenir son oxydation au cours de la reperfusion post-ischémique 

(Nguyen et al., 2011). En effet, au cours de l’ischémie, la dé-acylation de la Cyp D libère la protéine 

dans la matrice mitochondriale, augmentant ainsi sa probabilité d’interaction avec le mPTP. Amanakis 

et al. (2020) ont récemment démontré que la S-nitrosylation de la Cyp D prévient sa dé-acylation au 

cours de l’IR et empêche ainsi l’activation du mPTP (Amanakis et al., 2017). Certaines études suggèrent 

également que la S-nitrosylation de la Cx43 protéine de jonction communicante impliquée dans la 

respiration mitochondriale (Boengler et al., 2012), le statut redox mitochondrial (Denuc et al., 2016), 

et l’homéostasie calcique (Xu et al., 2012) participe à la cardioprotection médiée par le NO (Soetkamp 

et al., 2014). 

L’existence d’une NOS mitochondriale restant aujourd’hui très controversée (Chap2/II/2.1), on 

pourrait alors se demander quelles sont les sources du NO au niveau de la mitochondrie. Sun et al. 

(2013), ont pu démontrer que l’utilisation de methyl-β-cyclodextrine (MβCD), afin d’altérer les 
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cavéoles et ainsi empêcher l’association de la eNOS avec la Cav3 abolit la S-nitrosylation des protéines 

mitochondriales suite au PreC et par conséquent la cardioprotection induite par la SNO (Sun et al., 

2012). Ces résultats suggérent que la Cav3 est impliquée dans la transduction de la signalisation 

cardioprotectrice eNOS/NO/SNO vers les mitochondries (Sun et al., 2012). Une étude plus récente 

menée par le même groupe confirme le rôle de la voie eNOS/NO/SNO dans la protection des 

mitochondries. En effet, les auteurs suggèrent que le PreC ischémique est à l’origine d’une 

translocation de la eNOS vers les SSM (Sun et al., 2015b). Cette stratégie aboutit à une augmentation 

de la S-nitrosylation des protéines mitochondriales et diminue l’activation du mPTP au cours d’un 

stress calcique (Sun et al., 2015b). C’est d’autant plus intéressant qu’il a été rapporté que la eNOS est 

la seule isoforme des NOS capable d’être adressée à des sous compartiments membranaires (cavéole, 

appareil de Golgi) et que celle-ci a également la capacité d’aller se fixer à la membrane externe 

mitochondriale, afin de produire localement du NO (Gao et al., 2004). Ceci a pu être associé à une 

hausse généralisée de la SNOp dans ce compartiment.  

Il semble donc que la bio-disponibilité du NO au niveau mitochondrial puisse être un élément 

non négligeable afin de moduler la sensibilité du cœur à un stress tel que l’IR. Il est important de noter 

que les effets protecteurs de la S-nitrosylation sur les protéines mitochondriales sont multi cibles et la 

production de NO mitochondriale semble provenir de différentes sources (Figure 19). La eNOS semble 

néanmoins pouvoir jouer un rôle majeur dans ce phénomène. L’effet bénéfique du NO sur les 

mitochondries est dépendant de sa concentration. En effet, des concentrations faibles de NO (de 100 

nM à 1 µM) se sont avérées protectrices vis-à-vis des mitochondries lors de stress tel que l’IR (dose), 

tandis qu’une surproduction de NO (> 5 µM) (par la iNOS notamment) a plutôt montré des effets 

délétères en réagissant avec l’O2
●- pour former du ONOO- et d’autres espèces azotées réactives 

nuisibles pour la cellule (Ferdinandy and Schulz, 2003). Le stress nitrooxydant, par le biais d’une 

nitration de la tyrosine, pourrait également contribuer au dysfonctionnement mitochondrial pendant 

l’IR (Tatarkova et al., 2019). 
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III.  Stratégies antioxydantes ciblant la mitochondrie 

1. Traitements antioxydants non ciblés 

Comme discuté dans le chapitre précédent (Chap 1/II/2), un des éléments majeurs dans 

l’induction de l’ouverture du mPTP et de la mort cellulaire au cours de l’IR est la production d’ERO 

d’origine essentiellement mitochondriale. Bien que le cœur soit bien équipé en défenses 

antioxydantes qui comprennent des antioxydants enzymatiques (i.e la SOD, la gluthation peroxydase 

(GPx) et la catalase (Cat) et des antioxydants non enzymatiques (tel que l’α-tocophérol : vitamine E, 

l’acide ascorbique : vitamine C, le gluthation), au cours de l’IR les défenses antioxydantes sont 

dépassées, aboutissant ainsi à la genèse d’un stress oxydant. Il n’est donc pas surprenant, que tout un 

pan de la recherche se soit concentré sur les effets potentiellement protecteurs de stratégies basées 

sur des antioxydants.  

Figure 19 : Impact du NO et de la S-nitrosylation sur la mitochondrie. 
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1.1. Généralités sur les antioxydants  

Les antioxydants myocardiques sont définis comme des substances qui inhibent ou retardent 

(même à de très faibles concentrations) l’oxydation de biomolécules sensibles (lipides, protéines, 

glucides, acides nucléiques) et dont l’utilisation est une priorité pour le bon fonctionnement de 

l’organisme. Une très grande gamme d’antioxydants naturels et synthétiques est aujourd’hui 

disponible et leurs mécanismes d’action sont pour la plupart bien connus. En effet, les antioxydants 

protègent leurs cibles par divers mécanismes qui sont : 1) le piégeage des ERO et de leurs précurseurs, 

2) la chélation sous forme inerte des métaux de transition (Fe2+, Cu+) produisant des ERO (réaction de 

Fenton), 3) l’inhibition des enzymes pro-oxydantes ou impliquées dans la production d’ERO, et 4) la 

régénération d’antioxydants endogènes (i. e. α tocophérol). 

 On sait qu’une alimentation riche en produits végétaux (fruits, légumes et produits dérivés), 

nous apporte une grande variété d’antioxydants tels que la vitamine E (α- tocophérol), la vitamine C 

(acide ascorbique), les caroténoïdes et les polyphénols. La vitamine E est une substance liposoluble qui 

est principalement associée aux lipoprotéines plasmatiques. Elle est reconnue comme étant un 

puissant piégeur de radicaux peroxyles en inhibant la peroxydation lipidique (Spencer et al., 1999). De 

nombreuses études expérimentales sur le rongeur ont démontré des effets protecteurs de la vitamine 

E. Des études menées sur le rat ont rapporté une diminution de la mortalité et de la taille de l’infarctus 

suite à une supplémentation en vitamine E (Sethi et al., 2000). En accord avec ces résultats, Quinn et 

al.  (2006) démontrent que l’administration d’une combinaison de vitamines C et E à des lapins après 

ligature des artères coronaires améliore la fonction cardiaque en comparaison à un placebo (Qin et al., 

2006). Malgré l’efficacité d’un très grand nombre de ces composés au plan expérimental, les résultats 

des études cliniques sur le sujet demeurent décevants voir parfois inverses aux effets attendus (Knekt 

et al., 2004; Marchioli, 2001; McQueen et al., 2005). Cela pourrait s’expliquer principalement par 

l’utilisation d’antioxydants non spécifiques. En effet, la majorité des antioxydants connus aujourd’hui 

ont une action globale et manque de spécificité (cytosolique ou plasmatique comme le resvératrol). Si 

l’on considère que les ERO sont des molécules importantes dans la signalisation cellulaire et participent 

à l’activation de certains mécanismes cardioprotecteurs, il n’est donc pas totalement incohérent que 

l’utilisation d’antioxydants non ciblés puisse être associée à des résultats controversés (Bjelakovic et 

al., 2007; Ristow, 2014; Ristow et al., 2009). 
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Depuis peu, de nouvelles molécules anti-oxydantes capables de se concentrer au niveau de la 

mitochondrie et ainsi de cibler les désordres fonctionnels de cet organite au cours de l’IR ont été 

développées et semblent être à l’origine de résultats prometteurs.  

 

2. Antioxydants de synthèse ciblant la mitochondrie 

2.1. Cations lipophiles 

Les travaux menés par l’équipe de Mike Murphy au sein du mitochondrial research center de 

l’université de Cambridge, ont permis le développement de molécules permettant de cibler 

spécifiquement les mitochondries, on parle alors de tropisme mitochondrial. Ces chercheurs ont en 

effet développé des cations lipophiles sur lesquels ils sont capables de « greffer » des molécules tels 

que des antioxydants, des donneurs de NO ou encore des sondes fluorescentes. Ces cations tirent 

avantage du ΔΨm pour faciliter leur ciblage et leur accumulation dans la matrice mitochondriale (Ross 

et al., 2008). En effet, le ΔΨm étant très électronégatif (-140 à -180 mV), les cations lipophiles peuvent 

utiliser cette force électromotrice pour franchir les membranes mitochondriales et s’accumuler dans 

la matrice (Ross et al., 2005). De nombreux cations lipophiles comme le TPP+ ; la rhodamine 123, la 

flupirtine, la MKT-077 et les antharacyclines sont aujourd’hui connus comme pouvant passer les 

membranes cellulaires et s’accumuler spécifiquement au niveau mitochondrial (Frantz and Wipf, 

2010). Les cations TPP+ et TPMP+ (forme méthylée du TPP+), découverts pour la première fois par 

Liberman et al. (1969) et utilisée comme des indicateurs du ΔΨm (Liberman et al., 1969), sont les 

cations lipophiles les plus largement utilisés pour le ciblage de la mitochondrie par des antioxydants 

(Murphy and Smith, 2000, 2007). Une fois à l’intérieur des mitochondries, les molécules TPP+ s’ancrent 

à l’IMM mitochondriale face à la matrice mitochondriale (Murphy and Smith, 2007) (Figure 20). 
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Cette stratégie offre ainsi un moyen très sélectif de fournir des antioxydants cationiques aux 

mitochondries afin de cibler les ERO directement au niveau de leurs sites de production. De nombreux 

dérivés de ces conjugués TPP+ ont émergé en fonction du type d’ERO ciblé et se sont montrés efficaces 

pour limiter la production d’EROmt. On retrouve le TPP+-ubiquinone (MitoQ) (Kelso et al., 2001), le 

TPP+-α-tocophérol (MitoE) (Smith et al., 1999), le TPP+-Tempol (MitoTEMPO) (Vendrov et al., 2015), le 

TPP+-SOD (MitoSOD) et le TPP+-Peroxydase (Mito-Peroxydase) (Figure 21). Ces modulateurs redox ainsi 

synthétisés ont été rapporté comme limitant la production d’une grande variété d’ERO (d'O2
●--, H2O2, 

°OH-, les peroxyles lipidiques, etc..) et sont très efficaces contre la peroxydation lipidique, 

caractéristique des dommages oxydatifs. 

 

 

Figure 20 : Ciblage de la mitochondrie par des cations TPP+ conjugués à des antioxydants 
(Adaptée de Apostolava et Victor, 2015). 
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2.1.1. Le MitoE2 

On sait aujourd’hui que la vitamine E est un antioxydant efficace permettant de protéger la 

membrane mitochondriale du stress oxydant (Lang et al., 1986; Lauridsen and Jensen, 2012; 

Napolitano et al., 2019; Sokol et al., 1998). Il a été rapporté que le radical α-tocophéroxyle formé lors 

de la détoxification des ERO par la vitamine E est recyclé en sa forme active par le pool d’ubiquinol 

présent au niveau mitochondrial (Maguire et al., 1992) démontrant que les mitochondries régénèrent 

en permanence l’antioxydant sous sa forme active. Malgré la présence de la vitamine E au niveau 

mitochondrial, les effets mitochondriaux de cette molécule restent limités. Le premier antioxydant 

couplé à un TPP+ : le MitoE2 ou MitoVitE, composé du fragment α-tocophérol conjugué à un TPP+ a été 

créé afin de répondre à cette problématique. Tout comme la vitamine E, le mitoVitE réduit la 

Figure 21 : Synthèse de cations lipophiles couplés à un antioxydant capable de cibler le stress 
oxydant mitochondrial. La chaîne respiratoire mitochondriale produit du superoxyde (O2

°-), qui peut 
libérer du fer ferreux, se dismuter en peroxyde d’hydrogène (H2O2) ; puis via la réaction de Fenton 
former du radical hydroxyle (OH-) et conduire à la peroxydation lipidique (Adaptée de Murphy et 

Smith, Ann Rev Pharmacol Toxicol, 2007). 
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production d’ERO induite et limite ainsi la peroxydation lipidique. Ce composé est également connu 

pour inhiber la libération de cyt c limitant l’activation de la caspase 3, la fragmentation de l’ADN et 

ainsi la mort cellulaire.  

 

2.1.2. Le MitoQ 

Le MitoQ ou Mitoquinone, développé par le groupe Mike Murphy à Cambridge, correspond à la 

fixation d’un fragment ubiquinone sur un cation TPP+  (Kelso et al., 2001; Oyewole and Birch-Machin, 

2015). Au sein des mitochondries le MitoQ se localise dans la membrane mitochondriale interne où il 

est réduit en ubiquinol par le complexe II de la CTE. Celui-ci fonctionne à la fois comme un transporteur 

d’électrons afin de faciliter le transfert d’électrons des complexes I/II au complexe III et comme un 

antioxydant efficace contre la peroxydation lipidique (Kelso et al., 2001). In vitro, le MitoQ réduit 

efficacement les dommages oxydatifs et protège contre la mort cellulaire induite par l’IR (Neuzil et al., 

2007). Une étude in vivo menée sur des rats confirme ces résultats (Adlam et al., 2005). En effet, Adlam 

et al. (2005) ont démontré que l’administration de MitoQ dans l’eau de boisson chez des rats s’est 

avérée efficace pour réduire la production d’ERO dans les toutes premières minutes de la reperfusion 

(Adlam et al., 2005). Ceci conduit à une réduction considérable du dysfonctionnement cardiaque, de 

la mort cellulaire et des dommages mitochondriaux après une IR (Adlam et al., 2005). 

 

2.1.3. Le MitoTEMPO 

Le MitoTEMPO est un autre groupe d’antioxydants efficace pour cibler les EROmt (Trnka et al., 

2008). En effet, ce composé combine un antioxydant, le nitroxyde de pipéridine (TEMPO, mimetic de 

la SOD) avec un cation lipophile. Cette molécule s’est montrée efficace pour détoxifier l’O2
●- et pour 

oxyder l’ion ferreux libre, afin de diminuer la formation de radical hydroxyle (OH-) par la réaction de 

Fenton (Mitchell et al., 1990). De manière intéressante, ce composé a permis de réduire le stress 

oxydant au cours de l’IR. En effet, l’utilisation de MitoTEMPO a pu induire une protection contre les 

lésions de reperfusion (Ni et al., 2016a). Ce composé a également été montré comme étant efficace 

dans d’autres pathologies cardiaques telles que : la cardiomyopathie hypertrophique (Dey et al., 2018) 

ou la cardiomyopathie diabétique (Ni et al., 2016b). 
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2.1.4. Dérivés cationiques de la plastoquinone 

Les dérivés cationiques de la plastoquinone (SkQs : palastoquinonyl-decyl-

triphenylphosphonium) se sont également montrés efficaces pour cibler le stress oxydant 

mitochondrial. En effet, SkQ1, qui comprend un groupement plastoquinone, cible la mitochondrie par 

conjugaison à un TPP+ (Bakeeva et al., 2008). Une fois dans les mitochondries, le SkQ1 est réduit en 

SkQ1H2 par la chaîne respiratoire mitochondriale. SkQ1 agit comme un antioxydant en limitant la 

peroxydation de la cardiolipine mitochondriale (Antonenko et al., 2008) et en inhibant la formation d’ 

O2
●-. 

 

2.2. Ciblage basé sur les peptides 

En plus des cations lipophiles, les antioxydants peptidiques SS (Szeto-Schiller) représentent une 

autre stratégie efficace afin de cibler et de protéger les mitochondries du stress oxydatif (Zhao et al., 

2004). Ces peptides sont des composés cationiques-aromatiques, dont le motif structurel est basé sur 

l’alternance de résidus aromatiques et d’acides aminés basiques (Zhao et al., 2004) (Figure 22-A). Ils 

sont reconnus pour leurs capacités à piéger l’H2O2 et le ONOO-. Leur action antioxydante peut être due 

au résidu tyrosine ou diméthyltyrosine de leur séquence. En effet, la tyrosine est capable de piéger les 

ERO formant des radicaux tyrosyles beaucoup moins réactifs. Ces petits peptides contiennent une 

séquence d’acides aminés leur permettant de passer librement les membranes mais également une 

séquence leur permettant de s’accumuler au niveau de la mitochondrie. Contrairement aux cations 

lipophiles classiques comme le MitoQ, l’absorption de ces peptides aromatiques-cationiques au niveau 

de la mitochondrie ne dépend pas du ΔΨm et se localisent au niveau de la membrane mitochondriale 

interne plutôt qu’au niveau de la matrice (Szeto, 2006; Szeto and Schiller, 2011) (Figure 22-B). 

Comme décrit précédemment ; la peroxydation de la cardiolipine au cours de l’IR, conduit à la 

libération du cyt c dans le cytosol suite à l’activation du mPTP. De manière intéressante, en réduisant 

les EROmt et en ciblant la cardiolipine, les peptides SS (SS-02 et SS-31) ont pu inhiber l’ouverture du 

mPTP, prévenant ainsi le gonflement mitochondrial et la libération dans le cytosol de facteurs pro-

apoptotiques en réponse à une surcharge calcique (Birk et al., 2013; Broome et al., 2018) (Figure 23). 
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Figure 23 : Mécanisme d’action des peptides SS 
(Adaptée de Broome et al., 2008). 

Tout ceci suggère que cibler les mitochondries défectueuses induit une protection en ciblant 

spécifiquement la production d’ERO au niveau mitochondrial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Exemples de peptides SS ciblant la mitochondrie (Szeto et., 2006). 
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2.3. Découplage mitochondrial 

Le découplage modéré de la chaîne respiratoire mitochondriale peut également permettre de 

diminuer la production d’EROmt. En effet, il est bien connu que la production de EROmt est 

positivement corrélée à une augmentation du ΔΨm. Le découplage mitochondrial est un processus 

physiologique par lequel la fuite de protons à travers l’IMM permet aux protons de contourner le 

complexe V (ATP synthase) inhibant ainsi la synthèse d’ATP. Ce processus est régulé par des protéines 

de découplage (uncoupling protein : UCP) présentent au niveau de la membrane interne 

mitochondriale. Le découplage mitochondrial peut également être induit chimiquement par l’ajout de 

protonophores, comme le 2,4-dinitrophénol (DNP), le carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxylphenyl 

hydrazone (FCCP) et le cyanure de carbonyle m-chlorophényl hydrazone (CCCP). La diminution de la 

production d’ERO a été reporté suite à l’utilisation d’agents découplants (Shabalina and J, 2011). Il a 

également été démontré que la transfection de la protéine UCP1 dans une lignée cellulaire de 

cardiomyocytes permet de protéger les cellules d’une hypoxie-réoxygénation (Bienengraeber et al., 

2003) et que sa surexpression dans un modèle murin transgénique diminue les lésions liées à l’IR 

(Hoerter et al., 2004). L’invalidation du gène codant pour la protéine UCP3 augmente la taille de la 

zone infarcie chez la souris et cet effet est lié à une augmentation de la production d’ERO (Ozcan et al., 

2013). 

 

IV. La mitochondrie : cible de la cardioprotection induite par 

l’exercice  

Il est aujourd’hui très largement admis que la pratique régulière d’un exercice physique 

(entraînement) représente une stratégie thérapeutique efficace permettant de préserver l’intégrité du 

muscle cardiaque lors d’un phénomène d’IR (Powers et al., 2008). En effet, les bénéfices d’une telle 

pratique sur la santé cardiovasculaire ont été largement décrits (Ignarro et al., 2007) et la pratique 

d’une activité physique régulière fait aujourd’hui partie intégrante des recommandations de 

l’organisation mondiale de la santé. A ce jour, les mécanismes biologiques associés à la 

cardioprotection par l’exercice n’ont été que peu investigués, il semble néanmoins se dégager un 
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consensus sur le rôle essentiel de l’amélioration du statut antioxydant myocardique (French et al., 

2008; Hamilton et al., 2003; Powers et al., 1998) et du maintien de l’homéostasie calcique cellulaire au 

cours de l’IR (French et al., 2008; Wisløff et al., 2002).  Lors de l’IR, les mitochondries sont reconnues 

comme étant des acteurs essentiels de la mort et de la survie cellulaire, néanmoins l’impact de 

l’exercice physique sur la sensibilité des mitochondries à l’IR, n’a été que très peu étudié et les 

mécanismes cellulaires sous-jacents aboutissant à leur protection demeurent non élucidés. Dans ce 

contexte, au cours de mon travail de doctorat, j’ai été amené à écrire une revue de littérature sur le 

sujet, intitulée : « Exercise training protects the heart against ischemia-reperfusion injury : a central 

role for mitochondria ? », publiée dans « Free Radical Biology and Medicine » en 2020 (Boulghobra et 

al., 2020a). Afin de ne pas être redondante dans mes propos vous trouverez ci-dessous la revue 

publiée. 
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1. Revue de littérature publiée  
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A retenir : 

    La mitochondrie est un organite cible des différentes stratégies de cardioprotection.  

 L’établissement d’un cercle vicieux entre accumulation de Ca2+ dans la matrice 

mitochondriale et surproduction d’ERO semble être décisif dans l’activation du mPTP au 

cours de l’IR. 

 Le ciblage des EROmt avec des antioxydants spécifiques semble pouvoir être une stratégie 

efficace afin de limiter la sévérité des lésions de reperfusion. 

 La voie eNOS/NO/SNO joue un rôle clé dans la cardioprotection induite par l’exercice 

physique. Son impact au niveau mitochondrial ne semble à ce jour pas clairement établi. 
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Objectifs du travail de thèse 

 

Compte tenu du rôle clé de la mitochondrie dans les lésions de reperfusion, il semble important 

de limiter l’ouverture du mPTP en prévenant l’augmentation de la concentration diastolique en Ca2+ 

et/ou en limitant la production massive d’ERO au cours de la reperfusion. Ainsi, il semble intéressant 

de pouvoir agir grâce à différents procédés sur le cercle vicieux entre ces deux paramètres afin de 

limiter les lésions au cours de l’IR.  

La revue de littérature a permis de mettre en évidence l’efficacité d’une supplémentation en 

antioxydants ciblant directement la mitochondrie dans la limitation de la production d’ERO au cours 

de la reperfusion post-ischémique. Cependant, à ce jour, les seuls antioxydants rapportés comme 

permettant de cibler la mitochondrie sont des antioxydants de synthèse. Il n’y a aucune raison de 

penser que des molécules possédant des propriétés chimiques similaires, leur permettant de cibler la 

mitochondrie, ne soient pas également présentes dans la nature. Dans ce contexte et en collaboration 

avec la société Naturex, leader mondial des ingrédients naturels nous avons pu identifier un 

antioxydant naturel, la sinapine, dont les propriétés chimiques (antioxydant cationique, ester de 

choline de l’acide sinapique), pourraient lui permettre de cibler la mitochondrie. En effet, la sinapine 

aussi appelée sinapoycholine-3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamoyl-choline est un composé phénolique 

présent en grande quantité dans les plantes de la famille des Brassicacea. Elle a été isolée pour la 

première fois à partir de graines de moutarde, mais on la retrouve en grande quantité dans le colza 

(environ 10 mg.g-1) (Yates et al., 2019) ainsi que dans certaines épices, agrumes, baies et céréales. La 

sinapine est généralement produite dans l’enveloppe externe des graines oléagineuses. Cette 

molécule semble prometteuse puisqu’elle est reconnue pour ses propriétés antioxydantes (Chen, 

2016; Yates et al., 2019). L’acide sinapique est un antioxydant déjà bien décrit dans la littérature 

scientifique (Chen, 2016; Nithya and Subramanian, 2017; Siger et al., 2013). La sinapine, possède le 

même groupement phénol associé à une amine quaternaire lui conférant ainsi une charge positive. 

Ainsi, les différents éléments de la structure chimique de la sinapine suggèrent que celle-ci pourrait 

avoir un fort tropisme mitochondrial et ainsi être capable de cibler le stress oxydant au niveau 

mitochondrial au cours de l’IR. 
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Ainsi le premier objectif de ce travail de thèse a été d’évaluer la manière dont la sinapine, un 

antioxydant naturel cationique ciblant la mitochondrie, était capable de limiter la production d’ERO 

au cours d’un syndrome d’IR myocardique (Etude n°1). 

 

Dans un second temps, nous nous sommes centrés sur les effets cardioprotecteurs de l’exercice 

physique. En effet, il est aujourd’hui admis que l’activation de la eNOS et que la signalisation NO/SNO 

permet en partie d’expliquer la cardioprotection induite par l’exercice. Néanmoins, les mécanismes 

sous-jacents demeurent encore mal compris. Bien que l’impact du NO sur la fonction mitochondriale 

soit bien décrit, à ce jour l’impact de l’exercice sur la biodisponibilité mitochondriale du NO n’a jamais 

été établi. 

 

  

Ainsi le deuxième objectif de ce travail de thèse était d’évaluer comment la modification de la 

biodisponibilité du NO au niveau mitochondrial participe à la cardioprotection induite par l’exercice 

physique (Etude n°2).

Objectif 1 

Objectif 2 
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Préambule 

 

Ce travail de thèse a été réalisé au sein du Laboratoire de Pharm-Ecologie Cardiovasculaire 

(LaPEC, EA4278) de l’Université d’Avignon. Néanmoins, une partie des expérimentations de l’ETUDE 1 

sur cardiomyocytes isolés ont été conduites au sein du laboratoire INSERM U-1046 Physiologie et 

Médecine Expérimentale Cœur et Muscles (Montpellier, dirigé par le Professeur Jacques Mercier sous 

la responsabilité du DR Olivier Cazorla), dans le cadre d’une bourse de mobilité financée par le Groupe 

de Réflexion sur la Recherche Cardiovasculaire.  

Toutes les expériences ont été réalisées en conformité avec la directive 2010/63 EU du 

parlement européen sur l’utilisation des animaux de laboratoire (comité d’éthique N° CEEA-00322.03). 
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Ce travail est organisé en 2 études indépendantes dont les spécificités des 

procédures expérimentales seront précisées et exposées distinctement, 

excepté les techniques communes aux deux études.
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I. Populations expérimentales 

Les animaux de l’ETUDE 1 ont été hébergés soit au sein de l’animalerie du PHYMEDEXP, (Inserm, 

CNRS, U-1046, Montpellier) soit au sein de l’animalerie de l’EA4278 (UFR STS, Avignon Université). 

Pour l’ETUDE 2, tous les animaux ont été hébergés dans l’animalerie de l’EA 4278. La totalité des 

animaux de ce travail de thèse ont été exposés à des cycles jour/nuit de 12h à température contrôlée 

et ont disposé d’un accès ad libitum en eau et nourriture. Enfin tous les animaux ont bénéficié d’un 

enrichissement de leur milieu de vie. Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec la 

directive 2010/63 UE du parlement européen sur l’utilisation des animaux de laboratoire (Comité 

d’éthique pour l’expérimentation animale, n° CEEA-00322.03 pour l’ETUDE 1 ; n°APAFIS#3487-

2016010813443457 pour l’ETUDE 2).  

 

1. Etude 1 : La sinapine, un antioxydant naturel permettant de réduire le 
stress oxydant mitochondrial au cours d’une ischémie cardiaque 

1.1. Groupes expérimentaux 

Dans cette première étude, en collaboration avec la société Naturex et le PHYMEDEXP, nous 

nous sommes intéressés aux propriétés antioxydantes d’un phénol cationique, la sinapine. Afin 

d’évaluer sa capacité à aller cibler la mitochondrie et à limiter ainsi la production d’ERO au cours de 

l’IR, 78 rats mâles Wistar ont été utilisés pour cette étude (12 semaines, n= 78, poids = 361 ± 4 g, 

Laboratoire Janvier).  

1.2. Les composés utilisés 

La sinapine (SP) a été commandée chez ChemSpider (C16H24NO5, masse molaire : 310,365 g.mol-

1) et l’acide sinapique (ACs), utilisé tout au long de l’étude comme contrôle négatif (même propriété 
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antioxydante que la sinapine mais sans groupement choline) a été commandé chez Sigma Adrich 

(C11H12O5, masse molaire : 225,21 g.mol). Le MitoTempo, utilisé comme un antioxydant de référence 

afin de cibler le stress oxydant mitochondrial, a été commandé chez Santa Cruz Biotechnology. 

1.3. Design expérimental 

Afin d’évaluer la capacité de la sinapine à cibler le stress oxydant mitochondrial, nous avons 

évalué 1) sa biodisponibilité au niveau plasmatique ; ainsi qu’au niveau des fractions cytosolique et 

mitochondriale. En 2) nous avons évalué l’impact de cette molécule sur le stress oxydant cellulaire et 

cardiaque (Figure 24-(1) et (2)). 

 

Figure 24 : Design experimental de l’ETUDE n°1. 
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2. Etude 2 : Conditionnement des mitochondries cardiaques par l’exercice 
physique : rôle du NO ? 

2.1. Groupes expérimentaux 

Dans cette seconde étude, nous nous sommes intéressés aux effets cardioprotecteurs de 

l’exercice physique sur les mitochondries cardiaques et au rôle de la signalisation eNOS/NO/SNO dans 

ce phénomène. Pour cela, des rats Wistars mâles âgés de 12 semaines (Laboratoire Janvier) ont été 

utilisés. Afin d’évaluer l’impact de l’exercice physique, les rats ont été répartis aléatoirement en 3 

groupes expérimentaux : un groupe de rats sédentaires (Sed) ; un groupe de rats entraînés sur tapis 

roulant motorisé, à raison de 5 jours par semaine, durant 5 semaines (Ex-Tr), et enfin un groupe soumis 

à une seule session d’exercice de 35 minutes avant d’être sacrifiés (A-Ex). 

2.2. Organisation des expérimentations 

L’objectif de cette 2ème ETUDE de thèse était de mieux comprendre comment l’interaction entre la 

eNOS et les mitochondries contribue à expliquer la cardioprotection induite par l’exercice physique 

(Figure 25). Pour cela, l’impact de l’entraînement physique sur l’expression de la eNOS, la production 

de NO et la S-nitrosylation des protéines mitochondriales ont été évalués en utilisant respectivement 

le Western Blot (Figure 25 (4)), la microscopie confocale (Figure 25 (2)) et la s-nitrosoprotéomique 

(Figure 25 (4)). La capacité de rétention calcique mitochondriale a été évaluée sur des mitochondries 

isolées (Figure 25 (3)). Enfin, la production d’ERO a été mesurée 10 minutes après l’lR avec des sondes 

fluorescentes spécifiques du stress oxydant tissulaire et mitochondrial (Dihydoéthidium et 

MitosoxRed) (Figure 25 (1) et (2)). 
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2.3. Protocole d’exercice physique 

2.3.1. Entraînement physique 

 

Afin d’évaluer l’effet potentiellement cardioprotecteur de l’activité physique sur le cœur et les 

mitochondries cardiaques, certains rats (groupe Ex-Tr) ont été soumis à un exercice physique sur tapis 

roulant motorisé (Ugo basile®, choque des intensités : 1,5 mV, fréquence : 3 Hz) en respectant des 

modalités d’entraînement spécifiques (5 semaines, 5 jours/semaine, 45minutes/séance, 60% de la 

vitesse maximale aérobie (VMA)) telles que préalablement décrites et caractérisées au sein du LaPEC 

(Farah et al., 2013, 2017).  

Durant toute la durée du protocole, chaque séance débutait par un échauffement de 5 minutes 

à 15 m.min-1 avec une augmentation progressive de la vitesse, jusqu’à atteindre celle requise pour 

l’entraînement (Tableau 1). L’intensité d’effort était estimée tout au long du protocole à environ 60% 

de la VMA des animaux. Les séances d’entraînement étaient pratiquées en environnement standard 

Figure 25 : Design expérimental de l’ETUDE n°2. 
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d’animalerie. Un test de VMA était réalisé au cours de la 5ème semaine d’exercice (*p<0,05, Sed 36 ± 

1,58 et Ex-Tr 46,25 ± 1,31). Afin de s’affranchir des effets aigus de l’exercice, les rats étaient sacrifiés 

24 h après la dernière session d’entraînement. 

 

 

 
2.3.2. Exercice aigu 

Afin d’évaluer l’impact d’un exercice aigu, certains rats ont été soumis à un seul exercice 

physique (course sur tapis) de 35 minutes à environ 60 % de leur capacité maximale aérobie (20 m.min-

1). Les rats sont sacrifiés au cours des 30 minutes suivant l’arrêt de l’exercice. 

 

II.  Evaluation des paramètres biologiques et physiologiques 

1. Vitesse Maximale Aérobie (Etude 2) 

La VMA a été déterminée afin d’évaluer l’efficacité de l’entraînement. Pour cela, l’ensemble des 

animaux de l’ETUDE 2 a été soumis à un test d’effort maximal, de type triangulaire au début et à la fin 

du protocole d’entraînement. Le test était effectué au lendemain de la fin du protocole d’exercice 

physique. Le test de VMA débutait par un échauffement de 3 minutes à 10 m.min-1, puis la vitesse était 

augmentée de 4 m.min-1 toutes les 90 secondes jusqu’à atteindre 85-90% de la VMA suspectée. Pour 

finir, des incrémentations de 1 m.min-1 toutes les 60 secondes étaient effectuées jusqu’à ce que 

Semaines Vitesse m/min Temps (min) Vitesse m/min Temps (min)

1 15 5 18 30

2 15 5 20 35

3 15 5 22 40

4 15 5 24 45

5 15 5 24 45

ECHAUFFEMENT EXERCICE

Tableau 1 : Protocole d’entraînement utilisé au cours de l’ETUDE n°2. 
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l’animal ne soit plus en mesure de maintenir la vitesse de course (en accord avec les précédentes 

études réalisées au sein du LaPEC (Reboul et al., 2005)). Le test était immédiatement stoppé pour tout 

animal montrant de trop grands signes de fatigue en conformité avec les règles d’éthiques fixées par 

the Resource Book for the Design of Animal Exercise Protocols. 

2. Ischémie Reperfusion sur cœur isolé perfusé de Langendorff 

Afin d’évaluer l’impact de la sinapine (ETUDE 1) ou de l’exercice physique (ETUDE 2) sur la 

production d’ERO dans les premières minutes de la reperfusion post-ischémique, un protocole d’IR 

était réalisé sur cœur isolé perfusé de Langendorff. 

 

2.1.  Protocole d’ischémie reperfusion  

Dans les ETUDES 1 et 2 les rats étaient dans un premier temps anesthésiés par une injection 

intraperitonéale de pentobarbital sodique (120 mg/kg ; ip, Doléthal Vetoquinol). Par la suite, une 

injection par voie intra-veineuse d’héparine sodique (Fisher Scientific), à la dose de 300 UI.kg-1 est 

réalisée afin de prévenir la formation de caillots sanguins au moment du prélèvement de l’organe. Une 

thoracotomie était ensuite réalisée et le cœur était prélevé puis placé dans une solution de Krebs-

Henseleit (en mM : NaCl 118 ; NaHCO3 25 ; KCl 4,7 ; MgSO4 1,2 ; KH2PO4 1,2 ; Glucose 11,1 ; CaCl2 1,25 ; 

pH 7,4) à 4 °C afin de stopper les contractions cardiaques spontanées. Une fois nettoyé des tissus 

périphériques, le cœur était canulé par l’aorte sur un poste de cœur isolé perfusé de Langendorff de 

manière rétrograde à une pression constante de 80 mmHg (Figure 26) avec une solution de Krebs 

Henseleit, chauffée à 37 °C et bullée au carbogène (95% O2 ; 5% CO2). 

Suite à cela, afin de stopper les dépolarisations autonomes cardiaques, les atriums étaient 

retirés et le nœud auriculo-ventriculaire était délicatement lésé par compression. Un ballonnet en 

latex rempli d’eau, relié à un capteur de pression (MP35, Biopac System Inc) était ensuite inséré dans 

le ventricule gauche (VG) afin d’enregistrer les cinétiques de contractions myocardiques. Une 

stimulation électrique (BSL MP35 SS58L, 3V) du cœur a permis de fixer la fréquence de contraction à 

300 battements par minute. Enfin, le volume du ballonnet est réglé afin d’obtenir une pression 

télédiastolique de 5 mmHg. Une fois cette procédure réalisée, le cœur était alors maintenu à l’état 
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Figure 26 : Poste de cœur isolé de Langendorff. 

stable pendant 20 minutes avant d’être perfusé ou non avec différents agents pharmacologiques dans 

les conditions décrites sur la Figure 27 (ETUDE n°1) ou Figure 28 (ETUDE n°2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après 20 minutes de stabilisation, les cœurs étaient perfusés ou non avec différents agents 

pharmacologiques (Figure 27 pour protocole de l’ETUDE 1 et Figure 28 pour protocole de l’ETUDE 2). 

Une ischémie globale et totale était ensuite pratiquée pendant 25 minutes en interrompant 

totalement la perfusion cardiaque. Par la suite, le cœur était reperfusé pendant 10 minutes. A la fin 

des 10 minutes de reperfusion, le cœur était rapidement prélevé, placé dans l’OCT (Optimal Cutting 

Temperature) et congelé à l’azote liquide afin de pouvoir évaluer a posteriori la production d’ERO (voir 

II/2/2.3). 

2.1.1. Protocole ETUDE 1  

Afin d’évaluer si la sinapine est capable de prévenir la production d’ERO au cours d’un stress 

d’IR, certains cœurs ont été perfusés durant 45 minutes avec 60 µM de sinapine (SP, ChemSpider). 

L’effet potentiellement cardioprotecteur de la sinapine a été comparé à celui de l’acide sinapique (AcS, 
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Figure 27 : Représentation du protocole expérimental de cœur isolé perfusé de  l'ETUDE n°1. 

60 µM, Sigma Aldrich) et à celui d’un antioxydant de synthèse ciblant le stress oxydant mitochondrial, 

le MitoTempo (mitoT, 0.1 µM, Sigma Aldrich) (Figure 27). 

 

 

 

2.1.2. Protocole de l’ETUDE 2  

Dans l’ETUDE n°2, afin d’évaluer le rôle de la eNOS et de la S-nitrosylation protéique dans la 

cardioprotection induite par l’exercice physique, sur la production d’ERO au cours de la reperfusion 

post-ischémique, certains cœurs ont été perfusés 25 minutes avec de la L-NAME (LN, 100 µM, Abcam) 

ou 45 minutes avec du N6022, un inhibiteur de la GSNOR (N6022, 10 µM, Caymal Chemical), une 

enzyme responsable de la dénitrosylation protéique (Figure 28). 

Afin de démontrer que l’effet cardioprotecteur de l’entraînement est en partie lié à une 

diminution de la production d’EROmt, une perfusion de MitoTempo (0,1 µM), un piégeur spécifique 

des EROmt était administré pendant 45 minutes (groupe Sed + MitoT et Ex-Tr + MitoT). 



 

-99- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Résultats Discussion & conclusion 

Figure 29 : Exemple de tracé de pression obtenu au cours d'un protocole d'IR sur cœur perfusé de Langendorff 

` 

 

2.2. Mesure des paramètres fonctionnels cardiaques  

L’enregistrement de la pression intraventriculaire (PIVG) a permis d’évaluer les paramètres 

fonctionnels cardiaques, tels que la pression systolique (Psys en mmHg), la pression diastolique (Pdiast 

en mmHg), la pression développée (Pdev en mmHg, définie comme la différence entre la Psyst et 

Pdiast). Les dérivées maximales (dP/dt max, mmHg.s-1) et minimales (dP/dt min, mmHg.s-1) de pression 

ont été analysées, représentant respectivement les vitesses de contractilité et de relaxation 

myocardique. Enfin, l’analyse des variables fonctionnelles à la reperfusion a permis d’apprécier le 

degré de récupération fonctionnelle post-ischémique (Figure 29). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Représentation du protocole expérimental de coeur isolé perfusé de l’ETUDE n°2. 
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2.3. Evaluation de la production d’ERO tissulaire au cours de la reperfusion  

(ETUDES n°1 et n°2) 

A la fin du protocole d’IR, une partie toujours similaire du VG (ici une zone apicale), a été placée 

dans un moule en aluminium et recouvert d’OCT, puis congelée à l’azote liquide et conservée à -80 °C 

jusqu’à la réalisation des coupes histologiques. Lors de la coupe, les échantillons étaient placés sur le 

cryomicrotome et des coupes de 8 µm étaient réalisées et déposées sur des lames. Les échantillons 

ont ensuite été immergés dans une solution de Dihydroéthidium (DHE, 10 µM) pendant 5 minutes à 

37 °C en condition humide. Afin de protéger l’échantillon de la lumière et d’éviter une évaporation de 

la solution, les échantillons étaient préparés dans l’obscurité. Après deux rinçages au PBS (Phosphate 

Buffered-Saline), les échantillons ont été recouverts d’une lamelle puis conservés à 4 °C dans 

l’obscurité jusqu’à l’observation qui avait lieu le jour même. Celle-ci a été effectuée à l’aide d’un 

microscope à fluorescence (OLYMPUS BX60, plateforme 3A INRA, Avignon Université, excitation : 488 

nm, émission : 610 nm), associé à une caméra (Prog Res CF, Jenoptik). Les images obtenues ont ensuite 

été traitées avec le logiciel Image J (ImageJ, NIH, USA) (Figure 30). La DHE, sonde fluorescente sensible 

au O2
●-, émet une fluorescence bleue dans le cytosol, une fois oxydée, celle-ci s’intercale dans l’ADN 

cellulaire au niveau du noyau, où elle émet une fluorescence rouge (Figure 30). Afin de s’assurer que 

la fluorescence observée était bien liée à l’oxydation de la DHE par les ERO, certains échantillons ont 

été préalablement incubés avec du Tempol (20 M), un mimétique de la SOD, avant d’être incubé avec 

la DHE. En présence de Tempol, on observe une diminution marquée du signal fluorescent (Figure 31) 

permettant ainsi de valider le rôle des ERO dans l’augmentation de fluorescence à la DHE. 

 

Figure 30 : Protocole d’évaluation de la production d’ERO tissulaires au cours de la reperfusion post-ischémique. 
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3. Mesure sur cardiomyocytes isolés 

3.1.  Isolement des cardiomyocytes 

La technique d’isolement des cardiomyocytes utilisée ici a été réalisée en suivant un protocole 

standard basé sur la digestion enzymatique de la matrice extracellulaire (Wolska and Solaro, 1996). 

L’utilisation de cardiomyocytes isolés permet de travailler sur des cellules qui ont conservé le 

phénotype et la fonctionnalité cellulaire de l’organe d’origine. Dans les mêmes conditions que pour la 

réalisation d’un protocole de cœur isolé perfusé de Langendorff, le cœur était prélevé et canulé de 

manière rétrograde sur le système de Langendorff (voir II/2/2.1). Une fois prélevé, le cœur était plongé 

dans une solution de Tyrode dépourvue de Ca2+ (en mmol.L-1 : NaCl 118, KCl 6, NaHCO3 4, KH2PO4 1,5, 

MgCl2 1,7, Hépès 21, Taurine 20, Glucose 12 ; pH 7,15). Puis, une fois lavé, rincé et canulé de manière 

rétrograde sur le système de perfusion, le cœur était perfusé pendant 5 minutes avec la solution de 

Tyrode avant d’être perfusé pendant 20 minutes avec une solution de dissociation contenant de la 

collagénase de type IV (0,8 mg.mL--1, Worthington, SerLabo). A la fin de la digestion enzymatique, le 

Figure 31 : Impact du tempol sur la production d’ERO tissulaires évaluées par fluorescence à la DHE. 
(*p<0,05, test t). 
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cœur était sectionné en petits morceaux et placé dans une solution de Tyrode contenant de l’albumine 

de sérum bovin (BSA, 15 mM) afin de bloquer l’action de l’enzyme et du butanédione monoxine (BDM, 

10 mM), qui est un inhibiteur réversible de la myosine ATPase, empêchant ainsi la contraction des 

cellules. Les cardiomyocytes étaient ensuite dissociés mécaniquement à l’aide d’une pipette pasteur. 

Les tissus non dissociés étaient ensuite éliminés par filtration. Tout ceci a permis d’obtenir une solution 

de cardiomyocytes isolés. Enfin, une remontée calcique graduelle était réalisée par une succession de 

bains contenant des concentrations croissantes de Ca2+ (0 mM, 0,3 mM, 1 mM et 1,8 mM) et des 

concentrations de BDM décroissantes. Les cardiomyocytes étaient ensuite conservés à 37 °C dans une 

solution de Tyrode à 1 mM de Ca2+ jusqu’aux expérimentations sur cardiomyocytes isolés. Pendant ce 

temps, l’état des cellules était visualisé au microscope. Le nombre de cellules vivantes était ensuite 

évalué par comptage sur lame de Malassez puis rapporté au volume total de solution. Seuls les 

isolements avec un minimum de 100 000 cellules vivantes par mL étaient utilisés dans la suite des 

expérimentations.  

 

3.2. Biodisponibilité de la sinapine à l’échelle cardiomyocytaire (ETUDE 1) 

La mesure de l’entrée de sinapine dans les cardiomyocytes a été réalisée au sein du PHYMEDEXP, 

sous la responsabilité du DR Olivier Cazorla. Pour cela, le suivi par microscopie à fluorescence de 

l’autofluorescence de la sinapine au cours du temps (excitation : 340 nm/ émission : 450 nm) a été 

réalisé sur une préparation de cardiomyocytes isolés, adhérents (laminine) et incubés avec de la 

sinapine (2 µM) durant 10 minutes. En se basant sur l’autofluorescence de la sinapine, les cellules ont 

été excitées à 340 nm en utilisant le système d’excitation lambda DG-4 (Sutter Instrument Compagny). 

Les images ont ensuite été capturées toutes les 0,5 secondes à l’aide d’une caméra CCD (Photometrics, 

Roper Scientific) durant 1 heure. Les changements de fluorescence après correction du bruit de fond 

ont été analysés avec le logiciel Metafluor (Universal Imaging Corporation) (Figure 32). 
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3.3. Evaluation de la production d’ERO  

L’augmentation de la concentration calcique et de la production d’ERO, représentent deux 

facteurs clés pouvant conduire à l’activation durable du mPTP et ainsi à la mort cellulaire au cours de 

l’IR. Il est donc important d’évaluer comment la sinapine ou l’exercice physique sont capable 

d’impacter cette production de ERO afin de moduler l’activation du mPTP. 

 

3.3.1. Protocole ETUDE 1  

Des cardiomyocytes de rats adultes (environ 300 000 cellules/mL) ont été préincubés ou non, 1 

heure à 37 °C avec de la sinapine (SP, 6 ou 60 µM) ou de l’acide sinapique (AcS, 60 µM). 30 minutes 

avant la fin de l’incubation avec la SP et l’AcS, des sondes fluorescentes spécifiques des ERO 

cytosoliques (H2DCFDA, 10 µM, excitation : 495 nm / emission : 527 nm, Invitrogen Molecular probes) 

et mitochondriales (DHR123, 5 µM, excitation : 508 nm / emission : 529 nm, Invitrogen Molecular 

probes) ont été ajoutées (Kalyanaraman et al., 2012; Mark et al., 1997). Après chaque incubation, un 

Figure 32 : Protocole de la mesure de l’entrée de la sinapine dans les cardiomyocytes. 
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rinçage des cellules avec une solution de Tyrode (1,8 mM de Ca2+) était réalisé afin d’éliminer l’excès 

de SP et d’AcS mais également de sonde fluorescente (DHR123 et H2DCFDA). Juste avant la lecture, les 

cellules étaient stimulées avec de l’H2O2 (0,1 mM, Sigma Aldrich) afin d’induire un stress oxydant global 

ou avec de l’antimycine A (AA, 10 µM, Sigma Aldrich), un inhibiteur du complexe III de la CTE afin de 

forcer la production d’ERO par les mitochondries (Quinlan et al., 2011). La fluorescence a été 

déterminée toutes les 5 minutes durant 30 minutes par spectrofluorimétrie (Tecan Infinite M200 Pro) 

(Figure 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2. Protocole ETUDE 2 

Pour cette deuxième étude, l’impact de l’exercice physique sur le stress oxydant mitochondrial 

a été évalué par spectrofluorimétrie (BiotekTM, SynergyTM). Pour cela, des cardiomyocytes de rats Sed 

et Ext-Tr (200 000 cellules/mL) ont été incubés 30 minutes à 37 °C avec une sonde fluorescente sensible 

au EROmt (spécifique de l’O2
●-), le MitosoxRed (5 µM, excitation : 510 nm / emission : 580 nm, Fisher 

Scientific Invitrogen). Pour évaluer l’implication de la voie eNOS/NO, certains cardiomyocytes ont été 

préincubés 30 minutes soit avec de L-NAME un inhibiteur des NOS (LN, 100 µM, Sigma Aldrich) soit 

avec du L-ascorbate de Sodium, un agent dénitrosylant (Asc, 1 mM, Sigma Aldrich) (Sun et al., 2015b).  

Après incubation, un rinçage des cellules avec une solution de Tyrode (1,8 mM de Ca2+, pour 

composition voir II/3/3.1) été réalisé afin d’éliminer l’excès de MitosoxRed. Juste avant la lecture, les 

Figure 33: Protocole de la production de EROmt réalisé au cours de l’ETUDE n°1 
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cellules étaient stimulées avec un inhibiteur du complexe III de la CTE, l’AA (10 µM), afin de forcer la 

production de ERO par la mitochondrie (Quinlan et al., 2011). La fluorescence a été déterminée toutes 

les 10 secondes durant 15 minutes (Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Mesure de la production de NO (ETUDE 2) 

La production de NO par les cardiomyocytes a été mesurée par spectrofluorimétrie et par 

microscopie confocale. Pour cela, une sonde fluorescente sensible au NO a été utilisée : le 4,5-

diaminofluorescein diacetate (DAF2-DA, 5 µM; excitation : 491 nm / emission : 513 nm, Cayman 

chemical). Lors de son entrée dans la cellule, le DAF2-DA est transformé en DAF2 moins perméable aux 

cellules, empêchant ainsi la perte du signal. En présence d’O2, le DAF2 réagit avec le NO pour donner 

la triazolofluorescéine (DAF-2T) hautement fluorescente. Comme décrit précédemment par Sartoretto 

et al. (2012), la production de NO était stimulée par l’ajout d’H2O2, permettant ainsi d’augmenter la 

production de NO par la phosphorylation de la eNOS (Sartoretto et al., 2011), mais aussi de mimer le 

stress oxydant cellulaire observé au cours de la reperfusion post-ischémique (Chou et al., 2010). 

 

 

Figure 34 : Protocole de la production de EROmt réalisé au cours de l’ETUDE n°2. 
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On a dans un premier temps voulu vérifier par épifluorescence que la fluorescence liée à DAF2 

était bien spécifique de la production de NO et que l’H2O2 permettait bien d’augmenter la production 

de NO via l’activation de la eNOS (Figure 37). Pour cela, après isolement des cardiomyocytes, certaines 

cellules cardiaques étaient incubées 30 minutes à 37 °C avec de la L-NAME (100 µM, Sigma Aldrich) 

dans une solution de Tyrode contenant 1,8 mM de Ca2+. Au cours des 15 dernières minutes 

d’incubation avec de la L-NAME les cardiomyocytes étaient chargés avec du DAF2 (5 µM) durant 15 

minutes à 37 °C. Après un rinçage avec une solution de Tyrode (1,8 mM de Ca2+), certaines cellules ont 

été stressées avec de l’H2O2 (100 µM) et placées entre lame et lamelle pour observation. Celle-ci a été 

effectuée à l’aide d’un microscope à fluorescence (OLYMPUS BX60, excitation : 491 nm / émission : 

513 nm), associé à une caméra (Prog Res CF, Jenoptik). Une image était capturée toutes les 2 minutes 

durant 8 minutes. Les images obtenues ont ensuite été traitées avec le logiciel Image J (ImageJ, NIH, 

USA) (Figure 35). Cette expérimentation a permis de confirmer que l’H2O2 représente un stress efficace 

pour augmenter une production de NO dépendante de la eNOS, puisque l’utilisation de L-NAME 

diminue la fluorescence de DAF2 en réponse à l’H2O2 (Figure 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Mesure de la production de NO par microscopie à fluorescence , sur des cardiomyocytes 
stressés ou non avec de l’H2O2 et traités ou non avec de la L-NAME. 
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La même procédure a été réalisée mais avec une évaluation de la production de NO par 

spectrofluorimétrie. Une fois les cellules rincées, celles-ci ont ensuite été réparties dans une 

microplaque (200 µL/puit ; 200 000 cellules/mL) et stressées avec de l’H2O2 (100 µM). La microplaque 

a ensuite été transférée dans le lecteur microplaque (BiotekTM, SynergyTM) et la fluorescence a été 

mesurée toutes les 10 secondes durant 15 minutes (excitation : 491 nm / émission: 513 nm). Les 

changements en intensité de fluorescence ont été normalisés au niveau de fluorescence avant 

stimulation F0, et les changements de la production de NO sont exprimés sous la forme F/F0. Cette 

méthode a aussi permis de confirmer une augmentation de la fluorescence en présence d’H2O2 et une 

diminution de celle-ci en présence de L-NAME (100 µM) (Figure 36). Ces expérimentations 

préliminaires ont permis de confirmer que le stress à l’H2O2 était bien à l’origine d’une augmentation 

de la production de NO dépendante de l’activité de la eNOS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin de réaliser une analyse plus fine de la production de NO dans les mitochondries cardiaques 

et en se basant sur la même procédure expérimentale, la mesure de la production de NO a ensuite été 

réalisée par microscopie confocale au sein de la plateforme de microscopie 3A (INRAE-Avignon 

Université). Pour cela, des cardiomyocytes de rats Sed et Ex-Tr ont été incubés 30 minutes à 37 °C en 

présence de MitotrackerTM Orange CMTMRos (200 nM, excitation : 554 nm / émission : 576 nm, 

Figure 36 : Mesure de la production de NO par spectrofluorimétrie sur des 
cardiomyocytes pré-incubés (courbe bleu) ou non (courbe grise) avec de la 

L-NAME (100 µM). 
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Invitrogen, Molecular Probe) permettant un marquage spécifique des mitochondries. 15 minutes 

avant la fin de l’incubation les cardiomyocytes ont été chargés avec du DAF2 à 37 °C. La production de 

NO a ensuite été stimulée par l’ajout d’H2O2 (100 µM) (Sartoretto et al., 2011) et les cellules ont été 

placées entre lame et lamelle pour observation. Les images ont été obtenues par microscopie à 

fluorescence confocale (SP8, Leica). Le laser 552 nm a permis d’exciter le Mitotracker Orange 

(excitation : 554 nm / émission : 576 nm, en rouge sur les images), dont la fluorescence, specifique du 

compartiment mitochondrial, était recueillie à 576 nm (laser : 0,5%, gain 11%, pinhole : 1). Tandis que 

le laser 488 nm a permis d’exciter le DAF2 (excitation : 491 nm / émission : 513 nm, en vert sur les 

images) dont la fluorescence était recueillie à 513 nm (laser : 1%, gain : 65%, pinhole : 1). Toutes les 

images ont été obtenues avec un objectif 40X. L’intensité de fluorescence a été mesurée avec le logiciel 

Leica Application Suite X (LAS X). Afin de quantifier et d’évaluer la colocalisation entre le NO (DAF2) et 

les mitochondries (Mitotracker), le coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé. Les images ont 

été quantifiées à l’aide du logiciel Fiji (NIH) et du plugin Coloc 2. (Figure 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Image confocale de cardiomyocyte isolé chargé simultanément avec du DAF2 (canal vert, Em : 491 
nm ; Ex :513 nm, 5 µM) et du Mitotracker Orange (canal rouge, Ex :554   nm ; Em : 576nm , 200nM). La 

colocalisation est représentée par une coloration orange. 
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4. Evaluation de la sensibilité des mitochondries à un stress calcique 
(Etude 2) 

4.1. Préparation des extraits mitochondriaux 

Les mitochondries utilisées au cours des ETUDE 1 et 2 ont été obtenues à partir d’un protocole 

modifié de centrifugation différentielle, décrit pour la première fois par Lindenmayer et collaborateurs 

en 1967 (Lindenmayer et al., 1968) (Figure 16). L’ensemble de la procédure d’extraction des 

mitochondries a été réalisée sur glace, à 4 °C. 

Après la cardiectomie réalisée dans le paragraphe II/2/2.1, le VG des différents groupes expérimentaux 

était broyé à l’aide d’un Ultra Turrax (Ultra Turrax T25, IKA Labortechnik) dans 2 mL de tampon H 

(Saccharose 0,3 M, TES 5 mM, EGTA 0,2 mM, BSA 1 mg/mL, pH : 7,2 ajusté avec KOH) à 4 °C. 

L’homogénat obtenu était ensuite centrifugé à 1 000 g pendant 10 minutes à 4 °C. Pour isoler les SSM, 

le surnageant 1 était récupéré et de nouveau centrifugé à 12 000 g pendant 15 minutes à 4 °C. Le culot 

était ensuite resuspendu dans 300 L de tampon H et correspondait à la fraction enrichie en SSM 

tandis que le surnageant correspondait à la fraction cytosolique (membrane plasmique, fragment du 

réticulum endoplasmique). Pour isoler les IFM, le culot 1, qui correspond à la fraction enrichie en IFM 

+ myofilaments, était resuspendu dans 1 mL de tampon H contenant de la nargase (1,25 mg.mL-1, 

Proteinase Bacterial Type XXIV, Sigma Aldrich) puis incubé pendant 15 minutes à 

température ambiante avant d’être de nouveau centrifugé à 12 000 g pendant 15 minutes à 4 °C. La 

Nargase est une enzyme permettant la digestion des protéines contractiles permettant de libérer les 

IFM. Le culot 2 ainsi obtenu était resuspendu dans 1 mL de tampon H et centrifugé à 1 000 g pendant 

10 minutes à 4 °C. Enfin, le surnageant obtenu était centrifugé une dernière fois à 12 000 g pendant 

15 minutes à 4 °C. Le culot 4, correspondant aux IFM, était resuspendu dans 300 L de tampon H 

(Figure 38). La quantité de mitochondries obtenue était finalement estimée à l’aide d’un dosage de 

protéines mitochondriales (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) (Figure 38). 
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Afin de s’assurer de la qualité de nos isolements, la GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase) a été utilisée comme témoin de la fraction cytosolique et VDAC1 comme marqueur 

des mitochondries. Enfin, Cx43, une protéine spécifique des SSM, a été évaluée afin de différencier les 

SSM des IFM (Boengler et al., 2009). 

Les résultats obtenus (Figure 39) ont permis de confirmer que notre procédure de centrifugation 

différentielle permettait d’obtenir des fractions enrichies en SSM, en IFM et une fraction cytosolique.  

 

 

 

 

Figure 38 : Procédure d'isolement des deux fractions mitochondriales. 
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4.2. Capacité de rétention calcique (CRC) (ETUDE 2) 

Le test de CRC permet de mesurer la quantité de Ca2+ que la mitochondrie peut accumuler et 

retenir avant activation irréversible du mPTP. En pratique, ce protocole consiste à ajouter 

successivement de faibles quantités de Ca2+ dans le milieu contenant des mitochondries. Les 

mitochondries incorporent ce Ca2+ jusqu’à atteindre une concentration à laquelle le mPTP s’active de 

manière irréversible entraînant ainsi la libération dans le milieu extérieur du Ca2+ incorporé. Cette 

mesure permet d’évaluer la sensibilité de la mitochondrie à un stress calcique tel qu’observé au cours 

d’une IR.  

Afin d’évaluer la CRC mitochondriale, la sonde fluorescente, Calcium Green 5N (1 µM, Invitrogen 

C3737, excitation : 485 nm / émission : 530 nm) a été utilisée pour mesurer le Ca2+ extra-mitochondrial. 

Cette sonde ne diffuse pas à travers les membranes et sa fluorescence est dépendante de la 

concentration de Ca2+ dans le tampon (Figure 40A). La concentration extra-mitochondriale de Ca2+ a 

été suivie indirectement par la mesure de la fluorescence de la sonde Calcium Green 5N par 

spectrofluorimétrie (BiotekTM, SynergyTM). Après extraction et dosage des protéines mitochondriales 

(Dosage BCA), les mitochondries étaient diluées à 250 µg/mL dans un tampon énergisant hypo-

osmotique (en mM : Saccharose 200, Succinate 5, MOPS 10, EGTA 10 µM, H3PO4 1, pH : 7,4 ajusté avec 

Figure 39 : Contenu protéique des différentes fractions subcellulaires, évalué par Western-blot. 
VDAC est utilisé comme marqueur spécifique des mitochondries, GAPDH comme marqueur 

spécifique de la fraction cytosolique et Cx43 comme marqueur spécifique des SSM. 
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du KOH) et incubées à 25 °C avec du Ca2+ Green 5N (1 µM) dans une microplaque noire. Après l’ajout 

de 5 µL de Ca2+ Green 5N, un ajout successif de Ca2+ à différentes concentrations et à intervalle de 

temps précis a été réalisé. En effet, le protocole consistait à réaliser 5 pulses à 1 µM toutes les 3 

minutes afin d’activer le MCU (Pan et al., 2013), suivit de 3 pulses à 5 µM et 1 pulse à 50 µM pour être 

sûr d’activer le mPTP (Figure 40B et C).  

Afin de s’assurer que le phénomène de « swelling » mitochondrial observé lors de l’ajout 

successif de concentration croissante de Ca2+ est bien lié à l’activation du mPTP, la même expérience 

a été conduite en parallèle en présence de cyclosporine A (CsA, 2 M, Sigma-Aldrich), largement 

décrite comme permettant d’inhiber l’activation du mPTP (Crompton et al., 1988). En effet, le mPTP 

est un complexe protéique dont la composition n’est pas encore totalement connue. Néanmoins, un 

consensus émerge à ce jour sur le rôle de la Cyp D, comme acteur majeur de l’activation du mPTP. La 

CsA en se fixant sur la Cyp D, bloque l’interaction de la Cyp D avec le reste du complexe protéique et 

bloque ainsi l’activation de ce mégapore. En présence de CsA, la mitochondrie est plus résistante, elle 

accumule une quantité de Ca2+ plus importante sans que l’on puisse observer de « swelling » 

mitochondrial, caractérisé ici par une inversion de la pente de la courbe et signifiant que la 

mitochondrie se met à libérer le Ca2+ qu’elle avait accumulé dans sa matrice lors des ajouts précédents 

de Ca2+ (Figure 40C). Afin d’évaluer l’implication de la S-nitrosylation, le même protocole a été réalisé 

sur des mitochondries pré-incubées ou non avec du sodium L-ascorbate (1 mM), un agent réducteur, 

connu comme permettant d’induire une dénitrosylation (Sun et al., 2015b; Zhang et al., 2005) ou sur 

des mitochondries incubées avec du GSNO (1 mM) un donneur de NO.  
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4.3. Test de gonflement des mitochondries (ETUDE 2) 

Le test de gonflement des mitochondries ou « swelling » mitochondrial consiste à mesurer 

l’ouverture du mPTP, suite à l’ajout d’une concentration importante de Ca2+ (250 µM). En effet, l’entrée 

de Ca2+ dans la mitochondrie provoque l’ouverture du mPTP à l’origine d’une entrée massive d’eau et 

un gonflement des mitochondries. L’IMM peut alors se rompre ce qui entraîne la libération dans le 

cytosol de facteurs pro-apoptotiques, tel que le cyt c, contribuant à l’activation de l’apoptose au cours 

de l’IR. La cinétique de ce phénomène a été évaluée par la mesure de la diminution de l’absorbance, 

du milieu contenant les mitochondries sur lecteur microplaque (Epoch microplate reader, Biotek). Pour 

cela, après extraction et dosage des protéines mitochondriales, les mitochondries étaient diluées à 250 

µg/mL dans un tampon énergisant hypo-osmotique (en mM : Saccharose 200, Succinate 5, MOPS 10, 

EGTA 10 µM, H3PO4 1, pH : 7,4 ajusté avec du KOH). La variation de l’absorbance à 540 nm toutes les 

30 secondes durant 30 minutes a été utilisée afin d’évaluer la cinétique de gonflement des 

mitochondries en présence de Ca2+ (250 µM). 

Figure 40 : Mesure de la capacité de rétention calcique des mitochondries. (A)- Principe du test de 
CRC. (B)- Procédure des pulses de calcium sur mitochondries isolées, (C)- test de CRC réalisé en 

présence (tracé violet) ou non (tracé noir) d’un inhibiteur du mPTP, la CsA (2 M). 
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Pour la mise au point du protocole, différentes concentrations de Ca2+ ont été testées (25, 50, 

100 et 250 µM) (Figure 41A). On observe bien un effet dose sur la cinétique de gonflement des 

mitochondries. Afin de vérifier que ce phénomène de « swelling » est bien lié à une activation du mPTP, 

la même procédure a été reconduite en présence de CsA (2 µM, Sigma-Aldrich). Dans nos conditions 

expérimentales, le stress calcique réalisé en présence de CsA n’est pas à l’origine d’un « swelling » 

mitochondrial (Figure 41B). 

Afin d’évaluer l’implication de la S-nitrosylation dans la cardioprotection induite par l’exercice, 

ce protocole de gonflement des mitochondries a été réalisé sur des mitochondries de rats Sed et Ex-Tr 

(ETUDE n°2), pré-incubées ou non avec du sodium L-ascorbate (Asc, 1 mM, Sigma Aldrich). 

  

Figure 41 : Contrôle du protocole de « swelling » mitochondrial. (A) Effet de doses croissantes de Ca2+ sur le phénomène 
de « swelling » mitochondrial. (B) « Swelling » mitochondrial en réponse au Ca2+ (250 µM) en présence (courbe rouge) ou 

non (courbe grise) de cyclosporine A (Csa, 2 µM). 

 



 

-115- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Résultats Discussion & conclusion 

 

III. Analyses biochimiques 

Afin d’apporter un rationnel moléculaire aux modifications des paramètres physiologiques 

observées dans les différentes études, des analyses biochimiques des protéines impliquées dans les 

voies étudiées ont été réalisées. Les différentes techniques biochimiques présentées ont été faites sur 

tissu entier de VG, sur cardiomyocytes isolés et mitochondries isolées pour les deux études. 

1. Extraction des protéines et dosage de la concentration protéique 

1.1. Sur homogénat de cœur total (VG) 

Pour toutes les mesures réalisées sur cœur entier, les VG congelés au terme des différentes 

études étaient homogénéisés à l’aide d’un Ultra Turrax (IKA T10) dans du tampon d’extraction SB (50 

mM de Tris-HCl pH : 5,7, 10% de glycérol, 1% de Sodium Dodécyl Sulfate) avec des inhibiteurs de 

phosphatases NaOV (Fisher Scientific) et de protéases (Sigma Adrich), ou dans du tampon HENS 

(Thermo Fisher) lors des analyses biochimiques concernant la S-nitrosylation des protéines. Les 

échantillons étaient ensuite centrifugés à 17 000 g pendant 20 minutes à 4 °C. Le surnageant était 

ensuite récupéré et congelé à -80 °C. La concentration totale en protéines de chaque échantillon était 

évaluée via la méthode de dosage BCA (Bincinchonic acid, Pierce® BCA Protein Assay Kit ; Thermo 

Scientific). 

 

1.2.  Sur mitochondries isolées 

Les homogénats des fractions enrichies en mitochondries ainsi que les fractions cytosoliques ont 

été obtenus comme décrit dans la partie II/4/4.1 du manuscrit. Afin de normaliser la quantité de 

mitochondries d’une expérimentation à l’autre mais également afin étudier l’expression des protéines 

mitochondriales, par Western Blot, les protéines ont été dosées avec un kit de dosage BCA 

(Bicinchonidic acid, Pierce® BCA Protein Assay Kit ; Thermo Scientific).  
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2. Western Blot  

Après dosage, les échantillons ont été dénaturés via l’ajout de β-mercapto-éthanol (5%) et 

incubés 5 minutes à 95 °C. Ensuite, chaque échantillon était déposé et séparé par électrophorèse 

durant 1 heure dans un gel de dodécyl sulfate de sodium polyacrylamide (SDS-PAGE), avec une solution 

d’acrylamide (de 7 à 12% selon le poids moléculaire de la protéine étudiée). Les proteines étaient 

ensuite transférées électriquement pendant environ 1 heure et 30 minutes sur une membrane de 

PVDF (polyvinylydène difluoride), préalablement activée dans une solution d’éthanol, à l’aide d’un 

appareil transblot (Bio-Rad transfert apparatus, Bio-rad Laboratories). Les membranes étaient ensuite 

incubées dans une solution de blocage, composée de TBS-T (Tris-Buffered Saline, 0,05% de Tween 20, 

pH : 7,5) et de lait ou de BSA selon la protéine étudiée, afin de saturer les sites non spécifiques. 

Finalement les membranes étaient incubées avec un anticorps primaire, reconnaissant la protéine 

d’intérêt, 12 heures sous agitation à 4 °C. Selon la protéine étudiée, les membranes étaient ensuite 

incubées sous agitation lente en présence de l’anticorps primaire correspondant : VDAC (anti-mouse 

VDAC, abcam), Cx43 (anti-mouse Cx43, Zymed Laboratories), GAPDH (anti-rabbit GAPDH, Santa Cruz 

Biotechnology), eNOS (anti-mouse eNOS, BD Biosciences), nNOS (anti-mouse nNOS, BD Transduction 

Laboratories), P-eNOS (anti-mouse P-eNOS Ser1177, BD Biosciences). Suite à l’incubation avec 

l’anticorps primaire, les membranes étaient rincées par 3 lavages de 5 minutes avec du TBS-T, puis 

incubées avec un anticorps secondaire spécifique à l’anticorps utilisé, pendant 1 heure à température 

ambiante. A nouveau, les membranes étaient rincées 4 fois au TBS-T, puis immergées dans une 

solution d’ECL (Enhanced ChemiLuminescence, ThermoScientific), contenant du luminol, substrat de 

l’enzyme HorseRadish Peroxydase (HRP) conjuguée à l’anticorps secondaire. Cette peroxydase catalyse 

la transformation du substrat et permet ainsi l’émission d’un signal lumineux ce qui permet la 

révélation de la protéine d’intérêt sur un film photographique. Les résultats étaient ensuite analysés 

grâce au logiciel Image J (National Institute of Healt, USA). 

 

3. Mesure du s-nitrosoproteome des mitochondries cardiaques 

Dans l’ETUDE n°2, la S-nitrosylation des protéines mitochondriales cardiaques a été évaluée de 

deux manières différentes : 1) Par Western Bot en utilisant la méthode du « TMT switch assay » (Pierce 

S-nitrosylation Western Blot kit, Thermo Fisher Scientific) et 2) par chromatographie en phase liquide 
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couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) réalisée en collaboration avec le 

Laboratoire Innovations technologiques pour la Détection et le Diagnostic (SPI/LI2D, Palteforme 

ProGénoMix, CEA Marcoule). Ces analyses de s-nitrosoprotéomique ont été réalisées sous la direction 

de Jean Armengaud (CEA) et Béatrice Alpha-Bazin (CEA). 

 

3.1. Mesure de la s-nitrosylation par Western Blot  

La S-nitrosylation des protéines cardiaques a été évaluée en utilisant la méthode du « TMT 

switch assay » (PierceTM S-nitrosylation WesternBlot kit, ThermoFisher Scientific). La méthode du 

« TMT switch assay » consiste à modifier les cystéines nitrosylées afin de les rendre détectable dans 

notre homogénat. Pour cela, les groupements thiols non modifiés des cystéines étaient bloqués via 

l’ajout de methanéthiosulfonate de méthyle (MMTS) (Figure 42-I) puis l’ajout de sodium L-Ascorbate 

(1 mM) a permis de réduire les cystéines déjà nitrosylées (Figure 42-II). Finalement, l’iodoTMT se fixait 

ensuite de manière irréversible sur ces résidus dénitrosylés (Figure 42-III). On parle d’étiquetage des 

cystéines nitrosylées. Les protéines étaient ensuite séparées par électrophorèse dans un gel de 

polyacrylamide et transférées sur une membrane PVDF. Après un blocage de 1 heure avec du lait 5 %, 

les membranes étaient ensuite incubées en présence d’un anticorps primaire anti-TMT (mouse, 

1/5000, Thermo Fisher Scientific) toute la nuit, sous agitation, à 4 °C. L’anticorps secondaire (anti-

mouse, 1/20 000, BD Biosciences) était incubé 1 heure à température ambiante. Finalement, les 

protéines étaient visualisées grâce à la chemiluminescence par une immersion dans une solution d’ECL, 

suivit d’une révélation sur film photographique. L’intensité des bandes est représentative du niveau 

de S-nitrosylation protéique et est également mesurée grâce au logiciel Image J®. 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Protocole expérimental de la méthode « TMT switch assay » permettant la détection des résidus 
protéiques S-nitrosylés. 
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3.2.  Mesure du S-nitroproteome par LC-MS/MS 

Toute la préparation des échantillons, c’est-à-dire isolement des différentes fractions 

subcellulaires (fraction enrichie en SSM et homogénat total) et étiquetage des cystéines nitrolyslées a 

été réalisée au LaPEC, tandis que l’analyse du s-nitrosoproteome a été réalisé au Laboratoire 

Innovations technologiques pour la Détection et le Diagnostic (SPI/LI2D, Palteforme ProGénoMix, CEA 

Marcoule).  

 

3.2.1. Préparation des échantillons et etiquettage des cystéines nitrosylées. 

Les SSM cardiaques intactes (1 mg/mL) ont été obtenues de manière identique à celles exposées 

dans la partie III/3.1. Après extraction des protéines mitochondriales (fraction enrichie en SSM), le 

culot était remis en suspension dans du tampon HENS contenant (en nmol. L-1) : HEPES-NaOH (250), 

EDTA (1) et Neocuproine (0,1) avec 2,5% de SDS et un inhibiteur de protéase sans EDTA. Afin de libérer 

les protéines mitochondriales, les SSM ont été soumises à 3 cycles de congélation/décongélation dans 

de l’azote liquide. Les fragments lipidiques non dissous ont été éliminés par centrifugation (10 000 g 

durant 10 minutes, 4 °C). L’étiquetage des cystéines nitrosylées a été réalisé à l’aide du kit de marquage 

et d’enrichissement du Tandem Mass Tag réactif à la cystéine (cysTMT, ThermoFisher Scientific). La S-

nitrosylation étant une modification post-traductionnelle très sensible à la lumière, toutes les 

procédures précédemment décrites ont été réalisées dans l’obscurité. (Figure 42 pour représentation 

du protocole d’étiquetage). 

Les homogénats de VG (1000 µg) de cœur de rats Sed et Ex-Tr ont été extraits et resupendus 

dans du tampon HENS contenant (en nmol.L-1) = de l’HEPES-NaOH (250), de l’EDTA (1) et du 

Neocuproine (0,1) avec 2,5% de SDS et un inhibiteur de protéases sans EDTA. Afin de bloquer les 

cystéines non modifiées (c’est-à-dire libres), les échantillons sont incubés avec du MMTS (20 mM) 

pendant 30 minutes à température ambiante. Afin d’éliminer le MMTS, les protéines étaient 

précipitées en utilisant de l’acétone pré-refroidie à -20 °C pendant 1 heure. Après élimination du 

MMTS, les échantillons étaient remis en suspension dans du tampon HENS et incubés avec de 

l’ascorbate (1 mM) et de l’iodo-TMT, pendant 1 heure à 37 °C, à l’obscurité. La réaction est stoppée 

via l’ajout de DTT (20 mM, 15 minutes à 37 °C, dans l’obscurité). L’excès de iodo-TMT était éliminé par 

précipitation à l’acétone et les protéines étaient lavées avec de l’acétonitrile, suivi de deux lavages 

supplémentaires à l’acétone. Les échantillons étaient ensuite préparés à une concentration de 1 
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mg.mL-1 et soumis à une digestion à la trypsine à 50 °C durant 1 heure. L’ajout d’acide trifluoroacétique 

permettait une acidification du milieu (concentration finale 0,4%). Après l’ajout de trypsine (rapport 

enzyme/substrat : 1:40), la lyse des protéines était effectuée à 50°C durant 1 heure. Les peptides 

résultants ont été dessalés à l’aide de cartouches d’extraction en phase solide C18 (ThermoScientific) 

et lyophylisés à l’aide d’un concentrateur sous vide (SpeedVac, Thermo Fisher). Les peptides étaient 

ensuite dilués dans une solution saline (TBS) et incubés avec une résine anti-TMT durant 2 heures, à 

température ambiante. Le surnageant était ensuite éliminé et la résine était rincée 5 fois avec du TBS 

et 3 fois avec de l’eau ultra pure. Les peptides marqués au CysTMT étaient ensuite élués à l’aide de 4 

colonnes de tampon d’élution TMT (Thermo Scientific). Toutes les fractions étaient ensuite combinées 

et lyophilisées dans un concentrateur sous vide et remise en suspension 0,1% d’acide formique. 

 

3.2.2. Analyse par chromatographie en phase liquide couplée à la spéctrométrie de masse en 

tandem sur Q Exactive HF (LC-MS/MS) 

La spectrométrie de masse en tandem par chromatographie en phase liquide (LC-MS/MS) a été 

réalisée au sein de la Palteforme ProGénoMix, CEA Marcoule par Jean-charles Gaillard. La LC-MS/MS 

a été réalisée l’aide d’un système nano-LC Ultimate 3000 couplé à un spectromètre de masse Q-

Exactive HF (Thermo Fisher Scientific), fonctionnant comme décrit précédemment par Klein et al., en 

2016 (Klein et al., 2016). Pour cela, les peptides étaient d’abord chargés sur une pré-colonne PepMAp 

100 C18 en phase inversée (5 µm, 100 A, 300 µm, Thermo Fisher), puis séparés sur une colonne nanoLC 

PepMap 100 C18 à phase inversée nanométrique (3 µm, 100 A, ThermoFisher), en utilisant un gradient 

de 2 heures de la phase mobile A (0,1% HCOOH/100% H2O) et de la phase B (0,1% HCOOH/ 80% CH3CN/ 

20% H2O) à un débit de 200 mL.min-1. Le spectromètre (Q réactive HF) a été utilisé dans un mode 

Top20, dépendant des données (balayage MS1 haute résolution (60 000) pour les ions précurseurs, 

suivit de balayages MS2 basé sur les 20 ions précurseurs des plus abondants en 10 secondes), avec une 

plage de balayage d’acquisition MS de 350 à 1800 m/z. Les ions secondaires ont été isolés à une limite 

de 2,0 m/z. 

 

3.2.3. Exploration des données MS 

Les fichiers bruts générés à partir du Q-Exactive HF ont été analysés à l’aide du logiciel Proteome 

Discoverer 1.3 (Thermo Fisher Scientific). La liste des pics a été générée à l’aide du logiciel Mascot 
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Daemon (version 2.6.1 Matrix Science), en utilisant le filtre d’importation des données 

« extract_msn.exe » (Thermo Fisher Scientific) du package Xcalibur FT (version 2.0.7 ; Thermo Fisher 

Scientific). Les options de filtre d’importation des données appliquées sont 400 pour la masse 

minimale, 5000 pour la masse maximale, 0 pour la tolérance de regroupement, 0 pour les analyses 

intermédiaires et 1000 pour le seuil (en accord avec les recommandations de (Christie-Oleza et al., 

2012)). Les spectres MS/MS ont été attribués en utilisant les critères de recherche suivants : base de 

données : Rattus_norvegicus_sprague-dawlet_NCBInr_2019-01-11. Tous les peptides identifiés avec 

un p inférieur à 0,05 et toutes les protéines identifiées avec au moins deux séquences peptidiques 

distinctes ont été analysés à l’aide du logiciel IRMa 1.31.1c (Dupierris et al., 2009). Le nombre de 

spectres MS/MS attribués par protéine a été compté pour toutes les protéines sélectionnées. La 

comparaison de l’abondance des protéines entre les différents groupes expérimentaux a été réalisée 

en utilisant le test T-fold (Carvalho et al., 2012) permettant une classification statistique : bleu pour un 

fold change ≥1,5 et une valeur de p≤0,05, orange pour une p value ≤0,05 et un fold change ≥1,5, vert 

pour un fold change ≥1,5, et une p value ≥0,05 et rouge pour un fold change ≤0,05 et une p value ≥0,05. 

Enfin, une analyse statistique spécifique de type PLS-DA et sPLS-DA a été réalisée en utilisant le 

package mixOmics pour R. 

 

IV. Traitement statistique 

Pour l’ensemble des deux études présentées dans ce travail les résultats sont exprimés sous 

forme de moyenne ± l’erreur standard à la moyenne (SEM) et les traitements statistiques ont été 

réalisés avec le logiciel GraphPad Prism (8.4.3). Avant analyse statistique, nous avons vérifié la 

normalité des distributions grâce aux coefficients de Kurtosis et Skewness. Pour la comparaison de 

deux groupes expérimentaux un test t non apparié de Student a été utilisé. Pour la comparaison de 3 

groupes ou plus, une analyse de variance (ANOVA), en mesures répétées si nécessaire, suivi d’un test 

t de Bonferonni ont été utilisés. Lorsque le risque α est inférieur à 5% les variables mesurées sont 

considérées comme statistiquement différentes (p<0,05). Pour l’ETUDE n°1, les statististiques des 

Figures 4 et 5 ont été obtenues avec une programmation R (disponible sur https://www.R-

project.org/.) et en utilisant un modèle mixte linéaire via nlme (Nlme citation info, (n.d.) 

https://cran.r-project.org/web/packages/nlme/citation.html, Accessed 15th Nov 2019). 

 

https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/
https://cran.r-project.org/web/packages/nlme/citation.html
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ETUDE n°1 

LA SINAPINE, MAIS PAS L’ACIDE SINAPIQUE, NEUTRALISE LE 

STRESS OXYDANT MITOCHONDRIAL DANS LES 

CARDIOMYOCYTES 
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Ce travail est le résultat d’une collaboration entre mon laboratoire d’accueil, l’équipe du DR Olivier 

Cazorla (PHYMEDEXP, Montpellier), et la société Naturex (Avignon). Il a été publié dans le journal Redox 

Biology en 2020 et a donné lieu à un dépôt de brevet (Patent n°1916219.7). 

 

I. Etude n°1 

1. Contexte scientifique 

 

Au cours de l’infarctus du myocarde, les mitochondries vont générer un important stress oxydant 

lors des premières minutes de la reperfusion post-infarctus. Celui-ci est bien connu comme jouant un 

rôle clé dans la sévérité des lésions de reperfusion et donc dans le pronostic vital du patient. Il semble 

ainsi essentiel de pouvoir cibler spécifiquement ce stress oxydant afin de prévenir la mise en place 

d’un cercle vicieux entre ERO et Ca2+ et ainsi protéger l’intégrité mitochondriale et cellulaire au cours 

de l’IR. Une stratégie utilisée à ce jour et qui s’est montrée efficace pour limiter le stress oxydant 

mitochondrial est d’utiliser la différence de ΔΨm afin d’adresser à la matrice mitochondriale, très 

électronégative, des antioxydants cationiques. Nous avons ici, identifié un antioxydant naturel, la 

sinapine, que l’on retrouve dans les plantes de la famille des Brassicaceae et dont les propriétés 

chimiques (antioxydant cationique, ester de choline de l’acide sinapique) pourraient lui conférer un 

tropisme mitochondrial.  

 

2. Objectifs 

Dans ce contexte, l’objectif de cette première étude de thèse était de tester si la sinapine, un 

antioxydant naturel cationique peut cibler les mitochondries afin d’y moduler le stress oxydant. Pour 

cela i) on a vérifié que la sinapine était capable d’entrer dans les cardiomyocytes et ainsi limiter le 

stress oxydant mitochondrial et ii) évaluer l’impact des effets antioxydants de cette molécule au 

cours d’un syndrome d’IR myocardique.  
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3. Résumé 

3.1. Méthodologie et résultats majeurs : 

Pour cela, des expériences ont été réalisées in vitro, in cellulo, ex vivo et in vivo sur tissu 

cardiaque. L’acide sinapique (produit d’hydrolyse de la sinapine), dépourvu du groupement choline 

chargé positivement présent dans la sinapine, a été utilisé comme contrôle négatif. L’entrée de la 

sinapine dans les mitochondries a été évaluée in vivo et sur cardiomyocytes isolés, en utilisant les 

propriétés d’autofluorescence de la molécule. On observe que la sinapine est capable de passer du 

tractus digestif au compartiment sanguin, mais que celle-ci est également capable de passer les 

membranes des cellules cardiaques pour finalement entrer dans les mitochondries. L’effet antioxydant 

de la sinapine a été évalué sur des cardiomyocytes de rats incubés ou non avec de la sinapine ou de 

l’acide sinapique. La mesure de la production d’ERO a été évaluée à l’aide de sondes fluorescentes 

sensibles au stress oxydant cytosolique (H2DCFDA) et mitochondrial (DHR123). De manière intéressante, 

seule la sinapine permet de limiter la production d’ERO suite à un stress mitochondrial induit par 

l’antimycine A, un bloqueur du complex III de la CTE. Afin de confirmer ce résultat à une échelle plus 

intégrée, des cœurs ont été perfusés ou non avec de la sinapine, de l’acide sinapique ou du MitoTempo 

(un mimétique de la SOD ciblant les mitochondries) puis ont été soumis à une IR. Les cœurs traités 

avec de la sinapine présentent une meilleure récupération fonctionnelle suite à une IR (amélioration 

de la Pdev, de la dpmax/dt ; et de la dpmin/dt) associée à une moindre production d’ERO par les 

cardiomyocytes (fluorescence de la sonde DHE). 

 

3.2. Conclusion 

Cette étude a donc permis, pour la première fois, d’identifier un antioxydant naturel possédant 

des propriétés physico-chimiques lui permettant de cibler le stress oxydant mitochondrial. De 

nombreuses pathologies, dont l’infarctus du myocarde (étudié ici), mais aussi des maladies 

métaboliques (tel que le diabète), l’hypertension, les maladies neurodégénératives ou même le 

vieillissement impliquent des défauts de fonctionnement de la mitochondrie et un stress oxydant 

mitochondrial. Cette étude pourrait ouvrir la voie à de nouvelles stratégies de protection des 

mitochondries basées sur l’utilisation d’antioxydants naturels (Figure 43). 
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Figure 43 : Action mitochondriale de la sinapine : des effets bénéfiques pour la 
fonction cardiaque après ischémie-reperfusion. 
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4. Article 
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5. Données supplémentaires  

 

Antioxidant activity measurement using the ORAC assay 

Experiments were conducted following the procedure of Ou et al. (Ou et al., 2013), wherein pure 

sinapine (Fortochem Technology Limited, Hong Kong) and sinapic acid (Sigma Aldrich) are solubilized 

in 50:50 (v/v) acetone : water mixture. Dilutions were prepared in a phosphate buffer saline (PBS, 75 

mM, pH 7.0) for each tested molecule. Twenty-five microliters of these solutions and PBS alone (blank) 

were transferred into a 96-well microplate (BRAND, Germany). The plate was refrigerated, then 

introduced into the reader (Infinite, Tecan, Switzerland). A solution containing 150 µL of fluorescein 

(0.1 M) was added into each well. The plate was shaken for 8 s (2 mm amplitude) and incubated for 30 

min at 37 °C. After zero value measurement, 25 µL of peroxy radical generator (2,2′-azobis (2-

amidinopropane) dihydrochloride, AAPH solution (152 mM), were added into each well, and the 

decrease of fluorescein fluorescence (Excitation: 485 nm/emission: 535 nm) was monitored for 90 min 

every 90 s (60 measurements). The antioxidant value of a sample was calculated measuring the 

difference between the area under the curve of the sample and that of a blank without antioxidant. 

This gave the net area under the curve (AUC), which was then plotted on a graph as a concentration 

function. The slope of the linear part was then divided by the slope of the Trolox (standard) and 

calculated in the same conditions and analyzed on the same microplate. ORAC values were expressed 

as mol Trolox equivalent/mol of molecule. 

 

Antioxidant activity measurement using the CAT assay 

These experiments were conducted following the Laguerre et al. procedure (Laguerre et al., 

2008), wherein sinapine and sinapic acid were solubilized in 100 μL DMSO, and then in 50:50 (v/v) 

acetone water mixture, at the desired concentration. Dilutions were then prepared in a phosphate 

buffer saline (PBS, 75 mM, pH 7.0) for each tested molecule. Fifty microliters of these solutions and 

PBS alone (blank) were transferred automatically into a 96-well microplate (Greiner, Austria). The plate 

was refrigerated (6 °C) before the sequence. 
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To prepare the tung oil in-water emulsion, twenty-five milliliters of a PBS solution -containing 

34 μM Brij 35 (neutral emulsifier, estimated MW= 1198 g/mol)- were added to the 8 mg tung oil in a 

brown glass flask. This mixture was vortexed for 10 s, before its homogenization (Ultra Turrax), at 

approximately 2400 rpm for 90 s. 

After introducing the microplate in the reader (Infinite, Tecan, Switzerland) and after 4 min of 

incubation at 37 °C, 100 μL of the tung oil-in-water emulsion (0.1 M) were added into each well. The 

plate was shaken for 60 s (2 mm amplitude). Then, 50 μL of the AAPH solution (4 mM) were added into 

each well, and the decrease of the tung oil absorbance was measured at 280 nm for 120 min, every 60 

s (120 measurements). 

The antioxidant value (CAT value) of a molecule was calculated using the same procedure as 

used for the ORAC assay and was expressed as mol Trolox equivalent/mol of molecule. 

 

Partition coefficient (LogD (pH 7.0)) measurement 

In a 10-mL glass tube, 2 mg of sinapine, sinapic acid or MitoTEMPO were added with a 4 mL 75 

mM KH2PO4 buffer solution (aqueous phase) and 4 mL of octan-1-ol. The mixture was then vortexed 

for 1 hour, at room temperature, and left to equilibrate for 30 min for sinapic acid and sinapine, and 

overnight for MitoTEMPO. Both phases were collected with a Pasteur pipette and extemporaneously 

analyzed by LC-MS, using the procedure described below. 
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Suppl Fig. 1. Physical chemical properties of sinapic acid and sinapine. (A-B) Antioxidant activity of 

both compounds evaluated in vitro by (A) the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay and 

(B) the conjugated autoxidizable triene (CAT) assay. (C) Logarithm of the measured partition coefficient 

(LogP) between octan-1-ol and water of sinapine, sinapic acid, and MitoTEMPO, and LogP values found 

in literature for MitoQ3, MitoQ5, and MitoQ10 [3].*p<0.05 
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II.  Etude n°2 

1. Contexte scientifique 

Des travaux récents (Calvert John W. et al., 2011; Farah et al., 2013) ont démontré que 

l’activation de la eNOS par l’exercice physique joue un rôle clé dans la moindre sensibilité du cœur à 

l’IR. Par ailleurs, la biodisponibilité du NO au niveau mitochondrial semble être capable, dans de 

nombreuses stratégies de cardioprotection, de limiter la production d’ERO et l’activation du mPTP. 

Cependant, à ce jour, l’impact de l’exercice sur la signalisation eNOS/NO au niveau mitochondrial 

demeure méconnu.  

L’hypothèse de ce travail était donc que l’exercice physique est à l’origine d’un ciblage de la 

mitochondrie par la voie eNOS/NO/SNO permettant d’expliquer au moins en partie la cardioprotection 

induite par l’exercice. 

2. Objectifs 

 

Ainsi l’objectif de cette deuxième étude de thèse a été d’évaluer comment la voie 

eNOS/NO/SNO est capable d’intéragir avec la mitochondrie pour aboutir à une protection des 

mitochondries au cours de l’IR. 

 

3. Résumé 

3.1. Méthodologie et résultats majeurs  

Pour répondre aux objectifs, des rats Wistars ont été répartis aléatoirement en deux groupes 

expérimentaux : un premier groupe sédentaire (Sed) et un second groupe soumis à un entraînement 

de 5 semaines à 60% de la VMA (5 jours par semaine) (Ex-Tr). Les différentes fractions subcellulaires 

cardiaques (cytosolique et mitochondriale) ont été obtenues par centrifugations différentielles. Les 

protéines VDAC1, Cx43 et GAPDH ont été utilisées comme marqueurs spécifiques de chacune des 

fractions. Nous avons pu observer qu’un entrainement modéré de 5 semaines est à l’origine d’une 
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translocation de la eNOS au niveau de la fraction enrichie en SSM. Afin d’évaluer si ce phénomène était 

associé à une augmentation de la biodisponibilité du NO au niveau mitochondrial, des cardiomyocytes 

de rats Sed et Ex-Tr ont été pré-incubés avec une sonde fluorescente sensible au NO (DAF2) et en 

présence de Mitotracker afin de marquer les mitochondries. Suite à un stress à l’H2O2, les 

cardiomyocytes et mitochondries cardiaques de rats Ex-Tr produisent plus de NO que les Sed. Une 

analyse du S-nitrosoprotéome, nous a permis d’évaluer l’impact de l’entraînement sur la S-

nitrosylation des protéines mitochondriales. De cette manière, on confirme que l’exercice physique 

est capable d’augmenter la biodisponibilité du NO au niveau mitochondrial et que ceci est associé à 

une augmentation de la S-nitrosylation de protéines de la réponse mitochondriale à un stress. Il est 

par ailleurs intéressant de noter que l’entraînement permet également de protéger les mitochondries 

d’un stress calcique en limitant le seuil d’activation du mPTP. Cet effet protecteur est aboli en présence 

d’ascorbate, un agent réducteur connu pour dénitrosyler, suggérant que la S-nitrosylation joue un rôle 

important dans ce phénomène. Le pré-traitement des cardiomyocytes de rats Sed et Ex-Tr avec de 

l’ascorbate ou de la L-NAME (un inhibiteur des NOS) augmente la production d’EROmt chez les Ex-Tr 

sans impact majeur chez les Sed. Enfin, on confirme ces résultats sur cœur isolé perfusé ou non avec 

de la L-NAME. En effet, on démontre par coloration à la DHE, que l’exercice physique est à l’origine 

d’une réduction de la production d’ERO au cours de la reperfusion post-ischémique. De manière 

interessante, l’utilisation de L-NAME n’a aucun effet sur la production d’ERO d’animaux Sed, mais 

conduit à une augmentation marquée de la production d’ERO chez les entraînés, soulignant encore 

une fois, le rôle clé du NO dans les effets bénéfiques de l’exercice sur la production d’ERO au cours de 

l’IR. 

 

3.2. Conclusion 

Dans l’ensemble, ces travaux ont permis de montrer que l’exercice physique est à l’origine d’une 

translocation de la eNOS vers les SSM, permettant ainsi d’augmenter la biodisponibilité du NO et la S-

nitrosylation de proteines impliquées dans la vulnérabilité des mitochondries au cours de l’IR, 

permettant ainsi de limiter leur sensibilité.  
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ABSTRACT 

Background: The activation of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the heart play a key role 

in exercise-induced cardioprotection during ischemia-reperfusion (IR). Recently, increased nitric oxide 

(NO) bioavailability at the level of mitochondria has been reported as an efficient strategy to limit 

ischemia-reperfusion injuries. However, whether exercise increases NO biovailability at the level of 

mitochondria to protect the heart during IR has never been studied. We hypothesized here that the 

cardioprotective effect of exercise training could be explained by a translocation of eNOS/NO 

cardioprotective signaling to mitochondria.  

Methods: Wistar rats were assigned to sedentary (Sed) or exercised (Ex-Tr, 5 days/week for 5 weeks) 

groups. The impact of exercise training on eNOS, NO production and protein S-nitrosylation (PSNO) at 

the level of mitochondria was evaluated using western blot, confocal microscopy and s-

nitrosoproteomic. Mitochondrial calcium retention capacity was evaluated on isolated mitochondria. 

ROS production was measured 10 min after IR with Dihydroethidium. Finally, Mitosox Red was used to 

detect mitochondrial ROS production on isolated cardiomyocytes. 

Results: We reported that exercise training increased the level and the phosphorylation of eNOS at 

the level of subsarcolemmal mitochondria (SSM). We confirmed using confocal microscopy that NO 

production is increased in response to stress in cardiomyocytes of exercised hearts. In addition, using 

an S-nitrosoproteomic approach we further observed that exercise increased the bioavailability of NO 

in SSM and increased the S-nitrosylation of key proteins involved in mitochondrial function. In line with 

these results, we reported that isolated mitochondria from Ex-Tr rat hearts have a higher capacity to 

store Ca2+ than sedentary ones. Interestingly, this was abolished by L-NAME or by the reducing agent 

ascorbate, known to denitrosylated proteins. Pre-treatment with Ascorbate or with L-NAME, to inhibit 

NOS activity, increased mitochondrial ROS production in cardiomyocytes of Ex-Tr hearts, with no major 

impact in Sed ones. Finally, we reported the same phenomenon on isolated hearts pre-treated or not 

with L-NAME before and during IR.  

Conclusion: Altogether, these results strongly support the hypothesis that exercise training increased 

the ability of eNOS to target SSM, which contributes to the S-nitrosylation of key proteins involved in 

cardioprotection.  

KEYWORDS: Nitric oxide; S-nitrosylation, ischemia-reperfusion, mPTP,  
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1. INTRODUCTION 

 

Cardiovascular ischemic heart disease remains one of the main cause of morbidity and 

mortality worldwide (Roth et al., 2017). Many cardioprotective strategies, including pre-, post- and 

pharmacological conditioning (IPC and PostC respectively) are effective to protect the heart during 

ischemia-reperfusion in animal models. However, they remain poorly applicable or effective in 

humans. Among cardioprotective strategies, exercise training is able to protect both rodent (Farah et 

al., 2013; Kleindienst et al., 2016) and human (Ejlersen et al., 2017b; Marongiu and Crisafulli, 2014) 

hearts during ischemia-reperfusion (IR). However, the underlying mechanisms remain unclear. 

Recently, we (Farah et al., 2013) and others [6] have reported that the activation of eNOS-NO pathway 

by exercise training strongly contributed to protect the heart. Indeed, the cardioprotection is lost in 

condition of pharmacological inhibition (Farah et al., 2013) or genetic deletion of eNOS [6]. Initially 

much of the cardioprotection afforded by NO was attributed to activation of guanylyl cyclase resulting 

in the production of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) and the activation of protein kinase G 

(PKG) (Costa et al., 2008; Costa Alexandre D.T. et al., 2005). In the last decade, protein S-nitrosylation 

(PSNO), defined as the binding of one NO moiety to a thiol group of a cysteine residue (Penna et al., 

2014) has emerged as an important modulator of cardiovascular functions (Lima et al., 2010; Schulman 

and Hare, 2012) and was proposed as a key mechanism in NO-mediated cardioprotection (Kohr et al., 

2012, 2011a; Sun et al., 2007b). 

 

Mitochondria are well described as key triggers of post-ischemic reperfusion injuries. Indeed, 

post-ischemic reperfusion leads to mitochondrial-driven injuries explained by excessive production of 

reactive oxygen species (ROS) and dysregulation of calcium handling. Both leads to mitochondrial 

permeability transition pore (mPTP) opening that results in abnormal permeation, swelling and 

disruption of mitochondrial membranes and subsequent release of pro-apoptotic factors (Lemasters 

et al., 2009). Thus, over the last decade, mitochondria has emerged as a key target of cardioprotective 

strategies (i.e IPC and PostC) (Murphy and Steenbergen, 2007; Penna et al., 2013). Interestingly, NO is 

a strong regulator of mitochondrial function (Erusalimsky and Moncada, 2007) and eNOS-NO pathway 

play a key role in several cardioprotective pathways (Burwell and Brookes, 2007). Recently, it has been 

reported that in the heart the mitochondrial PSNO account for 56% of total PSNO and that 36% of SNO 

proteome requires eNOS-derived nitric oxide (Doulias et al., 2013). Interestingly, in line with this, in 
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response to IPC most of PSNO are mitochondrial proteins (52% of the SNO protein) (Murphy et al., 

2012). This phenomenon seems to be explained by eNOS translocation to subsarcolemmal 

mitochondrial (SSM) in response to IPC (Sun et al., 2015a). In line with this, heart incubation with a 

mitochondrial-specific NO donor (mitoSNO) has been reported to protect the heart during IR 

(Chouchani et al., 2013). The cardioprotection by mitoSNO appeared to be dependent of PSNO and 

independent of GMPc-PKG activation (Methner et al., 2013), since cardiomyocytes ablation of PKG has 

no impact. Thus, eNOS-mitochondria interactions and PSNO appeared as a key elements to explain 

NO-dependent cardioprotection.  

 

Despite the effect of physical exercise on mitochondria appears evident in both healthy and 

pathological heart, its role in exercise-induced cardiac pre-conditioning during ischemia-reperfusion 

remains not clear and the underlying mechanisms poorly understanding (Boulghobra et al., 2020a). 

Therefore, we tested here the hypothesis that cardioprotective effect of exercise pre-conditioning 

could be explain by a translocation of eNOS to mitochondria with subsequent increases of NO 

bioavailability and PSNO. We found by western blot, confocal microscopy and SNO proteomic 

approach that exercise i) is able to increase eNOS/NO biovailability at the level of SSM, and therefore 

ii) modulates Ca2+ -dependent mitochondrial permeability transition (mPT) and ROS production during 

IR. 
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2. RESULTS 

 

2.1. Exercise training increased eNOS level and activation in Subsarcolemmal Mitochondrial 

subfraction. 

Exercise training is well known to activate eNOS in the heart, which has been reported as a key 

trigger of exercise-induced cardioprotection (Calvert John W. et al., 2011; Farah et al., 2013). Recently, 

cardiac ischemic pre-conditioning has been shown to induce eNOS translocation from cytosol to SSM 

(Sun et al., 2015a). Thus we first evaluated whether exercise training was able to activate the same 

process. For this, as shown in Figure 1A, using sedentary (Sed) and exercise trained (Ex-Tr) hearts, we 

used differential centrifugation to obtain cytosolic and SSM subfraction. Anti-VDAC1 and anti-Cx43 

immunoblot were used as markers of SSM and anti-GAPDH as a marker of cytosolic fraction (Figure 

1B). Using those different fractions, we evaluated the impact of exercise training on eNOS level. In line 

with results obtained on total heart homogenates (Calvert John W. et al., 2011; Farah et al., 2013), 

exercise training has no impact on the level of eNOS in the cytosol (Figure 1D, left panel). However, we 

reported that the level of eNOS in SSM was markedly increased in response to exercise training when 

compared to Sed (Figure 1D, right panel). We also evaluated the impact of a single bout of exercise 

(35min) and we observed similar results, that is a marked increasing eNOS level in SSM (SSM eNOS 

normalized to cytosolic eNOS; Suppl Figure 1C), suggesting that eNOS translocate from the cytosol to 

the SSM in response to exercise. Considering that in cardiomyocytes two populations of mitochondria 

(SSM and Intermyofibrillar: IFM) exist, we next evaluated whether exercise training is also able to 

impact the level of eNOS in the IFM subfraction. Using, differential centrifugation coupled with 

myofilaments enzymatic digestion with nargase, we performed western blot of eNOS on IFM 

subfraction (Suppl Figure 1A and 1B). The enzyme eNOS was not detectable in IFM (Suppl Figure 1D). 

If we performed western blot on fraction containing both IFM and myofilaments (obtained without 

the use of nargase digestion), we detected an increase of eNOS in response to exercise training (Suppl 

Figure 1E). This reinforce the idea that in response to exercise eNOS is able to translocate from cytosol 

to specific microdomains. Considering that SSM are known to be more susceptible to IR damage 

compared to IFM (Palmer et al., 1986; Riva et al., 2005) and that results obtained on eNOS-SSM 

interactions were more conclusive, we next focused our work on SSM. The eNOS is well known to be 

activated by phosphorylation on its residue serine1177 (eNOS-Pser1177). Exercise training has no impact 

on the level of eNOS-PSer1177 in the cytosol (Figure 1E and F left panel). Interestingly, a significant 
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increase of eNOS-PSer1177 was reported in response to exercise training in SSM when compared to 

sedentary SSM (Figure 1E and F right panel). In the cardiac tissue, another isoform of NOS, the nNOS, 

is also expressed. We (Farah et al., 2013) and others [6] have previously reported that exercise training 

has no impact on nNOS levels. This is confirmed in the present work in the cytosol (Figure 1G and H 

left panel) and we did not detect nNOS in SSM (Figure 1G and H right panel). Altogether, these results 

indicate that eNOS-SSM interaction was increased in response to exercise training.  

2.2. Exercise training increased NO production in response to oxidative stress. 

Considering the impact of exercise training on eNOS activation and its ability to increase its level 

in SSM, we next evaluated whether Ex-Tr is able to improve NO production in response to a stress 

situation mimicking IR. For this, intracellular NO was measured on adult primary isolated 

cardiomyocytes using the NO-sensitive dye DAF2 (5 µM) and stressed with H2O2 (100µM). Loaded 

cardiomyocytes with DAF2 were distributed into a 96 well microplate and the fluorescence was 

determined every 10 sec for 25 min (Figure 2A). Some cells were pre-incubated with the NO synthase 

inhibitor (L-NAME; 100 µM) 30 min prior measurements to evaluate the contribution of NOS-

dependent NO production. The production of NO was measured under basal conditions and following 

a treatment with H202 to promote eNOS-dependent NO production in cardiomyocytes (Sartoretto et 

al., 2011) and mimic IR-induced oxidative stress. Under control conditions, the fluorescence of cells 

was unchanged over the time (Figure 2A). By contrast, the addition of H2O2 results in a progressive and 

marked increases in DAF2 fluorescence in Ex-Tr cardiomyocytes and to a lesser extent in Sed ones 

(Figure 2A). When cells were pre-treated with L-NAME, this increase was blunted to the same extent 

in both Sed and Ex-Tr cardiomyocytes (Figure 2A and Suppl Figure 2A). To evaluate whether NO 

production in cardiomyocytes could be localized at the level of mitochondria, confocal microscopy was 

performed using both DAF2 to evaluate NO production and a MitoTracker probe to specifically localize 

the mitochondria. The same conditions were next applied. As shown in Figure 2B and 2C, results 

obtained with confocal microscopy were in line with those obtained with the microplate reader. No 

difference was observed under basal conditions between groups, whereas in response to H2O2, NO-

dependent DAF2 fluorescence tended to be increased in Sed cells (+127%; p=0.18) and was markedly 

improved in Ex-Tr cells (+282%; p<0.05) (Figure 2B and C). In these conditions, DAF2 fluorescence was 

higher in Ex-Tr compared to Sed cardiomyocytes (Figure 2B and C). L-NAME reduced DAF2 fluorescence 

in both Sed and Ex-Tr cardiomyocytes (Suppl Figure 2B and 2C). In cardiomyocytes, NO-dependent 

DAF2 fluorescence has been previously reported to colocalize with mitochondria (Dedkova and Blatter, 
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2009b). The merge of signals obtained with DAF2 and MitoTracker showed a good colocalization of 

signals both in Sed and Ex-Tr cardiomyocytes (Figure 2B, Suppl Figure 2D and 2E) with a good Pearson’s 

correlation coefficient (r2= 0.85 for Sed; r2=0.89 for Ex-Tr). Considering this, based on the specific 

staining of mitochondria with the MitoTracker, we next quantified the level of DAF2 fluorescence 

specifically at the level of mitochondria. We reported that in response to H2O2, NO production was 

higher in Ex-Tr mitochondria compared to sedentary ones (Figure 2D). Altogether, these findings 

suggest that exercise training increased the ability of cardiomyocytes to increase NO bioavailability at 

the level of mitochondria.  

2.3. Exercise training modified the pattern of SSM protein S-nitrosylation. 

Based on the previous results and the fact that eNOS-NO-dependent cardioprotection has been 

mostly attributed during the last year to PSNO (Sun and Murphy, 2010), we next used the iodo-TMT 

switch assay followed by enrichment of TMT-labeled peptides by anti-TMT resin and shotgun 

proteomics carried out by nanoLC-MS/MS to evaluate the impact of exercise training on PSNO. This 

proteomic approach was performed both on total LV homogenates and SSM from Sed and Ex-Tr hearts 

(Figure 3 A). Using this redox-proteomic approach, we identified in total LV homogenates, 296 proteins 

with at least one TMT labeled modification and 345 proteins in the enriched SSM subfractions. We can 

note that in SSM, among the 345 proteins, 125 are mitochondrial proteins. Next, we compared how 

the extent of S-nitrosylation of individual proteins was modified under our different conditions. 

Volcano plots were created to assess changes in S-nitrosylation of individual proteins in response to 

exercise training relative to sedentary condition. No major effect of exercise training were observed in 

the symmetrical plots for total LV homogenates (Figure 3B). On the other hand, there was a clear bias 

towards proteins being significantly S-nitrosylated by exercise training in SSM subfractions (Figure 3 

C). This appeared to be particularly true regarding mitochondrial proteins (red dot) (Figure 3 C). No 

clear separation between groups and cellular subfractions was observed using unsupervised partial 

least squares discriminant analysis (PLS-DA). Thus, we next used a supervised PLS-DA (sPLS-DA) to find 

out the separation between our conditions and simultaneously identify the proteins whose expression 

can contribute to separate the groups. All proteins, 345 proteins from 12 different samples (3 samples 

in each conditions) were used and scores plot were generated. Using this approach we observed that 

total LV homogenates and SSM fractions were separated completely along component 1 (Suppl Figure 

3). Both Sed and Ex-Tr as well as total homogenates and SSM were well separated along component 2 

(Suppl Figure 3). Finally, as shown in Figure 3D, SSM fractions from Sed and Ex-Tr hearts were well 
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separated along component 3. Regarding this last result, 20 proteins, including 11 mitochondrial 

proteins or proteins that can directly interact with mitochondria were identified, and contribute to 

explain the separation of SSM subfractions between Sed and Ex-Tr hearts along component 3 (Figure 

3E). We next used another approach based on differentially abundant proteins in SSM in response to 

Ex-Tr, with an optimized cutoff employed (fold change >1.5, p-value <0.05). We identified 5 

mitochondrial proteins including 2 proteins already identified with the first method (Cx43 and 

CHCHD2). Finally, considering its biological importance during IR and its trend to be more abundant in 

Ex-Tr group (fold change: 2.33; p=0.0572), we also added CypD (PPIf) in the list of those proteins of 

interest. The spectral count of each samples for mainly impacted proteins were represented in the 

Figure 3F. We reported that proteins involved in the regulation of the ETC, such as NDUFA10, ETFDH, 

CHCHD2 and Cx43, in mitochondrial β-oxidation (ACADL), in the TCA cycle (MDH2), in calcium 

homeostasis (RyR2 and Cx43) or finally in the regulation of mPTP activation (CypD) appeared to explain 

differences in SNO proteome between Sed and Ex-Tr hearts. 

2.4. Exercise training prevented Ca2+ induced mPTP opening: a major role for S-nitrosylation. 

Considering that exercise training impact the S-nitrosylation of key proteins involved in ETC and in 

cardioprotective signalling pathways, we next investigated whether this strategy is able to impact 

mPTP activation in response to mitochondrial Ca2+ overload. For this, we used a mitochondrial calcium 

retention capacity (CRC) test on isolated mitochondria. We first confirmed that our test was well 

designed to evaluate the activation of mPTP by showing that the use of Cyclosporine A (CsA), known 

as an inhibitor of mPTP activation, prevented the progressive increase in Ca2+ green 5N fluorescence 

in response to cumulative Ca2+ pulses compared to control conditions (Figure 4A). As previously 

published (Magalhães et al., 2014; Marcil et al., 2006), we reported that isolated mitochondria from 

Ex-Tr rat hearts presented a higher capacity to store Ca2+ than sedentary ones (Figure 4A). This is 

obvious both in SSM (Figure 4A) and IFM (Suppl Figure 4A-4C). Next, to evaluate the role of S-

nitrosylation on mitochondrial CRC, mitochondria were pre-treated with ascorbate (Asc,1mM), known 

as a reducing agent reported to decompose S-nitrosylation (Sun et al., 2015a)(Jaffrey and Snyder, 

2001). Interestingly, we reported that ascorbate has only moderate impact on the CRC measured in 

SSM of Sed hearts; whereas it strongly reduce the CRC in SSM of Ex-Tr hearts (Figure 4B and 4C). Thus, 

differences between Sed and Ex-Tr SSM regarding CRC (Figure 4A) were abolished following the pre-

treatment with Asc (Figure 4B and 4C). These results were confirmed when we performed the CRC test 

on SSM isolated form hearts perfused or not with L-NAME (100µM), an inhibitor of NOS, for 25 minutes 
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(Suppl Figure 4A, 4B and 4C), confirming then the role of NO on CRC in Ex-Tr SSM. When we performed 

CRC tests on IFM, we also reported that Asc blunted difference between Sed and Ex-Tr, but this was 

less obvious than in SSM (Suppl Figure 5B and 5C). This suggests that other mechanisms than S-

nitrosylation were involved to delay mPTP activation in IFM. To further confirm the role of S-

nitrosylation, we evaluated the opening of the mPTP by another method based on the rapid inflow of 

solutes within mitochondria and subsequent swelling. This can be readily monitored by the 

measurement of the rapid fall in absorbance in response to a single high concentration of Ca2+ (250 

µM). Consistent with our previous results, we reported that the rate of mitochondrial swelling was 

lower in SSM of Ex-Tr hearts (Figure 4D) compared to Sed ones. The pre-treatment with ascorbate 

increased the rate of mitochondrial swelling both in Sed and Ex-Tr SSM and abolished the difference 

between groups (Figure 4D). Finally, to further confirm the impact of NO on SSM CRC, we performed 

CRC test on SSM treated or not with the NO donor GSNO (500 µM). Interestingly, treatment with GSNO 

increased SSM CRC (Figure 4E and F). Altogether, these results further confirm that exercise training 

has beneficial impact on mitochondrial response to increased Ca2+ load as observed during IR, and 

highlight the key role of S-nitrosylation in this phenomenon. 

2.5. Exercise training reduced mitochondrial ROS production: a major role for S-nitrosylation. 

The activation of mPTP during IR depends on a complex interplay between Ca2+ overload and 

mtROS production (Görlach et al., 2015). According to previous study, S-nitrosylation of mitochondrial 

proteins contribute to limit mtROS production during IR (Chouchani et al., 2013). Thus, we next 

evaluated whether Ex-Tr is able to modulate mtROS production and how S-nitrosylation participate to 

this phenomenon. For this, Mitosox Red (5 µM), a sensitive mitochondrial ROS sensitive probe 

(Andersson et al., 2011) was used. The myocytes loaded with MitosoxRed were distributed into a 96-

well microplate. The fluorescence was determined every 20 sec during 15 min (Figure 5A and 5B). To 

evaluate the implication of the eNOS/NO/SNO pathway in mtROS production, some cells were 

incubated with Asc or L-NAME 30 min prior measurements. Cells were then stimulated with a 

mitochondrial electron transport chain complex III blocker, antimycin A (AA; 10 µM) to force 

mitochondria into mtROS production (Figure 5A) (Boulghobra et al., 2020b). For Sed and Ex-Tr 

cardiomyocytes, stressed with AA, the fluorescence increased continuously during 15 min (Figure 5A). 

In those conditions, mtROS tended to be higher in Ex-Tr cardiomyocytes compared to Sed ones, 

without reaching statistical significance (Figure 5A and 5B). Interestingly, we reported that despite Asc 

or L-NAME pre-incubation have no major effect on mtROS in Sed cells, both resulted in a marked 
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increase in mtROS in Ex-Tr cardiomyocytes (Figure 5 A and 5B). These results strongly suggest that 

increased NO bioavailability in response to Ex-Tr at the level of cardiomyocytes contributes to 

modulate mtROS production during a stress situation. Next we used a more integrative approach, using 

global ischemia-reperfusion on isolated perfused isolated hearts to evaluate the impact of chronic 

exercise on ROS production (Figure 5C). Considering that mitochondrial oxidative stress is a key trigger 

of cardiac injuries and dysfunction (Cadenas, 2018), we measured using DHE staining, the ROS 

production during early reperfusion in sedentary and exercised hearts. In line with previous studies 

(Farah et al., 2013), we reported lower post-IR ROS production in Ex-Tr hearts compared to Sed ones 

(Figure 5D). Interestingly, when the hearts were perfused with the specific mtROS scavenger, 

mitoTEMPO (MitoT, 0.1 μM) at concentration previously used to limit cardiac mtROS production 

(Boulghobra et al., 2020b; Olgar et al., 2018), DHE fluorescence was reduced in sedentary hearts, by 

23% (Suppl Figure 6), indicating lower ROS accumulation during post-ischemic reperfusion. By contrast 

no major effects of mitoT were reported in Ex-Tr hearts (Suppl Figure 6). These results suggest that the 

contribution of mitochondrial ROS was less marked in the Ex-Tr hearts compared to Sed ones. Finally, 

we evaluated the role of eNOS/NO/SNO in ROS production during early reperfusion. For this, we 

perfused sedentary and exercised hearts with L-NAME (100 µM) 20 min before ischemia and during 

early reperfusion (10 min). We previously reported that L-NAME treatment results in a loss of exercise-

induced cardioprotection in rats (Farah et al., 2013). In the present study, we first confirmed, using 

iodo-TMT switch assay (Suppl Figure 7A) and western blot analyses, that as previously described (Leite 

et al., 2010), L-NAME treatment resulted in lower level of protein SNO (Suppl Figure 7B and 7C). Using 

these conditions, we next measured ROS production by DHE staining. We reported that despite L-

NAME treatment has no impact on cardiac ROS production during early reperfusion in Sed hearts 

(14%), it markedly increased (+50%) this parameter in the Ex-Tr hearts (Figure 5D), indicating that NO 

is essential to blunt ROS production during post-ischemic reperfusion.  

Given the protective role of protein SNO during early reperfusion, we next evaluated whether the use 

of a specific and potent GSNOR inhibitor, N6022 (10 µM), known to increase the level of protein SNO 

(Casin et al., 2018) was able to limit ROS production during early reperfusion (Figure 5E). In line with 

results obtained following exercise training in rats, N6022 significantly reduced cardiac DHE 

fluorescence following 10 min of post-ischemic reperfusion (Figure 5F), indicating lower post-ischemic 

ROS production. Altogether, those results indicate that protein S-nitrosylation plays a key role to limit 

excessive mtROS production during early reperfusion in the exercised hearts. 
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3. DISCUSSION  

 In this study, our results clearly support the hypothesis that the eNOS/NO/SNO signaling plays 

a key role in the ability of exercise to protect mitochondria during IR. Indeed, we reported for the first 

time that exercise training i) increases NO biovailability at the level of mitochondria, ii) results, at the 

level of SSM, in SNO of key proteins involved in mitochondrial response to stress, to finally iii) 

modulates Ca2+-dependent mPT and ROS production in conditions mimicking IR. Collectively these 

results provide additional insights to better understand the role of eNOS in exercise-induced 

cardioprotection.  

There is now considerable evidences that eNOS/NO signaling plays a central role in exercise-

induced cardioprotection during IR (Calvert John W. et al., 2011; Farah et al., 2013). This eNOS-

dependent cardioprotection is mediated through the increase of NO metabolites storage (i.e, nitrite 

and s-nitrosothiols) before ischemia and higher protein or S-nitrosylation during early reperfusion 

(Farah et al., 2013). The underlying mechanisms and the identification of specific sites of S-nitrosylation 

remain however limited. We reported here that SSM constitute a privileged target of NO-dependent 

cardioprotective signaling in response to exercise training. This phenomenon is also observed at the 

level of IFM but to a lesser extent. Mitochondria are well known as end effectors of cell death, and 

many cardioprotective signaling mechanisms have been found to converge to mitochondria (Murphy 

and Steenbergen, 2007). In line with our work, in response to IPC, eNOS is able to translocate from the 

cytosol to SSM and to increase the level of protein SNO (Sun et al., 2015a). Nevertheless, the underlying 

mechanisms associated with this phenomenon remain to be elucidated. The interactions between 

caveolae, caveolin-3 and eNOS could play a key role. Indeed, in a model of cardiac IPC, the disruption 

of caveolae with a cholesterol sequestering agent (Sun et al., 2012) or the use of caveolin-3 -/- mice 

(Sun et al., 2015a) abolished the translocation of eNOS to SSM and the subsequent increase in protein 

SNO. Interestingly, both caveolae and caveolin-3 are considered as stretch sensitive elements of 

cardiomyocytes. Considering that exercise increases mechanical workload and results in myocardial 

stretch, this stimulus could constitute a key trigger of eNOS translocation to mitochondria. 

Nevertheless further studies will be necessary to better understand this phenomenon. Adrenergic 

stress could constitute another trigger of eNOS activation and translocation. Indeed, in β3-Adrenergic-

/- mice, exercise training is not able to activate eNOS and the cardioprotection is lost [6].  
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When translocates at the level of mitochondria, eNOS is certainly not able to enter within the 

mitochondria, since this enzyme does not possess the transport sequence requires for its passage 

through the inner mitochondrial membrane (Lacza et al., 2009). However, eNOS has been reported to 

be able to dock on the outer mitochondrial membrane, where it constitutes a source NO able to 

regulate mitochondrial respiration (Gao et al., 2004).  

In our work both SSM and IFM are protected by exercise training and are sensitive to 

denitrosylation with ascorbate, showing the key role on the eNOS/NO/SNO signaling. Nevertheless, in 

line with previous work (Sun et al., 2015a), the role of S-nitrosylation appear to be more obvious in 

SSM compared to IFM. This result is of interest. Indeed, despite SSM represent around 10% of the total 

cardiac mitochondria, they are more vulnerable to IR and reported to be in the frontline of IR injuries 

(Palmer et al., 1986; Sun et al., 2015a). Specifically, SSM are suspected to be more sensitive to calcium 

overload and alterations of oxidative phosphorylation than IFM (McMillin-Wood et al., 1980; Riva et 

al., 2005). In addition, SSM from hearts submitted to IR exhibited alterations of their enzymatic 

antioxidant system, while IFM were not affected (García-Niño et al., 2017b; Kuznetsov and Margreiter, 

2009b). An interesting point that could contribute to explain that eNOS/NO/SNO play a key role on 

SSM, and to a lesser extent on IFM, is that the junction protein Cx43 is only present in SSM. Apart from 

being present at the sarcolemma, Cx43 has been identified in mitochondria of cardiomyocytes and is 

mainly located in the inner mitochondrial membrane of SSM. Mitochondrial Cx43 has been reported 

to impact respiratory function and electron transfer chain (Boengler et al., 2012). In addition, IR is 

associated with increased oxidized Cx43 cysteines, which is attenuated by IPC (Ruiz-Meana et al., 

2014). Interestingly, increased S-nitrosylation of mitochondrial Cx43 by IPC has been proposed to 

explain the link between NO and Cx43 in the signal transduction cascade of cardio-protective 

interventions (Soetkamp et al., 2014). Indeed, the calcium retention capacity of SSM was lowered by 

blocking Cx43 with the specific inhibitor Gap27 (Srisakuldee et al., 2014). This in line with our results 

showing that in response to exercise training, increased CRC of SSM is associated with increased level 

of Cx43 S-nitrosylation. Nevertheless, we do not believe that solely the S-nitrosylation of Cx43 is 

enough to explain the cardioprotection afforded by such a pleiotropic strategy. Indeed, in line with 

previous work using IPC or NO donor to protect the myocardium during IR (Chouchani et al., 2013, 

2017; Sun et al., 2015a), we reported that several key proteins involved in cardiac injuries during IR are 

S-nitrosylated in response to exercise training. Among biological process sensitive to NO level during 

reperfusion, excessive production of ROS by mitochondrial ETC has been reported to be attenuated by 

IPC or NO donor (Chouchani et al., 2013). Interestingly, S-nitrosylation of the ND3 (NADH 



 

 

-156- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Résultats Discussion & conclusion 

1 
Etude 1 Etude 2 

deshydrogenase 3) subunit of mitochondrial complex I, considered as the key trigger of ROS 

overproduction during IR, has been proposed to explain the cardioprotection afforded by mitoSNO, a 

mitochondrial targeting NO donor (Chouchani et al., 2013). In our work we did not reported that ND3 

subunit was s-nitrosylated in response to exercise training, but we observed that several proteins of 

the ETC, including NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 α subcomplex subunit 10 (NDUFA10), a 

complex I subunit, electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase (ETFDH), and Coiled-Coil-

Helix-Coiled-Coil-Helix Domain Containing 2 (CHCHD2), known to connect metabolism to apoptosis 

(Liu and Zhang, 2015), were S-nitrosylated. Consistent with this, pre-treatment with ascorbate or with 

L-NAME increased mitochondrial ROS production in cardiomyocyte of Ex-Tr hearts, whereas this was 

not the case in sedentary ones. We reported the same phenomenon during early reperfusion on 

isolated hearts pre-treated with L-NAME before IR, confirming that S-nitrosylation of key proteins of 

the ETC can contribute to limit ROS overproduction during IR. Among other proteins that could explain 

the cardiorprotection afforded by exercise training, we also reported the S-nitrosylation of CypD. This 

protein is largely described as a key regulator of mPTP and presented to be highly redox-sensitive. 

Indeed, during ischemia, the rise in mitochondrial calcium leads to de-acylation of CypD, its oxidation 

and the subsequent activation of mPTP (Amanakis et al.; Nguyen et al., 2011). It has been proposed 

that S-nitrosylation of CypD contributes to cardioprotection by shielding Cysteine 202 (C202) of CypD 

from oxidation (Amanakis et al.; Kohr et al., 2011b; Nguyen et al., 2011). This is consistent with our 

results. Indeed, we reported that exercise training increased CypD S-nitrosylation on the same Cysteine 

residue, which is associated with delay activation of mPTP in response to Ca2+. 

Some limitations should be considered in this study. Since SNO signalling is a very labile post-

translational protein modification, we did not purify the mitochondria using Percoll gradient 

ultracentrifugation, since it has been reported that mitochondrial proteins are susceptible to excessive 

oxidation during preparation (Chang et al., 2014). Therefore, we cannot rule out the possibility that 

the increased association of eNOS with mitochondria is due to increased cytosolic eNOS and 

endoplasmic reticulum eNOS contamination in SSM during sample preparation. 

Overall, our findings suggest that several key mitochondrial proteins involved in cardiac injuries during 

IR are S-nitrosylated in response to exercise training. Collectively these results provide additional 

insights to better understand the role of eNOS in exercise-induced cardioprotection and provides 

evidence to support the hypothesis that cardioprotection by exercise training is explained by a 

translocation of the eNOS/NO/SNO cardioprotective signalling to mitochondria. Further studies will be 
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needed to better understand how each specific targets contributes to limit mitochondrial ROS 

production and mPTP activation during IR.   
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4. MATERIALS AND METHODS 

 

Detailed information on the methodology is available in Supplemental Information. 

 

4.1. Animal model 

All animal experiments were performed according to the European Parliament Directive 2010/63/EU 

(N° CEEA-00223) and approved by the national research ethics committee (n°APAFIS#3487-

2016010813443457). Male Wistar rats (12-week-old; weight=225–275g, Janvier, France) were 

randomly assigned into two groups: Sedentary control group (Sed) and 5-weeks treadmill exercise 

trained group (Ex-Tr). At the end of the study, the impact of exercise training in the Ex-Tr group was 

confirmed by the higher maximal aerobic velocity (MAV), measured as previously described (Reboul et 

al., 2005), in Ex-Tr rats compared to sedentary rats (Sed= 36m/min ± 1.58 m/min; Ex-Tr: 46,25 ± 1.31 

m/min; p < 0.05). 

 

4.2. Exercise protocol 

Exercise training 

Moderate exercise training was performed as previously described (Farah et al., 2013). Briefly, rats 

were exercised on a motor-driven treadmill (Ugo Basile, Tranforming ideas into instruments, 47300) 

45 min/day, 5 days/week for 5 weeks at 25m/min (≈60% of their MAV). To avoid the acute effects of 

exercise, rats were sacrificed 24h after the last exercise training session.  

 

4.3. Measurement of ROS production following Ischemia-Reperfusion (IR)  

Ischemia-Reperfusion (IR) on isolated hearts 

Ischemia-reperfusion on isolated hearts were performed as previously described (Farah et al., 2013). 

Hearts were perfused or not for 25 min with the NOS inhibitor, L-NAME (L-NAME, Abcam, ab120136, 

100 µM), or the GSNOR inhibitor (N6022, 10µM, Caymal Chemical) for 25 min.  
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Measurements of ROS production by DHE staining  

Cardiac ROS production has been measured as previously described (Boulghobra et al., 2020b).  

 

4.4. Measurement of mtROS and NO production on isolated cardiomyocytes 

Ventricular cardiomyocytes were isolated as previously described (Cazorla et al., 2005).  

 

Measurement of mtROS production.  

Adult cardiomyocytes (200 000 cell/mL) were incubated 30 min at 37°C with fluorogenic probe 

sensitive to mitochondrial ROS production, MitosoxRed dye (5 µM, Ex: 510 nm; Em: 580 nm; Fisher 

Scientific, Invitrogen, M36008)(Fauconnier et al., 2007) with or without L-NAME (100 µM) or sodium 

L-ascorbate (1 mM) and distributed into a microplate and immediately transferred into a microplate 

reader (Synergy HT Microplate Spectrophotometer Biotek). Cells were stimulated with 10 µM of a 

complex III blocker, Antimycin A (10 µM, AA, Sigma Aldrich) to force the cell to produce mitochondrial 

ROS.  

 

Measurement of NO production.  

Direct measurements of NO production were performed as previously described (Dedkova and Blatter, 

2009b). Sedentary and exercised cardiomyocytes were loaded with the fluorescent NO-sensitive dye 

4,5-diaminofluorescein diacetate (5 µM, DAF2-DA; Ex: 491nm, Em: 513nm, abcam; ab145283) for 

15min at 37°C. Loaded cardiomyocyte was distributed into 96 well microplate to evaluate intracellular 

NO production with a microplate reader (Synergy HT Microplate Spectrophotometer Biotek) or were 

used to determine NO production and colocalization with mitochondria (Mitotracker Orange CMXRos) 

by confocal microscopy (SP8 LEICA, microscopy platform INRAE). 

 

4.5. Mitochondrial calcium retention capacity and swelling assays  

Cardiac mitochondria were isolated as previously described (Boulghobra et al., 2020b) (Figure 1A).  
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Calcium retention capacity.  

Calcium retention capacity was examined as previously described (Amanakis et al.; Pan et al., 2013) by 

using the fluorescent Ca2+ indicator, Calcium Green-5N (1 µM, Invitrogen, C3737) as an 

extramitochondrial calcium probe. Mitochondria were incubated or not with sodium L-ascorbate (1 

mM) to evaluate the impact of s-nitrosylation (Sun et al., 2015a) and with an NO donor: GSNO (500µM). 

Some mitochondria were obtained from isolated heart perfused or not with L-NAME for 25 min. 

Calcium Green 5N Fluorescence was measured all along the experiments using an excitation/emission 

wavelength of 507/536 nm, respectively in a microplate reader (Synergy HT Microplate 

Spectrophotometer Biotek).  

 

Calcium swelling assay.  

Calcium-induced mitochondrial swelling was measured spectrophotometrically as a decrease in 

absorbance at 540 nm using a microplate reader (Epoch microplate reader, Biotek). Mitochondrial 

swelling was induced by adding a single doses of CaCl2 (250 µM) on mitochondria pre-treated or not 

with ascorbate (Asc, 1 mM). The absorbance at 540 nm was recorded continuously for 25 min.  

 

4.7. Proteomic and S-nitrosoproteomic 

 

Determination of SNO occupancy with cysteine-reactive tandem mass tags 

Intact cardiac SSM (1 mg/mL) or total homogenates were isolated as described above. Proteins were 

extracted in HENS buffer, followed for SSM by 3 freeze/thaw cycles in liquid nitrogen and vigorous 

vortexing. Undissolved lipid fragments were spun down by centrifugation at 10.000 g for 10 min at 4 

°C. SNO occupancy was determined using the cysteine-reactive Tandem Mass Tag (cysTMT) labeling 

and enrichment kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham/MA); see Figure 3A and Suppl Figure 7A for 

depiction of labeling protocol. All procedures were performed according to the manufacturer’s 

instructions. Next, liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was performed 

using an Ultimate 3000 nano-LC system coupled to a Q-Exactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher 

Scientific) operated as described previously (Klein et al., 2016). The Q-Exactive HF mass spectrometer 

was operated in a data dependent mode with a Top20 strategy, (i.e., one MS1 high resolution [60,000] 

scan for precursor ions followed by data-dependent MS2 scans on the twenty most abundant 
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precursor ions with 10 sec dynamic exclusion time of previously selected ions), with a scan range of 

MS acquisition from 350 to 1800 m/z. Secondary ions were isolated with a window of 2.0 m/z. The raw 

files generated from the Q-Exactive HF were analyzed using Proteome Discoverer v1.3 software 

(Thermo Fisher Scientific). Peak lists were generated with the Mascot Daemon software (version 2.6.1 

Matrix Science) using the extract_msn.exe data import filter (Thermo Fisher Scientific) from the 

Xcalibur FT package (version 2.0.7; Thermo Fisher Scientific). The comparison of protein abundance 

between treatment groups was performed using the T-Fold test (Carvalho et al., 2012). Finally, the 

mixOmics package for R (https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/mixOmics.html) 

was used to conduct  

PLS-DA and sPLS-DA analysis (Rohart et al., 2017). 

 

4.8. Western Blot 

Immunoblotting was performed using standard techniques as previously described (Meziat et al., 

2019).  

 

4.9. Statistical analyses 

Data were expressed as the mean ± SEM. For comparison of experimental conditions, the Student’s t 

test, analysis of variance (ANOVA) or repeated measures ANOVA followed by the Bonferonni test was 

used. A value of p<0.05 was considered as statistically significant. Statistical analyses were done with 

the GraphPad Prism software (8.4.3).  
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Figure 1: Exercise training increased the level of eNOS and eNOSPser1177 but not of nNOS in SSM. (A)- 

Schematic representation of SSM isolation protocol. Heart lysates were fractionated by differential 

centrifugation. Centrifugation, homogenization and enzymatic reactions were performed at 4°C. (B)- 

Representative anti-GAPDH, anti-VDAC1 and anti-Connexin-43 western blot obtained on cytosolic and 

SSM subfractions. (C, D)-Effect of exercise training on eNOS level in cytosolic and SSM subfractions. 

(C)- Representative western blot of eNOS in cytosolic and SSM subfractions. (D)- eNOS level in 

cytosolic, (left panel) and SSM (right panel) subfractions analyzed by western blotting in hearts of 

Sedentary (Sed; n=4 hearts in triplicate) and exercise trained (Ex-Tr; n=3 hearts in triplicate) rats. eNOS 

level was expressed relative to GAPDH for cytosolic fraction and relative to VDAC1 for SSM. (E, F)- 

Effect of exercise training on eNOS phosphorylation at ser1177
 
in cytosolic and SSM subfractions. (E)-

Representative western blot of eNOS-Pser1177 in cytosolic and SSM subfractions. (F)- eNOS-Pser1177 level 

in cytosolic, (left panel) and SSM (right panel) subfractions analyzed by western blotting in hearts of 

Sed (n=4 hearts in triplicate) and Ex-Tr (n=4 hearts in triplicate) rats. eNOS-Pser1177 level was expressed 

relative to eNOS. (G, H)- Effect of exercise training on nNOS in cytosolic and SSM subfractions. 

Representative western blot of nNOS in cytosolic and SSM subfractions. (G)- Representative western 

blot of nNOS in cytosolic and SSM subfraction. (H)- Level of nNOS in cytosolic, (left panel) and SSM 

(right panel) subfractions analyzed by western blotting in hearts of Sed (n=4 hearts in triplicate) and 

Ex-Tr (n=4 hearts in triplicate) rats. nNOS level was expressed relative to GAPDH for cytosolic fraction 

and relative to VDAC1 for mitochondrial fraction (*p<0.05 Sed vs Ex-Tr, t test) Data are presented as 

mean ± SEM.  
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Figure 2: Impact of exercise training on NO production in isolated cardiomyocytes. (A)- Impact of 

exercise training on NO production in cardiomyocytes. Cardiomyocytes (100 000 cells/ml) from Sed 

and Ex-Tr hearts (n=5 hearts per group) were loaded with fluorescent dye sensitive to NO production 

(DAF2; 5µM) pre-treated or not with L-NAME (100 µM) and stimulated or not with H2O2 (100 µM). 

Fluorescence was measured every 10 sec during 30 min and was normalized to baseline fluorescence 

(F0). Changes in NO production was expressed as F/F0. (B)- Confocal images obtained on ventricular 

cardiomyocytes from Sed and Ex-Tr loaded simultaneously with DAF2 (green channel, emission 

491/513 nm; 5µM) and Mitotracker Orange (red channel, emission/excitation 554/576 nm; 200 nM). 

Colocalization is represented by merged images. (C)- Quantitative analysis of DAF2 fluorescence 

intensity (meaning of 5-8 cells per conditions from 3 hearts per group); (E)-Quantitative analysis of 

mitochondrial DAF2 fluorescence intensity (meaning of 6 cells per conditions from 3 hearts per group). 

Data are presented as mean ± SEM. (*p<0.05 Sed vs Ex-Tr; $p<0.05 H202 effect, Anova followed by 

adjusted t-test). 
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Figure 3. Impact of exercise training on the pattern of SSM protein s-nitrosylation. (A)- Schematic 

illustration of site-specific S-nitrosoproteomic analysis in SS-mitochondrial enriched fraction and total 

LV homogenate of Sed (n=3) and Ex-Tr (n=3) hearts. (1) Protein extraction (2) SNO occupancy was 

determined using the Iodoacetyl Tandem Mass TagTM (iodoTMTTM) labeling (2) and TMT enrichment 

(3) kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham/MA). (4) Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

analysis on Q Exactive HF followed by data interpretation using the Mascot Daemon software. (B,C) 

Volcano plot of S-nitrosoproteomic data. 296 proteins with at least one TMT labeled modification were 

identified in total homogenates (B) and 345 proteins in the enriched SSM subfractions (C). (B,C)- 

Volcano plot of the log 10 p value vs. the log 2 expression levels representing changes in S-nitrosylation 

of individual protein in response to exercise training relative to sedentary condition. The red dots 

representing mitochondrial proteins. (D)- Component 1 versus Component 3, using 95% confidence 

ellipses obtained by supervised partial least squares discriminant analysis (sPLS-DA). (E)-Heatmap 

displaying SSM samples proteins of the component 3 with altered abundance. The color scale 

illustrates the relative abundance of each protein across the 3 samples per group; blue and red indicate 

higher and lower expression compared to the median expression value (grey); respectively. The color 

intensity indicates the abundance of protein S-nitrosylation. (F)- Spectral counts of key proteins 

involved in differences between Sed and Ex-Tr S-nitrosproteome obtained in SSM samples. (*p<0.05 

Sed vs Ex-Tr ; t-test with Welch’s correction). 
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Figure 4: Impact of exercise training on mitochondrial calcium retention capacity and mPTP 

activation: a key role for S-nitrosylation. (A,B,C)- Calcium retention capacity (CRC) in SSM obtained 

from Sed (15 experiments from n=5 hearts) and Ex-Tr (12 experiments from n=4 in hearts) hearts was 

monitored using Calcium Green 5N probe (Em: 507nm; Ex: 536nm) as described in experimental 

procedure. (A, B)- Mean traces of CRC test. Each peak corresponds to calcium addition (1 µM, 5 µM 

and 50 µM pulses of CaCl2, changes in concentration are represented by arrows). Black curve 

corresponds to CRC representative trace in the presence of 2 µM of cyclosporine A (CsA; 2µmol/L). The 

same procedure was performed in absence (A)- or presence (B)- of sodium L-ascorbate (1mmol/L) on 

SSM obtained from Sed (9 experiments from n=3 hearts) or Ex-Tr (12 experiments form n=4 hearts) 

hearts. (C)- Quantification of CRC in nmolCa2+ per mg protein (*p<0.05, Sed vs Ex-Tr; ANOVA followed 

by adjusted t-test). (D)- Mitochondrial swelling assay was obtained on SSM from Sed and Ex-Tr hearts. 

The mitochondrial swelling was induced by adding Ca2+ (250 µM) on SSM isolated from Sed (n=6) or 

Ex-Tr (n=5) hearts treated or not with sodium L-ascorbate (1mmol/L). Absorbance was monitored at 

540 nm every 30 sec. (*p<0.05 Sed vs Ex-Tr; £p<0.05 with ascorbate vs without ascorbate; repeated 

two-way Anova). (E)- Representative traces of CRC of SSM pre-treated or not with 500 µM of GSNO. 

(F)- Quantification of CRC in presence (12 experiments form n=4 hearts) or absence (9 experiments 

form n=3 hearts) of GSNO (¤p<0.05 GSNO (+) vs GSNO (-); t test). Data are presented as mean ± SEM. 
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Figure 5: Impact of exercise training on mitochondrial ROS production: a major role for protein s-

nitrosylation. (A, B)- Sed and Ex-Tr cardiomyocytes (100 000 cells/mL) were loaded with fluorescent 

dye sensitive to mitochondrial ROS production, Mitosox Red (Ex: 510 nm; Em: 580 nm; 5 µM), reported 

to detect superoxide anion production within mitochondria. Fluorescence was measured every 20 sec 

and normalized to baseline fluorescence (F/F0). Cardiomyocytes were stimulated with a mitochondrial 

electron transport chain complex III blocker, antimycin A (AA, 10µM) to force mitochondria to produce 

ROS. Some myocytes were incubated for 30 min with either sodium L-ascorbate (Asc; 1 mM) or of L-

NAME (LN; 100 µM) prior to AA stimulation. (B)- Representative average fluorescence after 15 min 

(£p<0.05 Ascorbate effect; #p<0.05 L-NAME effect, Anova followed by adjusted t-test). (C)- Schematic 

illustration of the experimental protocol. Sed (n=4) and Ex-Tr (n=4) hearts were stabilized for 20 min 

and then perfused on a Langendorff apparatus for 45 min with or without L-NAME (LN; 100 µM). Hearts 

were subject to global no-flow ischemia for 20 min followed by 10 min of reperfusion. (D)- 

Determination of ROS production by DHE staining after 10 min of post-ischemic reperfusion, in hearts 

of Sed and Ex-Tr animals pretreated or not with L-NAME (LN). Scale bar=80 µm, the DHE fluorescence 

intensity was observed in 20 images of 3 to 4 hearts in each group (*p<0.05 Ex-Tr vs Sed, #p<0.05 with 

vs without L-NAME effect, (One way Anova followed by adjusted t-test). (E)- Schematic illustration of 

the experimental protocol. Control hearts were stabilized for 20 min and then perfused for 45 min with 

(n=4) or without (n=4) the GSNOR inhibitor N6022 (10 µM). Hearts were subjected to global no-flow 

ischemia for 20 min followed by 10 min of reperfusion. (F)- Determination of ROS production by DHE 

staining 10 min after ischemia reperfusion, in hearts of control animals pretreated or not with N6022. 

Scale bar=80 µm, the DHE fluorescence intensity was observed in 20 images of 4 hearts in each group. 

(§p<0.05 with vs without N6022; t-test). Data are presented as mean ± SEM.  

 

 



 

 

-180- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Résultats Discussion & conclusion 

1 
Etude 1 Etude 2 

5. Données supplémentaires  

Suppl. Figure 1

VDAC1 (31kDa) 

Cx 43 (43kDa)

D

GAPDH (37kDa)

^

0

0.2

0.4

Sed A-Ex

C

eNOS

VDAC1

-130 kDA

-31 kDA

IFM 
+ 

myofilament

*

eN
O

S
(r

el
at

iv
e 

to
 V

D
A

C
)

Sed Sed Ex-Tr Ex-Tr

Sed Ex-Tr
0

0.2

0.4

B

E

Minced in Buffer H + BSA 
(1mg/mL). Ultra Turrax on iceLysate

SSM Cytosol

Supernatant 1

IFM + 
Myofilament

Pellet 2

Supernatant 3 Pellet 3

IFM

1 000g; 10 min; 4°C

+ Nargase (5mg/g)12 000g; 15 min; 4°C 12 000g; 15 min; 4°C

1 000g; 10 min; 4°C

12 000g; 15 min; 4°C

A

SS
M

 e
N

O
S/

C
yt

o
so

lic
eN

O
S

eNOS

VDAC1

IFM

IFM + myofilament



 

 

-181- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Résultats Discussion & conclusion 

1 
Etude 1 Etude 2 

Suppl Figure 1: (A)- Schematic representation of the protocol of IFM isolation. Heart lysates were 

fractionated by differential centrifugation. Centrifugation, homogenization and enzymatic reactions 

are performed at 4°C. (B)- Representative anti-GAPDH, anti-VDAC1 and anti-Connexin-43 western blot 

in cytosolic, SSM and IFM subfractions. (C)- Effect of acute exercise (A-Ex; 35 min) on eNOS level in 

SSM subfraction. eNOS level in SSM subfraction analyzed by western blotting of Sedentary (Sed; n=3 

in duplicate) and acutely exercised (A-Ex; n=3 in duplicate) rat hearts. SSM eNOS level was expressed 

relative to cytosolic eNOS (^p<0.05 Sed vs A-Ex, t-test). (D) Representative anti-eNOS western blot in 

IFM subfraction. (E)- Representative western blot of eNOS in IFM + myofilaments subfraction. (E)- 

eNOS level in IFM + myofilament subfraction analyzed by western blotting in hearts of Sed (n=3 hearts 

in duplicate) and Ex-Tr (n=3 hearts in duplicate) rats (*p<0.05 Sed vs Ex-Tr, t test). 
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Suppl Figure 2: (A)- Effect of L-NAME on changes in DAF2 fluorescence in response to H2O2 in 

cardiomyocytes of Sed and Ex-Tr hearts (n=5 hearts per group). (B)- Confocal images obtained on 

ventricular cardiomyocytes from Sed and Ex-Tr hearts loaded simultaneously with DAF2 (green 

channel, emission 491/513 nm; 5 µM) and Mitotracker Orange (red channel, emission/excitation 

554/576 nm; 200 nM). Some myocytes were pre-incubated 30 min with L-NAME (100 µM). 

Colocalization is represented by merged images. (C) Quantitative analysis of DAF2 fluorescence. (D,E)- 

Spectra represented fluorescence intensity profile of two regions of interest (ROI 1 and ROI 2) for the 

green channel (DAF2) and the red channel (Mitotracker Orange) in Sed (D)- and Ex-Tr (E)- 

cardiomyocytes. Data are presented as mean ± SEM.  
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Suppl Figure 3: Supervised partial least squares discriminant analysis (sPLS-DA). Component 1 versus 

Component 2, using 95% confidence ellipses. 
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Suppl Figure 4: Impact of exercise training on mitochondrial calcium retention capacity and mPTP 

activation: a key role for NO. (A,B,C)- Calcium retention capacity (CRC) in SSM obtained from Sed (9 

experiments from n=3 hearts) and Ex-Tr (9 experiments from n=3 in hearts) hearts perfused or not 

with L-NAME (100 µM) for 25 minutes, was monitored using Calcium Green 5N probe (Em: 507nm; Ex: 

536nm) as described in experimental procedure. (A, B)- Mean traces of CRC test. Each peak 

corresponds to calcium addition (1 µM and 5 µM pulses of CaCl2, changes in concentration are 

represented by an arrow). The same procedure was performed on SSM obtained from hearts perfused 

without (A) - or with (B) - L-NAME (100 µM). (C)- Quantification of CRC in nmol Ca2+ per mg protein 

(*p<0.05 Sed vs Ex-Tr, t test). Data are presented as mean ± SEM. 
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Suppl  Figure 5: Impact of exercise training on mPTP activation on IFM mitochondria. (A,B,C)- Calcium 

retention capacity (CRC) in IFM obtained from Sed (9 experiments from n=3 hearts) and Ex-Tr (9 

experiments from n=3 in hearts) hearts was monitored using Calcium Green 5N probe (Em: 507nm; Ex: 

536nm) as described in experimental procedure. (A, B)- Mean traces of CRC test. Each peak 

corresponds to calcium addition (1 µM, 5 µM and 50 µM pulses of CaCl2, changes in concentration are 

represented by an arrow). The same procedure was performed in absence (A)- or presence (B)- of 

sodium L-ascorbate (1mmol/L) on IFM obtained from Sed (9 experiments from n=3 hearts) or Ex-Tr (9 

experiments form n=3 hearts) hearts. (C)- Quantification of CRC in nmolCa2+ per mg protein (*p<0.05 

Sed vs Ex-Tr, £p<0.05 Ex-Tr vs Ex-Tr Asc one way ANOVA). (D)- Mitochondrial swelling assay was 

obtained on IFM from Sed and Ex-Tr hearts suspended at 0.25 mg protein/ml in swelling buffer. The 

mitochondrial swelling was induced by adding Ca2+ (250 µM) in IFM isolated from Sed (n=3) or Ex-Tr 

(n=3) hearts treated or not with sodium L-ascorbate (1mmol/L). Absorbance was monitored at 540 nm 

every 30 sec. Data are presented as mean ± SEM. 
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Suppl Figure 6: Impact of exercise training and Mito-Tempo on ROS production during post-ischemic 

reperfusion: (A) Schematic illustration of the experimental protocol. Sed (n=4) and Ex-Tr (n=4) hearts 

were stabilized for 20 min and then perfused on a Langendorff apparatus for 45 min with or without 

MitoTEMPO (MitoT; 0.1 µM). Hearts were subject to global no-flow ischemia for 20 min followed by 

10 min of reperfusion. (B)- Determination of ROS production by DHE staining after 10 min of post-

ischemic reperfusion, in hearts of Sed and Ex-Tr animals pretreated or not with Mito-Tempo. Scale 

bar=80 µm, the DHE fluorescence intensity was observed in 20 images (mean) of every 4 hearts in each 

group (*p<0.05 ExTr vs Sed, µ p<0.05 with vs without MitoT effect, Anova followed by adjusted t-test). 

Data are presented as mean ± SEM. 
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Suppl Figure 7: (A)- Schematic diagram of the biotin switch assay for detecting S-nitrosylated cysteines 

in SSM enriched fraction of Sed (n= 3 hearts per group in duplicate) and Ex-Tr (n= 3 hearts per group 

in duplicate) hearts. (I) Free thiols are made unreactive by methylthiolation with MMTS. (II) 

Nitrosylated residues are reduced by ascorbate. (III) Nascent free thiols are labeled by the thiol reactive 

biotinylated reagents (TMT). TMT can be detected by Western blot and is representative of S-

nitrosylated protein. (B,C) Protein S-nitrosylation of SSM analyzed by Western blotting in hearts 

perfused (n=3 hearts) or not (n=3 hearts) with L-NAME (100 µM) for 25min. (#p<0.05 L-NAME effect, t 

test) Data are presented mean ± SEM. 
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I. Discussion Générale 

L’objectif de ce travail de thèse a été de développer et/ou de mieux comprendre les mécanismes 

sous-jacents de stratégies naturelles permettant de protéger les mitochondries au cours de l’IR. Nous 

avons pu identifier dans notre première étude de thèse un antioxydant naturel, la sinapine, permettant 

de cibler spécifiquement le stress oxydant mitochondrial et ainsi de limiter la sensibilité des cœurs au 

syndrome d’IR, via une diminution de la production d’ERO au cours de la reperfusion post-ischémique. 

La deuxième étude de cette thèse nous a permis de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents 

de la cardioprotection induite par l’exercice physique et d’évaluer la place de la mitochondrie dans ce 

phénomène. En effet, nous avons pu démontrer que le ciblage des mitochondries par la voie de 

cardioprotection eNOS/NO/SNO contribue à expliquer les effets protecteurs de l’exercice physique. 

Afin de de ne pas être redondant avec les discussions des deux articles originaux de cette thèse, cette 

discussion sera centrée essentiellement sur l’importance des interactions entre troubles de 

l’homéostasie calcique mitochondriale et production d’ERO au cours de l’IR.  

1. Activation du mPTP : stress calcique ou espèces réactives de 

l’oxygène ? 

Il est maintenant bien admis que la mort cellulaire au cours de l’IR est fortement liée à l’activation 

du mPTP et à son impact sur le ΔΨm et l’intégrité mitochondriale. A ce jour, l’activation durable et 

irréversible de ce mPTP semble être expliquée, au cours de l’IR, par l’établissement d’un cercle vicieux 

entre la surcharge calcique matricielle et la production d’ERO d’origine mitochondriale. L’interaction 

entre ces deux facteurs semble être bidirectionnelle et diaphonique (Görlach et al., 2015). Au cours de 

ma thèse, j’ai en effet pu observer des effets qui vont dans le sens de cette interaction complexe entre 

Ca2+ et ERO. En effet, lors de la réalisation de tests de CRC, consistant à répéter des pulses de Ca2+ 

jusqu’à activation du mPTP, nous avons pu observer que l’ajout successif de calcium est associé à une 

augmentation de la production d’ERO au niveau mitochondrial (données non présentées). Il apparaît 

dès lors difficile d’exclure totalement le rôle des ERO dans l’activation du mPTP lors de ce type de test. 

Ces résultats confirment les données de la littérature sur le sujet (Hou et al., 2013; Limbu et al., 2015).  

Il semble ainsi évident que l’efficacité de la plupart des stratégies cardioprotectrices puisse être 

conditionnée par leurs capacités à agir sur l’un ou l’autre des paramètres de ce cercle vicieux afin de 

finalement prévenir l’activation du mPTP. Néanmoins, ce défi ne semble pas si simple. En effet, un 

grand nombre d’éléments de la signalisation essentielle au bon fonctionnement de la cellule 

(prolifération cellulaire, production d’ATP, couplage excitation-contraction) est dépendant de 
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l’homéostasie calcique et de la signalisation redox. C’est certainement pour cela que la plupart des 

stratégies globales, ne permettent pas de cibler spécifiquement ces désordres au cours de l'IR. En effet, 

l’utilisation d’antioxydants non spécifiques se sont montrés peu ou pas efficaces pour protéger le cœur 

au cours de l’IR (exemple de la Vitamine E et du Tempol) (Dikalova et al., 2010). En accord avec cette 

hypothèse nous avons pu montrer dans notre première étude de thèse que seule la sinapine ou le 

mitoTempo, qui permettent de cibler le stress oxydant au niveau de la mitochondrie, ont permis de 

protéger le cœur au cours de l’IR. L’acide sinapique, que l’on pourrait qualifier ici d’analogue 

cytosolique de la sinapine, s’est lui révélé inefficace. Ceci confirme les résultats de la littérature 

montrant l’importance de pouvoir cibler la production d’ERO mitochondriales pour protéger le cœur 

au cours de l’IR. Il semble néanmoins encore une fois difficile de dissocier la surcharge calcique de la 

surproduction d’ERO.  

 

2. Le stress oxydant au centre des lésions d’IR ? 

Dans la lignée des résultats obtenus avec la sinapine et le mitoTempo, à ce jour de nombreux 

autres antioxydants permettant de cibler la mitochondrie ont été développés et se sont montrés 

efficaces dans des modèles expérimentaux (Adlam et al., 2005). De manière intéressante, notre ETUDE 

n°1 démontre pour la première fois que de telles caractéristiques peuvent aussi être retrouvées dans 

la nature.  

Les effets cardioprotecteurs de l’exercice ont aussi longtemps été considérés comme étant liés à 

son impact sur les capacités enzymatiques antioxydantes (French et al., 2008; Hamilton et al., 2003). 

En effet, il est aujourd’hui largement décrit que l’exercice régulier réduit le risque de décès lors de l’IR 

myocardique en augmentant les défenses enzymatiques antioxydantes (MnSOD, Cu-ZnSOD et GPx) 

(Hamilton et al., 2001; Powers et al., 1998). Ceci serait notamment expliqué par l’activation du facteur 

nucléaire de transcription Nrf2 en réponse au stress oxydant aigu produit par chaque exercice physique 

(Done and Traustadóttir, 2016; Lee et al., 2012b; Powers et al., 2008). Dans notre travail, en accord 

avec des études précédentes (Farah et al., 2013), nous observons une diminution de la production 

d’ERO au cours de la reperfusion post-ischémique dans les cœurs d’animaux entrainés. L’interaction 

entre ERO et homéostasie calcique semble pouvoir jouer un rôle non négligeable dans la 

cardioprotection médiée par les enzymes antioxydantes. Ainsi, French et al. ont montré que l’exercice 

physique était à l’origine d’une augmentation de l’activité de la MnSOD (isoforme mitochondriale), 

permettant de limiter l’oxydation des protéines clés régulant les mouvements calciques au cours du 
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CEC (NCX, SERCA, phospholamban) (French et al., 2008). Ceci pourrait ainsi contribuer à expliquer la 

cardioprotection par l’exercice en limitant la surcharge calcique cytosolique. Nous pouvons néanmoins 

noter que dans notre modèle (5 semaines d’entraînement, 5 jours/semaine à 60% de la VMA) la 

cardioprotection que nous observons ne semble pas ou peu associée à une augmentation des défenses 

enzymatiques antioxydantes. En effet, nous n’avons pas observé de modifications du niveau 

d’expression de la MnSOD et seulement une légère tendance à une augmentation du niveau 

d’expression de la Cu-ZnSOD (isoforme cytosolique) (données non présentées). Néanmoins, 

l’activité de ces enzymes n’a pas été évaluée au cours de cette thèse. Des travaux précédents du 

laboratoire avaient en effet montré qu’un protocole d’exercice équivalent était capable d’impacter 

l’activité enzymatique de la SOD et de la GPx, sans effets sur la CAT (Farah et al., 2010). Des études 

complémentaires méritent donc d’être menées afin de mieux comprendre le rôle des défenses 

antioxydantes mitochondriales dans la prévention de l’activation du mPTP.  

D’autres mécanismes que l’amélioration des défenses antioxydantes pourraient dès lors participer 

à expliquer les effets cardioprotecteurs de l’entraînement et la diminution de la production d’ERO au 

cours de l’IR. Ainsi, il semblerait que l’inhibition transitoire de la chaîne respiratoire pendant l’ischémie 

ou à la reperfusion permet également de limiter la surproduction d’ERO au cours de la reperfusion. 

Ainsi, Starnes et Olsen démontrent en 2007 que 16 semaines d’entraînement en endurance réduisent 

la production d’ERO dans les mitochondries cardiaques grâce à des adaptations du complexe I (Starnes 

et al., 2007). L’utilisation de roténone (un inhibiteur du complexe I) abolit la différence de production 

d’H2O2 entre les sédentaires et les entraînés (Starnes et al., 2007). Des résultats similaires ont été 

obtenus suite à l’utilisation d’amobarbital, un inhibiteur du complexe I (Chen et al., 2006). Ceci est 

d’autant plus intéressant que le complexe I est considéré comme l’acteur majeur de la production 

d’ERO au cours de la reperfusion (Chouchani et al., 2016). Par ailleurs, celui-ci est également très 

sensible au stress oxydatif (Hansford et al., 1997).  En s’appuyant sur ces données de la littérature, 

nous pouvons émettre l’hypothèse que dans nos travaux, la sinapine pourrait limiter la production 

d’ERO dans les mitochondries via une interaction directe avec certains complexes de la CTE. En effet, 

certains extraits de polyphénols (flavonoides) se sont montrés efficaces pour inhiber les complexes de 

la CTE sur des préparations de mitochondries isolées intactes (Moini et al., 1999). Cette hypothèse 

nécessite néanmoins d’être investiguée par des études complémentaires.  

Un autre élément d’intérêt dans notre travail pourrait être lié au rôle du NO sur l’activité de la 

CTE. En effet, l’inhibition du complexe I par S-nitrosylations permet également de ralentir la reprise 

d’activité de la chaîne respiratoire au moment de la reperfusion et ainsi de limiter la surproduction 

d’ERO (Chouchani et al., 2013). En effet, plusieurs études utilisant du nitrite ou des molécules 



 

-194- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Présentation des articles Discussion & conclusion 

permettant de libérer du NO spécifiquement au niveau de la mitochondrie (mitoSNO), ont montré que 

cette stratégie permet de protèger le myocarde des lésions d’IR (Chouchani et al., 2013; Shiva and 

Gladwin, 2009). Cette protection semble être expliquée par la S-nitrosylation de la sous-unité ND3 

(NADH déshydrogénase 3) du complexe I mitochondrial (Chouchani et al., 2013; Methner et al., 2014). 

Au cours de ce travail de thèse, nous n’avons pas observé de S-nitrosylation de la sous unité ND3 du 

complexe I en réponse à l’exercice. Par contre, de manière intéressante, nous avons pu observer une 

S-nitrosylation de plusieurs protéines de la CTE, dont principalement la sous unité NDUFA10 du 

complexe I et CHCHD2, connue pour relier le métabolisme à l’apoptose (Liu and Zhang, 2015). En 

accord avec cette hypothèse, l’utilisation d’ascorbate, pour dénitrosyler, ou de L-NAME, afin de réduire 

la bio-disponibilité du NO, entraine une forte augmentation de la production d’EROmt dans les 

cardiomyocytes de cœurs entrainés. Aucun effet majeur n’est par contre observé sur les cœurs 

d’animaux sédentaires. Ces résultats suggèrent fortement que la S-nitrosylation médiée par l’exercice 

physique permet de limiter la surproduction d’ERO mitochondriale en situation de stress.  

Le NO pourrait aussi agir directement au niveau de la CTE, via son affinité pour le groupement 

héminique du complexe IV de la CTE, aboutissant à l’inhibition transitoire de la respiration 

mitochondriale (Cooper and Brown, 2008). Le NO peut également impacter d’autres cibles cellulaires 

impliquées dans la régulation de la production d’ERO. Ainsi, dans notre modèle nous avons pu observer 

que l’exercice physique est à l’origine d’une S-nitrosylation de la Cx43 mitochondriale. La Cx43 est 

reconnue comme étant capable d’impacter la fonction respiratoire mitochondriale en agissant sur la 

CTE (Boengler et al., 2012; Ruiz-Meana et al., 2014). Cette protéine uniquement présente au niveau 

des SSM est connue pour jouer un rôle clé dans la cardioprotection induite par le NO (Soetkamp et al., 

2014). En effet, la Cx43 fortement sensible à l’oxydation au cours de l’IR, est une des cibles S-

nitrosylées par des stratégies de cardioprotection telles que l’IPC ou la supplémentation en nitrite 

(Soetkamp et al., 2014). A ce jour, la manière dont la Cx43 participe à la cardioprotection par l’exercice 

demeure débattue. Néanmoins, celle-ci semblerait pouvoir interagir avec les complexes I et II de la 

CTE, modulant ainsi la production d’ERO au cours de la reperfusion.  

 

3. Le rôle des troubles de l’homéostasie calcique au centre des lésions 

d’IR ? 

Le NO, notamment via la SNO, joue donc un rôle clé dans la régulation de la production d’ERO 

au cours de l’IR. Ceci semble pouvoir contribuer à limiter l’établissement d’un cercle vicieux entre ERO 
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et Ca2+ au cours de l’IR. L’impact du NO sur l’homéostasie du Ca2+ est à ce jour clairement moins décrit. 

La forte augmentation de Ca2+ intra-mitochondrial à la reperfusion représente un élément clé dans 

l’ouverture du mPTP. Comme déjà discutée dans la littérature scientifique, la déplétion en ATP au cours 

de l’ischémie perturbe l’activité d’un certain nombre d’échangeurs/pompes calciques. Ceci conduit à 

une surcharge calcique qui contribue elle-même à altérer l’homéostasie des cardiomyocytes en 

augmentant la production d’ERO, l’activation des calpaines, la dysfonction contractile et la mort 

cellulaire. Au cours de la reperfusion, la restauration des niveaux d’ATP est essentielle au maintien de 

l’homéostasie cardiaque mais conduit à une exacerbation de la production d’ERO.  

Ainsi, les RyR responsables de la libération dans le cytosol de calcium par le RS au cours du 

phénomène de « Calcium-induced Calcium release », contiennent de nombreuses cystéines et sont 

donc à la fois sensibles au NO et au stress oxydant (Meissner, 2010). L’oxydation des thiols au cours de 

l’IR contribue ainsi à augmenter les fuites de calcium du RS (Terentyev et al., 2008). De manière 

intéressante, nous observons dans notre ETUDE 2, que l’exercice physique est à l’origine d’une S-

nitrosylation de RyR2. Ceci pourrait permettre de prévenir son oxydation au cours de l’IR et ainsi limiter 

les fuites de calcium au cours de la reperfusion post-ichémique (Gonzalez et al., 2010). Néanmoins, 

cette hypothèse n’est pas si évidente, puisque d’autres travaux ont pu montrer qu’une S-nitrosylation 

abbérante du RyR pouvait au contraire conduire à une aggravation des fuites de Ca2+ et participerait 

ainsi à des troubles de la fonction cardiaque (Fauconnier et al., 2010). Une autre cible clé dans la 

régulation de la concentration calcique cytosolique est la protéine SERCA. Celle-ci est responsable de 

la recapture du Ca2+ dans le RS, permettant la relaxation myocardique mais aussi la régulation des 

concentrations intracellulaires en Ca2+ au cours de la diastole. Il a préalablement été rapporté que 

l’oxydation de SERCA inhibe son activité ATPasique et donc le repompage du calcium par le RS. Ceci 

peut contribuer à aggraver la surcharge calcique cytosolique et ainsi favoriser l’entrée de Ca2+ dans la 

matrice mitochondriale. Dans nos travaux, nous avons observé une tendance à l’augmentation de la 

S-nitrosylation de SERCA sans pour autant atteindre de significativité (fold change=1,67 ; p=0,1). A ce 

jour, il a déjà bien été décrit que l’exercice physique permet de moduler l’homéostasie calcique 

cardiomyocytaire au cours du CEC via notamment une amélioration des cinétiques de recapture du 

Ca2+ par SERCA (Farah et al., 2010; Wisløff et al., 2002). De plus, les travaux de l’équipe de Powers ont 

montré qu’une partie des effets cardioprotecteurs de l’exercice physique pouvait être expliqué par 

une prévention de l’oxydation irréversible de certaines protéines clés régulant les mouvements 

calciques au cours de l’IR (SERCA, NCX, PLB) (French et al., 2008). Il est d’ailleurs intéressant de noter 

que l’utilisation d’antioxydants a déjà été montrée comme permettant de limiter les troubles de 

l’homéostasie calcique au cours de l’IR (Yeung et al., 2008).  
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Dans notre travail, l’exercice pourrait aussi impacter directement l’activation du mPTP via ses 

effets sur l’entrée de Ca2+ dans la mitochondrie. En effet, il a été montré que la modulation de l’activité 

du MCU, par délétion de l’unité régulatrice MCUb, permet de limiter l’entrée de Ca2+ dans la 

mitochondrie au cours de l’IR et est à l’origine d’une diminution de la vulnérabilité du cœur (Huo et 

al., 2020). Dans notre modèle, il est dès lors étonnant de noter que bien que les cœurs et les 

mitochondries des animaux entrainés soient protégés contre le stress calcique, les cinétiques d’entrée 

de calcium dans les SSM, mesurées sur SSM isolées en présence de CsA, sont supérieures chez les Ex-

Tr comparées aux Sed. Ces résultats suggèrent que l’exercice pourrait contribuer à augmenter l’entrée 

de Ca2+ dans la mitochondrie par le MCU. A notre connaissance, il s’agit de la première étude ayant 

examiné l’impact de l’entraînement physique sur ce paramètre, et à ce jour, l’impact de l’exercice 

physique sur le niveau d’expression du MCU ou de ces protéines régulatrices (MICU 1 et 2, EMRE) dans 

le muscle cardiaque n’a jamais été évalué. Des données existent tout de même sur le muscle 

squelettique.  Ainsi, au niveau musculaire, 9 semaines d’activité physique entrainent une 

augmentation du niveau d’expression du MCU (Zampieri et al., 2016). Si ces résultats sont confirmés à 

l’échelle du muscle cardiaque, ils pourraient contribuer à expliquer cette entrée de Ca2+ majorée chez 

les animaux Ex-Tr. Ainsi, les mitochondries de cœurs entrainés semblent être capables de mieux capter 

le Ca2+ tout en étant moins sensible à la surcharge calcique. Ceci pourrait non seulement contribuer à 

expliquer la meilleure capacité des mitochondries cardiaques de cœurs entrainés à augmenter la 

synthèse d’ATP en réponse à l’exercice, mais aussi leurs capacités à résister à une situation de stress 

aboutissant à une surcharge calcique, telle que l’ischémie reperfusion.  

 

4. Le mPTP, une cible de l’exercice ? 

L’exercice pourrait aussi jouer directement sur l’activation du mPTP. La CypD est aujourd’hui bien 

décrite comme un acteur clé de l’activation du mPTP en réponse au stress oxydant et au Ca2+. Il a 

préalablement été démontré dans la littérature scientifique que la S-nitrosylation de la CypD préserve 

l’intégrité mitochondriale pendant l’IR (Amanakis and Murphy, 2020; Bibli et al., 2019). En effet, au 

cours de l’ischémie, l’augmentation du calcium mitochondrial conduit à la dé-acylation de la CypD, 

rendant la protéine plus sensible à l’oxydation. Son oxydation augmente son interaction avec le mPTP 

qui s’ouvre de manière permanente (Amanakis et al., 2017). Ainsi, la S-nitrosylation de la CypD au cours 

de l’ischémie pourrait permettre de limiter ou empêcher son oxydation au cours de la reperfusion. En 

accord avec ces résultats, Nguyen TT et et al., démontrent que la S-nitrosylation de la CypD au niveau 

de résidu cystéine 203 prévient son oxydation et sa translocation au mPTP (Nguyen et al., 2011). 



 

-197- 

  Introduction Revue de littérature Matériels & méthodes Présentation des articles Discussion & conclusion 

Conformément à ses données de la littérature, nous démontrons que l’exercice physique augmente la 

S-nitrosylation de la Cys203 de la CypD. Ceci pourrait être un élément déterminant afin d’expliquer la 

cardioprotection par l’exercice.  Ces dernières années, de nombreuses stratégies ont tenté de bloquer 

l’interaction entre la CypD et le mPTP afin de limiter son activation au cours de l’IR. L’utilisation de 

cyclosporine A, s’est montrée efficace pour protéger le myocarde des lésions de reperfusion en 

inhibant l’ouverture du mPTP via sa fixation sur la cyclophiline D et l’inhibition de son activité peptidyl-

isomérase (Griffiths and Halestrap, 1993). Son administration à la reperfusion retarde la mort cellulaire 

après anoxie in vitro (Nazareth et al., 1991) et diminue la taille d’un infarctus dans des modèles 

d’ischémie-reperfusion in vivo (Skyschally et al., 2010). Plusieurs études cliniques ont également 

permis de montrer un effet cardioprotecteur de la cyclosporine A chez l’Homme (Piot et al., 2008). 

Malgré des effets positifs sur l’animal, et une première étude pilote (Piot et al., 2008), un essai clinique 

international mené sur plus de 800 patients (Mewton et al., 2015) a obtenu des résultats décevants 

(Cung et al., 2015). Ces résultats mettent peut-être en avant la difficulté d’agir sur une seule cible 

thérapeutique. En effet, une molécule seule ne semble que difficilement être capable de mimer les 

effets de stratégies pléiotropiques telles que l’exercice physique. Dans ce contexte, continuer à 

décortiquer les nombreuses cibles de l’exercice physique semble pouvoir être une stratégie 

prometteuse, afin d’être capable un jour de proposer une stratégie multi-cible efficace.  
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II. Conclusion 

En conclusion, l’ensemble de ce travail de thèse a permis de mettre en évidence l’efficacité de 

stratégies naturelles ciblant directement la mitochondrie. En effet, limiter l’établissement d’un cercle 

vicieux entre la surcharge calcique et la production d’ERO au cours de l’IR semble être une stratégie 

efficace afin de limiter l’activation du mPTP et les lésions associées au cours de l’IR. Nous avons pu 

mettre en avant l’intérêt de pouvoir limiter l’établissement de ce cercle vicieux en agissant soit sur la 

production d’ERO et/ou sur la sensibilité des mitochondries à une surcharge calcique (Figure 44). Dans 

ce travail, nous avons ainsi pu montrer que cibler spécifiquement le stress oxydant mitochondrial, est 

une stratégie qui pourrait permettre aux antioxydants de retrouver une place de choix dans la course 

aux stratégies de cardioprotection. Par ailleurs, nous avons aussi pu montrer qu’en réponse à l’exercice 

physique le ciblage de protéines clés du fonctionnement mitochondrial par S-nitrosylation contribue à 

expliquer ses effets bénéfiques. Bien que la cardioprotection par l’exercice résulte de phénomènes 

complexes et pléiotropiques, rendant inabordable l’idée d’une stimulation pharmacologique parfaite 

des effets de l’exercice physique, décortiquer les nombreuses voies de signalisation aboutissant à 

protéger le cœur, pourrait amener à la découverte de nouvelles cibles et le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques.  

Figure 44 : Représentation des effets d’une suplémentation en sinapine et de l’exercice physique sur la limitation du cercle vicieux 
entre le Ca2+ et les ERO au niveau mitochondrial. 
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Perspectives  

Les effets bénéfiques de la sinapine sur le stress oxydant mitochondrial ont été obtenus in cellulo et ex 

vivo (Etude 1). Pour aller plus loin et pour confirmer nos résultats, il serait intéressant d’évaluer 

l’impact d’un protocole de supplémentation avec de la sinapine (ou du colza) sur la sensibilité du cœur 

à l’ischémie-reperfusion. Des études réalisées avec du MitoQ, suggèrent que 14 jours de 

supplémentations avec 500 µM de MitoQ dans l’eau de boisson suffisent pour limiter la production 

d’EROmt et protéger le cœur au cours de l’IR (Adlam et al., 2005). Il serait donc intéressant d’évaluer 

si une supplémentation à base de sinapine ou une alimentation riche en colza conduit à des résultats 

similaires.  

De nombreuses études cliniques ont déjà été consacrées à évaluer l’effet bénéfique d’antioxydants 

naturels à action globale sur la fonction cardiovasculaire (Ex : Polyphénols). Cependant, encore aucune 

étude n’a mené d’essais cliniques sur des antioxydants naturels ciblant spécifiquement les 

mitochondries. A notre connaissance, une seule étude clinique basée sur un traitement de 6 semaines 

avec du MitoQ (une prise de 20mg/jour) a été réalisée et s’est montrée efficace pour améliorer la 

fonction vasculaire au cours de l’hypertension (Rossman Matthew J. et al., 2018). La réalisation d’un 

protocole clinique chronique basé sur une supplémentation en sinapine chez des patients présentant 

des facteurs de risque cardiovasculaire, permettrait de valider chez l’humain les données acquises en 

modèle animal et de développer de nouvelles stratégies préventives naturelles de la fonction 

cardiovasculaire. 

Dans cette même étude, les sondes fluorescentes utilisées ne nous permettent pas de trancher sur la 

nature des ERO visées par cet antioxydant. Cependant, des études précédemment publiées avec de 

l’acide sinapique démontrent que celui-ci est capable de piéger le superoxyde et le radical hydroxyle 

(Chen, 2016). Considérant que la sinapine et l’acide sinapique partagent le même groupement phénol 

responsable de leurs activités antioxydantes, nous pourrions supposer que la sinapine est spécifique 

du même type d’espèces radicalaires (d'O2
●- et OH-). Ainsi, des expérimentations complémentaires 

méritent d’être menées afin de déterminer les mécanismes d’action de la sinapine. Une des 

hypothèses est que la sinapine aurait la capacité d’interagir avec certains complexes de la CTE (Moini 

et al., 1999). Il serait donc intéressant par des expérimentations de respiration mitochondriale 

d’évaluer l’activité des complexes (complexe I et III majoritairement) après incubation avec de la 

sinapine et en présence ou non d’inhibiteurs de chacun de ces complexes.  
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On sait aujourd’hui que les stratégies visant à limiter le stress oxydant, atténuent la sensibilité des 

mitochondries au calcium et empêchent l’activation du mPTP. Pour cela, il semblerait pertinent 

d’évaluer la sensibilité des mitochondries au calcium suite à un protocole de CRC en présence de 

sinapine afin de déterminer si les effets protecteurs de la sinapine sont associés à une moindre 

activation du mPTP.  

Un des résultats majeurs de ce travail de thèse est que la protection des mitochondries cardiaques par 

l’exercice physique peut-être en partie expliqué par la S-nitrosylation de protéines clés du 

fonctionnement mitochondriale. Parmi elles, la Cx43 et la Cyp D ont déjà été largement rapportées 

dans la littérature scientifique pour leur rôle clé dans différentes stratégies de cardioprotection. Il 

serait intéressant à l’aide de modèles transgéniques, d’évaluer l’implication de la S-nitrosylation de 

chacune de ces protéines dans la cardioprotection par l’exercice, en mutant les cystéines impliquées 

dans la cardioprotection dans notre modèle d’exercice physique. 

De manière originale, on démontre pour la première fois que la voie eNOS/NO/SNO se transloque vers 

les mitochondries pour aboutir à une cardioprotection. Nous n’avons pas pu dans ce travail élucider 

les mécanismes sous-jacents expliquant ce phénomène. Dans une récente étude, Sun et al. ont pu 

démontrer suite à un pré-conditionnement ischémique que Cav-3 est impliquée dans la transduction 

de la signalisation cardioprotectrice eNOS/NO/SNO vers les mitochondries (Sun et al., 2012). En effet, 

ils observent que la délétion de Cav-3 chez des souris, est à l’origine d’une perte des effets protecteurs 

du pré-conditionnement ischémique. Ceci serait expliqué par une ablation des effets du pré-

conditionnement sur le niveau de SNO des SSM (Sun et al., 2015b). Ainsi il serait intéressant de mener 

des études complémentaires afin d’évaluer le rôle de Cav-3 dans la translocation de la eNOS en 

réponse à l’exercice.  

D’autre part, il serait également intéressant d’aller regarder si les cibles S-nitrosylées dépendent du 

type d’exercice effectué. De telles informations sont très peu documentées dans la littérature 

scientifique. En effet, la S-nitrosylation dans une cellule est régulée par différents autres facteurs qui 

peuvent aussi être impactés plus ou moins par les conditions d’exercice physique. Ainsi il semblerait 

pertinent d’évaluer l’impact d’autres éléments tels que : (1) le statut antioxydant. En effet, des 

données suggèrent que des niveaux élevés d’antioxydants pourraient empêcher la S-nitrosylation, 

alors qu’une diminution des antioxydants favorise la S-nitrosylation (Beltrán et al., 2000; Butzer et al., 

1999). (2) La dénitrosylation. En effet, le niveau de S-nitrosylation dans la cellule est contrôlé par un 

équilibre entre S-nitrosylation et dénitrosylation. Comme on a pu le montrer dans notre étude, 
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l’inhibition de la GSNOR (enzyme dénitrosylante), par du N6022 induit une augmentation de la S-

nitrosylation. A ce jour, l’impact de l’exercice physique sur la GSNOR est inconnu ; (3) la présence 

d’inhibiteurs endogène des NOS, qui peut aussi en impactant l’activité des NOS modifier les niveaux 

de S-nitrosylation.   

Enfin, l’exercice physique semble être capable d’impacter l’homéostasie calcique mitochondriale en 

permettant une plus grande entrée de Ca2+ dans la mitochondrie sans activation du mPTP. Ce 

phénomène pourrait jouer un rôle majeur dans la capacité des mitochondries à répondre à l’exercice 

et à s’adapter à une situation de stress. Les mécanismes sous-jacents de ce phénomène semblent 

pouvoir avoir un intérêt majeur dans la meilleure compréhension de l’adaptation physiologique et 

cellulaire à l’exercice.  
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Développement de stratégies naturelles de cardioprotection : Quel rôle pour la mitochondrie ?  

 

 

RÉSUMÉ  

L’infarctus du myocarde constitue la première cause de mortalité cardiovasculaire. A ce jour, la seule stratégie 
permettant de limiter la mort cellulaire au cours de l’ischémie cardiaque est la reperfusion. Néanmoins, elle est à 
l’origine de lésions qui lui sont propres. L’établissement d’un cercle vicieux entre la surproduction d’espèces 
réactives oxygénées mitochondriales (EROmt) et la surcharge calcique (Ca2+) matricielle semble être un acteur clé 
de l’exacerbation de la mort cellulaire dans les premiers instants de la reperfusion. Dans ce contexte, l’objectif de 
ce travail de thèse a été de développer et/ou de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de stratégies 
naturelles permettant de limiter l’établissement de ce cercle vicieux pour permettre une protection des 
mitochondries au cours de l’ischémie-reperfusion. Notre première stratégie a été d’identifier dans la nature des 
molécules antioxydantes dont les propriétés physico-chimiques permettent de cibler le stress oxydant 
mitochondrial. Nous avons pu identifier un antioxydant naturel, la sinapine dont les propriétés chimiques 
pourraient lui conférer un tropisme mitochondrial. On a ainsi pu démontrer in vitro, in cellulo, ex vivo et in vivo que 
la sinapine était capable de cibler le stress oxydant mitochondrial et ainsi diminuer la sensibilité du cœur à l’IR. La 
deuxième étude de ce travail de thèse consistait à mieux identifier les mécanismes cellulaires sous-jacents à la 
cardioprotection par l’exercice physique. Une attention toute particulière a été portée sur le rôle clé joué par la 
signalisation du monoxyde d’azote (NO) au niveau mitochondrial. En effet, le NO est bien décrit comme pouvant 
moduler la production d’EROmt et comme permettant de protéger le cœur au cours de l’IR. Néanmoins, à ce jour, 
l’impact de l’exercice sur la signalisation eNOS-NO au niveau mitochondrial est mal connu. Nous avons pu observer 
qu’un entraînement modéré de 5 semaines était à l’origine d’une translocation de la eNOS au niveau des 
mitochondries et que celle-ci était associée à une augmentation de la biodisponibilité du NO au niveau 
mitochondrial et à une modification du s-nitrosoprotéome. Enfin, nous avons pu montrer que la S-nitrosylation joue 
un rôle clé dans la protection des mitochondries en situation de stress permettant de mimer l’ischémie-reperfusion.  

Mots clés : cardioprotection, mPTP, antioxydant naturel, S-nitrosylation, ERO 

 

ABSTRACT 

Cardiovascular ischemic heart disease remains one of the main cause of morbidity and mortality worldwide. 
Reperfusion is essential to blunt cell death during ischemia. However, post-ischemic reperfusion exacerbates cell 
death during the first minute of reperfusion. This is mainly explained by the activation of the mitochondrial 
permeability transition pore (mPTP). A vicious circle between overproduction of mitochondrial ROS (mtROS) and 
matrix mitochondrial calcium overload (Ca2+) is proposed today as a main trigger of mPTP activation during IR. Thus, 
the aim of this work, was to i) proposed new strategy to blunt this vicious circle and protect mitochondria during IR 
or ii) better understand the underlying mechanisms of natural cardioprotective strategy. Targeting mitochondria 
with antioxidant is a promising strategy. In this work, we identified a natural antioxidant, sinapine, able to target 
mitochondrial oxidative stress. We reported that sinapine but not sinapic acid limit mitochondrial oxidative stress 
and ROS production during cardiac IR. In our second study, we decipher the role of nitric oxide in exercise-induced 
cardioprotection. We reported that exercise training resulted in eNOS translocation to mitochondria which impact 
the bioavailability of NO and the S-nitrosylation of mitochondrial key proteins involved in cardioprotection. Finally, 
we reported that S-nitrosylation played a key role in the protection of mitochondria during stress situations 
mimicking cardiac ischemia-reperfusion.  

Keywords : cardioprotection, mPTP, natural antioxydant, S-nitrosylation, ROS 

 


