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Effet protecteur du préconditionnement pharmacologique vis-a-vis de
I'ischémie-reperfusion myocardique : approche mécanistique et clinique

Les lésions d'ischémie-reperfusion régionale (myocardique) ou d’emblée systémique

(ACR) représentent une menace omniprésente en anesthésie-réanimation et sont a l'origine
d’une morbi-mortalité majeure. De nombreuses stratégies ont été mises au point pour les
limiter et/ou les prévenir. Malgré les preuves de l'efficacité du préconditionnement
pharmacologique (PPc) notamment par les agents volatils halogénés (AVH), appelé
préconditionnement anesthésique (APc) ; divers points de discordance en termes d’efficacité
(inter-individuelle, nature de la recherche (clinique ou pré-clinique), types de chirurgie
pratiquée (cardiague ou non-cardiaque)) témoignent du manque de compréhension de ses
mécanismes, et d’autre part que l'intérét de son intégration au sein d’une prise en charge
globale de cardioprotection reste encore a confirmer. Ainsi, afin d’améliorer la
compréhension des mécanismes impliqués dans I'effet protecteur présumé du PPc, nous
avons entrepris dans un premier temps une approche fondamentale et mécanistique visant a
identifier les effecteurs de la cardioprotection induite par I’APc. Nous avons donc mis en
évidence que les AVH tels que le sévoflurane (SEV) étaient capables d’induire, in vitro, une
voie de signalisation protectrice impliquant les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), la
protéine kinase de survie Akt et |la protéine anti-apoptotique Bcl-xL. De maniére intéressante,
nous avons reproduit I'effet protecteur induit par le SEV et supporté par cette voie de
signalisation au sein de différents modeles cellulaires d’origine myocardique dont des
cardiomyocytes humains différenciés a partir de cellules souches embryonnaires
pluripotentes. De plus, nous avons également démontré que cette voie de signalisation
protectrice induite par le SEV pouvait étre stimulée par I'agent antidiabétique Metformine
(MET), justifiant son utilisation comme agent potentiel de PPc pour prévenir des lésions d’IR.
Forts de ces résultats, nous avons cherché a vérifier la pertinence clinique de I'effet
protecteur de la MET. Nous avons donc émis |I’"hypothése que, grace a ses effets pléiotropes
et potentiellement cardioprotecteur, la MET était capable de protéger vis-a-vis de I'IR globale
et massive induite par I'arrét cardio-respiratoire (ACR). L’analyse rétrospective menée sur plus
de 500 patients admis en soins critiques pour ACR a montré que la MET est associée de
maniére indépendante a une amélioration de la survie a J28 post-ACR apportant ainsi une

premiere preuve clinique de I'effet protecteur de la MET contre I'IR la plus sévere rencontrée :



I’ACR.

Compte tenu de I'incidence croissante des patients a haut risque cardio-vasculaire rencontrés
en chirurgie et en soins critiques en lien avec le vieillissement de la population dans les pays
développés, il devient donc nécessaire de poursuivre et d’approfondir notre approche
expérimentale afin d’améliorer la compréhension des mécanismes du PPc et de légitimer la

pertinence clinique de son effet protecteur dans le but de limiter la morbi-mortalité liée a I'IR.

Mots clés : ischémie-reperfusion ; préconditionnement pharmacologique ;
apoptose ;protéines de la famille Bcl-2; espece réactives de l'oxygene; sévoflulrane ;

metformine



Protective effect of pharmacologic preconditioning against myocardial

ischemia-reperfusion injury: mecanistic and clinical approach

Regional (myocardial) or systemic (cardiac arrest) ischaemia-reperfusion (IR) injuries are an
omnipresent threat in perioperative medicice and intensive care, and are the leading cause of major
morbidity and mortality. Numerous strategies have been developed to limit and/or prevent them.
Despite evidence of the effectiveness of pharmacological preconditioning (PPc), particularly by volatile
halogenated agents (VHAs), known as anaesthetic preconditioning (APc); various points of discordance
in terms of effectiveness (inter-individual, nature of research (clinical or pre-clinical), types of surgery
(cardiac or non-cardiac)) testify to the lack of understanding of its mechanisms, and on the other hand
that the interest of its integration within a global cardioprotection management remains to be
confirmed. Thus, in order to improve the understanding of the mechanisms involved in the presumed
protective effect of PPc, we first undertook a fundamental and mechanistic approach aimed at
identifying the effectors of the cardioprotection induced by PPc. We thus demonstrated that
halogenated VHAs such as sevoflurane (SEV) were able to induce, in vitro, a protective signaling
pathway involving reactive oxygen species (ROS), the survival protein kinase Akt and the anti-apoptotic
protein Bcl-xL. Interestingly, we have reproduced the protective effect induced by SEV and supported
by this signaling pathway in different cell models of myocardial origin including human cardiomyocytes
differentiated from pluripotent embryonic stem cells. In addition, we have also shown that this
protective signaling pathway induced by SEV can be stimulated by the antidiabetic agent Metformin
(MET), justifying its use as a potential PPc agent to prevent IR damage.

On the basis of these results, we sought to verify the clinical relevance of the protective effect of
Metformin. We therefore hypothesised that, thanks to its pleiotropic and potentially cardioprotective
effects, MET was able to protect against global and massive IR induced by cardiac arrest (CA).
Retrospective analysis of more than 500 patients admitted to critical care for CA showed that MET was
independently associated with improved post-CA survival at D28, providing the first clinical evidence
of the protective effect of MET against the most severe IR encountered: CA.

Given the increasing incidence of high-risk cardiovascular patients encountered in surgery and critical
care in connection with the ageing population in developed countries, it therefore becomes necessary
to pursue and deepen our experimental approach in order to improve the understanding of the
mechanisms of PPc and to legitimize the clinical relevance of its protective effect with the aim of

limiting the morbidity and mortality linked to IR.



Key words : ischemia-reperfusion ; pharmacologic preconditioning ; apoptosis ;Bcl-2 family

proteins ; reactive oxygen species ; sevoflurane ; metformin
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L'ischémie-reperfusion (IR) fait partie, avec I'inflammation, des deux grands mécanismes

Iésionnels physiopathologiques observés en anesthésie et en réanimation. Elle est rencontrée
dans diverses pathologies aiglies et intéresse divers organes. Parmi celles-ci, on retrouve
I'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux, les insuffisances circulatoires
aiglies ou encore les arréts cardio-circulatoires. Ce phénomene d’ischémie-reperfusion est
également trés fréquent en chirurgie programmée, en rapport avec des techniques
chirurgicales nécessitant des clampages artériels telles que la chirurgie cardiaque a coeur
arrété, la chirurgie vasculaire, la transplantation d’organe mais aussi la chirurgie de membre
réalisée sous garrot pneumatique.
Le vieillissement de la population et la forte prévalence des maladies cardio-vasculaires
participent a l'incidence croissante des patients a risque cardio-vasculaire élevé, rencontrés
en chirurgie. Malgré les efforts déployés dans le développement de multiples stratégies de
cardioprotection, tant sur le plan expérimental que clinique, I'IR myocardique reste la
premiére cause de morbi-mortalité péri-opératoire en chirurgie programmée toute spécialité
confondue. Ce constat fait écho au défi stimulant et passionnant de la recherche
translationnelle : comprendre les mécanismes fondamentaux et traduire ces connaissances
en de meilleures stratégies pour améliorer la prise en charge et le pronostic de nos patients.
Le préconditionnement pharmacologique est au coeur de ce challenge de la médecine péri-
opératoire.

A partir des bases physiologiques du métabolisme du cardiomyocyte, je me suis intéressé
dans un premier temps aux conséquences physiopathologiques de I'IR sur I'évolution des
cardiomyocytes vers la mort cellulaire notamment I'apoptose. Nous avons donc accordé une
attention particuliere aux protéines de la famille Bcl-2, déterminantes dans le déclenchement
et la régulation de ce type de mort cellulaire. Enfin, mon travail de these s’est attaché a
comprendre les mécanismes capables d’induire |'effet protecteur anti-apoptotique du

préconditionnement pharmacologique.
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INTRODUCTION

|. Le métabolisme énergétique du cardiomyocyte
1) Généralités

Le métabolisme énergétique du coeur est complexe. Il fait intervenir trois composants
majeurs : 'utilisation des substrats, la production d’énergie et le transport et 'utilisation

d’énergie (Figure 1).

Energy production: oxidative phosphorylation

N\
Transport of energy to and consumption
by the engine: ATP transfer and utilization

Creatine kinase energy shuttle

Free fatty e Triglycerides
acids

Pyruvate «— Lactate

Fatty acid
Glucoseé\ transporter

Free fatty
= GLUT — “'\_/ acids

Fuel from food: substrate utilization Glucose
A

Figure 1: Représentation du métabolisme énergétique cardiaque

(Neubauer S., N Engl ] Med, 2007)*
Le métabolisme énergétique comporte 3 grandes parties. La premiére est ['utilisation des substrats
(cadre en rouge) dont le glucose et les acides gras libres. Au cours de cette étape, le glucose entre dans
la cellule grdace a un transporteur spécifique et va étre utilisé pour produire de I'énergie grdce a la
glysolyse. Les acides gras libres entre dans la cellule par un transporteur puis vont étre cataboliser par la
b-oxydation. La deuxieme partie est la production d’énergie par la phosphorylation oxydative (cadre en
bleu). La troisieme partie est le transfert d’énergie et son utilisation (cadre en vert).

L’utilisation des substrats comprend I'entrée du glucose et des acides gras dans la cellule,
leur transformation en intermédiaire pendant la glycolyse et la R-oxydation respectivement,
ainsi que I'entrée de ces intermédiaires dans le cycle de Krebs. Le deuxiéme composant est la

phosphorylation oxydative par la chaine respiratoire mitochondriale qui permet la production

10



d’ATP (Adénosine Tri Phosphate), source d’énergie pour toutes les réactions nécessaires au
maintien des fonctions cellulaires et d’'une homéostasie normale. Le troisieme composant
comprend le transfert de I'énergie par le systéme de navette mettant en jeu la créatine kinase
et sa consommation par les différentes ATPases que nous ne détaillerons pas dans ce travail®.
En condition physiologique, 90% de I'énergie produite par la cellule (ATP produit par les
mitochondries des cardiomyocytes) sert, a la contraction cardiaque. Les 10% restants sont
utilisés pour accomplir toutes les autres fonctions du cardiomyocyte telle que ’homéostasie
cellulaire?.

Le métabolisme énergétique cellulaire est défini par I'ensemble des réactions chimiques
intracellulaires permettant la production d’énergie chimique (ATP) directement utilisable par
la cellule. La plupart de ces réactions sont des réactions d’oxydo-réduction au cours
desquelles les nutriments (sources d’énergie prélevés dans le milieu extracellulaire) sont
oxydés. Ces oxydations cataboliques conduisent d’une part a la production de coenzymes
réduits (NADH,H* et FADH;) dont I'oxydation permanente est indispensable pour la pérennité
du systeme et d’autre part a la production d’ATP dont I’hydrolyse libére I'énergie nécessaire
aux réactions chimiques®. Au repos, le myocarde consomme le glucose, des acides gras libres
et du lactate selon les disponibilités. Ces substrats participent chacun a la dépense
énergétique : glucose (15%), lactate (15%), acides gras (65%), acides aminés et corps
cétoniques (5%). Les lipides représentent donc le substrat majoritaire du coeur?.

L'oxygéne est fourni au myocarde par la circulation coronaire. Il diffuse depuis le capillaire
jusqu’au mitochondries du myocyte. Il est utilisé presque en totalité dans la chaine
respiratoire mitochondriale?. L’oxygéne consommé est destiné a la formation d’ATP. Dans les
cellules cardiaques, la production d’ATP est dépendante de trois voies métaboliques: la
glycolyse, la béta-oxydation des acides gras ainsi que les phosphorylations oxydatives*. Quant
aux co-enzymes (NADH,H* et FADH,) , leur réduction est assurée par la glycolyse, la beta-
oxydation des acides gras et par le cycle de Krebs®. Il existe d’autres voies métaboliques
mineures permettant la production d’ATP et la réduction des co-enzymes: la voie des
pentoses phosphates et |'oxydation des acides aminés (glutamine, glycine, aspartate...) que je

n’aborderai pas ici.

2) Utilisation des substrats
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a. Glycolyse

La glycolyse est I'une des voies cataboliques du glucose qui se déroule dans le cytoplasme
de la cellule indépendamment de la présence d’oxygéne*. En premier lieu, I'entrée du glucose
dans le cardiomyocyte se fait grace a des transporteurs car le glucose est hydrophobe et par
conséquent la membrane plasmique Iui est imperméable. Il existe deux classes de
transporteurs de glucose dans les cardiomyocytes: les GLUTs (GLUcose Transporter,
transporteur facilitant), et les SGLTs (co-transporteurs sodium-glucose). Au cours de la
glycolyse, le glucose (molécule a 6 atomes de carbone) est oxydé en deux molécules d’acide
pyruvique (3 atomes de carbone)®. La glycolyse comprend 10 réactions successives dont les
enzymes clefs sont I’héxokinase (HK), la phosphofructokinase 1 (PFK1), et la pyruvate kinase
(PK) qui sont responsables du caractére limitant et irréversible de la réaction®. Le bilan
énergétique net de la glycolyse est la production de deux moles d’ATP pour I'oxydation d’'une
mole de glucose oxydée.

De plus, la glycolyse ne peut exister qu’en présence de deux moles de co-enzymes oxydées
NAD*. Ainsi, deux molécules de NADH (pouvoir réducteur) par molécule de glucose sont
formées au cours de la glycolyse. En contexte aérobie, ces molécules de NADH donnent leurs
électrons a la chaine de transport en électrons (CTE) mitochondriale. Les électrons sont
transmis le long de cette chaine jusqu’a I'oxygéne moléculaire, formant de I'eau, et le NAD*
formé a partir du NADH est réutilisé pour la glycolyse. En revanche en condition anaérobie, le
NADH abandonne ses électrons et est reconverti en NAD*, ce qui est indispensable pour que
les réactions de la glycolyse puissent continuer a se produire. Cette production de co-enzymes
oxydés NAD* se fait donc grace a la fermentation lactique ou via la chaine respiratoire
mitochondriale en fonction de I'état d’oxygénation de la cellule®. De méme, le devenir du
pyruvate, produit final de la glycolyse, dépend également de I’état d’oxygénation de la cellule
qui est utilisé soit pour la fermentation lactique en I'absence d’oxygéne; soit pour la
production d’électrons riches en énergie lors du cycle de Krebs destinés secondairement a la
CTE mitochondriale ou se produiront les phosphorylations oxydatives en présence

d’oxygéne’(Figure 2).
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Figure 2 : Représentation du métabolisme glucidique
(Stanley et al., Physiol Rev,2005)®

La glycolyse qui transforme une mole de glucose en 2 moles de pyruvate avec la production de 2 moles
d’ATP. Selon les conditions d’oxygénation, le pyruvate est soit fermenté en lactate, processus appelé
fermentation lactique (glycolyse anaérobie), ou soit transformé en acétyl-CoA pour étre incorporé au
cycle de Krebs (TCA) dans la mitochondrie et permettre la production de 34 moles d’ATP par la
phosphorylation oxydative.

b. Fermentation lactique

En I'absence d’oxygene, la fermentation lactique est une simple réaction d’oxydo-
réduction entre le pyruvate et la co-enzyme réduite (NADH,H*) permettant la régénération du
(NAD*) indispensable pour la pérennisation de la glycolyse®. Ainsi, la réduction du pyruvate en
lactate, grace a I'action de I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH), permet donc de régénérer
le NAD* dont le stock est limité(Figure 3)*1°. Compte tenu de la faible différence de potentiel
redox entre le (NAD*/NADH,H") et pyruvate/lactate, cette réaction produit une oxydation
partielle du glucose et est donc responsable d’un faible rendement énergétique. Le bilan
énergétique net de la fermentation lactique est le méme que celui de la glycolyse : deux moles

d’ATP pour I'oxydation d’une mole de glucose oxydée!!.
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Figure 3 : Représentation de la fermentation lactique

|

(Depré et al., Eur J Biochem, 1998)°

La fermentation lactique a un rendement énergétique tres faible avec la production deux moles d’ATP
pour une mole de glucose oxydée par la glycolyse en I'absence d’oxygéne. Elle permet uniquement la
régénération du (NAD+) pour pérenniser la glycolyse au prix d’une acidification.

c. Beta-oxydation des acides gras (AG)

La contribution de la B-oxydation des acides gras (AG) au métabolisme oxydatif global du
coeur est trés variable et dynamique®. En effet, d’'une contribution mineure elle peut
représenter jusqu’a presque 100 % des besoins énergétiques totaux du cceur!?1314,
L'utilisation des AG par le cceur est controlée a de nombreux niveaux et dépend de la source,
de la concentration, du type d'AG délivrés ainsi que de la concurrence avec les substrats
énergétiques en présence.

Une fois admis dans le cytosol des cardiomyocytes (diffusion/transport membranaire), les
AG sont estérifiés en acyl CoA gras par I'acyl CoA synthase. Le métabolisme oxydatif de I'acyl-
CoA a ensuite lieu au sein de la matrice mitochondriale. Quatre enzymes existant sous
différentes isoformes sont impliquées dans le métabolisme séquentiel de I'acyl-CoA: I'acyl-
CoA déshydrogénase, I'énoyl-CoA hydratase, la L-3-hydroxya-cyl-CoA déshydrogénase et la 3-
cétoacyl-CoA thiolase®. Chaque cycle d'oxydation des AG aboutit au raccourcissement de
deux carbones issus du motif acyl-, induisant ainsi la production d'acétyl CoA, de flavinadénine
dinucléotide (FADH2) et de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH).

La B-oxydation des AG est finement régulée a chaque étape de la voie métabolique, y
compris au niveau de la lipoprotéine lipase (enzyme permettant la conversion des AG
plasmatiques, sous forme de lipoprotéines, en AG libres capables de pénétrer dans le

cardiomyocyte), de l'absorption par le cardiomyocyte, de lI'estérification en CoA, de
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I'absorption et de la R-oxydation mitochondriale. Le rendement de la R-oxydation des AG
dépend aussi fortement de la demande métabolique et de I’activité du cycle de I'acide citrique
et de la chaine de transport en électrons mitochondriale, mis en jeu lors de la phosphorylation
oxydative.

Au total, La B-oxydation est la principale voie de dégradation des AG qui sont transformés
en acyl-CoA en présence d’ATP. Ainsi, I'acyl-CoA pénétre dans la mitochondrie pour étre
transformé en acetyl-CoA et rejoindre le cycle de Krebs (Figure 5). Cette voie énergétique est
plus énergétique que la dégradation du glucose (130 ATPs produits pour un AG comme le

palmitate) mais elle est plus lente et nécessite la consommation initiale d’ATP.

3) Production d’énergie

a. Cycle de l'acide citrique (cycle de Krebs)

A lissu de la glycolyse, le pyruvate est internalisé dans la mitochondrie, organite
spécialisée dans la production énergétique, pour subir une carboxylation oxydative en acétyl-
CoA qui permet le transfert du groupe « acetyl » sur I’oxalo-acétate (produit final du cycle de
Krebs) pour reconstituer le citrate. Le reste du cycle de Krebs consiste en une série de 8
réactions chimiques d’oxydo-réduction et de carboxylation responsables de la régénération
des co-enzymes réduites (NADH,H*) et (FADH;) et de I'oxydation compléte du pyruvate en CO;
16 Le CO,, issu de I'oxydation compléte des atomes de carbone du groupement acétyle de
I'acétyl-CoA est libéré en tant que déchet tandis que les électrons riches en énergie du NADH
sont transmis a la CTE située sur la membrane interne mitochondriale, et finissent par se
combiner avec I'O; pour former de I’'H,0. Bien que le cycle de 'acide citrique n’utilise pas lui-
méme |'oxygene, il a besoin d’O, pour se poursuivre car il n’y a pas d’autre moyen efficace
pour débarrasser le NADH de ses électrons et régénérer le NAD* dont le cycle a besoin.

L’énergie emmagasinée par les électrons riches en énergie du NADH et du FADH; sera
ensuite utilisée pour produire de I’ATP au décours de multiples phosphorylations oxydatives,
seules étapes du catabolisme des substrats énergétiques a utiliser directement I'O;

moléculaire.
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b. Phosphorylations oxydatives

Les phosphorylations oxydatives se déroulent au niveau de la CTE ou chaine respiratoire
mitochondriale, située en de nombreux exemplaires au niveau de le membrane interne
mitochondriale. La CTE mitochondriale est constituée d’une succession de 4 complexes (3
complexes (C-I, lll et IV) transmembranaires enchassés dans la membrane interne de la
mitochondrie et le complexe Il membranaire a la face matricielle) au potentiel d’oxydo-
réduction croissant dont les complexes |, lll et IV forment des pompes a protons (Figure 4)*’.
Les protéines de la chaine respiratoire guident les électrons de maniére a ce qu’il se déplacent
successivement d’'un complexe enzymatique a I'autre sans court-circuit qui leur permettrait
de sauter un complexe. Chaque transfert d’électrons est une réaction d’oxydo-réduction : la
molécule ou I'atome donneur d’électron devient oxydé, alors que la molécule ou I'atome
receveur devient réduit. Les électrons vont passer spontanément d’une molécule dont
I'affinité pour ses électrons disponibles est faible, et qui peut donc les perdre facilement, a
des molécules qui ont une forte affinité pour ses électrons. Par exemple, le NADH qui
possedent des électrons riches en énergie, mais une faible affinité pour ses électrons, les
transfere facilement au complexe I. Ainsi, les complexes | et Il sont respectivement oxydés par
les co-enzymes réduites (NADH, H*) et (FADH,) issues du cycle de Krebs entrainant la création
d’un gradient transmembranaire de protons ainsi qu’une libération d’électrons pris en charge
par la suite par différents transporteurs (CoQ, complexe lll, cytochrome c). Les réactions
d’oxydo-réduction se poursuivent aux complexes Ill et IV. Le complexe IV ou cytochrome
oxydase recoit les électrons provenant du cytochrome c et catalyse la réduction d’un O,
(accepteur final d’électrons) en 2 H20, ce qui constitue la respiration!®. En effet, quatre
électrons du cytochrome c¢ et quatre protons de I'environnement aqueux sont ajoutés a
chaque molécule d’O; au cours de la réaction 4e- + 4H* + O, => 2 H20. De plus, quatre protons
supplémentaires sont pompés a travers la membrane pendant le transfert d’électrons, créant
le gradient électro-chimique de protons. Le pompage des protons est provoqué par des
changements allostériques de conformation de la protéine, qui sont produits par I'énergie
libérée par le transport d’électrons. C’est a ce niveau que presque tout I'oxygéne que nous
respirons est utilisé, servant de receveur final aux électrons donnés par le NADH au début de

la chaine respiratoire.
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Au total, un puissant gradient transmembranaire de proton de part et d’autre de la
membrane interne de la mitochondrie est créé. Le complexe V, appelé ATP synthase (FoF1
ATPase), est un canal a proton convertissant I'énergie osmotique du gradient électrochimique
a proton en énergie mécanique de transconformation permettant la synthése d’ATP a partir
de I’ADP??, Le bilan énergétique net de la phosphorylation oxydative est de 36 moles d’ATP a
partir de l'oxydation compléte d’'une mole de glucose, responsable d’un rendement

énergétique maximal (20 fois supérieur a la fermentation lactique)?°.

NADRHA™ NaD' FADH, EAD

MATRIX
H, O ADP > ATP

MITOCHONDRIAL
MEMBRANE

INTERMEMBRANE
SPACE

Subunits Complex 1 Complex 11 Complex IT1 Complex 1V Complex V
Figure 4 : Représentation de la chaine de transport d’électron mitochondriale
(DiMauro et al., Biochim Biophys Acta, 2004)**

La CTE comprend 4 complexes impliqués dans le transport d’électrons par I'intermédiaire de réaction
d’oxydo-réduction selon un potentiel redox croissant jusqu’a l'oxygene qui est I'‘accepteur final
d’électrons formant ainsi de I'eau en présence de protons. Ces réactions d’oxydo-réduction permettent
la création d’un gradient de protons de part et d’autre de la membrane interne de la mitochondrie,
participant au potentiel mitochondrial. Ainsi le complexe V ou ATPsynthase (FoF1 ATPase) qui est un canal
a protons peut utiliser le gradient de proton comme source d’énergie pour produire de I'’ATP a partir de
I’ADP par transconformation.

En conclusion, la production d’ATP au sein du myocarde sain est majoritairement assurée
par 'oxydation des AG et du glucose. La glycolyse et la R-oxydation des AG convergent vers la
formation d’acetyl-CoA qui est intégré et oxydé dans le cycle de Krebs, permettant ainsi le
renouvellement des co-enzymes réduits NADH et FADH;, qui seront utilisés par la chaine
respiratoire mitochondriale. Les électrons de haute énergie ainsi formés et supportés par le
NADH et le FADH, vont représenter le carburant de la CTE mitochondriale. La principale
synthése d’ATP cellulaire a lieu dans la mitochondrie, ol I'oxygéne représente |’accepteur final

d’électrons de la cascade enzymatique (Figure 5)
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Figure 5 : Représentation du métabolisme énergétique dans le cceur sain
(Foretz et al, Med Sci, 2006)**

La production d’ATP par le coeur sain est assurée en condition d’aérobie par I'oxydation de différents
substrats comme les acides gras et le glucose, le substrat préférentiel étant les acides gras (70 %). Le
glucose et les acides gras convergent vers une voie finale commune : la fourniture d'équivalents réduits
(nicotinamide adénine dinucléotide [NADH] ou flavine adénine dinucléotide dihydrogénée [FADH, ]) qui
seront utilisés par la chaine respiratoire mitochondriale. L'acétylcoenzyme A est situé au carrefour des
deux grandes voies métaboliques (glycolyse et 8-oxydation). A ce niveau, les différents substrats entrent
en compétition pour la fourniture d'énergie, ceci expliquant 'existence d'étapes régulatrices importantes
(pyruvate déshydrogénase par exemple). Le cycle de Krebs est une voie métabolique particuliére qui
libere peu d'énergie sous forme de liaison phosphate (un seul ATP) mais qui permet I'oxydation complete
de l'acétylcoenzyme A. L'énergie ainsi libérée est transférée sous forme de potentiel redox (NADH ou
FADH,) qui va représenter le véritable carburant de la chaine respiratoire. C'est dans la mitochondrie
qu'a lieu la principale synthése d'ATP cellulaire, I'oxygéne qui représente le comburant n'intervient qu'au
niveau de la fin de la cascade enzymatique.
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Résumé Partie |

La contraction des cardiomyocytes requiere 90% des ressources énergétiques
cellulaires dont les substrats majoritaires sont les lipides.

La production d’ATP est dépendante de 3 voies métaboliques : la glycolyse, la béta-
oxydation et les phosphorylations oxydatives

La réduction des co-enzymes (NADH et FADH,) est assurée par la glycolyse, la béta-
oxydation et le cycle de Krebs. Ces co-enzymes sont chargés en électrons de haute
énergie et représentent les véritables moteurs de la chaine respiratoire
mitochondriale

En I'absence d’oxygene, la fermentation lactique permet la régénération des co-
enzymes oxydées (NAD*) indispensables pour la pérennisation de la glycolyse.

En présence d’oxygeéne, les phosphorylations oxydatives se produisant au niveau de la
CTE mitochondriale permettent la régénération des co-enzymes oxydés (NAD*)
réutilisables pour I'entretien de la glycolyse.

Au sein des complexes de la CTE mitochondriale, une réaction d’oxydo-réduction se
produit libérant suffisamment d ‘énergie pour pomper des protons de la matrice vers
I'espace inter-mitochondrial a [lorigine de la génération du gradient
transmembranaire électrochimique a protons indispensable pour la production finale
d’ATP.

Le bilan énergétique net de la fermentation lactique est le méme que celui de la
glycolyse : deux moles d’ATP pour I'oxydation d’'une mole de glucose oxydée.

Le bilan énergétique net de la phosphorylation oxydative a partir de I"oxydation
compléte du glucose est la production de 36 moles d’ATP pour 1 mole de glucose.
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Il. Ischémie-Reperfusion

1) Contexte historique et premiéere description

Pour la premiére fois en 1960, Jennings et son équipe firent les premiéres observations
montrant que la reperfusion post-ischémique était associée a des lésions propres
myocardiques®. Ils réalisérent des occlusions coronaires de différents durées sur des chiens,
suivies ou non de reperfusion. lls montrerent alors que les dommages histologiques
(gonflement des cellules, contracture des myofibrilles, perturbation du sarcolemme et
I'apparition de particules intra-mitochondriales de phosphate de calcium) apparaissant aprés
30 a 60 minutes d’ischémie suivi de reperfusion étaient comparables a ceux révélés apres 24
heures d’occlusion coronaire unique permanente sans reperfusion.

En 1985, Braunwald et Kloner proposerent dans un éditorial resté célebre que la reperfusion
pouvait étre une « épée a double tranchant »?*. En effet, la reperfusion constitue
I'intervention nécessaire et évidente pour sauver le myocarde ischémique. Paradoxalement,
bien qu’ayant un réle salvateur, la reperfusion est également responsable de la survenue de

la mort cellulaire par nécrose, apoptose ou encore autophagie.

2) Généralités

Dans la pratique clinique courante, la prise en charge d’une ischémie tissulaire implique
également de traiter les lésions de reperfusion qui lui sont associées. Bien qu’il soit
communément admis que la durée de I'ischémie soit un déterminant majeur de l'intensité des
lésions d’IR, reperfuser dans un délai rapide n'est pas toujours possible. Peu importe la nature
de la situation responsable de I'IR (transplantation d'organes, chirurgie cardiaque et
hépatique, ainsi que l'utilisation de garrots et de clamps vasculaires); plusieurs facteurs
humains (ex: délai de mobilisation des équipes médico-chirurgicales), et techniques (ex:
temps nécessaire au prélevement et au conditionnement des greffons) vont contribuer a la
gravité des lésions impactant directement sur le pronostic de la chirurgie. Méme dans un
scénario idéal avec une durée minimale d’ischémie, la reperfusion sera malgré tout

systématiquement a I'origine d’un stress cellulaire.

21



L'ischémie-reperfusion (IR) est un terme utilisé pour décrire les changements structuraux
et fonctionnels du tissu d’intérét lors de la restauration du flux sanguin aprés une période
d'ischémie. La reperfusion est néanmoins une « épée a double tranchant » puisque des |ésions
apparaissent spécifiquement lors de cette phase malgré la correction de l'ischémie®. Elle
généere des effets néfastes considérables tels que I'accélération de la nécrose des cellules
irréversiblement endommagées lors de l'ischémie, un gonflement cellulaire majeur et
entraine la restauration d'un flux tissulaire hétérogene et chaotique. Expérimentalement, sur
un modele de coeur isolé-perfusé, la réoxygénation du myocarde s"accompagne de dommages
cellulaires beaucoup plus importants que si I'ischémie avait été maintenue?®. Le phénoméne
de reperfusion, est donc le résultat d'un cercle vicieux faisant intervenir de multiples
mécanismes tels que la génération massive de radicaux libres de I'oxygéne (ROS), une
surcharge calcique intracellulaire, des altérations du métabolisme myocardique ainsi qu’une

dysfonction endothéliale et mitochondriale.

3) Physiopathologie de I'ischémie-reperfusion

Sur le plan physiopathologique, I'ischémie-reperfusion se décompose en 2 phases

successives : I'ischémie puis la reperfusion?’.

a. lIschémie

L'ischémie cardiaque correspond a un déséquilibre entre I'apport d’oxygéene et de

nutriment, et les besoins myocardiques. L'ischémie myocardique apparait lorsque le débit
sanguin coronaire est diminué par une occlusion partielle ou totale et qu’il devient inadéquat
pour répondre a la demande du myocarde. Cette inadéquation aura notamment un certain
nombre de conséquences physiologiques, biochimiques, électriques, mécaniques,
morphologiques et moléculaires pour le myocarde.
La sévérité de I'ischémie va dépendre de ses caractéristiques et notamment du degré et de la
durée de l'ischémie. Une courte durée de l'ischémie n’induit généralement que peu de
conséquences néfastes et peut présenter un bénéfice tel qu’il est illustré par le
préconditionnement. A l'opposé, si lischémie est maintenue pendant une durée
suffisamment longue, les conséquences sont irréversibles et conduisent a la mort cellulaire.

La premiere phase, d’ischémie, est définie par une diminution de I'apport en sang artériel

d’un tissu ou d’un organe. Ceci est donc responsable d’une baisse de I'oxygénation, appelée

22



hypoxie puis anoxie, associée a un défaut d’apport en substrats énergétiques (glucose, lactate,
pyruvate, acides gras libres) et une suppression des échanges électrolytiques (calcium,
potassium, proton...). L'ensemble de ces privations conduit a une altération voire un arrét du
fonctionnement du tissu et de I'organe. L’arrét du débit sanguin artériel, responsable de
I'ischémie, peut étre secondaire a diverses étiologies. Les causes les plus fréqguemment
retrouvées sont soit une obstruction directe de la lumiére de I'artére par un thrombus (appelé
thrombose ou embolie), soit une compression extrinséque de I'artére (garrot pneumatique,
clampage artériel chirurgical, tumeur...) ou soit par une baisse ou un arrét direct du débit
cardiaque (insuffisance circulatoire aiglie, arrét cardio-circulatoire).

A I'échelle cellulaire, les cardiomyocytes nécessitent une importante production d’ATP
pour maintenir I'homéostasie cellulaire et permettre 'activité contractile. Cette production
d’énergie est assurée principalement par la phosphorylation oxydative (OXPHOS) dont le
fonctionnement est dépendant de la présence d’oxygene.

En situation d’ischémie, dés les premiéres minutes, I'absence d’apport en oxygéne a pour
conséquence un arrét de I'OXPHOS. Les stocks préexistants de phosphate de haute énergie
(PHE) sous forme d’ATP et de phosphocréatine sont relativement faibles. La glycolyse devient
alors la principale source de production d’ATP tandis que I'oxydation du pyruvate et la béta-
oxydation des acides gras décroissent. Cette levée de I'inhibition de I'utilisation du glucose
provient de la stimulation de la phosphofructokinase (PFK), enzyme clé de la glycolyse, qui est
stimulée par la chute de I’ATP (effet Pasteur) et I'augmentation concomitante d’ADP et d’AMP
consécutifs a I’"hypoxie. Le glucose métabolisé pendant la glycolyse provient a la fois de la
dégradation des réserves en glycogene du myocarde (stimulation de la glycogénolyse par
activation de la glycogéne phophorylase (GP)) et de la captation du glucose a partir du sang.
L'ischémie entraine une forte augmentation de la captation du glucose sanguin, ce qui reflete
une meilleure capacité de transport du glucose a travers la membrane du sarcolemme. Ainsi,
la baisse de glucose engendrée par I'ischémie est en partie compensée par une meilleure
conductance membranaire en raison d’'une multiplication du nombre de transporteurs GLUT-
1 et GLUT-4. Malheureusement, on comprend facilement qu’ en raison de I'absence de stock
d’ATP intra-cellulaire et que cette voie énergétique soit peu rentable et rapidement épuisable
apres consommation du glycogéne intracellulaire, I'ischémie soit responsable d’une déplétion
profonde en ATP?8, En cas d’ischémie sévére, I'oxydation du glucose et la R-oxydation des

acides gras cessent pratiquement. En effet, 'apport de glucose sanguin s’effondre du fait de
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la chute du débit coronaire. Le glycogene intracellulaire devient alors la source principale de
production d’ATP. L'oxydation du pyruvate, qui est classiquement transformé en acétyl-CoA
par la pyruvate déshydrogénase (PDH), cesse, ce qui aboutit donc a I'accumulation de 2
protons H* pour chaque molécule de pyruvate formé (découplage entre la glycolyse anaérobie
et I'oxydation du pyruvate). De plus, la baisse du débit sanguin empéche I'élimination des
produits de la glycolyse anaérobie. Ainsi, la glycolyse est suivie par la fermentation lactique.
Dans ces conditions, la production de lactate augmente, ce qui entraine une augmentation de
la quantité de lactate intra-myocardique et une surcharge cellulaire en protons.

Afin de limiter I'acidose intracellulaire, les protons sont expulsés hors de la cellule par
I'intermédiaire des échangeurs Na*/H* (NHE) entrainant une surcharge sodique a l'origine
d’un cedéme cellulaire?®. Compte tenu de la déplétion en ATP, les pompes ioniques Na*/K* et
Ca%* ATP-dépendantes sont déficientes et les échangeurs Na*/Ca?* (NCX) assurent I’expulsion
du sodium provoquant un influx cellulaire en calcium.

Au total, 'ensemble de ces troubles métaboliques intracellulaires (chute ATP + acidose +
surcharge calcique) induit un arrét de I’activité contractile myocardique et une initiation de la

mort cellulaire par apoptose et nécrose (Figure 6).

b. Reperfusion

La seconde phase, de reperfusion, est définie par une restauration de I'apport en sang
artériel d’un tissu apres la phase d’ischémie. Ceci est donc responsable d’une restauration de
I'oxygénation « normale » du tissu mais aussi des apports en substrats énergétiques et de
I’'homéostasie électrolytique. Malheureusement, la restauration compléte des apports
physiologiques chez des cellules qui se sont adaptées au métabolisme en anaérobie, provoque
des lésions propres dites de reperfusion®. La reperfusion survient le plus souvent aprés une
intervention médicale par désobstruction de I'artére (angioplastie endoluminale, déclampage
artériel) ou par la normalisation du débit cardiaque (reprise activité circulatoire aprés un arrét
cardiaque).

A I'échelle cellulaire, la réintroduction brutale d’oxygéne induit une reprise de
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale qui a été endommagée lors de la
phase d’ischémie (notamment par la fuite de cytochrome c). Les réactions d’oxydo-réduction

sont alors incomplétes au sein de la chaine de transport d’électron aboutissant a une
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production massive d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) au lieu de la production d’ATP.
Selon le niveau de production de ROS, le systeme anti-oxydant peut étre dépassé empéchant
alors la neutralisation des ROS excédentaires.

Parallélement, la réactivation des pompes ioniques ATP-dépendantes permet une correction
rapide du pH intracellulaire par expulsion des protons, au prix d’'une surcharge calcique
persistante?®. Ce retour au pH physiologique constitue singulierement un événement délétére
pour la cellule que I'on qualifie de « pH paradoxe »31.

L’ensemble de ces troubles métaboliques (excés de ROS + surcharge calcique + normalisation
du pH) induit une hyper-contracture myocardique (sidération myocardique) et un stress
oxydant majeur. Ce stress oxydant est a I'origine des lésions propres dites de reperfusion
pouvant conduire a I'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP).
Il est maintenant admis que le mPTP est fermé en conditions normales, et s’ouvre lors d’une
souffrance intense de la mitochondrie32. Cette ouverture représente pour la cellule un point
de non-retour vers la mort cellulaire qu’elle soit de nature nécrotique ou apoptotique (Figure
6)%>3330_ || a été de plus rapporté que I'apoptose contribuait de maniére indépendante a la
génération de lésions irréversibles du myocarde, notamment lors de la phase de reperfusion3.
En effet, le gonflement de la matrice induit par I'ouverture du mPTP provoque une rupture de
la membrane externe mitochondriale, a I'origine d’une fuite dans le cytoplasme de molécules
dont le cytochrome c et I’AIF (Apoptosis Inducing-Factor), des agents pro-apoptotiques qui
activent les caspases chargées d’exécuter la voie finale de I'apoptose. De plus, I'inflammation
induite par I'ischémie-reperfusion participe a I'aggravation des lésions notamment lors de la
reperfusion3>36,

Au total, 'ensemble des lésions d’ischémie puis de reperfusion altére le métabolisme
cellulaire et induit la mort cellulaire par nécrose ou apoptose, qui représente le stade ultime
du phénomeéne d’ischémie-reperfusion33. A I'échelle d’un organe, on observe des lésions
d’ischémie-reperfusion hétérogenes. Au sein d’une zone globale de souffrance, appelée aire
a risque (AAR : area at risk), on retrouve donc des cellules en nécrose, en nécroptose ou en
apoptose selon leur degré de suppléance vasculaire résiduelle. La mort de ces groupes

cellulaires forme 'infarcissement tissulaire, appelé infarctus.
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Figure 6 : Représentation des lésions induites par l'ischémie et la reperfusion

(Hausenloy et al., JCI, 2013%3)

En situation d’ischémie, I'absence d’apport en oxygéne, a pour conséquence un arrét de I"'OXPHOS
basculant les cardiomyocytes vers un métabolisme anaérobie. La fermentation lactique conduit a la
production d’acide lactique entrainant une surcharge cellulaire en proton. Afin de limiter I'acidose
intracellulaire, les protons sont expulsés hors de la cellule par I'intermédiaire des échangeurs Na+/H+
(NHE) entrainant une surcharge sodique. Compte tenu de la déplétion en ATP, les pompes ioniques
Na+/K+et Caz+ ATP-dépendantes sont déficientes et les échangeurs Na+/Caz+ (NCX) assurent I'expulsion
du sodium au prix d’une surcharge calcique intracellulaire. L’ensemble de ces troubles métaboliques
(chute ATP + acidose + surcharge calcique) induit un arrét de I'activité contractile myocardique et
prévient l'ouverture du pore de transition mitochondrial (MPTP). En situation de reperfusion, la
réintroduction brutale d’oxygéne induit une reprise du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale préalablement endommagée par 'ischémie. Les réactions d’oxydoréduction sont alors
incomplétes au sein de la chaine du transport d’électron aboutissant a une production massive d’espéeces
réactives de I'oxygéne (ROS) au lieu de la production d’ATP. Parallelement, la réactivation des pompes
ioniques ATP-dépendantes permet une correction rapide du pH intracellulaire par expulsion des protons,
au prix d’une surcharge calcique persistante. Cette derniere est également entretenue par le
dysfonctionnement du réticulum sarcoplasmique (RS) induit par les ROS. L’ensemble de ces troubles
métaboliques (exces de ROS + surcharge calcique + normalisation du pH) induit une hypercontracture
myocardique et un stress oxydant. Ce dernier engendre alors des Iésions propres dites de reperfusion
pouvant conduire a la mort cellulaire par apoptose.

c. Concepts émergents

Dorénavant, il est clairement admis que l'ischémie contrecarre le fonctionnement des
pompes et transports ioniques ATP-dépendants et perturbe les mécanismes de régulation du
volume cellulaire, conduisant a la lyse des organites intracellulaires et a la perméabilisation

des membranes plasmiques. De plus, de nombreuses études récentes ont permis de faire la
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lumiére sur de « nouvelles » modalités de mort cellulaire induite par I'l/R dont la plupart
suivent des séquences programmées d'événements, les sensibilisant a de potentielles
interventions pharmacologiques®’. Les différents types de mort cellulaires seront traités dans
le IV chapitre de ce manuscrit.

La reperfusion, quant a elle, entraine une production d'espéces réactives de I'oxygene et de
I'azote a l'origine de lésions cellulaires paradoxales. L’ensemble de ces événements
convergent vers I'ouverture du pore de transition de la perméabilité mitochondriale (mPTP)
suivi de la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale, étape finale commune
de la mort des cellules induites par I'IR. Par ailleurs, le stress oxydant déclenche une
inflammation majeure par le recrutement de I’'ensemble des acteurs de I'immunité cellulaire
(médiateurs humoraux, cytokines, voies du complément, polynucléaires neutrophiles...) ainsi
gue le stress du réticulum endoplasmique au sein des tissus ischémiques. Cette accumulation
lésionnelle peut provoquer un phénomeéne de non-revascularisation (no-reflow) capillaire
post-ischémique concourant a I'amplification des lésions tissulaires.

En dehors de ces mécanismes, |'attention s'est plus récemment portée sur l'influence du
microbiome intestinal, de I'exposition foetale aux facteurs de stress, des modifications
épigénétiques de I'expression des génes (méthylation de I’ADN, régulation par les histones et
les ARN non codants tels que les microARNs), de la perturbation des systémes de protéolyse
intracellulaire (systéme ubiquitine-protéasome, métalloprotéases), des microparticules et de

la contribution génomique-métabolomique-lipidomique dans la pathogénése de

|’ |R38/39,40,41,42,43,44,45

4) Ischémie-reperfusion en médecine péri-opératoire et réanimation

a. Enchirurgie cardiaque

Le phénomeéne d’ischémie-reperfusion, notamment myocardique, représente la premiere
cause de mortalité péri-opératoire en chirurgie programmée non-cardiaque®. Le
vieillissement de la population et la forte prévalence des maladies cardio-vasculaires
participent a I'incidence croissante des patients a risque cardio-vasculaire élevé rencontrés en
chirurgie®’. Ceci explique I'intérét majeur de la prise en charge spécifique de ces patients et la
nécessité du développement de moyens de protection vis-a-vis des lésions d’ischémie-

reperfusion.
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Par ailleurs, certaines interventions chirurgicales nécessitent I’exclusion vasculaire d’'un
organe ou d’un territoire pour permettre la réalisation d’un acte chirurgical. C’est notamment
le cas en chirurgie cardiaque a coeur arrété pour la réparation ou le remplacement valvulaire.
Cet acte chirurgical nécessite un arrét temporaire des battements cardiaques et une
ouverture vidange des cavités cardiaques. Pour ce faire, il est mis en place une circulation
extra-corporelle (CEC) afin d’assurer la perfusion de I'organisme, et un clampage aortique
pour exclure le cceur. Aprés clampage aortique, I'arrét cardiaque est obtenu par une injection
intra-coronaire d’une solution de cardioplégie froide riche en potassium permettant un arrét
cardiaque en phase de relaxation. A l'issue de I'acte chirurgical, I’activité cardiaque est rétablie
et le clampage aortique est levé pour permettre la reprise de I'activité circulatoire spontané
du patient, sous couvert d’une assistance par une CEC.

Ainsi la chirurgie cardiaque a coeur arrété représente un véritable modele d’ischémie-
reperfusion myocardique clinique avec une phase d’ischémie lors du clampage aortique suivie

d’une phase de reperfusion lors du clampage aortique.

b. En chirurgie non cardiaque

L’IR est au coeur du mécanisme lésionnel de la cardiopathie ischémique (CI)*3. Il s’agit de
la principale cause de morbidité et de mortalité dans le monde®®4%°°, En outre, les patients
atteints de Cl programmeés pour une chirurgie non cardiaque présentent une morbi-moratlité
périopératoire cardio-vasculaire élevée et caractérisée par un risque accru de complications
myocardiques péri-opératoires telles que la souffrance myocardique ischémique péri-
opératoire, l'infarctus, I'insuffisance cardiaque et les arythmies®>°2, De plus, le nombre de
patients atteints de coronaropathie stentée et/ou pontée sous traitement cardioprotecteur,
éligible a une intervention chirurgicale, augmente en raison du vieillissement de la
population3. Enfin, le degré d'occlusion coronarienne, le volume du myocarde ischémique,
I'étendue de la circulation collatérale, la réserve énergétique myocardique préexistante
(capable de tolérer le stress chirurgical) ainsi que les facteurs génétiques détermineront
conjointement la présentation clinique spécifique de l'ischémie myocardique.

Dans le contexte péri-opératoire de la chirurgie non cardiaque de risque modéré a majeur,
il existe essentiellement deux mécanismes lésionnels distincts responsables du

développement de l'ischémie myocardique®*. Le premier est le syndrome coronarien aigu
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(SCA), également connu sous le nom d'infarctus du myocarde de type 1 (avec (STEMI) ou sans
sus-décalage du segment ST (NSTEMI)). Il est le résultat d'une rupture de plaque d’athérome
(instable) ou d'une ulcération de I’endothélium coronarien. Le second est le résultat d'un
déséquilibre prolongé entre les apports (mDO> : délivrance myocardique en O,) et les besoins
(mVO2 : consommation myocardique en oxygene O;) dans le myocarde en présence d'une Cl
stable (infarctus de type 2) (Figure 7). Linfarctus de type 2 semble plus fréquent, dans le

contexte péri-opératoire, que le type 1.

MINS
Pathophysiology of
myocardial ischemia
Acute coronary .
Type 1 VO, D0, mismatch [§ Type 2
Unstable plaque ) Stable fixed .
1. Unstable angina plaque 1. Stable angina

Unstable plaque 2. NSTEMI
with thrombus '

Unstable plague 3. STEMI
with occluding '

thrombus

Figure 7 : Représentation des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la souffrance
myocardique périopératoire lié a I'IR

(Smit et al, JCVA, 2020)>*

Mécanismes physiopathologiques (Type 1 et Type 2) responsables de la souffrance myocardique péri-
oopératoire (MINS). DO2: Délivrance en oxygene;, NSTEMI: IDM sans sus-décalage du segment ST ;
STEMI : IDM avec sus-décalage du segment ST ; VO2 : Consommation en oxygene ; MINS : Souffrance
myocardique péri-opératoire en chirurgie non-cardiaque.

Selon le groupe de travail réunissant la Société européenne de cardiologie, I'American
College of Cardiology Foundation (ACC), I'American Heart Association (AHA) et I'Organisation
mondiale de la Santé, la quatrieme définition universelle de l'infarctus du myocarde (IDM)
parue en 2018 est la suivante : tout événement clinique (ou pathologique) en rapport avec
une souffrance myocardique ischémique au cours duquel il existe des preuves de la mort des
cellules myocardiques (symptomes ischémiques telles que la douleur thoracique,
modifications électrocardiographiques, intervention sur les artéres coronaires, anomalie de

novo de la cinétique pariétale du coeur, ou de mismatch scintigraphiques)>.
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Par ailleurs, la souffrance myocardique est définie par une augmentation de la troponine Ic
(troponine | cardiaque) au-dela de la valeur supérieure limite de référence du 99e percentile.
La souffrance myocardique périopératoire en chirurgie non cardiaque (MINS) se caractérise
par une atteinte myocardique d’allure ischémique au cours des 30 premiers jours suivant une
chirurgie non cardiaque. Cette entité Iésionnelle inclut les patients souffrant d'un infarctus
(symptomatique ou non) et présentant donc une élévation postopératoire de la troponine de
maniére symptomatique ou non, associée a des anomalies électrocardiographiques ou
d'autres critéres qui répondent a la définition universelle sus-citée.

A I’échelle mondiale, 200 millions d'adultes sont pris en charge chaque année au bloc

opératoires en chirurgie non cardiaque majeure, et environ 8 millions d’entre eux souffriront
de MINS®®. Une récente étude observationnelle a rapporté que l'infarctus du myocarde péri-
opératoire (IDMP) se produit chez 0,9 % des patients bénéficiant d’une chirurgie majeure non
cardiaque et qu'il existe une association forte entre l'infarctus du myocarde péri-opératoire
et la mortalité hospitaliére®’. L'incidence de MINS estimée a partir des études ayant évalué
les conséquences de I'élévation post-opératoire de la troponine varie de 8 a 19 % dont 20 a
40 % d’infarctus péri-opératoire, que la troponine mesurée soit ultra-sensible ou non>8°%0,
L'IDMP et la MINS sont considérés comme des lésions myocardiques lourdes de conséquences
sur le plan du pronostic. En effet, I'élévation isolée et significative de la troponine aprés une
chirurgie non cardiaque est prédictive de la mortalité a 30 jours post-opératoires®:62¢0, parmi
I'ensemble de la population susceptible de subir une chirurgie non cardiague majeure, les
patients coronariens traités plus ou moins porteurs de stents et/ou de pontages aorto-
coronariens restent les plus vulnérables a I'ischémie myocardique périopératoire.
Malgré l'identification des facteurs déclenchants impliqués dans I'ischémie myocardique
périopératoire (agressions tissulaires, gestion des agents anesthésiques, la manipulation des
voies aériennes, les fluctuations hémodynamiques et de la température corporelle, la douleur,
les saignements et le jeline préopératoire) et de leurs conséquences (inflammation
périopératoire, coagulopathie, défaillances hémodynamiques, hypothermie, hypoxie et
anémie) la physiopathologie de I'ischémie myocardique périopératoire reste encore mal
connue et fait encore débat®>4,

Ainsi, en tant que médecin assurant la gestion des soins de la période péri-opératoire,
I’enjeu majeur est d’améliorer la compréhension des mécanismes lésionnels de I'IR (type 1 -

type 2) liée a la souffrance myocardique péri-opératoire afin d’en optimiser la prévention et
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la prise en charge grace au déclenchement précoce de stratégies thérapeutiques ciblées. Cette

approche permettrait d’en limiter I'incidence et d’en réduire la morbi-mortalité.

c. Arrét cardio-respiratoire (ACR)

L'arrét cardiaque est un probléme de santé universel, au cours duquel I'IR représente le
principal facteur de mauvais pronostic®¥®> _ La durée d’ischémie, caractérisée par la durée
de No Flow (délai entre ACR et le début de la réanimation cardio-pulmonaire (RCP)) et la durée
de Low Flow (délai entre le début de la RCP et le retour a une activité cardiague spontanée),
est déterminante dans le pronostic de ’ACR®’.

La réanimation cardiopulmonaire (RCP) est incontournable dans I'algorithme recommandé
pour permettre au cceur de reprendre une activité spontanée®. Ainsi, en rétablissant la
perfusion des organes apres un arrét brutal du débit cardiaque plus ou moins prolongé, une
RCP efficace provoque une situation d’IR massive et disséminée a I'ensemble des organes.

Les traitements médicamenteux pris au moment de l'arrét cardiaque peuvent avoir des
conséquences sur le pronostic, notamment ceux possédant des propriétés protectrices contre
I'IR. C'est le cas par exemple des patients sous statines avant leur admission en soins intensifs-
réanimation®. Ces derniéres années, les principales améliorations du pronostic de I'arrét
cardiaque sont dues a la réduction des délais de sauvetage permettant de limiter les périodes
de No et Low Flow ainsi qu’au contréle ciblée de la température (hypothermie thérapeutique)
a visée neuroprotectrice®”7%71, Malgré le fort engouement suscité ces derniéres années par
les méthodes d’assistance circulatoire de type ECMO veino-artérielle (ECMO-VA)’?; dont le
principe est d’assurer |'oxygénation et la perfusion des organes en attendant la restauration
de la fonction myocardique post-ACR’3>74; leur place dans les algorithmes de prise en charge
des ACR intra et/ou extra-hospitaliers restent encore a préciser’>. 'ECMO-VA serait d’autant
plus efficace en cas d’ACR d’origine rythmique avec une courte durée de réanimation
(inférieure a 35 minutes) et en cas d’implantation précoce (inférieure a 1 heure)’®. En
revanche, a ce jour, aucun agent pharmacologique n'a encore fait la preuve de son efficacité

en termes d’amélioration de la survie a court terme dans I’ACR.
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Résumé Partie Il

L’IR représente la 1¢ de morbi-mortalité péri-opératoire toute chirurgie confondue

L’'IR est composée de phases successives : I'ischémie puis la reperfusion.

La reperfusion est considérée comme une « épée a double tranchant » en raison des
[ésions spécifiques induites malgré la correction de I'ischémie.

L'ischémie myocardique associe une chute de I’ATP, acidose et surcharge calcique au
sein des cardiomyocytes.

La reperfusion myocardique associe normalisation du pH intra-cellulaire, persistance
de la surcharge calcique et un stress oxydant majeur conduisant a la mort cellulaire
par nécrose, la nécroptose et apoptose des cardiomyocytes.

La chirurgie cardiaque a cceur arrété représente un véritable modele d’ischémie-
reperfusion myocardique clinique.

La MINS est une entité regroupant I'ensemble des manifestations Iésionnelles liées a
I'IR (infarctus de type 1 et 2) dans le contexte péri-opératoire de la chirurgie non
cardiaque

La souffrance myocardique péri-opératoire liée a I'IR est associée a un risque accru de
morbi-mortalité toute chirurgie confondue

L’ ACR suivie d’'une RCP efficace représente un véritable modele d’IR généralisée a
I’ensemble de tous les organes
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lll. Les especes réactives de I'oxygene

1) Généralités

Les especes réactives de I'oxygéne (ROS) appartiennent a la famille des radicaux libres qui
sont des composés chimiques avec un ou plusieurs électrons non appariés sur une orbitale
externe. Ces molécules sont donc tres instables et hautement réactives avec de nombreux
composés impliqués dans des processus non spécifiques et expliquant leurs demi-vies tres
courtes. Cette réactivité des radicaux libres est responsable de réaction d’oxydation avec les
différents composés cellulaires : protéines, ADN et lipides.

Parmi les radicaux libres, on distingue les radicaux primaires dérivés, soit de I'oxygéne appelés
especes réactives de I'oxygéne (ROS), soit de I'azote appelés espéeces réactives oxygéno-
azotées (RONS) et les radicaux secondaires formés par la réaction des radicaux primaires avec

des composés biochimiques de la cellule, comme la péroxydation lipidique.

2) Production des ROS
a. Ensituation physiologique

Chez tous les organismes vivants en aérobie, la cellule produit de facon physiologique des
ROS en faible quantité sous forme d’anion superoxyde principalement (0,*) représentant 2%
de la consommation d’oxygéne de la cellule. Cette production, maitrisée par un systéme anti-
oxydant, joue un réle dans de nombreux mécanismes physiologiques, tel que la transmission
du signal ou la phagocytose par les macrophages.

Donc en situation physiologique, la cellule possede un certain état redox avec un équilibre de
la balance oxydant/anti-oxydant permettant son fonctionnement optimal. En cas de rupture
de I'équilibre, la cellule subit un stress oxydant responsable de nombreuses lésions perturbant
son métabolisme et pouvant conduire a la mort cellulaire.

La chaine de transport d’électron (ECT) dans la mitochondrie représente la principale source
de production de ROS de la cellule. L'ECT est composée de 5 complexes dont 4 complexes
représentent une succession de réactions d’oxydo-réduction avec |'oxygéne comme

accepteur final d’électron, pour former de I'eau.
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En situation physiologique, les complexe | (NADH-Ubiquinone réductase) et Il (Ubiquinone-
Cytochrome C réductase) de I'ECT produisent la totalité des ROS par une réaction d’oxydo-
réduction incomplete de I'oxygene.

Le complexe | produit des ions superoxyde dans deux conditions’”’87°, La premiére se
produit pendant le transport conventionnel d'électrons (FET : Forward Electron Transport) et
survient lorsque la Flavine Mononucléotide (FMN) qui accepte les électrons du NADH se
réduit®(Figure 8).

adenine
phosphate nucleotide
carrier translocase

mitochondrial inner membrane

matrix

Forward electron NADH NAD'
transport
2AE, > 4Ap

b
Comple)?ltl}‘

4H* 4H*
Figure 8 : Représentation du transport conventionnel des électrons (FET) sur la CTE
(Chouchani et al. Cell Met 2016)%"

Le complexe | fonctionne dans le sens conventionnel (FET) de la CTE en oxydant le NADH afin de générer
un gradient de protons (Ap) qui sera utilisé pour synthétiser I'ATP. Pour enclencher le FET, il faut que la
différence de potentiel de réduction entre le NAD+/NADH et le pool de Coenzyme Q (CoQ) a travers le
complexe | (AEh) soit suffisamment supérieure au potentiel de réduction imposé par le gradient de
protons (Ap) pour pomper les protons a travers la membrane interne de la mitochondrie. Comme quatre
protons sont pompés tous les deux électrons qui traversent le complexe |, 2AEh > 4Ap est la condition
nécessaire pour que le transport conventionnel se produise. La fleche rouge dans le complexe | indique
le transport conventionnel des électrons(« vers I'avant »). SDH, succinate déshydrogénase.

L'autre mode de production d’ions superoxyde par le complexe | est celui associé au
transport inverse d'électrons (RET : Reverse Electron Transport)®283848> (Figure 9). Le RET se
produit lorsque les électrons sont forcés a retourner en arriére sur la CTE vers le complexe |
(Figure 9), contrairement au FET. Dans le cas du FET, deux électrons sont transférés du NADH
pour réduire le CoQ en CoQH2, et la différence d'énergie redox entraine le pompage de quatre
protons a travers la membrane interne de la mitochondrie pour maintenir le gradient de
proton (Ap) qui conditionne la synthése de I'ATP (Figure 8). Au cours du FET, le gradient redox

(AEn) qui pousse deux électrons du NADH au CoQ doit étre supérieur au potentiel de réduction
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imposé par le gradient de proton (Ap) nécessaire pour pomper quatre protons a travers la
membrane interne mitochondriale : 2AEh > 4Ap (Figure 8). Toutefois, comme cette réaction
globale reste proche de I'équilibre thermodynamique, la direction du transport des électrons
peut étre inversée si le Ap est élevée et/ou si le pool de CoQ est réduit de sorte que 4Ap >
2AEy, (Figure 9)78 .

Reverse electron
transport (RET)
2AE, <4Ap

matrix

mitochondrial
inner membrane *.§

intermembrane space

Figure 9 : Représentation du transport inverse des électrons (RET) sur la CTE
(Chouchani et al. Cell Met 2016)%"

Lorsque le Ap est important et/ou que la AEh a travers le complexe | est faible, de sorte que 4Ap > 2AEh,
les électrons peuvent étre repoussés du pool de CoQ vers la FMN du complexe |, réduisant ainsi la FMN
qui peut donner une paire d'électrons au NAD+ pour former du NADH, ou donner un électron a l'oxygéne
pour générer du superoxyde. La fleche rouge du complexe | indique le RET.

Si ces conditions sont réunies, les électrons, traversent le complexe | en sens inverse et se
dirigent vers la FMN ou ils peuvent réduire le NAD+ en NADH et produire des ions
superoxyde’®,

En outre, la production physiologique d’ions superoxyde par le complexe | pendant le RET
nécessite d’'une part un gradient de protons élevé et un pool de CoQ réduit d’autre part;

faisant du RET un mécanisme plausible de production d’ions superoxyde in vivo.

b. En situation d’ischémie-reperfusion

Les cellules contractiles du cceur, les cardiomyocytes, sont des cellules différenciées en
phase terminale, qui se retirent du cycle cellulaire pendant la période périnatale et s'arrétent
en grande partie en phase G1. Par conséquent, la mort des cardiomyocytes induite au décours
d'une situation d’IR aura un impact majeur sur la fonction cardiaque car les cardiomyocytes
éliminés ne seront pas renouvelés. L'une des principales agressions a 'origine de la mort des

cardiomyocytes induite par I'IR est le stress oxydant.
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La reperfusion du tissu ayant préalablement subit I'ischémie par du sang oxygéné favoriserait
I’'accumulation de composants mitochondriaux réduits et endommagés sur différents sites de
I’'ECT. Ces derniers participeraient au transfert massif et inapproprié d’électrons sur I'oxygene
pour aboutir in fine a la production d’ion superoxyde (0>"). En effet, en cas de stress oxydant
induit par I'IR ; la membrane externe mitochondriale est perméabilisée par I'activation Bax-
Bak, entrainant la libération du cytochrome C de I'espace inter-membranaire vers le cytosol.
Ainsi, le transport d’électron dans I'ECT serait interrompu au niveau du complexe Il induisant
une oxydation incompléte de I'oxygéne responsable d’'une production d’ion superoxyde (02"
) lors de la reprise du fonctionnement du cycle de Krebs et de I’ECT 3 la reperfusion®>33,

Bien que I'hypotheése de la production non spécifique d’ion superoxyde, issue de plusieurs
sites dans les mitochondries (complexes | et lll), soit séduisante; il existe désormais de
nombreuses preuves qui indiquent que le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale
serait la principale source d’ion superoxyde (02") lors de la reperfusion8’. Le complexe | est le
point d'entrée des électrons a haut potentiel de transfert du NADH dans la chaine respiratoire
mitochondriale (figure 3) et représente une source majeure d’ion superoxyde (02") in vitro’®
notamment en cas de lésions mitochondriales par le biais d’un transfert conventionnel ou
inverse des électrons sur I'oxygene. Le RET au niveau du complexe | semble étre la principale
source d’ions superoxyde lors de la reperfusion de tissu ischémique®!. Le RET, induit par la
reperfusion, est a I'origine de la plus forte production d’ions superoxyde que la mitochondrie
est capable de fournir.”.La preuve directe que le complexe | demeure la source principale
d’ion superoxyde (0,*) lors de la reperfusion vient du fait que son inhibition pharmacologique
sélective protége des lésions de reperfusion®?’,

La roténone est un composé organique d’origine végétale utilisée dans des pesticides et
insecticides. Elle exerce son activité inhibitrice sur le complexe | en empéchant la liaison
spécifique de I'ubiquinone sur le complexe | de I'ECT diminuant ainsi son activité. Il en résulte
une augmentation de la production de ROS (ions superoxyde) par transfert conventionnel
d’électrons (FET) qui survient lorsque la Flavine Mononucléotide (FMN) qui accepte les
électrons du NADH est réduit®.

De plus, il a été montré que la Metformine (MET), anti-diabétique orale de la famille des
biguanides, et les agents anesthésiques halogénés (sévoflurane, isoflurane, desflurane)
possedent les mémes propriétés inhibitrices de I'activité du complexe | de I'ECT responsable

d’une production de ROS89:90,91,92,93,94,95,96
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La quantité majeure d’ions superoxyde produite par RET au niveau du complexe | est la
principale source lésionnelle de I'IR. Il est donc important de noter qu’en situation d’IR, lors
du RET, le complexe | subit une modification structurale considérable en passant d’un état
actif (A) a inactif (D) lors de la phase d’ischémie, puis d’un état inactif (D) a actif (A) lors de la
reperfusion. Il s’agit de la transition active(A)/non active (D : désactivée ou « dormante ») du
complexe I°7. Lorsque le complexe | n'oxyde pas le NADH et ne pompe pas de protons a travers
la membrane interne de la mitochondrie, il bascule progressivement vers en un état "inactif"
en modifiant sa conformation®®°, Le réle physiologique de la transition A/D n'est pas clair.
En revanche, dans le contexte de I'IR, I'aspect le plus intéressant est que le complexe | devient
inactif (D) pendant l'ischémie avec une demi-vie de désactivation d'environ 10-12
min0010%102 | ors de la reperfusion, le complexe | est rapidement réactivé et peut favoriser la
production d’ions superoxyde par le RET 102,

Ainsi, la transition A/D du complexe | semble représenter une piste séduisante pour de
nombreuses interventions thérapeutiques visant a réduire les Iésions causées par I'IR.

Chez les mammiféres, a I’échelle d’un organisme, il existe également une production de
ROS extracellulaire par I'intermédiaire de I’hypoxanthine oxido-réductase dans le sérum et
une production de ROS par les polynucléaires neutrophiles recrutés via la NAPH oxydase®3,
En situation de stress énergétique, du fait de la diminution des réserves en phosphate de
haute énergie (PHE) et du rythme inadapté de la glycolyse anaérobie, de I’ADP est produit en
exces et s’Taccumule dans le tissu. L’ADP issu de I’hydrolyse de I’ATP, est a son tour hydrolyser
en AMP pour maintenir la production d’ATP. L’AMP est alors catabolisée en adénosine et IMP
(acide inosinique) qui sont expulsés dans le milieu extracellulaire de maniére irréversible,
diminuant ainsi le stock en phosphate intracellulaire. La synthése de novo d’AMP prend
ensuite plusieurs heures, voire plusieurs jours en condition aérobie, du fait du ralentissement
de la synthése de la robose-1-phosphate, maillon de base pour la synthése des adénines
nucléotides. Dans le milieu extracellulaire, I'IMP et I'adénosine sont dégradés en inosine,
hypoxanthine et xanthine qui peuvent franchir les barrieres endothéliales des vaisseaux
sanguins. Lors de la reperfusion, I’hypoxanthine, qui s’est accumulée durant I'ischémie, réagit
avec |'eau et I'oxygéne pour produire I'acide urique et des ROS par l'intermédiaire de la

xanthine oxydo-réductase!®.
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3) Systéeme anti-oxydant

La cellule dispose d’un systeme complexe de détoxification contre les ROS comprenant
des enzymes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion péroxydase...) et des petites

molécules (vitamine E, vitamine C...) (Figure 10).
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ROH + H,0 + GSSG
Figure 10 : Caractérisation des ROS et du systéme anti-oxydant

(Stevens et al., Anesth Analg, 2019)*%°

L’ion superoxyde Oz ° est le principal radical libre primaire produit a partir de 'oxygéne au niveau de la
chaine de transport d’électron de la mitochondrie. Le systeme anti-oxydant comprend plusieurs protéines
et enzymes permettant la neutralisation des ROS. La superoxyde dismutase permet la transformation de
I”O2"* en H202 qui est ensuite transformé en eau par la catalase et le glutathion. L” O2° peut réagir avec
le NO produit par la NO synthase et formé des especes réactives oxygéno-azotéees RONS (ONOO').

Les superoxydes dismutase (SOD) sont des métalloprotéines (Cuivre-Zinc, Manganése) avec
une activité enzymatique qui catalyse la dismutation de I'ion superoxyde (02*) en dioxygéne
0O, et peroxyde d’hydrogene H,0,. Elles sont localisées dans le cytosol, I'espace
intermembranaire et la matrice mitochondriale pour permettre une neutralisation rapide des
ROS produits par la mitochondrie. La catalase est également une métalloprotéine (Fer) qui
catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogene H,0; en eau H;0 et dioxygene O,. Elle est
localisée dans le cytosol et les péroxysomes.

Le glutathion existe dans le cytosol a I’état réduit (GSH) et oxydé (GSSG) formant un couple
d’oxydo-réduction important permettant un échange d’électron. Il permet I'élimination du

peroxyde d’hydrogéne H,0; et des hydroperoxydes en eau H;0O et dioxygéne O;. L'enzyme
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glutathion peroxydase (GPx) accélére de détoxification. Le glutathion oxydé est réduit grace a
I’enzyme glutathion réductase afin de maintenir la détoxification.

Au total, les SOD et les péroxydases (GPx et catalase) sont complémentaires et constituent
un systeme anti-oxydant performant. Malheureusement, dans certaines situations
physiopathologiques, telle que I'ischémie-reperfusion, le systeme de détoxification peut étre
dépassé, empéchant la neutralisation des ions superoxyde produits qui sont sources de Iésions

cellulaires.

4) Lésions induites par le stress oxydant

Les ROS, non neutralisées par le systeme anti-oxydant, sont capables de réagir rapidement
avec de nombreux composés cellulaires qui vont altérer le métabolisme et I'intégrité cellulaire
pouvant conduire a la mort cellulaire. Les ROS induisent une réaction d’oxydation de
I’ensemble des constituants de la cellule : lipides, protéines, glucides, ADN.

La péroxydation lipidique correspond a une réaction d’oxydation en chaine des acides gras
(AG) polyinsaturés par les ROS, entrainant la formation de radicaux péroxylés (ROO®) qui sont
des radicaux secondaires. La peroxydation des lipides provoque la fluidification la membrane
plasmique et de I'ensemble des organites intracellulaires avec pour conséquence une
inactivation des enzymes membranaires, une oxydation des groupements thiol et une
perméabilisation des membranes, notamment mitochondriale.

L’oxydation de I’ADN par les ROS entraine la formation de bases oxydées, de sites abasiques,
d’adduits intra-caténaires, de cassures de brins et de pont qui altérent la transcription de
I’ADN en ARNm.

L’oxydation des protéines par les ROS induit la formation de groupements sulfhydryle (SH), de
ponts, de coupures et d’amas protéiques qui conduisent a une inactivation des protéines par
une modification de leur conformation spatiale. L'ensemble des |ésions induites par les ROS

peut conduire a la mort cellulaire par apoptose!.

5) Conséquences péri-opératoires du stress oxydant

La chirurgie représente un événement lésionnel aigu retentissant non seulement au

niveau tissu lui-méme mais aussi de maniere généralisée et systémique. L'inflammation et I'IR
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sont les deux composantes majeures de ce processus, et les ROS y jouent un réle modulateur
prépondérant.

Les Iésions d’IR sont classiquement associées a la transplantation d'organes, a la chirurgie
cardiaque et hépatique, ainsi qu'a l'utilisation de garrots pneumatiques et de clamps
vasculaires. Pendant la phase ischémique, la respiration anaérobie prévaut, entrainant un état
d'acidose et une déplétion profonde de I'ATP; accompagnée d'une accumulation de
cofacteurs réduits au sein de I'ECT mitochondriale. La moindre disponibilité voire
I’épuisement des réserves énergétiques limite la fonction des pompes ioniques ATP-
dépendantes au niveau des membranes cellulaires, entrainant une surcharge calcique
intracellulaire conduisant finalement a la mort cellulaire. L’expulsion extracellulaire d'ATP,
couplée a la libération de marqueurs pro-inflammatoires, sont les éléments précurseurs de la
libération massive de ROS pendant la phase de reperfusion'®’. En effet, paradoxalement, la
réintroduction de |'oxygéne provoque un stress oxydant majeur a partir des sources
enzymatiques courantes (ECT mitochondriale, xanthine oxydoréductase, nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (NOX),) responsable de lésions propres de
reperfusion?®®. La reperfusion est un phénoméne trés dynamique, et les lésions qui en
découlent peuvent se poursuivre pendant des jours. De plus, la prolongation du stress oxydatif
est responsable du développement d'un certain nombre de maladies chroniques et de
comorbidités contribuant a fragiliser davantage les patients et a augmenter leur risque
périopératoirel®.

Le lien entre les ROS, I'hnoméostasie de I'oxygene et le dysfonctionnement mitochondrial
est au coeur du mécanisme pathologique du stress oxydant périopératoire. L'intensité du
stress oxydant per-opératoire en réponse a une intervention chirurgicale est fortement
influencée par I'ampleur de la chirurgie (risque modéré a majeur), la technique utilisée et les
Iésions séquellaires de l'inflammation et de I'IR subies. De nombreuses études ont rapporté
une élévation des niveaux de stress oxydatif a la suite de techniques chirurgicales plus
invasives par rapport a leurs homologues moins invasives. Tel est le cas lors de la réparation
d'anévrismes de |'aorte abdominale (AAA) réalisée par voie ouverte conventionnelle ou endo-
vasculaires, lors de chirurgies abdominales ouvertes ou coelioscopiques ou lors de pontages
cardio-pulmonaires avec ou sans pompe10111,112,

La durée de I'IR semble également étre un facteur déterminant le degré d’intensité du stress

oxydatif. Dans une étude portant sur 132 patients bénéficiant d’une ventilation uni-
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pulmonaire, la durée de la ventilation uni-pulmonaire était corrélée au degré de stress
oxydant mesuré!!3 | Ces effets peuvent également étre observés en chirurgie orthopédique.
En effet, il a été décrit que le recours au garrot pneumatique afin de controler le saignement
per-opératoire était responsable d’une libération de ROS a la suite du dégonflement du garrot,
entrainant des dommages tissulaires localisés, un retard de cicatrisation et d'autres
complications postopératoires liées a l'ischémie du membre opéré!!4,

Par ailleurs, il convient de noter que toutes les formes d’IR ne sont pas systématiquement
déléteres. En effet, le préconditionnement ischémique (IPc) est une méthode de protection
tissulaire qui consiste en une succession de phases d’IR courtes et répétées préalables a une
IR soutenue et prolongée. Décrit pour la premiére fois par Murry et Jennings en 1986,
I’application sur modeéle canin de brefs épisodes d’IR par clampage/déclampage de l'artére
coronaire précédant son occlusion soutenue, a montré une réduction significative de la taille
de l'infarctus dans le groupe préconditionné par rapport au groupe témoin °; ce qui
démontre qu'une bréve période d'ischémie peut protéger un organe ou un tissu contre une
ischémie ultérieure plus prolongée.

Quant aux ROS, leur présence dans la période terminale de récupération post-reperfusion
jouerait un role opposé a celui de la phase aigué. lls fonctionneraient comme des molécules
de signalisation intracellulaire essentielles dans le processus de cicatrisation post-perfusion

par la stimulation de I'angiogenése et du remodelage tissulaire®,

6) Rble ambivalent des ROS

Les agents antioxydants peuvent neutraliser les ROS et donc inactiver ces radicaux libres.
En raison de cette fonction bien définie des antioxydants. Ainsi, ils pourraient potentiellement
prévenir, ou du moins limiter, le développement des maladies chroniques les plus répandues
telles que le cancer, le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires ainsi que la démence.
Toutefois, cette hypothése a trop rarement été confirmée par des essais cliniques robustes.
En effet, les agents antioxydants (Vitamine E, N-acetylcystéine...) censés neutraliser les ROS,
n’ont pas fait la preuve de leur efficacité en terme de protection vis-a-vis de la mort cellulaire
induite par I'ischémie-reperfusion't117,
Les ROS sont bien connus pour leur effet toxique sur la cellule mais il existe un nombre

croissant de preuve démontrant un effet bénéfique des ROS. lls agiraient comme des seconds
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messagers et seraient impliqués dans de nombreuses voies de signalisation et d’activation de
la transcription!®11° En effet, toutes les conditions d'oxydoréduction conduisant & une
production de ROS ne sont pas forcément préjudiciables pour le coeur!?®, Depuis plusieurs
décennies, il a été démontré que des concentrations excessives de ROS détruisaient de
maniére irréversible les structures cellulaires, tandis que plus récemment, des études ont
montré que de faibles concentrations sembleraient protectrices en déclenchant des
mécanismes de défense qui empécheraient les dommages cellulaires!?%122, Cela implique que
des concentrations différentes d'un méme agent, en I'occurrence les ROS, peuvent exercer
une réponse non linéaire, connue depuis les années 1950 sous le nom de « hormesis » 122,
Etant donné qu'a I'état physiologique, les ROS sont principalement formés par les
mitochondries, la réponse non linéaire a la formation de ROS mitochondriaux a été appelée

« hormesis » mitochondriale ou « mitohormesis »1%2,

Ce concept s'oppose a la vision
traditionnelle des ROS comme étant invariablement des sous-produits nocifs et indésirables
du métabolisme mitochondrial ; et encourage plutét I'affirmation selon laquelle les ROS

seraient des molécules de signalisation essentielles et bénéfiques pour la santé!?1:122,
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Résumé Partie Il

La cellule produit de facon physiologique des ROS en faible quantité sous forme
d’anion superoxyde (0O.*) dont la principale source est I'ECT mitochondriale
(complexes | et lll).

Le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale serait la principale source d’ion
superoxyde (0;") lors de la reperfusion par le biais d’un transfert conventionnel (FET :
Forward Electron Transport) ou inverse (RET: Reverse Electron Transport) des
électrons sur I'oxygéne

Les SOD et les péroxydases (GPx et catalase) sont complémentaires et constituent un
systéme anti-oxydant performant afin de détoxifier les ROS

Les ROS induits par le stress oxydant touchent I'ensemble des constituants de la
cellule (lipides, protéines, glucides, ADN) générant des dégats cellulaires irréversibles
conduisant a la mort cellulaire par apoptose

En dehors de leur effet délétére, les ROS mitochondriaux induits par I'IR présentent
également un role cytoprotecteur précoce (préconditionnement ischémique) ou plus
tardif (hormesis) pour les cardiomyocytes
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IV. La mort cellulaire

1) Généralités

La mort cellulaire est un événement qui survient en condition physiologique pour
maintenir I’"homéostasie tissulaire ou en situation de stress physique ou chimique. Elle est
divisée en deux groupes : d’'une part la mort cellulaire programmée, appelée apoptose, qui
permet |'élimination d’une cellule sans endommager son environnement, et d’autre part la
mort cellulaire non programmée, appelée nécrose qui résulte d’'une rupture de la membrane
cytoplasmique contaminant le milieu extracellulaire induisant une réaction inflammatoire
délétére!?. Ces derniéres années, de nombreux mécanismes de mort cellulaire ont été
identifiés et regroupés dans une classification par la NCCD (Nomenclature Committe on Cell
Death)'?4,

Durant de nombreuses années, la nécrose a été considérée comme le mode principal de
mort cellulaire induite par I'IR!?, Il est dorénavant reconnu que les cellules soumises a I'IR
meurent également de maniére programmeée par apoptose et autophagie, processus régulés
par des mécanismes de signalisation cellulaire coordonnés!?®124 _ De plus, il a été plus
récemment décrit que le caractere aléatoire et irréversible de la nécrose induite par I'IR était
vraisemblablement régulé, dans certaines circonstances, par des mécanismes de signalisation
spécifiques au sein d’une autre voie de mort cellulaire appelée « nécrose programmeée » ou
nécroptose'?’128, Ainsi, diverses stratégies de protection ont été développées en ciblant
spécifiguement les voies de signalisation impliquées dans le processus des morts cellulaires
« programmeées » induites par I'IR'?°,

Au décours de la phase de reperfusion, l'inflammation locale et la production massive de
ROS entrainent des lésions cellulaires secondaires plus ou moins réversibles. La réponse de la
cellule va dépendre de la gravité de la Iésion tissulaire totale3°, Schématiquement, une lésion
modérée d’IR aura plut6t tendance a provoquer un dysfonctionnement cellulaire a I'origine
d’une activation de I'autophagie et des systémes de sauvetage afin de favoriser la survie
cellulaire. En revanche, si les lésions sont plus graves, la réponse cellulaire va évoluer
défavorablement vers un processus apoptotique ou nécrotique®3,

Dans les sous-sections ci-dessous, je détaillerai les mécanismes de base qui sous-tendent
les principales modalités de mort cellulaire ainsi que les évidences qu'elles contribuent a la

pathogenese des Iésions IR myocardique.
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2) Apoptose

L'apoptose est un mécanisme de mort programmée se produisant normalement au cours de
développement et du vieillissement, et indispensable au maintien de ’lhoméostasie tissulaire
par élimination des cellules surnuméraires et des cellules potentiellement dangereuses.
L'apoptose peut aussi étre un mécanisme de défense comme par exemple pour limiter la
réplication virale d’'une cellule infectée ou encore en réponse a des agents endommageant la
cellule. De ce fait I'apoptose peut étre induite par une grande variété de signaux. Ce type de
mort fut décrit par Kerr et al. en 1972 apres observations de modifications morphologiques
différentes de la nécrose!?3,

L'apoptose se caractérise morphologiquement par un arrondissement de la cellule, la
condensation du cytoplasme, la condensation de la chromatine et la fragmentation du noyau

suivi d’'un bourgeonnement de la membrane plasmique avec la formation de bulles, appelées

corps apoptotiques, qui seront phagocytées par les cellules avoisinnantes!?? (Figure 11).

Apoptose

! ) ! | Corps apoptotiques
Cellulenormale | Condensation Fragmentation phagocytables

Figure 11 : Caractérisation morphologiques de I'apoptose

(Kerr et al., Br J Cancer, 1972)'3?

De plus, I'apoptose se caractérise par de nombreux processus biochimiques spécifiques :

- Au niveau mitochondrial : par une perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie responsable de la libération du cytochrome C et d’autres protéines
inductrices de I'apoptose (Smac/Diablo, AIF..), une chute du potentiel
membranaire mitochondrial et une perte des fonctions mitochondriales

empéchant la survie de la cellule.
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- Au niveau cytoplasmique : par une activation des caspases qui sont des protéases
responsables du clivage des protéines majeures impliquées dans la survie et la
mort cellulaire. Leur activation induit une cascade de réaction qui est irréversible.

- Au niveau membranaire : par une externalisation des phosphatidylsérines de la
membrane plasmique responsable de 'initiation de la phagocytose par les cellules
environnantes.

- Au niveau nucléaire: par une fragmentation internucléosomale de I’ADN

responsable d’une abolition de la transcription des genes de survie.

Ainsi une cellule mourante par apoptose doit regrouper I'ensemble des critéres
morphologiques et biochimiques. Dans le cas contraire, il s’agit d’'une mort non apoptotique
dite mort indépendante des caspases.

Chez les mammiféres, I'apoptose regroupe 2 mécanismes d’initialisation, la voie intrinséque
faisant intervenir la mitochondrie et la voie extrinseque faisant intervenir les récepteurs de

mort transmembranaires’33.

a. Voie extrinseque de I'apoptose

La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort, est induite par un signal de stress
extracellulaire qui est détecté et transmis par des récepteurs spécifiques.
Elle peut étre initiée par la liaison de ligand de mort tels que Fas/CD95 ligand (FasL/CD95L),
TNFa (Tumor Necrosis Factor «) et les ligands de la famille TNF (comme TRAIL), a différents
récepteurs : Fas/CD95, TNFR1 (récepteur a TNFa), récepteurs a TRAIL... Ces récepteurs
contiennent un domaine de mort cytoplasmique dit DD (Death Domain) qui est nécessaire
pour I'activation directe de la cascade apoptotique.
Apres liaison du ligand, le récepteur de mort se trimérise puis recrute, par I'intermédiaire de
son DD, des protéines adaptatrices spécifiques pour former le DISC (Death-Inducing Signaling
Complex). Le DISC active la procaspase 8 qui a son tour active et clive la caspase 3 induisant
ainsi 'apoptose (voie de signalisation de type 1).
Pour des faibles niveaux de caspase 8 active, le signal de mort peut étre amplifié par le clivage

de Bid par la caspase 8 (voie de signalisation de type 2). La forme tronquée de Bid, dite tBid,
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permet sa translocation dans la mitochondrie ou il est capable d’interagir avec Bax et Bak et

ainsi activer la voie intrinseque de I'apoptose (Figure 12).

Vole extrinséque

/_\ Voie intrinséque
Récepteur X

APOPTOSE

Figure 12 : Représentation de I'apoptose
(Galluzzi et al., Cell Death Differ, 2018)*%*

La voie extrinséque met en jeu les récepteurs de mort (Fas/CD95, TNFR...) contenant un domaine de mort
cytoplasmique dit DD (Death Domain) qui sont activés par la liaison a des ligands, tels que TNFa et Fas-
ligand. Apres liaison du ligand, le récepteur de mort se trimérise puis recrute, par I'intermédiaire de son
DD, des protéines adaptatrices spécifiques (FADD) pour former le DISC (Death-Inducing Signaling
Complex). Le DISC active la procaspase 8 qui G son tour active et clive la caspase 3 responsable du
processus de mort. Pour des faibles niveaux de caspase 8 active, le signal de mort peut étre amplifié
par le clivage de Bid par la caspase 8. La forme tronquée de Bid (tBid) permet sa translocation dans la
mitochondrie ot elle est capable d’agir avec Bax et Bak et ainsi activer et amplifier la voie intrinseque.
En I'absence de signal de mort, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL) empéchent la
perméabilisation de la membrane mitochondriale en inhibant I'oligidimérisation de Bax et Bak. En
réponse a un stress, tel que I'IR, la voie intrinseque est induite et met en jeu la mitochondrie dont la
membrane externe se perméabilise (MOMP) par oligodimérisation des protéines pro-apoptotiques de la
famille Bcl-2 (Bax et Bak), responsable d’une libération du cytochrome C dans le cytosol. Le cytochrome
C cytosolique permet la formation de I'apoptosome (complexe protéique composé de la

procaspase 9, APAF-1, du cytochrome c) et I'activation de la caspase 9 qui sont responsables de
I'activation de la caspase 3. Les protéines pro-apoptotiques BH3-only, sont activées et sont responsables
d’une activation de Bax-Bak soit directement, soit indirectement par séquestration de protéines anti-
apoptotiques Bcl-2.

47



b. Voie intrinséque de I'apoptose

L’apoptose intrinseque impliquant la mitochondrie est la voie d’induction la plus
fréquente. Elle peut étre déclenchée par divers stress intracellulaires : dommages a I’ADN,
choc thermique, UV, agents chimiothérapeutiques, stress oxydatif, surcharge calcique,
accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique...

Ces stimuli sont intégrés au niveau de la mitochondrie par les protéines de la famille Bcl-2
aboutissant a la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (MOMP pour
Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). La MOMP est dépendante de I'oligo-
dimérisation de Bax et Bak (membres pro-apoptotiques effecteurs de la famille Bcl-2) qui
forment un pore dans la membrane externe mitochondriale conduisant a la libération des
protéines de I'espace inter-membranaire vers le cytosol. Parmi ces protéines, le cytochrome
C s’associe avec Apaf-1 et la procaspase 3 pour former un complexe nommé apoptosome. Ce
complexe permet une amplification du signal de mort par une auto-activation de la caspase 9
qui a son tour active les caspases effectrices (caspase 3, 6, 7)*3*. En I'absence de signal de
mort, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 empéchent la perméabilisation de la membrane

mitochondriale en inhibant I'oligodimérisation de Bax et Bak (Figure 12).

C. Lescaspases

Les caspases (Cysteine-dependant ASPartate-specific proteASES) sont des protéases a
cystéine constituant la famille de protéines composée de 12 membres (caspases 1 a 10, 12 et
14). Elles sont essentielles dans les processus d’apoptose, d’inflammation et de
différenciation. Elles sont présentes dans le cytosol sous leur forme pro-enzyme inactive.

Les caspases impliquées dans I'apoptose se distinguent en 2 groupes : les caspases initiatrices
(caspase 8, 9 et 10) et les caspases effectrices (caspase 3, 6 et 7).

Les caspases initiatrices 8 et 10 sont recrutées au niveau du DISC des récepteurs de mort
de la voie extrinseque. Leur activation au sein du DISC permet le clivage de Bid qui amplifie
ainsi le signal par I'intermédiaire de la mitochondrie (voie de signalisation de type 2) et/ou
I'activation directe des caspases effectrices (voie de signalisation de type 1). La caspase
initiatrice 9 est recrutée, grace a Apaf-1 et au cytochrome ¢, au sein de I'apoptosome. Ce
dernier est un complexe protéique constitué par Apaf-1, le cytochrome c et la procaspase 9 ;

qui est essentiel au déroulement du processus apoptotique de la voie intrinseéque.En I'absence
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de cytochrome c, Apaf-1 est sous forme monomérique dans le cytosol et ne peut pas activer
la procaspase 9. Lorsque le cytochrome c est libéré dans le cytosol, il se fixe a Apaf-1 qui
change de conformation, permettant son heptamérisation en présence d’ATP. Ainsi, la
procaspase 9 est recrutée et activée pour amplifier le signal par auto-activation et pour activer
les caspases effectrices.

Les caspases effectrices 3, 6 et 7 sont les principaux effecteurs du signal apoptotique.
Apreés activation par les caspases initiatrices, elles sont responsables du clivage de la majorité
des substrats au cours de I'apoptose. Les substrats des caspases effectrices sont impliqués
dans le maintien de l'intégrité structurelle de la cellule, dans la réparation de I’ADN, dans la
régulation du cycle cellulaire, dans la signalisation cellulaire, dans les fonctions
mitochondriales, dans la fragmentation de I’ADN ou dans I’exécution de I'apoptose (caspases,
Bid). Le clivage de ces substrats induit un gain ou une perte de fonction, permettant de réguler
ou de favoriser la mort cellulaire®®.

Le processus d’activation des caspases est irréversible et finement controlé pour éviter
une induction accidentelle de I'apoptose par des protéines inhibitrices. Parmi celle-ci, les
protéines des IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) sont connues pour leur effet anti-
apoptotique par liaison et séquestration des caspases. Bien que les différents IAPs peuvent

tous se lier aux caspases, seul XIAP a réellement montré un effet inhibiteur3e,

d. Mort apoptotique induite par I'IR myocardique

Tout d’abord, les cardiomyocytes représentent environ 30% de la population cellulaire
cardiaque totale!®’. Ainsi, cette hétérogénéité cellulaire souligne les limites de I’étude de
I'apoptose a I'échelle du cceur entier. En effet, en raison des faibles niveaux d’expression
d'Apafl et de caspases au sein des cardiomyocytes, les cellules autres que les cardiomyocytes
du cceur semblent davantage sensibles a I'apoptose®38.

Dans les coeurs de rats, I'apoptose est maximale a lissue de 4,5 heures d’occlusion
coronarienne tandis que la nécrose le devient aprés 24 heures%.

De plus, la reperfusion semble accélérer I'apparition des Ilésions apoptotiques
comparativement a une phase d’ischémie isolée (ex: occlusion coronaire seule sans
reperfusion)4%141 En effet, en 2000, Zhao et al. confirme ce phénoméne sur un modéle canin,
en montrant que la proportion de cellules apoptotiques au sein de la zone péri-nécrotique

(aire a risque (AAR)) est multipliée par 4 aprés 1 heure d’occlusion suivie de 6 heures de
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reperfusion par rapport a une occlusion coronarienne permanente pendant 7 heures'#?. La
zone péri-nécrotique est définie comme la zone a risque du myocarde recouvrant
immédiatement la zone nécrotique. Depuis, de nombreux travaux supplémentaires
reproductibles au sein d’organes différents, utilisant divers modeles d'IR globale ou régionale
ont également confirmé que la reperfusion était responsable du déclenchement et/ou de
I’accélération des lésions apoptotiques liée a I'IR143144145,

Que ce soit au dépens des cellules d’origine myocardique ou non, les caspases restent les
acteurs indispensables de I'apoptose en situation de souffrance myocardique notamment
d’IR¥®147 Condorelli et al. ont montré que des souris transgéniques surexprimant la caspase
3 spécifique du tissu cardiaque, soumises a une IR myocardique, présentaient une taille de
I'infarctus accrue et une plus forte susceptibilité a la mort comparativement aux souris
contréle!®®. Au contraire, la surexpression d’IAP2 induirait une réduction de la souffrance
myocardique dans un modéle de coeur isolé-perfusé de souris!*.

Concernant I'implication de la voie extrinseque de I'apoptose, les souris dépourvues de FAS
(souris Ipr) présentent une diminution de I'apoptose des cardiomyocytes ainsi qu’une
réduction marquée de la taille de l'infarctus a la suite de I'lR**°. Quant a TNFR1 ou TNFR2, leurs
absences d’expression isolées n'affectent pas la taille de l'infarctus. En revanche, leur
suppression couplée entraine des infarctus significativement plus importants a la suite d'une
occlusion coronarienne soutenue®®?,

Enfin, la voie intrinséque mitochondriale est également impliquée puisque I'inhibition de Bax
ou la surexpression de Bcl-2 spécifiques des cardiomyocytes murins réduit leur apoptose, la
taille de I'infarctus et le dysfonctionnement cardiaque aprés une IR?2153,

Au total, ces données témoignent du réle majeur joué de I'apoptose et de ces différents

mécanismes dans la mort cellulaire induite par I'IR.

3) Morts indépendantes des caspases

Les morts indépendantes des caspases représentent un ensemble de mécanismes de mort
caractérisée par l'absence d’activation des caspases. Des processus de mort distincts

répondant a ce critére ont pu étre caractérisés : nécrose, nécroptose, autophagie, CICD...
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a. Nécrose et nécroptose

La nécrose se caractérise morphologiquement par une absence de condensation de la
chromatine, absence de fragmentation de I'ADN, une augmentation du volume
cytoplasmique, un gonflement des organelles, la rupture précoce de la membrane plasmique,

et par conséquent la perte du contenu intracellulaire (Figure 13).
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Figure 13 : Caractérisation morphologiques de la nécrose

(Kroemer et al., Cell Death Differ, 2009)***

Pendant de nombreuses années la nécrose a été définie comme une mort accidentelle et

incontrolée, cependant la nécrose peut étre régulée par des voies de signalisation et des
mécanismes cataboliques!?*. Le terme nécroptose désigne I'une des formes régulée de la
nécrose. Elle est observée en présence de stimuli apoptotiques de la voie extrinséque de
I’'apoptose par I'intermédiaire des récepteurs de mort et des Toll-like recepteurs (TLR), et en
présence d’inhibiteur de caspases, avec les caractéristiques morphologiques de la nécrose et
s’effectue selon une cinétique plus rapide que I"apoptose®*.
La nécroptose est généralement considéré comme un mode hautement pro-inflammatoire de
la mort cellulaire, en raison de la libération de « signaux de danger » (DAMPS, Damage
Associated Molecular Patterns) intracellulaires qui favorisent I'inflammation®>®. Bien qu’elle
soit impliquée dans des pathologies a forte signature inflammatoire (pancréatite, maladie de
Crohn), elle jouerait également un role dans la pathogénese de la mort cellulaire induite par
|’|R157'158.

Les mécanismes impliqués dans le processus nécroptotique restent encore mal connus.
Cependant, 'activation des Ser/Thr kinases RIP1 et RIP3 (Receptor Interacting Protein Kinase-
1 et 3) est essentielle pour induire la rupture nécroptotique de la membrane cellulaire

consécutive a la relocalisation membranaire de MLKL (Mixed-Lineage Kinase domain-Like
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pseudokinase)*°(Figure 14). En conséquence, la majorité des études portant sur les lésions
d’IR myocardiques aigués et chroniques évoluant vers une insuffisance cardiaque indiquent
que l'axe de signalisation membranaire RIP1-RIP3-MLKL est central dans le développement
des lésions nécroptotiques®®. Ces derniéres sont a I'origine d’une altération de la fonction
myocardique et d’'un remodelage cardiaque défavorable'®’.

Par ailleurs, seul un nombre trés limité d'études s’est intéressé ont étudié au role des
mitochondries dans ce processus. Néanmoins, I'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique
allostérique sélectif du RIP1, la nécrostatine-1 (Nec-1), permet de réduire la taille de l'infarctus
de souris contréle. En revanche, la Nec-1 n’est pas en mesure de protéger le myocarde de
souris inhibée pour la cyclophiline D (souris CypD-/-), suggérant que cette protéine essentielle
au maintien de la fermeture du mPTP, pourrait étre impliqué dans la signalisation de la
nécroptosel62163,

De plus, I'activation RIP-3 dépendante de la CaMKIl (Ca%*/calmoduline-dépendante protein
Kinase 1), régulatrice du mPTP, est susceptible de déclencher son ouverture au cours de la
nécroptose induite par I'IR¢4,

Enfin, des analyses des compartiments cellulaires réalisées en situation d’hypoxie-
réoxygénation ont révélé que RIP3 était soit localisée d’emblée soit relocalisée au niveau des
mitochondries afin d’interagir avec la protéine de fission mitochondriale DRP1 (Dynamin-1-
like protein); mais pas avec RIP1 et MLKL4%> Qutre les protéines RIP1, RIP3 et MLKL, les
niveaux d’expression de PGAMS5 (PhosphoGlycerate mutase family Member 5) ; une Ser/Thr
phosphatase atypique qui déphosphoryle et active DRP1 ; sont également augmentés en cas
de nécroptose induite par I'IR'®®. Ainsi, ces résultats fournissent la preuve que le processus

de nécroptose peut étre activé de maniere canonique mais aussi non canonique (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation des voies canoniques et non canoniques de la nécroptose
(Davidson et al. J Cell Mol Med 2020)*°”

L'IR provogue une augmentation des niveaux ou une phosphorylation activatrice de RIP1 et RIP3, MILKL
(voie canonique) et PGAMS5. RIP3 est transloqguée dans les mitochondries et interagit avec PGAMS5 et
DRP1. PGAMS5 déphosphoryle et active DRP1, ce qui entraine la fission et le dysfonctionnement des
mitochondries. De plus, I'activation RIP3-dépendante de CaMKIl peut déclencher la nécroptose par le
biais du MPTP (voie non canonique). Le dysfonctionnement mitochondrial conduit finalement a la
formation du nécroptosome constitué de RIP1, RIP3 et MLKL activées, conduisant a la mort cellulaire par
nécroptose.

a. Autophagie

La mort cellulaire autophagique est un concept trés débattu. En effet, I'autophagie est
souvent décrite comme un processus accompagnant la mort cellulaire et peu comme un
mécanisme directement responsable de mort cellulaire. |l serait plus juste de la considérer
comme une voie de recyclage afin de souligner son réle dans la physiologie cellulaire.

Pour étre qualifiée de mort autophagique, la cellule mourante doit présenter les critéres
suivants : mort cellulaire non apoptotique indépendante des caspases, augmentation des
marqueurs de I'autophagie (vacuolisation cytoplasmique, lipidation LC3/ATGS, dégradation
p62/SQSTM1, formation d’autophagosomes) et une prévention de la mort cellulaire
autophagique par une approche pharmacologique (inhibiteur) ou génétique (siRNA)68169,

Ce processus est également activé lors des conditions associées a I'IR (privation d'énergie,
stress oxydatif...) afin de tendre in fine vers la survie cellulaire en générant d’une part des
acides aminés et des acides gras pour le maintien de la fonction cellulaire ; ou en éliminant
d’autre part les organites endommagés, les protéines oxydées ainsi que les agrégats

protéiquest’®,
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b. CICD (Caspase Independent Cell Death)

La CICD est une mort cellulaire indépendante des caspases en réponse a un stimulus
induisant normalement I'apoptose, qui présente certains critéres d’apoptose comme la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (MOMP) et I'absence d’autres
critéres d’apoptose comme I'externalisation des phosphatidylsérines. La CICD a lieu avec une
cinétique plus lente que l'apoptose et pourrait constituer un mécanisme de secours

permettant I’élimination des cellules lorsque la voie apoptotique est déficiente!’?.
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Résumé Partie IV

La mort cellulaire la mieux caractérisée est I'apoptose, orchestrée par une famille de
protéases appelées les caspases.

Il existe d’autres types de mort indépendants de 'activation des caspases comme la
nécroptose et la mort cellulaire indépendante des caspases (CICD)

En dehors de la nécrose, les lésions d’IR induisent la mort cellulaire par apoptose située
majoritairement au sein de la zone péri-nécrotique ou « aire a risque ».

L’apoptose est initiée lors de la phase d’ischémie et est accélérée et amplifiée lors de
la phase de reperfusion.
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V. Les protéines de la famille Bcl-2

1) Contexte historique et généralités

Les connaissances moléculaires sur I'apoptose sont nées dans les années 1980 et 1990
grace a la remarquable convergence entre les progres cytogénétiques et biochimiques en
matiere de lutte contre le cancer chez les mammiferes et les études génétiques pionniéres sur
la mort cellulaire programmeée dans le développement du nématode Caenorhabditis elegans.
Le géne BCL-2, jusqu'alors inconnu, a été identifié a partir de la région du point de rupture
d'une translocation chromosomique récurrente dans un lymphome folliculaire humain!’2.
Depuis une vingtaine d’année, la famille des protéines Bcl-2 est reconnue comme un élément
régulateur majeur du processus de mort cellulaire!’®. Compte tenu de ses effets favorisant la
survie cellulaire, BCL-2 a été identifiée comme un oncogéne. D'autres études ont identifié un
certain nombre d'autres protéines ayant jusqu'a quatre régions d'homologie avec Bcl-2. Ces
régions sont qualifiées de domaines d'homologie de Bcl-2 (BH). Les différents membres de la
famille Bcl-2 sont impliqués dans la régulation de I'apoptose. Certaines protéines déclenchent
un signal anti-apoptotique (par exemple, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1) tandis que d'autres
protéines favorisent le processus de mort cellulaire (par exemple, Bad, Bak, Bax, Bid, Bim, Bik).
Les fonctions de ces protéines se sont pendant longtemps avérées insaisissables, notamment
en raison de leur capacité a agir de maniére indépendante et/ou a interagir avec les autres
membres de la famille Bcl-2. Le site d'action principal des protéines de la famille Bcl-2 est la
mitochondrie, ou elles régulent la libération du cytochrome c et d'autres protéines induisant
I'apoptose de l'espace intermembranaire mitochondrial. Cependant, Bcl-2 est également
localisée au niveau de I'ER et des membranes nucléaires et peut influencer la mort cellulaire
inhérentes a ces organites!’417>,

Dans un premier temps, aprés avoir détaillé la structure et la fonction des protéines anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2, je m’intéresserai a leurs interactions conduisant a la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP), étape cruciale de
I'apoptose. Puis, je détaillerai les modes de régulations des membres anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 tels que Bcl-xL, Bcl-2 et Mcl-1 ainsi que leur implication au sein du myocarde.
Enfin, j'accorderai une attention particuliere a la protéine anti-apoptotique Bcl-xL que j'ai

étudié plus précisément pendant ma thése.
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2) Structures et fonctions

Les membres de la famille Bcl-2 (B-cell CLL / Lymphoma-2) régulent I'intégrité de la
membrane mitochondriale externe. lls sont constitués de domaines BH qui les divisent en 3
catégories (Figure 15) :

- Bcl-2 anti-apoptotiques qui possédent 4 domaines BH (BH1 a BH4) Bcl-2, Bcl-xL (Bcl-2-
related gene long isiform), Bcl-w (également connu sous le nom de BCL2L2), Al (Bcl-2-related
gene Al, également appelée BFL1 chez I'homme), BCL-B (également appelée BCL2L10), Mcl-1
(Myeloid Cell Leukemia 1), sont des protéines inhibitrices qui interagissent avec les protéines
pro-apoptotiques pour empécher la MOMP.

- Bcl-2 pro-apoptotiques effectrice qui possedent eux aussi 4 domaines BH : Bax (Bcl-2
Associated X protein), Bak (Bcl-2 Antagonit Killer 1) et Bok (Bcl-2-related Ovarian Killer), sont
des proteines effectrices qui induisent directement la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe (MOMP) par oligodimérisation.

- Bcl-2 pro-apoptotique BH3-only (Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa, Puma, Hrk, Bmf) sont
caractérisés par leur capacité a interagir avec les protéines pro-apoptotiques effectrices et les
protéines anti-apoptotiques.

La survie ou la mort cellulaire dépend donc de I'interaction entre les différents membres
anti-apoptotiques (empéchant la MOMP) et les membres pro-apoptotiques (favorisant la

MOMP).
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Figure 15 : Domaines BH des membres de la famille Bcl-2
(Martinou et Youle, Dev Cell 2011)*7°

Les protéines de la famille Bcl-2 se divisent en trois groupes selon leur domaine BH3. Les protéines pro-
apoptotiques effectrices qui induisent directement la MOMP. Les protéines pro-apoptotiques BH3-only
qui sont capables d’intéragir avec les protéines proapoptotiques effectrices et les protéines anti-
apoptotiques. Les protéines antiapoptotiques empéchent la MOMP en inhibant I'activité des protéines
pro-apoptotiques. Les membres anti-apoptotiques et les effecteurs contiennent un domaine
transmembranaire (TM) leur permettant I'ancrage dans la membrane externe mitochondriale.

Les protéines de la famille Bcl-2 existent sous deux états conformationnels : un monomere
soluble cytosolique inactif et un monomere acif lié a la membrane. Compte tenu de leur
homologie de structure et de séquence, il est désormais clairement admis que les six membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 : lui-méme, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Al et Bcl-B ; ainsi que les
protéines effectrices pro-apoptotiques Bax, Bak et Bok partagent quatre domaines BH’ et
adoptent des structures globulaires similaires composée de neuf hélices a formant un faisceau
hélicoidal entourant une hélice centrale hydrophobe (a5) (Figure 16A et 16B) 1’8, Ce domaine
comprend les régions BH1 (a4-a5) et BH2 (a7-a8) d'un c6té, et la région BH3 (a2-a3) de l'autre
cOté. Cette région hydrophobe sert de site de liaison avec le domaine BH3 des protéines Bcl-
2 pro-apoptotiques et est nécessaire a leur activation, en particulier lors de la dimérisation et
de I'oligomérisation’®. Ce sillon hydrophobe sert également de site de liaison pour I'hélice C-
terminale a9 (domaine transmembranaire) de Bax et Bak (site BC), dans leur conformation
inactive cytosolique (Figure 16B) 139181 En plus du site BC, un nouveau site de liaison a été
découvert sur Bax (mais pas encore identifié sur Bak). Il est opposé au site BC et est appelé

site « arriére » (the « rear » groove)'®. Il implique les hélices al et a6, et interagit avec la
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protéine tBid BH3 uniquement pour activer Bax!®

. Le processus d’activation de Bax se
poursuit dés le déplacement et I'insertion de I'hélice a9 dans la membrane mitochondriale.

De maniere identique aux membres pro-apoptotiques, I'hélice a9 du domaine

transmembranaire de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL est liée a son site hydrophobe BC
dans sa forme inactive cytosolique!’®. Une fois activée aprés son ancrage dans la membrane
externe mitochondriale, Bcl-xL empéche le recrutement de tBid et de Bax cytosolique sur la
membrane et inhibe ainsi I'activation et I'oligomérisation de Bax*®.
Bcl-xL exerce son activité anti-apoptotique au sein de divers types de cellules®. Les souris
déficientes en Bcl-xL meurent vers le 14e jour de Il'embryogenése en raison d'une
érythropoiése feetale défectueuse et de dégénérescence neuronale!®. De plus, la perte d'un
seul alléle issu du gene Bcl2/1 (Bcl-2 like 1) codant pour Bcl-xL entrave la spermatogenese et
induit une thrombopénie'® 87 |3 perte des deux alléles est fatale pour les hépatocytes et est
a l'origine d’une fibrose hépatique!8,

Bien que leur structure soit globalement similaire, les propriétés du site hydrophobe
contenu dans Bcl-2 et Bcl-xL difféerent de maniére significative dans la composition des acides
aminés qui tapissent le sillon. Ainsi, cette différence retentit sur le plan fonctionnel
notamment en terme d’interaction avec les résidus hydrophobes et également en terme de
distribution de charge. On peut donc en déduire qu’en cas de dimérisation, Bcl-2 et Bcl-xL

privilégieraient des interactions avec des partenaires spécifiques'®.
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Figure 16 : Structure repliée des membres de la famille Bcl-2
(Czabotar et al. Nat Rev Mol Cell Biol,2014'¢%)

La structure repliée des protéines de la famille Bcl-2 est constitué de sept hélices a-amphipathiques
regroupées autour d'une hélice hydrophobe centrale (a5). Cette structure est partagée par les membres
anti-apoptotique de la famille, illustrés ici par Bcl-xL (A), et par les membres pro-apoptotiques sous leur
forme inactive, représentées ici par Bax cytosolique (B) dont le domaine transmembranaire (a9) est
séquestré au niveau du site BC.
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3) Perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MOMP)

La MOMP est I'événement clé associé a la voie intrinséque de I'apoptose®190, 'intégrité
et la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MOM) sont fortement
régulées et contrélées par les interactions entre les différentes protéines de la famille Bcl-2 et
la membrane mitochondriale.
Bien que les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 se trouvent a la fois dans le cytosol
(Bax) ou ancrées au niveau de la membrane externe mitochondriale (Bak), elles sont recrutées
a la OMM, aprés activation par des stimuli pro-apoptotiques (hypoxie, rayons UV, agents de
chimiothérapie...), afin d’induire la perméabilisation de la membrane. Pour comprendre le
mécanisme par lequel les protéines de la famille Bcl-2 induisent la MOMP, des travaux se sont
intéressés aux changements morphologiques de la membrane mitochondriale induits par la
famille Bcl-2 en utilisant I'imagerie par fluorescence sur des mitochondries natives et des
modeles de membranes mitochondriales. Un certain nombre de modeles ont été décrits
incluant la modulation par les protéines de la famille Bcl-2 du complexe de pore de transition
de perméabilité mitochondriale (mPTP). Le mPTP est constitué d'un assemblage
multiprotéique dans lequel interviennent I’ANT (transporteur des nucléotides adényliques),
cyclophiline D, la porine (Voltage-Dependent Anion Channel ou VDAC), la créatine Kinase (CK),
I’hexokinase, le récepteur des benzodiazépines ainsi que des protéines pro-apoptotiques de
la famille Bcl-2 telles que Bax'%!. Des études antérieures ont montré que la délétion des
composants du mPTP n'a aucun effet sur le MOMP et I'apoptose, indiquant que l'interaction
avec le mPTP n'est pas nécessaire pour la MOMP®°2, De plus, les protéines pro-apoptotiques
de la famille Bcl-2 sont également capables d'interagir avec les sphingolipides membranaires
impliqués dans la formation de canaux céramides afin d’induire la MOMP ou en formant des
canaux de libération de cytochrome c sur la OMM fonctionnellement lié a l'interaction
Bax/Bak!93:194,

Au total, I'activation de Bax/Bak suivi de leur oligodimérisation reste I'étape indispensable

dans la formation du pore apoptotique induisant la MOMP*%,
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4) Activation Bax-Bak

Les protéines Bax et Bak sont responsables de la MOMP. Ces deux protéines sont quasi-

redondantes mais de localisation différente : Bax est cytosolique et Bak est intégrée a la
membrane mitochondriale externe.
Apres un signal de mort, Bax et Bak interagissent pour former des diméres et conduire ainsi a
la formation d’un pore dans la membrane mitochondriale externe mesurant 25-100 nm?. La
nature de ce port n’est pas clairement déterminée mais sa formation est responsable de la
fuite du contenu de I'espace inter-membranaire mitochondriale, notamment une libération
du cytochrome c et dissipation du potentiel mitochondriale (A¥m). D’autres protéines sont
également libérées : Smac/Diablo, AIF, Omi/HtrA2 favorisant la mort cellulaire par apoptose
en inhibant la fonction des protéines inhibant les caspases.

Les protéines Bax et Bak sont présentes dans la cellule sous forme inactive et leur
activation aprés un signal de mort est régulée par les autres membres de la famille Bcl-218%,
Bax et Bak peuvent étre activées de maniere indirecte. Les protéines anti-apoptotiques (Bcl-
2, Bcl-xL, Mcl-1) séquestrent Bax et Bak pour empécher la MOMP. Apres un signal de mort,
les protéines BH3-only induites vont interagir et étre séquestrées par les protéines anti-
apoptotiques pour permettre la libération de Bax et Bak qui deviendront alors actifs (Figure
12)197,

Bax et Bak peuvent également étre activées de maniere directe par interaction avec les

protéines « BH3-only ».

5) Régulation des protéines des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1
a. Généralités

Les membres de la famille Bcl-2 sont régulés par différents mécanismes au niveau
transcriptionnel, traductionnel ou post-traductionnel (clivage, phosphorylation, dégradation,
séquestration...) pour déclencher ou empécher le signal apoptotique. A I'état basal, les
membres Bcl-2 sont localisés dans différents compartiments subcellulaires. Suite a un signal
de mort, ils sont relocalisés a la membrane mitochondriale externe pour induire ou inhiber la

MOMP.
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Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont principalement phosphorylés au
niveau de leurs résidus Serine (Ser) ou Thréonine (Thr) au sein des hélices al-a2 (domaines
BH4-BH3). Or, ces modes de régulation (souvent sur les mémes résidus) sont responsables
soit d’'une diminution soit d’'une augmentation de leur activité anti-apoptotique, de la
modulation de leur stabilité, d’un blocage du cycle cellulaire, de modifications de leur capacité
d'association avec d'autres protéines et de leur localisation subcellulaire®®!%°, par exemple,
des données récentes montrent que la phosphorylation du Bcl-2 au niveau de Ser70, ou de
plusieurs autres résidus de I'anse, entraine une modification de la conformation de I'anse,
intensifiant la liaison de Bcl-2 avec Bak et Bim, rendant ainsi les cellules plus résistantes aux
agents de chimiothérapie?®. On peut donc supposer que la modulation de la conformation
des boucles de Bcl-2 influence son niveau d’association avec d'autres protéines.

Mcl-1 est soumise a une régulation stricte en termes de transcription, de traduction et de
renouvellement des protéines en raison de sa trés courte demi-vie (inférieure a 30
minutes)?%1202, Mcl-1 est dégradé soit par une voie indépendante du systéme ubiquitine-
protéasome soit par le protéasome une fois ciblée par différentes ubiquitines ligases (telles
gue MULE (également connu sous le nom de HUWEI), BTrCP (B-transducin repeat-containing
protein), FBW7 (F-box et WD40 domain-containing 7; également connu sous le nom de
FBXW7)2%2, Au contraire, Mcl-1 est stabilisée par la déubiquitylase USP9X?%. La région N-
terminale de Mcl-1 régule également sa stabilité ; la coupure du segment N-terminal de Mcl-
1 géneére un isoforme situé dans la matrice mitochondriale, impliqué dans la structure et les

fonction mitochondriales?1204,

b. Au niveau du myocarde

De nombreuses protéines de la famille Bcl-2 sont exprimées dans le myocarde. Comme
prévu, Bcl-2 et Bcl-xL sont détectées au sein de la fraction mitochondriale de la cellule. Quant
a Bad, Bax et Bid; leurs localisations alternent entre la fraction soluble de la cellule et les
mitochondries?%>2%6.297 - Ay cours du développement postnatal, 'expression des membres
anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL est augmentée par rapport a la quantité totale de protéines
dans le cceur, tandis que I'expression des membres pro-apoptotiques Bad et Bax diminue?®,

En effet, 'augmentation de taille de chaque cardiomyocytes dans lesquels I’expression de Bcl-

2 et Bcl-xL augmente en parallele, contribue a la croissance globale post-natale du cceur. Ceci
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est probablement une conséquence de I'augmentation du contenu mitochondrial requis pour

183 En revanche, Bad et Bax semblent absents des

la croissance des cardiomyocytes
mitochondries et moins exprimées par rapport a la quantité de protéine cellulaire totale. Da
la méme maniére que dans les autres types cellulaires, les protéines de la famille Bcl-2
interviennent dans la modulation de 'apoptose des cardiomyocytes. Chez ’lhomme, divers
processus pathologiques d’installation chronique tels que la cardiomyopathie dilatée et la
cardiopathie ischémique?®®2%, ou plus aigus comme l'infarctus de myocarde ont montré une
prédominance de I'expression des protéines Bcl-2 pro-apoptotiques par rapport aux protéines
anti-apoptotiques?'?,

De plus, il a été montré que la protéine pro-apoptotique Bax est activée dans les
cardiomyocytes en réponse au stress oxydatif?!!. L’atteinte mitochondriale et la taille de
I'infarctus seraient également diminuées sur des modeles in vivo de myocarde de souris Bax-
déficientes comparées a des souris contréle de phénotype sauvage soulignant le role
prépondérant de Bax dans le phénoméne de I'IR?*2,

Par ailleurs, les protéines anti-apoptotiques représenteraient une cible thérapeutique
prometteuse dans la prise en charge des cardiopathies surtout depuis la mise en évidence de
leur potentiel cardioprotecteur vis-a-vis de divers stress cellulaires. Par exemple, la
surexpression de Bcl-2 protege les cardiomyocytes de l'apoptose induite par p53 ou par
hypoxie/ré-oxygénation?13214215 || 3 également été montré que Bcl-2 exerce son effet
cardioprotecteur en augmentant le seuil calcique intracellulaire nécessaire a I'ouverture du
pore de transition de perméabilité mitochondriale au sein des cardiomyocytes?1®,

Contrairement aux autres membres de la famille Bcl-2, I'inhibition de I’expression de Mcl-
1 dans les cardiomyocytes provoque une cardiomyopathie et une insuffisance cardiaque
d’installation rapide, confirmant son role essentiel dans le développement cardiaque
embryonnaire?!’. Cette atteinte lésionnelle est probablement attribuable a I'apoptose des
cardiomyocytes car cette derniére est prévenue par I'inhibition concomitante des effecteurs
pro-apoptotiques Bax et Bak?!’. Cependant, compte tenu de la persistance de certaines
anomalies morphologiques et fonctionnelles mitochondriales, Mcl-1 pourrait jouer un réle

supplémentaire au niveau de la mitochondrie, non lié a la mort cellulaire®®*,
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6) Régulation de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL
a. Généralités

Parmi les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques, la protéine Bcl-xL est connue pour son effet
anti-apoptotique en inhibant I'activation Bax-Bak par séquestration. Bcl-xL peut étre régulée
a différents niveaux :

- Au niveau transcriptionnel, I'expression de Bcl-xL est régulée par plusieurs facteurs de
transcription, tels que NFkB?'8, STAT5, HIF1a??, les facteurs de transcription de la famille Ets
et la voie PI3K/Akt via la phosphorylation inhibitrice de FoxO et de Bcl-62%°. En effet, la voie
PI13K/Akt régule I'activation des facteurs de transcription de la famille FoxO. Akt inhibe FoxO
par phosphorylation. FoxO phosphorylé est séquestré dans le cytoplasme. Il ne peut donc plus
activer la transcription de plusieurs génes dont Bcl-6 lui-méme répresseur transcriptionnel de
Bcl-xL2%L,

- Au niveau post-transcriptionnel, le pré-ARNm subit un épissage alternatif donnant soit
une forme courte de Bcl-xL : Bcl-xS capable d’induire I'apoptose ; et une forme longue : Bcl-xL
qui inhibe I'apoptose.

- Au niveau post-traductionnel, la protéine Bcl-xL peut subir des modifications telles
gu’une phosphorylation qui modifie son interaction avec les protéines pro-apoptotiques,
induisant dans la plupart des cas une inhibition de son activité anti-apoptotique. La
phosphorylation de Bcl-xL peut aussi étre contrdlée par la phospshatase PP2A?23, Dans
certaines circonstances, Bcl-xL peut étre la cible des caspases et étre clivée aboutissant a la
formation de fragments ayant une fonction pro-apoptotique??*. Elle peut subir également une
ubiquitination??>22¢ entrainant sa dégradation, une déamidation??”-?%%, une désamination??°

ou une méthylation modifiant son interaction avec les protéines BH3-only.

b. Au niveau du myocarde

La mort des cardiomyocytes par apoptose est impliquée dans la plupart des atteintes
lésionnelles du myocarde telles que la cardiopathie ischémique et I'insuffisance cardiaque?3°,
En tant que membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2, Bcl-xL participe a la régulation fine
du processus apoptotique au sein du myocarde, notamment en situation d’IR?3L. Plusieurs
facteurs de croissance capables d’induire 'augmentation de I'expression de Bcl-xL présentent

des effets cardioprotecteurs dans des modeéles expérimentaux d’IR. Par exemple, Nakamura
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et al. ont rapporté que I'administration d’ HGF (Hepatocyte Growth Factor), puissant mitogene
a la fois pour les hépatocytes et les cellules endothéliales, réduit la taille de la zone d'infarctus
et améliore la fonction cardiaque en empéchant I'apoptose des cardiomyocytes dans un
modéle murin d'IR?32. En outre, ils ont montré que I'expression de Bcl-xL était augmentée
apres administration d’HGF dans le myocarde Iésé et en ont conclu que Bcl-xL contribue aux
effets cardioprotecteurs de I’"HGF. L'IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) a également des effets
cardioprotecteurs contre les Iésions d’IR. En effet, Yamamura et al. ont démontré qu’un
traitement par IGF-1 préalablement a I'IR inhibe la libération de cytochrome c et de créatine
kinase et améliore la fonction ventriculaire gauche en induisant une augmentation de
I’expression de Bcl-xL parallelement a une diminution de I'expression de Bax au sein de la
fraction mitochondriale de cardiomyocytes de rat?33. Ainsi, ceci suggére que la balance
quantitative entre les membres pro/anti-apoptotiques en faveur des protéines anti-
apoptotiques (Bcl-xL) est un déterminant majeur de la survie des cardiomyocytes.

De plus, la surexpression de Bcl-xL induite par transfection ou par transduction de son
peptide actif BH4 protege des lésions générées par I'IR sur modeéle in vivo et ex vivo de
cardiomyocytes de rat?3423>, La littérature rapporte également que I'augmentation de
I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL au niveau du myocarde serait
majoritairement due a une régulation transcriptionnelle en activant le promoteur du gene
codant pour cette protéine d’intérét?3623’_ En revanche, la phosphorylation de Bcl-xL en Ser14
au sein du domaine BH4 dépendante de I'activation de Mst1 (voie de signalisation Hippo) en
situation d’IR empéche la séquestration de Bax. Le maintien de I'activation de Bax conduit a
la mort cellulaire par apoptose?38,

Fort de ces constats, Bcl-xL pourraient jouer un role crucial dans la protection vis-a-vis des
lésions d’apoptose induite par I'IR myocardique. Son effet cardioprotecteur en fait une

potentielle cible de choix pour des stratégies thérapeutiques visant a réguler son expression.
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Résumé Partie V

Les protéines de la famille Bcl-2 agissent tels des baromeétres de la mort cellulaire par
apoptose. L’homéostasie cellulaire est assurée par I'équilibre entre les membres pro-
apoptotiques et anti-apoptotiques ce cette famille de protéines.

Il existe d’autres types de mort indépendants de 'activation des caspases comme la
nécroptose et la mort cellulaire indépendante des caspases (CICD)

L’activation de Bax/Bak suivi de leur oligodimérisation reste |'étape indispensable dans
la formation du pore apoptotique induisant la MOMP.

Les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 séquestrent Bax et Bak
pour empécher la MOMP.

Les domaines BH3 et BH4, site de phosphorylation privilégié des membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2, sont déterminants dans la régulation de leur fonction
anti-apoptotique.

Bcl-xL semble jouer un réle crucial dans la protection vis-a-vis des |ésions d’apoptose
induite par I'IR myocardique.
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VI. Méthode de protection vis-a-vis de I'IR

1) Généralités et définitions

En clinique, I'ischémie-reperfusion est responsable d’une forte mortalité ou de lourdes

séquelles. En chirurgie programmée toute spécialité confondue, I'ischémie-reperfusion
myocardique représente la premiére cause de morbi-mortalité peri-opératoire. Ainsi, de
nombreuses techniques pour limiter ou prévenir les lésions induites par lischémie-
reperfusion ont été développées.
Parmi elles, I’hypothermie thérapeutique est la technique la plus anciennement connue et la
plus utilisée actuellement notamment pour son effet neuroprotecteur prouvé en situation
d’ischémie-reperfusion cérébrale au décours d’un arrét cardio-circulatoire ressuscité’®’*, Sur
le plan biologique, I’hypothermie permet de réduire les |ésions induites par I'ischémie et par
la reperfusion. Durant la phase d’ischémie, I'hypothermie permet le maintien de
I’'homéostasie électrolytique en stabilisant les lipides membranaires, qui limitent les flux
ioniques transmembranaires, et en réduisant le métabolisme cellulaire qui permet de
diminuer les besoins en ATP de la cellule au profit des pompes ioniques. Durant la phase de
reperfusion, I’hypothermie réduit la production d’espéces réactives de I'oxygéne et la réponse
inflammatoire immune, limitant ainsi les lésions protéiques, lipidiques et nucléaires.
Malheureusement, I’"hypothermie n’est pas toujours applicable et n’est pas dénuée d’effets
secondaires graves (trouble du rythme, trouble de ’hémostase, risque infectieux).

A l'état physiologique, tous les organismes vivants en aérobiose produisent des ROS. Ainsi,
il existe, dans la cellule, un systéeme anti-oxydant composé de molécules et d’enzymes anti-
oxydantes neutralisant les ROS produits et empéchant ainsi la génération des lésions d’ADN,
des lipides et des protéines. Les molécules anti-oxydantes sont le glutathion, la vitamine C, la
vitamine E, I'acide alpha-lipoique..., et les enzymes anti-oxydantes sont la superoxyde
dismutase, la catalase, la peroxydase... Cependant, en situation d’ischémie-reperfusion
I’apport exogéne de molécules anti-oxydantes, comme le N-acetyl-cystéine, la vitamine C ou
E n’ont pas fait la preuve formelle de leur efficacité?3°240,

L'approche thérapeutique traditionnelle de lI'ischémie du myocarde vise a rétablir un
équilibre dans la balance entre les besoins et les apports en oxygéne du myocarde. Sur le plan

pharmacologique, une abondante littérature a notamment discuté I'intérét des béte-
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241 Une autre facon d’aborder cette

bloguants durant la phase péri-opératoire

problématique consiste a analyser les désordres mécaniques, métaboliques et
électrophysiologiques induits par I'IR, et a tenter d’enrayer ces phénomenes par I'application
de techniques de cardioprotection tel que le préconditionnement agissant sur les mécanismes
intimes de I'IR?42,
Le préconditionnement est basé sur le principe d’adaptation cellulaire ou lorsqu’une cellule
est soumise a un stress sublétal (courte durée et faible intensité), celle-ci est capable
secondairement de résister a une nouvelle exposition a ce stress mais a une dose qui lui est
normalement |étale.

L’anesthésiste-réanimateur est en premiere ligne afin d’assurer la protection des organes
par le préconditionnement puisqu’il sait, d’aprés la programmation des interventions
prévues ; en chirurgie cardiaque ou non cardiaque (vasculaire, hépatique, orthopédique) ;
quand se produira l'ischémie myocardique et/ou des autres organes d’intérét. En revanche
chez les patients victimes d’un infarctus du myocarde, en période péri-opératoire ou non,
I'ischémie myocardique se produit avant qu'une intervention de préconditionnement puisse
étre effectuée. Dans ces circonstances, il est également possible d'effectuer une manceuvre
de conditionnement ischémique ou pharmacologique aprés le début de I'événement
ischémique, appelé postconditionnement. On parle de postconditionnement ischémique
lorsque de brefs épisodes d'ischémie/reperfusion sont effectués au début de la reperfusion et
protégent 'organe d’intérét contre les lésions d’IR?%3,

Ainsi, je ne détaillerai que les différentes stratégies de préconditionnement,
pharmacologiques et non pharmacologiques rencontrées dans le contexte péri-opératoire
(Figure 17). Parmi ces stratégies de cardioprotection, je me focaliserai davantage sur I'étude
des mécanismes du préconditionnement pharmacologique (PPc) par les agents anesthésiques
volatils de la famille des éthers halogénés (AVH), appelé préconditionnement anesthésique

(APc) que j’ai plus particulierement étudié durant ma these.
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Figure 17 : Représentation des différents timings des stratégies de conditionnement
cardioprotectrices pharmacologiques et non pharmacologiques

(Torregroza et al., Anesth Analg, 2020)°**

Les manceuvres de conditionnment précédant ['ischémie sont appelés préconditionnement.
L’intraconditionnement décrit le traitement pendant l'ischémie indicielle et le postconditionnement
comprend toutes les stratégies appliquées apres l'ischémie pendant la phase de reperfusion. Deuxiéme
ligne = conditionnement ischémique directement au niveau du cceur. Troisiéme ligne = conditionnement
ischémique a distance. Quatriéeme ligne = conditionnement pharmacologique.

2) Stratégies de Préconditionnment non pharmacologiques

a. Pré-conditionnement ischémique (IPc)

Murry et Jennings ont appliqué le concept de préconditionnement vis-a-vis de I'ischémie-
reperfusion myocardique et ils ont montré |'efficacité du préconditionnement dit ischémique
sur la réduction de la taille finale de I'infarctus du myocarde (de 50 a 75%) au décours d’une
occlusion coronaire réalisé chez le chien!'®. Depuis cet article référence, il a été montré aussi
bien expérimentalement que cliniquement, que I'IPc est le phénomene protecteur connu le
plus puissant pour limiter les lésions induites par I'IR11>245,

L'IPc est un phénomeéne résultant du déclenchement d’'une protection endogéne intra-
tissulaire qui consiste en la réalisation d’une succession de breves séquences d’ischémie de 5
minutes espacées de courtes séquences de reperfusion de 5 minutes (trop courtes pour
induire une nécrose myocytaire) avant la survenue d’une occlusion coronaire prolongée (de
durée suffisante pour provoquer un infarctus du myocarde) (Figure 17). Cette découverte

expérimentale est d’ailleurs superposable a une réalité clinique, a savoir qu’un certain nombre
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de patients présentent des épisodes itératifs d’angor (cardiopathie ischémique instable) ou
d’ischémie silencieuse dans les heures ou les jours précédent un infarctus du myocarde. On
sait depuis que les infarctus survenant chez des patients préalablement atteints d’une angine
de poitrine sont moins étendues que lorsqu’il survienne de facon inaugurale?*®,
Malheureusement, les applications cliniques de I'lIPc ne sont pas sans danger et ne sont
pas toujours réalisables. C’est pourquoi, il a été développé d’autres méthodes non-invasives
de pré-conditionnement ischémique tel que le préconditionnement ischémique a distance, ou
de préconditionnement pharmacologique tel que le préconditionnement anesthésique par les

agents anesthésiques volatils de la famille des éthers halogénés.

b. Préconditionnement ischémique a distance (RIPc : Remote Ischemic Preconditioning)

Plus récemment décrit, le RIPc consiste a induire des ischémies plus ou moins répétées
dans un organe (ex : masse musculaire squelettique) en vue d’augmenter la résistance d’un
autre organe de maniére systémique par voie neurogéne ou humorale (Figure 17). La
cardioprotection ne se limite donc pas a un seul organe. Quelques études cliniques
démontrent un bénéfice avec cette technique simple, inoffensive et peu co(teuse. Le
gonflement d’un brassard a pression au bras gauche avant la CEC (3-4 épisodes itératifs de 5
minutes a 200 mmHg) diminue le taux de troponin | postopératoire ainsi que les complications
cardiaques et la mortalité?*’. Cependant, les résultats de grands essais cliniques randomisés
alimentent la controverse concernant la réalité de l'effet protecteur de ce type de
préconditionnement?4:249,

De maniére remarquable, la durée du RIPc et |la période de reperfusion différent selon I'organe
cible, les especes respectives soulignant que le protocole de RIPc idéal n'a pas encore été

déterminé?*°,
3) Stratégies de préconditionnment pharmacologiques en anesthésie
a. Pré-conditionnement anesthésique (APC)

e Définitions et premiere description

Les éthers halogénés (AVH) sont des agents hypnotiques utilisés quotidiennement au bloc

opératoire pour I'induction et I'entretien d’'une anesthésie générale. On distingue plusieurs
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molécules ayant les mémes propriétés : sévoflurane (SEV), isoflurane (I1SO), desflurane. Il s’agit
de composés trés volatiles dont I'administration est réalisée par voie respiratoire par
I'intermédiaire d’un ventilateur spécifique associé a un vaporisateur. lls sont également trés
liposolubles ce qui leur confére la propriété de diffusion passive a travers la membrane
plasmique et la membrane des organites cellulaires.

Depuis le milieu des années 70, I'étude des effets bénéfiques potentiels des agents
anesthésiques halogénés est au coeur de la recherche en anesthésie, en particulier leur role
sur le myocarde ischémique. L'intérét s’est porté successivement sur leurs effets indirects sur
les déterminants de I'équilibre entre les apports et les besoins en oxygéne du myocarde
(diminution des conditions de charge et de contractilité du myocarde), leurs effets directs sur
le réseau vasculaire coronarien (vasodilatation et sténose coronariennes), puis leur capacité
a mimer le mécanisme cardioprotecteur intrinseque de I'lPc.

Ainsi, Bland et Lowenstein 2°! ont rapporté pour la premiére fois une diminution des
anomalies électrocardiographiques (analyse du segment ST) durant une ischémie
myocardique par l'occlusion de I'artére interventriculaire antérieure (IVA) chez des chiens
ayant bénéficiés d’une exposition préalable a I’'halothane. Depuis la publication de cet article
référence, de trés nombreuses études ont fait la preuve de I'effet cardioprotecteur de I’APc

vis-a-vis de I'IR myocardique aussi bien chez I’animal?*2 que chez ’homme?>32>*(Figure 18).
y
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Figure 18 : L’APC diminue la libération de la troponine en post-opératoire d’une chirurgie
cardiaque a cceur arrété

(De Hert et al., Anesthesiology, 2003)?>3

Dosage de la troponine | en pré-opératoire et durant les 36 heures post-opératoire d’une chirurgie
cardiaque a coeur non battant pour pontage aorto-coronaire. L’étude inclus 15 patients par groupe qui
sont appariés sur dge, sexe, IMC, FEVG, antécédents et prémédications. Les valeurs sont exprimées en
moyennes et intervalles de confiance de 95%. Une valeur seuil de troponine | > 2 ng/mL est considérée
comme une valeur positive de souffrance myocardique.
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e Phases de I’APc

Deux phases de protection, de différents délais, ont été identifiés au sein de I'lPc : la phase
précoce et la phase tardive.
La phase précoce débute quelques minutes avant le stimulus ischémique et protége le
myocarde pendant 1 a 2 heures avec une intensité considérable. La phase tardive se produit
24 heures apres l'initiation de I'lPc, sans qu'il soit nécessaire de le répéter, et induit une
protection moins importante mais plus durable dans le temps (environ 72 heures)?>>2°¢
Les phases de protection décrites dans I’APc sont superposables a celles de I'lIPc?* (Figure 19).
La phase précoce impliquerait les canaux potassiques mitochondriaux ATP-dépendants??, la
PKC (protéine kinase C)?°? ainsi que les récepteurs a I'adénosine?®°,
La phase tardive ou de "seconde fenétre" serait liée a la synthése des protéines médiatrices
cytoprotectrices et dure de 24 a 72 heures aprés I'exposition aux gaz halogénés?®!, En 2013,
Qiao et al ont rapporté les mécanismes fondamentaux de la phase tardive de I’APc dans les

cceurs de rats. Ces mécanismes comprennent l'activation de NFkB, la régulation de

I'autophagie et I'atténuation de I'expression de TNFa, IL-1pB et de la caspase 32°2,
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Puissance de la réduction de
la taille de I~ infarctus

Figure 19 : Représentation des phases précoce et tardif de I'’APc
(Chiari et al., Ann Fr Anesth Reanim)?%3

Deux fenétres de préconditionnement anesthésique (APc) mettant en jeu des mécanismes différents ont
été décrits : une fenétre précoce qui dure de une a deux heures, et une fenétre tardive qui apparait entre
24 et 72 heures. La fenétre définit I'espace de temps entre le signal déclenchant (arrét de I'inhalation de
I’halogéné) et I'ischémie longue.
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e Application clinique de I’APc

Les AVH tels que le sévoflurane, l'isoflurane ou le desflurane sont considérés comme

cardioprotecteurs car ils activent ou amorcent des voies de signalisation cellulaires similaires
a celles de I'IPc et du RIPc?%4,
Les premiers essais cliniqgues objectivant un effet protecteur de I’APc se traduisent
essentiellement par une amélioration des critéres de jugement secondaires en rapport avec
la souffrance myocardique (ex : la réduction de la libération de troponine)?%>266:267 D’autres
études menées majoritairement en chirurgie cardiaque (pontage aorto-coronarien) ont
confirmé le bénéfices des agents anesthésiques volatils en terme de cardioprotection?®®. Ceci
a conduit a I'élaboration de recommandations de I'American College of Cardiology et de
I'American Heart Association ainsi que de I'Association européenne de chirurgie
cardiothoracique dans le but de favoriser le recours aux agents volatils en cas d'anesthésie
en chirurgie cardiothoracique?®®27°, Une méta-analyse plus récente a conclu que le SEV réduit
la concentration de troponine Ic post-opératoire par rapport a une anesthésie au propofol et
gu'il est associé a une incidence plus faible d'événements cardiagues majeurs, une diminution
du recours aux agents inotropes ainsi qu’ a une amélioration de I'index cardiaque dans les
suites d’une chirurgie cardiaque?’™.

Toutefois, de nombreux essais évaluant I'effet protecteur de I’APc se sont également
avérés négatifs et n'ont montré aucune réduction des biomarqueurs de souffrance
myocardique aprés chirurgie cardiague ou non cardiaque par l'utilisation d'agents
volatils?’2273:274 Uhlig et al. ont comparé I'effet protecteur des AVH (SEV, ISO, DES) avec les
agents intra-veineux en chirurgie cardiaque et non-cardiaques, incluant 7104 patients
regroupés dans 68 essais clinique randomisés. Les AVH étaient associés, seulement en
chirurgie cardiaque, a une réduction de la mortalité et a moins de complications pulmonaires

251l n'y a pas eu de différence statistiquement significative en terme de

postopératoires
durée de séjour en soins critiques ou a I'hopital indépendamment du type de chirurgie.

La plus grande méta-analyse a été publiée par An et al. 2017, qui ont analysé 27 ECR portant
sur 35 340 patients et comparant la mortalité et I'incidence d’événements cardiaques majeurs
entre le sévoflurane et le propofol, I'anesthésie par agents inhalés nitrés ou non et entre

anesthésie générale et neuroaxiale dans le cadre d'une chirurgie non cardiaque. Ils ont conclu

gue les patients recevant une anesthésie par sévoflurane présentaient une troponine Ic et
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I'incidence de l'ischémie myocardique significativement réduites par rapport au patient sous
propofol. En revanche, ils n'ont pas trouvé de différences concernant le taux de mortalité a

276

30 jours post-opératoires Malgré ces résultats hétérogenes, I'American College of

Cardiology/American Heart Association (AHA) de 2007 recommandent le recours aux
anesthésiques volatils afin de promouvoir la cardioprotection en chirurgie non cardiaque?”’”.
Dans un essai clinique pragmatique et multicentrique récemment publié dans le New
England Journal of Medicine, portant sur 5400 patients bénéficiant d’une chirurgie de pontage
aorto-coronarien isolé, I'utilisation d'anesthésiques volatils (SEV, ISO, DES) au cours de
I'anesthésie par rapport a une anesthésie intraveineuse totale au propofol ne montre pas de
différence significative en terme de mortalité 3 un an post-opératoire?’®. Il n'y avait pas non
plus de différence significative concernant l'incidence d’ évenements cardio-vasculaires
majeurs?’é,

Par conséquent, a ce jour, il n'y a pas de réponse formelle favorisant I'effet cardioprotecteur

des anesthésiques volatils en pratique clinique.

b. Autres agents de préconditionnement connus en anesthésie

e Gaznobles

Les gaz nobles tels que le xénon et I'hélium ont été reconnus comme de puissants agents
de conditionnement pharmacologique au cours des deux derniéres décennies. Bien que tous
les gaz nobles soient définis comme des gaz "inertes", il a été démontré qu'ils sont capables
d’induire un effet protecteur majeur au niveau du coeur et des autres organes chez différentes
espéces animales et chez I'homme?’%28, En tant que gaz mono-atomique, leur couche de
valence n’est constituée d’aucun électron de valence pour former une liaison chimique,
réduisant considérablement leur capacité d’agir avec d’autres composés.

Néanmoins, leurs propriétés cardioprotectrices sont présentes lorsque ces gaz sont appliqués
avant et/ou pendant et/ou apreés I'ischémie?’®. Chez des volontaires sains, I'hélium protége
I'endothélium contre les lésions causées par I'IR?81, En revanche, I application d'un mélange
gazeux contenant 70% hélium pendant 3 périodes successives de 5 minutes avant
(préconditionnement) ou en fin du clampage aortique croisé (post-conditionnement) ou une
combinaison des deux, en chirurgie cardiaque pour des pontages aorto-coronariens n'a pas

d’effet sur la libération postopératoire de troponine?®?. L’anesthésie au xénon est non-
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inférieure a une anesthésie au SEV mais supérieure a une anesthésie intraveineuse totale
avec du propofol en terme de prévention de la souffrance myocardique post-opératoire
(déterminée par la libération de troponine) chez des patients a faible risque bénéficiant d’un
pontage aorto-coronarien?®®. Dans le contexte de l'arrét cardiaque extra-hospitalier,
I'inhalation de xénon combinée a I’hypothermie (par rapport a I'hypothermie seule) pourrait
protéger le myocarde comme en témoigne la réduction significative de la libération de
troponine T?84, Cependant, il n'existe pas encore d'étude de grande envergure, sur des
effectifs plus importants de patients, afin d’évaluer la protection cardiaque induite par les gaz
nobles.

Les mécanismes en cause dans leur effet protecteur mettraient en jeu la phosphorylation de
la PKC (isoforme &) et I'activation de ses cibles d’aval (p38-MAPK (Mitogen-Activated Protein

Kinase) ; MAPKAPK-2 (MAPK-activated protein kinase-2)) et la régulation des cavéolines?8>286

e Propofol

Le réle de cet hypnotique intra-veineux d’usage classique en anesthésie dans les stratégies
cardioprotection a été longuement débattu en raison de sa position plutét contradictoire.
Comme pour les anesthésiques volatils, il a été démontré que le pré- et le post-
conditionnement par le propofol était capable de protéger le coeur contre les lésions d’IR?.
Ses propriétés « conditionnantes » seraient dues a la réduction de la production des ROS et a
la régulation de la surcharge en Ca?* par différents canaux (canaux Ca®* de type L et T) pendant
la reperfusion?®, ainsi qu’a la régulation de I'expression des ARN non codants (microARNs)?8°,

Paradoxalement, bien que le propofol posséde ses propres propriétés cardioprotectrices,
il serait responsable de linhibition de I'effet protecteur des autres méthodes de
préconditionnement (APc, IPc, RIPc) en cas d’administration au cours des manceuvres
d’IPc/RIPc ou de co-administration avec les AVH. Les mécanismes exacts de cet effet
antagoniste majeur sont encore mal connus. Compte tenu de sa nature anti-oxydante (dérivé
de la vitamine E), il pourrait neutraliser les ROS nécessaires a I'activation des voies de

signalisation cardioprotectrices?®’.

e Opioides
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Des preuves solides issues d'études in vitro et in vivo sur modele animal démontrent que
les opioides protégent le myocarde contre I'IR?%, L’ activation des récepteurs opioides
endogenes jouent un role important dans la cardioprotection notamment les récepteurs
opioides k et A?'. Cependant, les preuves cliniques sont rares. En chirurgie cardiaque, les
opioides couramment utilisés, tels que le sufentanil ou le rémifentanil, diminueraient
I’étendue de la souffrance myocardique définie par une réduction de la libération des
biomarqueurs cardiaques?®? Les mécanismes a l'origine de leur effet cardioprotecteur font
intervenir une multitude de voies de signalisation avec leurs seconds messagers et effecteurs
terminaux (PKC, MAPKs, mTOR, NOS inductible...) dont le point de départ classiquement décrit
demeure les récepteurs couplés a la protéine G2, Plus récemment, Melo et al. ont également
décrit le role des ARN non codants (microARNs) dans la cardioprotection induite par les

opioides?®4,

4) Mécanismes de I'lPC et I’APC
a. Généralités

Bien que I'lPc et I’APc soient connus depuis de longue date, les mécanismes d’action et les
voies de signalisation sont encore mal connus. Les mécanismes responsables de la protection
myocardique par les agents anesthésiques ressemblent partiellement a ceux impliqués dans
I"IPc?%4, La plupart de ces mécanismes ont été largement étudiés expérimentalement dans des
modeles animaux. L’activité des récepteurs couplés aux protéines G, la fonction des canaux
ioniques, les kinases de signalisation intracellulaire, la régulation de I'apoptose, la production
d’especes réactives de I'oxygene (ROS) et de I'azote (RNS), I'expresssion génique et la
physiologie mitochondriale ont montrer jouer un réle important dans I'effet protecteur de
I’APC vis-a-vis de I'IR myocardique?®2°%2%7  Plus récemment, de nouvelles voies de
signalisation dépendante du récepteur au VEGF (Vascular Endothelial Groxth Factor)?%, de la

modulation du stress du réticulum endoplasmique?®®

et de la régulation de I'expression d’ARN
non codants (microARNs)3% ont également été décrites.

En I’état actuel des connaissances, aucun mécanisme décrit fait consensus en dehors des
ROS qui se comporteraient comme des initiateurs des voies de signalisation et des effecteurs

intracellulaires responsables de I'effet cardioprotecteur de I’APc par les agents anesthésiques
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volatils30%392.96.95 parmi les kinases activées au sein des diverses voies de signalisation initiées,
la voie des kinases induites en réponse aux lésions de reperfusion (RISK : Reperfusion Injury
Salvage Kinases), représentée notamment par la sérine/thréonine kinase Akt, reste
incontournable en terme de cardioprotection induite par I’APc303:304.244,

Il semble trés probable que les AVH soient capables d’induire plusieurs voies de
signalisation et plusieurs effecteurs convergeant in fine vers la protection mitochondriale,

dont I'effet global soit cardioprotecteur de maniére synergique39>:303,

b. Protéine kinase impliquée dans la voie des RISK : Akt

En 2002, le groupe de travail mené par Yellon décrit pour la premiere fois la « Reperfusion
injury salvage kinase (RISK) pathway » en évaluant les mécanismes sous-jacents de la
protection induite par les facteurs de croissance telle que I'urocortine3. Cette nouvelle
approche pharmacologique, visant a empécher le processus apoptotique, nécessite
I’activation de protéines de survie telles que le couple de kinases PI3K/Akt3"’. La voie des RISK
est en fait une combinaison de deux cascades paralléles : PI3K-Akt et MEK1-ERK1/2. Elle est
considérée comme une cascade de signalisation universelle, partagée par la plupart des
thérapies cardioprotectrices3%,

Avant cela, la sérine/thréonie kinase Akt a été décrite comme une protéine oncogéne et
des études approfondies ont révélé que l'activité d'Akt est augmentée dans de nombreux
types tumorales, contribuant a diminuer la mort des cellules par apoptose et a favoriser la
croissance tumorale3%931% Au niveau du myocarde, Akt participe a la régulation du
métabolisme cellulaire, en paralléle de ses effets sur la survie, la prolifération et la croissance

cellulaire3!

. Nos cellules contiennent trois génes qui codent pour trois isoformes d'Akt,
appelés Aktl (PKBa), Akt2 (PKBB) et Akt3 (PKBy). Tous ces isoformes sont exprimées dans le
coeur, mais Aktl et Akt2 sont les plus abondants dans le myocarde3!2.

De maniére conventionnelle, Akt est prinipalement régulée en amont par la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) en réponse a la stimulation des récepteurs tyrosine
kinases et des récepteurs couplés aux protéines G dans le cceur. Une fois activée la PI3K
phosphoryle les lipides membranaires PIP2 (Phosphatidyl-inositol-diphosphate) en PIP3
(Phosphatidyl-inositol-triphosphate) provoquant le recrutement de PDK-1 (Phosphatidyl-

inositol-dependent-kinase 1) a la membrane. Une fois activée, la kinase PDK-1 phosphoryle

Akt sur sa thréonine 308. Pour étre complétement active, Akt doit également étre
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phosphorylée sur sa sérine 473 par mTORC2 (mammalian Target Of Rapamycin 2)313314 (Figure
19) . Au niveau du cytosol, Akt phosphoryle des cibles d’aval telles que mTOR, GSK-3B et FOXO
impliquées dans la transcription, la dégradation des protéines et le métabolisme cellulaire
312315318(Figure 19). Cependant, une fois activée, Akt n'est pas seulement active dans le
cytosol des cardiomyocytes. En effet, sa relocalisation vers les mitochondries garantit le

respect de leur intégrité, élément clef de la protection et la survie cellulaire3?’.
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Figure 20 : Voie principale d’activation d’Akt par les récepteurs membranaires
(Hennessy et al., Nat Rev Drug Discov, 2005)3'8

La fixation des facteurs de croissance entraine I'autophosphorylation des récepteurs. La PI3K est alors
activée et phosphoryle les lipides membranaires PIP2 (phophatidyl-inositol-diphosphate) en PIP3
(phophatidyl-inositol-triphosphate) permettant le recrutement de PDK1 a la membrane. La phosphatase
lipidique PTEN catalyse la réaction inverse. Une fois activée, la kinase PDK1 phosphoryle Akt sur sa
thréonine 308. Pour étre compléetement acive, Akt doit également étre phosphorylée sur sa sérine 473
par mTOR. PP2A et PHLPP sont les phosphatases responsables de la déphosphorylation et I'inactivation
d’Akt. Akt phosphoryle de nombreuses cibles impliquées dans I'arrét du cycle et la réparation de I’ADN,
la mort cellulaire, le cycle cellulaire, le métabolisme, la croissance cellulaire et la traduction.

En terme de cardioprotection, il a été montré que la voie des RISK suit un schéma
d’activation biphasique dont la premiére phase se déroule au cours d’une manceuvre d’IPc.

Akt est activée dés les cycles de préconditionnement précédant la phase de reperfusion3®.
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L'IPc conduit a la réduction de la taille de l'infarctus dépendante de PDK-1, conduisant
vraisemblablement a une activation en aval d’Akt32°,
Plus récemment, il a été démontré que les kinases PI3K/Akt étaient également impliquées
dans l'effet protecteur de I’APc aussi bien sur modeéle animal que chez ’lhomme3?1322,
De plus, Akt est capable de réguler I'expression des membres anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2. En situation d’APc par l'isoflurane, I'activation d’Akt induit une augmentation de
I’expression de Bcl-2 par phosphorylation inhibitrice de Bad paralléelement a une diminution
de I'expression de Bax3%.

Au total, de nombreuses preuves convergent vers le fait qu'Akt exerce un contréle
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel des protéines de la famille Bcl-2 qui en
réponse assurent la préservation de l'intégrité mitochondriale contre des stress a court et a

long terme tel que I'IR3%4,

c. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 sont des régulateurs majeurs de I'apoptose cellulaire. En
raison de leur activité anti-apoptotique, le role de la famille Bcl-2 dans la cardioprotection
induite par I'APC a été largement étudié3?*. Les membres de la famille Bcl-2 régulent I'intégrité
de la membrane mitochondriale externe et sont modulés par différents mécanismes au niveau
transcriptionnel, traductionnel, ou post-traductionnel (clivage, phosphorylation, dégradation,
séquestration...) pour déclencher ou empécher le signal apoptotique. Lazou et al. ont rapporté
que la modulation de I'expression de Bcl-xL, connue pour son effet anti-apoptotique en
inhibant I'activation Bax-Bak par séquestration, serait impliquée dans I'effet cardioprotecteur
de I'IPc3?. Il a également été démontré que I'IPc (qui active Akt) prévient la diminution du
niveau d'expression de Bcl-2 induite par I'IR32°,

Raphael et al.3?3 et Lu et al.3?” ont montré que I’APC produisait un effet anti-apoptotique
vis-a-vis des lésions d’IR en induisant une augmentation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2
respectivement par l'intermédiaire de la voie PI3K/Akt et |la voie NFkB. De plus, ce mécanisme
est en cohérence avec les résultats expérimentaux rapportés par Wang et al. dans une étude
sur I'APc avec le SEV dans laquelle I'augmentation de I'expression de Bcl-2 protege le
myocarde et est corrélée a une diminution de l'activation de la caspase-3 et donc de

I’apoptose3?,
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d. Protection mitochondriale par les ROS mitochondriaux

Les especes réactives de I'oxygene sont libérées massivement au niveau intracellulaire en
cas de stress oxydatif induit par I'IR. Cette surproduction de ROS va toucher de nombreuses
cibles intracellulaires indispensables a 'homéostasie cellulaire (protéines, lipides, acides
nucléiques...) faisant ainsi évoluer défavorablement les cardiomyocytes vers I'apoptose,
causant de lourdes séquelles tissulaires, conduisant au développement de la plupart des
maladies cardio-vasculaires32%330,

En revanche, de maniere intéressante, de faibles quantités de ROS libérées par les

mitochondries pourraient induire un effet « préconditionnant» et contribuer a la
cardioprotection3%®. Kevin et al. montre qu’un protocole classique d’IPc pratiqué sur des
ceeurs isolés de cochon d’Inde, induit une augmentation mineure a modérée de la formation
de ROS durant la succession de cycles courts d’IR précédant la phase plus longue d'ischémie33!,
La cardioprotection qui en découle semble se traduire par une réduction ultérieure de la
libération de ROS pendant la reperfusion®3?. Le caractére ROS-dépendant de la
cardioprotection induite par I'lPc a été confirmé par approche pharmacologique inhibitrice en
utilisant des agents neutralisateurs de ROS ou ROS scaverger (empéchant la production des
« ROS préconditionnant »)333,
Forts de leur résultat obtenu en situation d’IPc, Kevin et al. sont parvenus a reproduire sur le
méme modele animal leurs résultats au cours de I’APc%. Ils ont montré que le SEV induit une
production faible et transitoire de ROS, dont I'abolition par l'utilisation de ROS scavenger
(MnTBAP : Manganese Tetrakis 4-Benzoic Acid Porphyrin) inhibe I'effet protecteur de I’APC
(Figure 20).
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Figure 21 : Implication des ROS dans le mécanisme de I’APC
(Kevin et al., Anesth Analg, 2003°*)

Mesure de la quantité de ROS par fluorescence (sonde de dihydroéthidium ETH) en présence de
sévoflurane seul (A) ou avec un ROS scavenger (MnTBAP) (B). Mesure de la taille de I'infarctus du
myocarde (C). ISC, ischémie ; APc ; MnTBAP, ROS scavenger.

De plus, il a été démontré que I'lISO avait la capacité de moduler cette production de ROS
dans des cardiomyocytes humains dérivés de cellules souches embryonnaires®3*. De maniére
intéressante, ce mécanisme a également été montré sur du tissu myocardique humain
puisque I'exposition au SEV (2 %) ou au DES (7 %) préalable a une période d'hypoxie de 30
minutes améliore la récupération de la contractilité myocardique auriculaire. L’abolition
pharmacologique de I'effet protecteur par I'application d’un ROS scavenger (MPG : N-[2-
mercaptopropionyl]-glycine) confirme le réle déterminant des ROS dans la cardioprotection
induite par I’APc®.

Cette production de faible quantité de ROS induite par les agents anesthésiques volatils
semblent donc étre I'élément déclencheur d’une cascade de signalisation intracellulaire visant
a protéger le myocarde des lésions myocardiques induites par I'IR33°,

Parmi les cibles potentielles impliquées dans cette cascade de signalisation, les canaux
potassiques mitochondriaux ATP-sensibles (canaux mitoKarp) ont été rapportés comme des
effecteurs potentiels de I'lPc et de I’APc. Les canaux mitoKartp sont présents dans la membrane
interne de la mitochondrie et participent a I’homéostasie mitochondriale, notamment dans la
régulation du calcium matriciel et le potentiel mitochondrial pour préserver la fonction
mitochondriale. Toller et al. ont montré une implication des canaux mitoKare dans I’APc ou

I"utilisation d’inhibiteurs des canaux mitoKarpe (5-HD) aboli partiellement I'effet protecteur du

81



DES chez le chien aprés une occlusion de I'IVA33¢, Tanaka et al. ont confirmé le réle des canaux
mitoKate dans I’APc par I'ISO et que leur activation était ROS-dépendante3?’.

De maniére plus indirecte, on peut également citer la protéine kinase Akt. En effet, que ce soit
dans le cadre de I'lPc ou de ’APc3383% j| a été montré que les ROS sont capables d’activer la
protéine kinase C (PKC), située en amont dans la cascade activatrice d’Akt3*°. Ainsi, PKC induit
dans un premier temps la phosphorylation activatrice de PDK-1 qui a son tour phosphoryle
Akt34L, Par ailleurs, il a été également décrit que les ROS ont la capacité d’activer directement
Akt342’343.

De leur c6té, Hirata et al. se sont penchés sur |’origine potentielle de ce « pool » protecteur
de ROS. Ainsi, ils ont étudié I'effet de I'ISO sur des mitochondries isolées de rat et ont montré
qgue I'ISO est capable de moduler la production de ROS par la mitochondrie en diminuant
I'activité du complexe | de I'ECT. Cette diminution de I'activité du complexe | induit une
production modérée de ROS. En conséquence, 'inhibition du flux inverse d’électrons du
complexe lll vers le complexe | est responsable d’une diminution de la production de ROS lors
de la reperfusion®®. Les AVH sont connus pour inhiber le complexe | de 'ECT®3. De plus, en
provoquant une dissipation partielle du potentiel de la membrane mitochondriale I'lISO induit
un meilleur rendement de la chaine respiratoire mitochondriale, une diminution de
I'absorption mitochondriale de Ca?* ainsi qu’une production atténuée de ROS3*4,

En dehors des AVH, d’autres agents pharmacologiques tels que la roténone et surtout la
metformine sont capables d’inhiber le complexe | de I'ECT afin d’en tirer de potentielles

propriétés cardioprotectrices.

5) Metformine et préconditionnement pharmacologique

a. Rationnel cardioprotecteur

La metformine (MET) est le traitement pharmacologique de premiére ligne du diabéte de
type 2 et le médicament le plus couramment prescrit dans le monde pour cette maladie (chez
plus de 120 millions de patients), soit seul, soit en combinaison avec l'insuline ou d'autres
thérapies hypoglycémiantes. La metformine est un biguanide (1,1-dimethylbiguanide), une
classe de médicaments d'origine végétale (lilas francais, Galega officinalis), qui est largement

utilisée pour traiter le diabéte depuis les années 1950 dans le monde34>346, Ses effets sont
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multiples : elle favorise l'action hypoglycémiante de [I'insuline par réduction de
I'insulinorésistance ; elle augmente I'utilisation et le stockage du glucose dans le muscle sous
forme de glycogene; elle diminue I'absorption intestinale de glucose, la production intestinale
de glucose et la glycogénolyse hépatique3*’. A la suite de son retrait du marché américain en
raison des préoccupations liées a I'acidose lactique, la MET a été finalement réintroduite en
1995. En effet, contrairement aux autres biguanides (phenformine), son utilisation s'est
révélée plus slre et efficace pour controler les niveaux de glucose, avec des effets secondaires
trés limités348,

Par ailleurs, deux grands essais cliniques menés sur des patients atteints de diabéete de type 2
ont montré que la MET permet une amélioration de la fonction cardio-vasculaire ainsi qu’une
réduction du taux de la morbi-mortalité d’origine cardio-vasculaire avec une meilleure
tolérance vis-a-vis des effets indésirables34°3°C, || est important de noter que I'essai de I'UKPDS
(United Kingdom Prospective Diabetes Study) a démontré que la MET réduit de 42 % les déces
liés au diabete (intervalle de confiance de 95 %, 9-63 % ; P=0,017) et de 36 % la mortalité
toutes causes confondues (intervalle de confiance de 95 %, 9-55 % ; P=0,011). De maniére
intéressante dans cette étude, la MET a été utilisée comme prévention primaire et son effet
bénéfique a été rapidement observé apres une durée médiane de traitement de 10,7 ans. Ces
résultats ont été confirmés plus tardivement dans d'autres études cliniques ou
épidémiologiques®>13>2, Ainsi, |'utilisation de la MET comme traitement antidiabétique de
premiére ligne chez les patients atteints de DT2 est non seulement justifiée par son effet anti-
hyperglycémique, mais aussi par la réduction du taux de mortalité dans cette population.

Les mécanismes d'un tel effet bénéfique ne sont pas encore totalement compris. Cependant,
en raisons de ses effets pléiotropes, la MET présenterait des propriétés cardioprotectrices
indépendantes de ses effets sur le métabolisme du glucose®>3. L’effet cardioprotecteur de la
MET serait notamment lié a la promotion du préconditionnement myocardique, la réduction
de l'apoptose des cardiomyocytes induite par I'IR, l'adaptation du métabolisme des
cardiomyocytes pendant I'IR ou encore a la prévention du développement de l'insuffisance

cardiaque.
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b. Stratégies cardioprotectrices de conditionnement

e Données expérimentales

L'administration de MET, soit avant I'ischémie (MPc : préconditionnement) ou au moment
de la reperfusion coronaire (postconditionnement), réduit profondément la taille de
I'infarctus dans les modéles murins du myocarde infarctus. Déja en 1988, Charlon et al. ont
montré que I'administration orale de MET pourrait réduire la taille de 'infarctus chez le rat®>4,
Solskov et al. ont également montré sur un modeéle de coeur-isolé perfusé de rat que
['administration d'une dose unique de metformine 24 heures avant |'occlusion transitoire
d'une artére coronaire était responsable d’une réduction significative de la taille de
l'infarctus3>°. Dans des études ultérieures sur des coeurs de rat isolés-perfusés, la perfusion
coronaire de MET pendant les 15 premieres minutes de la phase reperfusion réduit la taille de
I'infarctus d’environ 40-50 % et limite la séquelle fonctionnelle ischémique de ventricule
gauche?>%37 Cela a également été confirmé par d’autres études in vivo sur des rats et des
souris3®%, || est également intéressant de noter que l'effet cardioprotecteur de la
metformine vis-a-vis des lésions d'IR a été démontré a la fois sur des modeles murins

359

diabétiques®*° et non diabétiques®®360:335,

e Données cliniques

Compte tenu de ses effets cardioprotecteurs théoriques, la metformine a fait I'objet de
nombreuses études ces derniéres années. De nombreuses études prospectives et
rétrospectives ont montré lI'efficacité de la metformine pour réduire les événements
cardiovasculaires, la mortalité et les taux de réadmission a I'hdpital chez les patients
diabétiques souffrant d'insuffisance cardiaque3®'3%? et de coronaropathie3®3364 Chez les
patients atteints d'un syndrome métabolique, un traitement par MET (250 mg, 3 fois par jour)
débuté 7 jours avant revascularisation coronarienne permet de réduire significativement, a
court terme, (50%) la libération des biomarqueurs de souffrance cardiaque au décours de
l'intervention et de réduire la survenue d’événements cardio-vasculaires majeurs a un an3,
En revanche, les patients non diabétiques traités par MET ne semble pas en tirer autant de
bénéfices que les patients diabétiques36®3¢’ suggérant I'efficacité de la MET en traitement

chronique par rapport a une administration unique (avant le début d’une étude par

exemple)38,
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c. Meécanismes potentiellement impliqués

La MET est principalement impliquée dans l'inhibition de la gluconéogenése hépatique et
agit par une grande variété de mécanismes qui peuvent étre soit AMPK-dépendants ou AMPK-
indépendants®?, Il a été établi dans ce dernier cas (mécanisme AMPK-indépendant) que le

MET peut agir comme un inhibiteur du complexe | de I'ECT mitochondriale3®°,

e PI3K/Akt

Il a été démontré que I'administration de MET lors de la reperfusion entraine |'activation
de plusieurs kinases de la voie RISK, dont la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et Akt, qui
peuvent a leur tour empécher I'ouverture du mPTP. Dans un modele isolé de coeur de rat,
Bhamra et al. rapporte que lI'administration de MET pendant les 15 premiéeres minutes de la
reperfusion réduit la taille de I'infarctus chez des rats Wistar non diabétiques et des rats Goto-
Kakizaki diabétiques de type 23°®. La MET induit une augmentation significative de la
phosphorylation d’ Akt au décours de la phase de reperfusion. L'administration concomitante
de LY294002, un inhibiteur de PI3K, empéchant la phosphorylation d'Akt abolit I'effet
protecteur sur le tissu myocardique. De plus, au sein des cardiomyocytes de rats isolés,
I’exposition a la MET empéche également I'ouverture du mPTP par activation de la voie
PI3K/Akt3,

Ainsi, les auteurs ont conclu que I'effet protecteur de la MET contre les lésions myocardiques
d’IR est dépendant de la PI3K, et que I'effet de la MET sur la phosphorylation d'Akt est similaire

chez les rats non diabétiques et diabétiques.

e AMPK (AMP-activated protein Kinase)

Outre la voie des RISK, |'effet cardioprotecteur de la metformine pourrait également
dépendre de l'activation de I'AMPK. L'AMPK figure comme le senseur central du métabolisme
énergétique cellulaire permettant une régulation fine des besoins et disponibilités en énergie
intracellulaire®’°, Le stress environnemental, notamment |'exercice, le je(ne, I'inflammation
et I'hypoxie, augmente son activité intracellulaire. Chez les mammiferes, les cellules doivent
maintenir une balance énergétique positive et stable, caractérisée par un rapport ATP/ADP

élevé (10/1). En cas de perturbation de la balance énergétique par un stress (déprivation en
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glucose, hypoxie, ischémie), la concentration en ATP chute, le rapport ATP/AMP augmente
par l'intermédiaire de I'adénylate kinase et ainsi 'AMPK est active (sous sa forme
phosphorylée)3’?,

Calvert et al. ont montré que l'effet protecteur de la MET est dépendant de I’AMPK®°.
Immédiatement apres le début de I'ischémie myocardique (occlusion de I'artére coronaire),
I’AMPK est phosphorylée et reste active pendant plus de 24 heures aprés la reperfusion dans
un modele murin. La phosphorylation de ’AMPK augmente dans les cceurs préconditionnés
par la MET avant l'ischémie et aprés la phase de reperfusion. De plus aucune protection
induite par la MET n’est observée dans les souris transgéniques inhibées pour I’AMPK (sous-
unité active a2), démontrant dans ce modeéle, que l'activation de I'AMPK est essentielle pour

la protection induite par la MET.

e (Cibles mitochondriales

Outre son rble dans le maintien de I'homéostasie du glucose, la MET participerait
également a la régulation de fonctions mitochondriales telles que la production de ROS et la
modulation de la mort cellulaire par apoptose3’2373, La plupart de ces effets ont été attribués
a l'inhibition du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale pour deux raisons
principales. Premiérement, au cours des 20 derniéres années, plusieurs équipes ont observé
de maniéere reproductible que la metformine inhibe le complexe | de la chaine respiratoire
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mitochondriale®’* . Deuxiemement, ces effets pléiotropes ont été reproduits par des
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inhibiteurs du Complexe | bien identifiés (ex : roténone) [néoglucogenése hépatique®/>, mort

cellulaire37¢377],

Les effets cytoprotecteurs de la MET ont été associés a la phosphorylation activatrice d” Akt
et a l'inhibition consécutive de l'ouverture du pore de transition de perméabilité
mitochondriale 3°6. D'autres travaux ont également évalué I'effet anti-apoptotique de la MET
sur le myocarde vis-a-vis des lésions induites par I'IR3’8. Enfin, une étude récente montre que
le post-conditionnement par la MET protege les cellules de cardiomyoblastes de rats (lignée

H9c2) des lésions induites par I'IR en modulant I’expression des protéines anti-apoptotiques

de la famille telles que Bcl-xL et Bcl-237°,
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Résumé Partie VI

Le préconditionnement permet de préparer le myocarde a résister a une IR en
I’exposant préalablement a ce méme stress, mais de moindre intensité.

Le préconditionnement est dit ischémique (IPc) lorsque la manceuvres de protection
réalisée précédant I'IR consiste en une succession de phases d’IR courtes et de faible
intensité. Cette séquence induit I'activation de voie de signalisation favorisant la survie
des cardiomyocytes.

Le préconditionnement est dit pharmacologique (PPc) lorsque la manceuvre de
protection myocardique précédant I'IR consiste en une exposition du myocarde a un
agent pharmacologique particulier tel que les AH (APc) ou la MET (MPc).

IPc et PPc partagent des voies de signalisation communes impliquées dans leur effet
cardioprotecteur vis-a-vis de I'IR.

De maniére superposable a I'lPc, deux phases de protection ont été identifiés au sein
de I’APc : la phase précoce et la phase tardive.

Malgré la preuve de son efficacité chez I'animal et chez I'homme, [I'effet
cardioprotecteur de I’APc en pratique clinique reste controversé, toute chirurgie
confondue.

Parmi les différents mécanismes protecteurs induit par I’APc, I'induction par les AVH
de faibles niveaux de ROS « préconditionnants » en lien avec I'activation de la protéine
kinase Akt serait capable de moduler I'expression des protéines anti-apoptotiques de
la famille Bcl-2

Les AVH sont probablement capables d’induire plusieurs voies de signalisation et
plusieurs effecteurs convergeant in fine vers la protection mitochondriale, dont I'effet
global soit cardioprotecteur de maniére synergique.

La MET semble partager un mécanisme d’action commun avec les AVH : l'inhibition
partielle du complexe | de I'ECT, en faisant un agent prometteur de cardioprotection.
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Le préconditionnement pharmacologique protege de I'apoptose induite par
I'ischémie-reperfusion en modulant I’expression de Bcl-xL selon un mécanisme
ROS-dépendant

Les lésions d'ischémie-reperfusion myocardique (IR) représentent une menace
périopératoire permanente, et de nombreuses stratégies ont été mises au point pour les
limiter et/ou les prévenir. Parmi les axes de recherche s’intéressant a la protection
myocardique, I'hypothése du préconditionnement anesthésique (APc) par les agents
halogénés (tel que le sévoflurane, SEV) reste pertinente. Cependant, le mode d'action de I'APc
est encore mal compris et l'utilisation des anesthésiques halogénés comme agents de
préconditionnement demeure strictement limitée au bloc opératoire. Au cours de mon travail
de thése, nous avons identifié in vitro sur des cardiomyoblastes de rats lignées H9C2 (non
différenciés et différenciées en cardiomyocytes) que I'APc induit par le SEV est médié par une
induction mineure d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) capable de promouvoir la
phosphorylation activatrice de la protéine kinase Akt conduisant a I'expression de la protéine
anti-apoptotique Bcl-xL, protégeant ainsi les cardiomyocytes de la mort induite par I'IR. Nous
avons étendu ces résultats aux cardiomyocytes humains (dérivés de cellules souches
pluripotentes induites, IPS). Il est important de noter que nous avons également démontré
gue cette voie de signalisation protectrice induite par le SEV pouvait étre stimulée par I'agent
antidiabétique Metformine (MET), soulignant les propriétés cardioprotectrices et
préconditionnantes de cette molécule. Au total, notre étude a identifié une voie de
signalisation contribuant a I'effet cardio-protecteur de I'APc ainsi qu'une justification pour
I'utilisation de la MET comme agent de préconditionnement pharmacologique pour prévenir

les lésions myocardiques d’IR.
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Myocardial ischemia/reperfusion (I/R) injury is a frequent perioperative
threat, with numerous strategies developed to limit and/or prevent it. One
interesting axis of research is the anesthetic preconditioning (APc) agent’s
hypothesis (such as sevoflurane, SEV). However, APc’s mode of action is
still poorly understood and volatile anesthetics used as preconditioning
agents are often not well suited in clinical practice. Here, in vitro using
H9C2 cells lines (in myeloblast state or differentiated toward cardiomy-
ocytes) and in vivo in mice, we identified that SEV-induced APc is medi-
ated by a mild induction of reactive oxygen species (ROS) that activates
Akt and induces the expression of the anti-apoptotic protein B-cell
lymphoma-extra large (Bcl-xL), therefore protecting cardiomyocytes from
I/R-induced death. Furthermore, we extended these results to human car-
diomyocytes (derived from induced pluripotent stem - IPS - cells). Impor-
tantly, we demonstrated that this protective signaling pathway induced by
SEV could be stimulated using the antidiabetic agent metformin (MET),
suggesting the preconditioning properties of MET. Altogether, our study
identified a signaling pathway allowing APc of cardiac injuries as well as a
rational for the use of MET as a pharmacological preconditioning agent to
prevent I/R injuries.

Introduction

Myocardial ischemia/reperfusion

injury (I/R) con-

10 died within 30 days [2]. In scheduled surgery of all

tributes to patient condition’s worsening in a wide
range of clinical settings. Ischemic heart disease is of
primary concern, particularly resulting in increased
perioperative morbidity and mortality [1]. According
to VISION study, almost 10% of patients over 45
have suffered a myocardial injury, and of these, one in

Abbreviations

specialties, myocardial I/R is the leading cause of mor-
bidity and mortality [3]. It is characterized by the func-
tional and structural changes occurring when ischemia
in the myocardial tissue is followed by restoration of
perfusion and simultaneous reoxygenation (reperfu-
sion) [4]. This damage can occur in all types of

APc, anesthetic preconditioning; Bcl-2, B-cell lymphoma-2; Bcl-xL, B-cell lymphoma-extra large; Bor, bortezomib; I/R, ischemia/reperfusion;
IPS, induced pluripotent stem cells; ISO, isoflurane; Mcl-1, myeloid cell leukemia-1; MEF, mouse embryonic fibroblast; MET, metformin;
MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization; NAC, N-acetyl cysteine; ROS, reactive oxygen species; SEV, sevoflurane; Smac,
second mitochondria-derived activator of caspases.
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SEV prevents I/R-induced death of cardiomyocytes

surgery, both cardiac (on-pump surgery) and noncar-
diac vascular and hepatic (arterial clamping/declamp-
ing) or orthopedic surgeries (inflation/deflation of the
pneumatic tourniquet).

In the heart, at the cellular level (cardiomyocyte),
the first damaging event upon reperfusion is a burst of
reactive oxygen species (ROS) production, mainly aris-
ing from mitochondrial complex I of the electron
transport chain [5,6]. Hypoxic stress and nutrient star-
vation during ischemic injury followed by a major
mitochondrial oxidative stress in reperfusion injury
trigger cardiomyocyte cell death [7]. Different mecha-
nisms of cell death may be induced based on different
pathogenesis pathways of I/R injury and may lead to
apoptosis, autophagy, necrosis, and necroptosis [8].
The cell response depends mainly on the severity and
duration of total tissue injury [9]. If the damage is sev-
ere, cell death is essentially proceeding through apop-
totic and necrotic pathways [10]. While apoptosis is
known to play an important role in the observed cell
death, it is still not yet clear whether it is initiated as
early as in the ischemic phase or rather accelerated
during reperfusion. Indeed, a random but non-negligi-
ble percentage of cardiomyocytes die from apoptosis
[10]. Apart from its morphological features, apoptosis
is characterized by many specific biochemical processes
[11] such as permeabilization of the outer membrane
of the mitochondria (MOMP) that is orchestrated by
the B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) family members com-
posed of anti-apoptotic [mainly Bcl-2, B-cell lym-
phoma-extra large (Bcl-xL), and myeloid cell
leukemia-1 (Mcl-1)] as well as of pro-apoptotic mem-
bers (mainly Bcl-2-associated X protein, Bcl-2 antago-
nist killer). It is clear that proteins of the Bcl-2 family
play a central role in the regulation of apoptosis in
myocardial tissue. Indeed, the overexpression of Bcl-2
or Bcl-xL in a mouse model protects against I/R-gen-
erated lesions [12,13]. Thus, the significance of I/R-in-
duced ROS production and apoptosis in the
myocardium and their complex regulation continues to
make it a key target for cardioprotective pharmacolog-
ical interventions. Once permeabilized, several proteins
are released from the mitochondrial intermembrane
space. Among them, cytochrome c binds to apoptotic
peptidase-activating factor 1 and to caspase-9 to form
apoptosome leading to the activation of a family of
pro-apoptotic proteases, named caspases (cysteine-de-
pendent aspartate-specific proteases) [11]. Caspase is
responsible for the cell’s dismantling the cleaving
numerous substrates. second mitochondria-derived
activator of caspases, (Smac)/DIABLO, an inhibitor of
apoptosis protein-binding protein, is also released
upon MOMP and quickly degraded by the proteasome

R. Rozier et al.

[14]. However, the significance of apoptosis in the
myocardium is still unclear but it represents a major
objective for cardioprotective pharmacological inter-
ventions [15]. The role of ROS in cell death, and more
specifically in cardiac tissue injury upon I/R, is highly
complex as it mainly depends on the duration and the
amount of the ROS produced. While high ROS pro-
duction induces tissue injury during reperfusion after
prolonged ischemia, moderate ROS production can
protect, as it can act as secondary messengers of many
pro-survival signaling pathways [16].

Preconditioning interventions, either using pharma-
cological agents such as using volatile anesthetics
(sevoflurane, SEV, or isoflurane, ISO) leading to anes-
thetic preconditioning (APc) or short cycles of non-
lethal myocardial ischemia and reperfusion, were
developed to reduce infarct size following a prolonged
ischemic period [17]. Cellular and molecular mecha-
nisms of I/R, particularly those involved in the pro-
duction of ROS and cell death, seem to have a
potential common origin [18], but the leading mecha-
nisms of myocardial protection are not consensual.
Anesthetic agents induce multiple signaling pathways
and multiple effectors whose overall effect is synergisti-
cally cardioprotective. Most of these mechanisms have
been extensively studied experimentally in animal mod-
els. The activity of G protein-coupled receptors, ion
channel function, intracellular signaling kinases, apop-
tosis regulation, production of reactive oxygen (ROS)
and nitrogen (RNS) species, gene expression, and
mitochondrial physiology has been shown to be
involved in the protective effect of APc against
myocardial I/R [19]. However, in the current state of
knowledge, there is no consensus on any described
mechanism other than the crucial role of ROS. Indeed,
a small amount of ROS produced either during APc
or upon short cycles of nonlethal myocardial ischemia
behave as signaling pathway initiators and intracellular
effectors responsible for the cardioprotective effects
[20,21].

We investigated in the present study the molecular
mechanism underlying APc and identified a pharmaco-
logical way to induce preconditioning that is compati-
ble with its clinical use.

Results
APc protects cells from IR-induced apoptosis
through Bcl-xL induction

To uncover the downstream signaling molecules and
mechanisms responsible of APc of SEV-mediated car-
dioprotection, we treated rat myeloblast H9C2 cells [22]
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with SEV following the procedure described by Zitta
et al. [23]. This procedure allows to characterize the
effect of SEV on cell signaling and response to stress
in cell culture. Cells were then incubated in ischemia
(90 min) and reperfusion (60 min) conditions, and cell
death was determined (Fig. 1A). Treatment of H9C2
myeloblast with SEV did not induce any significant
toxicity, as measured by flow cytometry using noncell-
permeant DNA-binding probe (DAPI). Cells exposed
to I/R died, and pretreatment with SEV limited the
death induced by I/R (Fig. 1B). We observed that I/R-
induced death involves caspase activation as demon-
strated by DEVDase activity measurements (Fig. 1C)
and by caspase-3 cleavage (Fig. 1D) but was not ROS-
dependent (Fig. 1E). SEV-induced protection from I/
R-mediated apoptosis is associated with a reduction in
caspase activation (Fig. IC,D) and a decrease in
MOMP, as judged by Smac expression levels. Indeed,
following MOMP, Smac is released from the mito-
chondrial and quickly degraded by the proteasomal
pathway (Fig. 1F) and [14].

As MOMP is tightly regulated by the Bcl-2 family
members, H9C2 myeloblasts were incubated in the
presence or absence of the BH3-mimetic ABT-737, a
Bcl-2, Bel-xL, and Bcl-w inhibitor [24] in association
or not with SEV and I/R. We then determined the
ability of cells to form colonies. The clonogenic assay
represents the most stringent way to determine
whether a cell is really protected from dying and not
only delayed in cell death [25]. Figure 2A indicates
that I/R-induced cell death limits colony formation
and that pretreatment with SEV-protected H9C2 mye-
loblasts. SEV-induced protection from I/R-induced
death was abrogated when cells were grown in the
presence of ABT-737. Those results were further sup-
ported by measuring cell death using Annexin V/DAPI
staining (Fig. 2B) as well as upon measurement of
DEVDase activity (Fig. 2C), altogether suggesting that
SEV-induced protection from I/R-induced death was
mediated by the anti-apoptotic members of the Bcl-2
family. We therefore investigated the level of expres-
sion of the main anti-apoptotic proteins of the Bcl-2
family targeted by ABT-737. We observed a rapid
increase in Bcl-xL expression within a few minutes
after exposure to SEV, while Bcl-2 expression was not
modulated over the same kinetic (Fig. 2D,E). This
result was confirmed in H9C2-derived cardiomyocytes
(Fig. 3A-E). We then established that the use of ABT-
737 or of a specific Bcl-xL inhibitor (WEHI-539, [26])
was impairing SEV-induced protection from I/R-in-
duced death (Fig. 2A-C). We observed that SEV-de-
pendent increase in Bcl-xL expression was not
mediated by an increase in its mRNA transcription
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(Fig. 4A). We then verified that Bcl-xL overexpression
in HI9C2 myeloblasts (Fig. 4B) efficiently reduced
I/R-induced caspase activation (Fig. 4C), further
underlining the ability of Bcl-xL to protect cells from
I/R-induced death, as already suggested [27].

To determine the physiological relevance of our
observation, we exposed wild-type (WT) mice 30 min
at 1 MAC (minimal alveolar concentration) of ISO (a
closely related analog of SEV that can be used in
mice) and then harvested the heart tissue. In agree-
ment with our in vitro models, Bcl-xL expression
increases in cardiomyocytes of mice exposed to ISO,
while expression levels of Bcl-2 and Mcl-1 are
unchanged (Fig. 4D,E).

Thus, we concluded that SEV could protect car-
diomyocytes from I/R-induced death, at least in part,
through an increased protein expression of Bcl-xL.

SEV-induced expression of Bcl-xL is regulated by
an Akt- and ROS-dependent mechanism

The implication of AMPK in APc and more precisely
in SEV-induced APC is controversial [28,29]. To
address this question, we used AMPK ao/f double KO
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) [30,31]. SEV
induces AMPK activation in control MEFs as shown
by an increased expression phosphorylation of AMPK
and of its main target ACC (Fig. 5A,B). This activa-
tion correlates with increased Bcl-xL expression in
those cells. However, Bcl-xL expression was increased
to a similar extent in AMPK-deficient MEFs, arguing
that these kinases are not involved in SEV-induced
Bcl-xL upregulation and therefore unlikely to be part
of the protective effect of APc.

The Ser/Thr kinase Akt is known to be involved in
ischemic preconditioning [32] and in the regulation of
Bel-xL expression [33]. To uncover how SEV could
induce Bcl-xL expression, we treated H9C2 myelo-
blasts with SEV for indicated times and measured Akt
activation by immunoblots looking at the appearance
of its phosphorylated (active) form over time (Fig. 6A,
B). Akt activation was rapid and stable upon SEV
exposure. Importantly, SEV-induced Akt activation
was also observed in H9C2-differentiated toward car-
diomyocytes (Fig. 3D,E) as well as in vivo in car-
diomyocytes isolated from ISO-treated mice, a result
correlating with Bel-xL induction (Fig. 6C,D).

To determine whether Akt activation contributes to
SEV-induced Bcl-xL expression and cell protection, we
treated H9C2 differentiated toward cardiomyocytes
with a specific Akt inhibitor (Akti, [34]) in presence or
absence of SEV. Akti very efficiently prevented Akt
phosphorylation (activation) as well as SEV-induced
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Fig. 1. APC protects from IR-induced apoptosis. (A) Schematic representation of APc. H9C2 cells are first treated with SEV at 20 pm during
60 min then exposed to ischemia (90 min) and then reperfusion (for 60 min). (B) H9C2 myeloblasts were treated as indicated in panel A and
cell death was measured by FACs using DAPI staining. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments. (C) H9C2
myeloblasts were treated as previously and DEVDase activity was measured. Data are shown as the mean + SEM of three independent
experiments. (D) Western blot analysis of H9C2 myeloblasts treated as in panel A. The zymogene (inactive) pro-caspase 3 as well as the
active (cleaved) caspase-3 and Smac expression is visualized by immunoblots. Actin is used as a loading control. Quantification of
expression levels of Smac expressed as a ratio to actin protein is presented below. Data are shown as the mean + SEM of three
independent experiments. (E) H9C2 myeloblasts were incubated with NAC (2 mm for 1 h) and incubated or not in I/R condition (as
described in panel A). DEVDase activity was then quantified. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments. (F)
H9C2 myeloblasts were treated as panel D. When indicated cells were incubated with Bor (proteasome inhibitor, 2 nm for 24 h). Smac
expression was visualized by immunoblots. EKR2 is used as a loading control. Immunoblots are representative of two independent

experiments. **P < 0.01; ***P<(0.001;, *¥***P < (0.0001 according to a one-way ANOVA.

Bel-xL expression (Fig. 6E,F). Finally, we established
that Akti alone did not induce a significant toxicity in

H9C2 myeloblasts but prevented SEV-induced protec-

tion from I/R-induced apoptosis (Fig.

6G).
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Fig. 2. Bcl-xL is involved in APC-protective effect. (A) Quantification of the number of H9C2 myeloblasts having proliferated upon I/R and
APc conditions with or without ABT 737 (10 pm; 16 h). Data are shown as the mean + SEM of two independent experiments. (B) H9C2
myeloblasts were treated in I/R and APc conditions with or without ABT-737 (10 pum; 16 h) or WeHi 539 (Bcl-xL inhibitor, 10 pm; 16 h). Cell
death was measured by flow cytometry using Annexin V/DAPI staining. Data are shown as the mean of death cells + SEM of two
independent experiments. (C) as in panel B measuring caspase activity. Data are shown as the mean + SEM of two independent
experiments. (D) Western blot analysis of the expression of anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-xL) after an exposure kinetics of H9C2
myeloblasts to SEV (20 mwm). ERK2 is used as a loading control. Immunoblots are representative of four independent experiments. (E)
Quantification of expression levels of anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-xL) expressed as a ratio to ERK2 protein. Data are shown as the
mean + SEM of four independent experiments performed as in panel D. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001 according to

a one-way ANOVA.
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Volatile anesthetic agents (such as SEV or ISO) have
properties to inhibit mitochondrial electron transport
chain complex I activity (ECT: electron chain trans-
port), the latter being responsible for a moderate pro-
duction of ROS that are important for the

cardioprotective effect of APC [21]. Interestingly, ROS
can lead to Akt activation in several models [35],
including cardiomyocytes [36]. We therefore measured
ROS production by flow cytometry in H9C2 myelo-
blasts (Fig. 7A,B) and in H9C2-differentiated toward
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Fig. 3. SEV-induced Akt activation and Bcl-xL increase are also observed in H9C2-derived cardiomyocytes. (A) H9C2 myeloblasts were
differentiated into cardiomyocytes as described in the method section. Five days later, expression of cardiomyocyte-specific proteins
(Troponin, Myogenin) was investigated by immunoflorescence (magnification 20x). Pictures are representative of three independent
experiments. (B) Expression of cardiomyocyte-specific proteins (Troponin, MyLC, Myogenin) was investigated by immunoblots in H9C2
myeloblasts or H9C2-derived cardiomyocytes. ERK2 or HSP90 was used as loading controls. Immunoblots are representative of three
independent experiments. (C) Troponin expression was further measured by FACS in H9C2 myeloblasts or H9C2-derived cardiomyocytes.
Right, a control isotype antibody is used in H9C2-derived cardiomyocytes to show the specificity of the troponin staining. Results are
representative of two independent experiments. (D) H9C2-derived cardiomyocytes were incubated with SEV (20 mm-60 min), and then, the
expression of indicated protein was determined by immunoblots (representative of three independent experiments). (E) Quantification of
expression levels of Bcl-xL (as a ratio to actin) and of p-Akt (as a ratio to Akt) presented in panel D. Data are shown as the mean + SEM of
three independent experiments. *P < 0.05; according to an unpaired t-test.
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Fig. 4. SEV does not modulate the mRNA expression of Bcl-xI and Bcl-xL can prevent I/R-induced death. (A) H9C2 myeloblasts were
exposed to SEV for indicated times. Then, mRNA levels of bcl-xL and bcl-2 over Rplp0 (that is used as a housekeeping gene) were
determined. Data are shown as the mean + SEM of five independent experiments. (B) Bcl-xL overexpression in H9C2 myeloblasts is
visualized by immunoblot. Actin is used as a loading control. Immunoblots are representative of two independent experiments. (C) H9C2
myeloblasts overexpressing or not Bcl-xL were treated upon I/R condition as described in Fig. 1A and DEVDase activity is then measured.
Data are shown as the mean + SEM of two independent experiments. (D) WT C57BI/6 mice (n = 2 in each group) were treated or not with
ISO (30-min exposure at 1 MAC), then Bcl-xL, Bcl-2, and Mcl-1 protein expressions were evaluated by immunoblots in cardiomyocytes
harvested from those mice. Actin is used as a loading control. (E) Quantification of expression levels of anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-xL,
Mcl-1) expressed as a ratio to actin protein. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments performed as in panel
F (n =10 mice per group in total). *P < 0.05; ****P < 0.0001 according to two-way ANOVA (panel C) or to an unpaired ttest (panel E).
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Fig. 5. Bcl-xL overexpression is not AMPK-dependent. (A) Immunoblot analysis of indicated proteins and corresponding quantification of Bcl-
xL over actin expression in MEFs (WT) and MEFs (AMPK o/ KO) after SEV exposure. Actin is used as a loading control. Immunoblots are
representative of two independent experiments. (B) uantification of Bcl-xL expression over actin. Data are shown as the mean + SEM of
two independent experiments. **P < 0.01 according to a one-way ANOVA.

cardiomyocytes (Fig. 7C). We used the mitochondrial
complex I inhibitor rotenone, as a positive control of
ROS production in those cells. H9C2 myeloblasts trea-
ted with rotenone induce ROS that can be scavenged
by N-acetyl cysteine, NAC [37], Fig. 7A. We then
showed that SEV-induced Akt activation and subse-
quent Bcl-xL expression were blunted upon ROS scav-
enging using NAC (Fig. 7D,E). Finally, we established
that NAC could prevent SEV-induced protection from
I/R-induced caspase activation (Fig. 7F,G).

To further support our conclusions, we derived
human cardiomyocytes from induced pluripotent stem
cells (IPS; Fig. 8A-C). We observed that SEV treat-
ment was inducing Akt activation as well as Bcl-xL
increased expression (Fig. 8D) in human cardiomy-
ocytes. We then established that SEV was preventing
I/R-induced caspase activation and I/R-induced cell
death of human cardiomyocyte (Fig. 8E,F).

Overall, we concluded that SEV induces a burst of
ROS production in cardiomyocytes that activates Akt

contributing to the protection of those cells from I/R-
induced apoptosis.

Metformin induces Akt activation, Bcl-xL
expression, and protection from I/R-induced
apoptosis

To strengthen our results, we use another pharmaco-
logical inhibitor of the mitochondrial complex I, as a
positive control of the reported mechanism. Metformin
(MET) is used as an antidiabetic agent in more than
120 million patients worldwide with very limited side
effects [38]. This antidiabetic drug involves inhibition
of hepatic gluconeogenesis and acts through a wide
variety of mechanisms that can be either AMPK-de-
pendent or AMPK-independent [39]. It was established
latter that MET can act as a mitochondrial complex I
inhibitor [39]. We observed that H9C2 myeloblasts
treated with MET induced ROS production (that can
be scavenged by NAC) to similar extent than upon

and  increases  Bcl-xL  expression,  altogether rotenone treatment (Fig. 9A). Met induces Akt

Fig. 6. SEV-induced overexpression of Bcl-xL is Akt-dependent. (A) H9C2 myeloblasts were incubated with 20 mm SEV for indicated times,
and Akt activation (P-Akt) and expression (Akt tot) were determined by immunoblots. Actin was used as a loading control. Immunoblots are
representative of six independent experiments. (B) Quantification of Akt phosphorylation expression levels expressed as a ratio to total
protein. Data are shown as the mean + SEM of six independent experiments performed as in panel A. (C) WT C57BI6 mice (n = 3 in each
group) were treated or not with ISO (30-min exposure at 1 MAC), then Akt activation and total Akt as well as Bcl-xL expression were
determined by immunoblots in cardiomyocytes harvested from those mice. Actin is used as a loading control. Immunoblots are
representative of three independent experiments. (D) Quantification of Akt phosphorylation expression levels expressed as a ratio to total
protein. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments performed as in panel C (total of n= 10 mice per group).
Data are shown as the mean + SEM. (E) Western blot analysis of Bcl-xL expression after inhibition of Akt using Akti (2.5 pm for 30 min) on
H9C2-differentiated toward cardiomyocytes exposed to SEV (20 mwm; 60 min). Actin is used as a loading control. Immunoblots are
representative of five independent experiments. (F) Quantification of expression levels of anti-apoptotic protein Bcl-xL expressed as a ratio
to actin protein. Data are shown as the mean &+ SEM of five independent experiments performed as in panel E. If not otherwise specified,
variation is not significant. (G) When indicated, H9C2 myeloblasts were pretreated for 30 min with Akti (2.5 um for 30 min) and then treated
with SEV for 60 min. I/R was induced for 150 min, and DEVDase activity was then measured. Data are shown as the mean + SEM of four
independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0,001; ****P < 0.0001 according to a one-way ANOVA (panels B-F-G) and to
unpaired t-test (panel D).
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activation and Bcl-xL induction (but not Bcl-2) in
HIC2 cells (Fig. 9B,C). MET-induced Bcl-xL expres-
sion was reduced upon Akt inhibition (Fig. 9D,E),
suggesting that the same signaling pathway initiated
by a mild burst of ROS production that activates Akt
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and increases Bcl-xL expression was occurring. Finally,
to demonstrate the physiological relevance of this
observation, mice received 350 mgkg™' of MET
intraperitoneally and hearts were harvested 4 h later.
To validate that MET treatment was efficient in vivo,
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Fig. 7. SEV-induced Akt activation is ROS-dependent. (A) H9C2 myeloblasts were treated by SEV (20 mm, 60 min); rotenone (ROT) (10 um,
120 min) & NAC (2 mm, 60 min). The figure shows representative profile of ROS production obtained by flow cytometry staining using
CellROX green staining. Rotenone is used as a positive control of ROS induction. Histograms are representative of six independent
experiments. (B) H9C2 myeloblasts were treated as in Fig. 4A and ROS production was measured by FACs (MFI: mean fluorescence
intensity). Data are shown as the mean + SEM of six independent experiments performed as in panel A. (C) H9C2-derived cardiomyocytes
were treated by SEV (20 mm, 60 min); rotenone (ROT) (10 pum, 180 min) £ NAC (2 mm, 60 min). ROS production was measured by flow
cytometry using CellROX green staining. Rotenone is used as a positive control of ROS induction. Data are shown as the mean + SEM of
six independent experiments. (D) HIC2 myeloblasts were exposed to SEV (20 mm, 60 min) £ NAC (2 mwm, 60 min) and Akt (activated and
total) as well as Bcl-xL protein levels were determined by immunoblots. Actin is used as a loading control. Immunoblots are representative
of six independent experiments. (E) Quantification of expression levels of anti-apoptotic protein Bcl-xL and Akt phosphorylation expressed,
respectively, as a ratio to actin protein and to total protein. Data are shown as the mean + SEM of six independent experiments performed
as in panel D. (F) H9C2 myeloblasts are preconditioned by SEV and then subjected to I/R stress with or without prior inhibition of ROS
induction using NAC as indicated in panel A. DEVDase activity is then measured in each condition. Data are shown as the mean + SEM of
three independent experiments. (G) H9C2 myeloblasts were treated as in panel F, and inactive (pro) as well as active (cleaved, cl) caspase 3
was visualized by immunoblots. Actin is used as a loading control. Immunoblots are representative of three independent experiments.
*P < 0.05;, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 according to a one-way ANOVA.
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Fig. 8. APC protects from IR-induced apoptosis in human cardiomyocytes. (A) Human cardiomyocytes were derived from IPS (human iPS-
CM). The expression of cardiomyocytes-specific proteins (myogenin, troponin) was analyzed by immunoflorescence (magnification 20x).
Results are representative of two independent experiments. (B) As in panel A investigating cardiomyocytes-specific proteins (myogenin,
MyLC, troponin) expression by immunoblots in nondifferentiated IPS (iPS-nd) or in IPS-derived cardiomyocytes (iPS-CM). Results are
representative of two independent experiments. (C) Troponin expression was further measured by FACS in nondifferentiated IPS (iPS-nd) or
in IPS-derived cardiomyocytes (iPS-CM). Right, a control isotype antibody is used in iPS-CM to show the specificity of the troponin staining.
Results are representative of two independent experiments. (D) IPS-derived human cardiomyocytes were incubated with 20 mm SEV for
60 min, and then, the expression of indicated protein was evaluated by immunoblots. ERK2 is used as a loading control. Immunoblots are
representative of three independent experiments. (E) IPS-derived human cardiomyocytes were incubated with 20 mm SEV for 60 min and
then treated or not upon I/R condition as in Fig. 1. 150 min later, the proportion of dead cells were analyzed by FACS using Annexin V/DAPI
staining. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments. (F) as in E measuring caspase activation. Data are shown
as the mean + SEM of three independent experiments. *P < 0.05; ****P < 0.0001 according to a one-way ANOVA.

we measured AMPK activation in cardiomyocytes by significant increase in Akt activation and Bcl-xL induc-
looking at the induction of phospho-ACC (Fig. 9F). tion in the cardiomyocytes of treated mice compared
We observed that MET treatment resulted in a to control mice treated with PBS (Fig. 9F).
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Ultimately, we established that MET-treated H9C2
myeloblasts were significantly protected from I/R-
induced apoptosis, as judged by the reduction in
the proportion of Annexin V/DAPI-positive cells
(Fig. 10A), the decrease in caspase activity

12

(Fig. 10B), or the ability of MET to allow clono-
genic growth of I/R-treated H9C2 cells. We
then established that this protective effect was pre-
vented by the use of a ROS scavenger (NAC,
Fig. 10D,E).
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Fig. 9. MET induces Akt activation and Bcl-xL overexpression in a ROS-dependent manner. (A) Quantification of ROS induction by FACS in
H9C2 myeloblasts exposed to MET (100 um; 60 min); ROT (10 pum, 120 min) £ NAC (2 mm, 60 min) (MFI). Rotenone is used as a positive
control of ROS induction. Data are shown as the mean + SEM of five independent experiments. (B) Immunoblot analysis of Akt activation
and anti-apoptotic protein (Bcl-xL; Bcl-2) expression after inhibition of ROS production by NAC (2 mm, 60 min) on H9C2 myeloblasts
exposed to MET (100 um, 60 min) and ROT (10 uwm, 120 min) & NAC (2 mm, 60 min). Actin is used as a loading control. Immunoblots are
representative of five independent experiments. (C) Quantification of expression levels of anti-apoptotic protein Bcl-xL and Akt
phosphorylation expressed, respectively, as a ratio to actin protein and to total protein. Data are shown as the mean + SEM of five
independent experiments performed as in panel B. (D) Immunoblot analysis of Bcl-xL expression after inhibition of Akt using Akti (2.5 um for
30 min) on H9C2 myeloblasts exposed to MET (100 um, 60 min). Actin is used as a loading control. Immunoblots are representative of
three independent experiments. (E) Quantification of expression levels of anti-apoptotic protein Bcl-xL expressed as a ratio to actin protein.
Data are shown as the mean & SEM of three independent experiments performed as in panel D. (F) WT C57BI6 mice (n = 4 per group)
were either IP injected with PBS (control group, CTR) or IP injected with MET (350 mg-kg™"). 4 h later, cardiomyocytes were harvested
from those mice and ACC (active and total) as well as Akt (active and total) and Bcl-xL expression were visualized by immunoblots.
Immunoblot analysis and corresponding quantifications are shown as the mean + SEM of four independent mice per group. *P < 0.05;
**P < 0.01; ***P < 0.001 according to a one-way ANOVA in (panels A-C-E) and to unpaired t-test (panel F).

Discussion

In recent years, significant developments have been
made in understanding the mechanisms of I/R injury
and in developing strategies to make myocardial tissue
more resistant to ischemia or to limit reperfusion inju-
ries [4]. Among these cardioprotection strategies, APc
with halogenated agents, of which SEV, has proven its
effectiveness in both animals [40] and humans [41,42].
However, the way in which APc contributes to the
reported myocardial protection remains largely
unknown. Here, we demonstrated that SEV, via its
ability to inhibit ETC complex I, leads to a mild burst
of ROS resulting in Akt activation and Bcl-xL expres-
sion and therefore protecting cardiomyocytes from I/
R-induced cell death (Fig. 10F). We demonstrated that
this protective effect could also be obtained with the
use of a well-tolerated pharmacological agent MET,
therefore giving a strong rational for the use of MET
as a pharmacological preconditioning agent.

For a long time, it was thought that cell death of
cardiomyocytes following a severe I/R sequence was
exclusively due to a necrotic phenomenon. However, it
is now well admitted that cardiomyocytes can also
undergo several forms of death, including apoptosis,

that are linked to ROS production [43]. Indeed, I/R is
able to trigger the intrinsic pathway of apoptosis by
disrupting the homeostasis of pro- and anti-apoptotic
proteins of the Bcl-2 family, thus leading to cell death
following MOMP [44]. Mechanistically, MOMP is a
trigger event of several forms of apoptotic and non-
apoptotic deaths [11], therefore SEV-induced Bcl-xL in
cardiomyocytes limits MOMP and therefore results in
a reduction of apoptosis but it may also present some
forms of regulated necrosis that remains to be charac-
terized.

Upon APc, only Bcel-xL appeared to be significantly
modulated in vitro and in vivo among the different
anti-apoptotic members of the Bcl-2 family (Bcl-2,
Mcl-1). This result is consistent with the work of Gal-
logly et al. in which knockdown of Bcl-2 alone had no
effect on oxidant-induced apoptosis in H9C2 cells,
whereas diminution of Bcl-xL alone (or in combina-
tion with Bcl-2 knockdown) increased oxidant-induced
apoptosis [45].

How SEV or MET induces increased Bcl-xL expres-
sion at the protein levels remains to be determined.
We excluded that AMPK activation was linked to
SEV-induced Bcl-xL increase (Fig. 5) in our model, as
suggested by others in different tissues [46]. We did

Fig. 10. MET reproduces SEV-cardioprotective effect. (A) HOC2 myeloblasts are preconditioned by MET (100 um; 24 h) and then subjected
or not to I/R stress. Cell death was measured by FACS using Annexin V/DAPI staining. Data are shown as the mean + SEM of three
independent experiments. (B) as in A measuring DEVDase activity. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments.
(C) Cells were treated as in A. The number of H9c2 myeloblasts clones having proliferated following the signified treatment is indicated.
Data are shown as the mean + SEM of two independent experiments. (D) H9C2 myeloblasts are preconditioned by MET (100 pm; 24 h)
and then subjected to I/R stress with or without prior inhibition of ROS using 2 mm NAC. DEVDase activity is then measured in each
condition. Data are shown as the mean + SEM of three independent experiments. (E) H9C2 myeloblasts were treated as previously and
caspase 3 activation was visualized by immunoblot. HSP90 is used as a loading control. Immunoblots are representative of three
independent experiments. (F) Schematic representation of both APc and metformin preconditioning (MPc) in vitro protective pathway.
*P < 0.05; **P < 0.01; ****P < 0.0001 according to a one-way ANOVA.
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not measure any significant modification in Bcl-xL
mRNA level (Fig. 4A), indicating a regulation at the
transcriptional and/or posttranscriptional level. We did
not either observe a modification of Bcl-xL Ser/Thr
phosphorylation upon SEV treatment (not shown).
The main hypothesis one can propose is that following
Akt activation, Bcl-xL was not further degraded by
the proteasome and/or by lysosomal pathway, as it
was already suggested for Bcl-2 [47]. APc has been
shown to modulate protein expression levels, in partic-
ular complexes involved in the mitochondrial respira-
tory chain, by inducing protein stabilization or
degradation rather than acting on protein synthesis
[48-50]. Bienengraeber et al. [50] performed a quantita-
tive characterization of changes in the cardiac mito-
chondrial proteome during APc. They established by
mass spectral analysis that the NADH dehydrogenase
75-kDa subunit of complex I involved in ETC was
modulated upon APc treatment. This interaction
between halogenated agents and complexes of the
ETC could be the first event triggering a small amount
of ROS required for the protective effect of APc.

Protein kinase Akt consists of two isoforms Aktl
and Akt2 strongly expressed within the myocardium
[51]. Tt belongs to the reperfusion injury salvage kinase
(RISK) signaling pathway which is involved in various
cardioprotective  mechanisms  [52].  Interestingly,
although it has been shown that ROS, such as H,O,,
induces Akt activation in different cell models includ-
ing cardiomyocytes [36]; no study in the context of
cardioprotection by APc has so far described a mecha-
nism that combines ROS induction, Akt activation,
and modulation of Bcl-2 family protein expression.
Our results suggest that mitochondrial complex I inhi-
bition by SEV induces ROS that behaved as signaling
pathway initiators and intracellular effectors responsi-
ble for the cardioprotective effect of APc. In addition
to its role in glucose homeostasis, MET also partici-
pates in the production of ROS and in the modulation
of cell death processes [53,54]. This pleiotropic effect
of MET would be related to the inhibition of complex
I of the mitochondrial respiratory chain. However, the
mechanism by which the MET succeeds in inhibiting
the complex I remains poorly understood and is very
much depending on the dose used and the cell type
studied [55]. Here, we used a concentration of MET
that is compatible with a clinical application and may
therefore induce only a partial inhibition of mitochon-
drial complex I activity [55].

There is a strong controversy surrounding the use of
anesthetic agents for cardioprotection mainly because
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of the mismatch between preclinical and clinical results
[56]. In addition, the hypnotic effect of those com-
pounds limits their use before the patient is hospital-
ized. As we demonstrated that SEV-mediated ROS
production was the initial trigger of the protection
from I/R-induced apoptosis, we looked for another
pharmacological agent that could lead to a similar
protective effect and that could be easily prescribed
before any I/R-risk surgeries. Recent clinical data
show evidence that MET-pre-operative protective
properties are independent of its role in glycemic con-
trol [57], highlighting the growing interest in its pleio-
tropic effects, in particular in cardioprotection [38].
MET seems to be protective against I/R injuries; how-
ever, data are still controversial. Although it has been
widely shown that MET protects from I/R in various
rodent models [58], it fails to protect in swine models
[59]. The mechanisms involved in such protective prop-
erties are still largely unknown. Here, we show that
the ROS-dependent MET protective mechanism is
AMPK-independent [60]. Furthermore, despite differ-
ent pharmacokinetic characteristics, we have shown
that MET and SEV are activating a ROS/Akt/Bcl-xL-
dependent protecting pathway. However, it remains to
be determined whether MET acts as a preconditioning
agent short time before the I/R event [61] or as a pro-
tective treatment in the setting of a chronic intake
before the I/R event [58]. Furthermore, we report that
a single MET injection was protective under normo-
glycemic culture conditions. This is an interesting
result because almost all the protective effects of MET
in nondiabetic subjects were rather disappointing
[62,63] in contrast to those in diabetic subjects with
chronic exposure [64]. Thus, it would be relevant to
verify in clinical practice, in the context of I/R (i-e car-
diac arrest), whether the cardioprotective properties of
MET are more pronounced in diabetic hearts. Finally,
the strategy of organ protection and in particular car-
dioprotection will probably have to evolve toward a
management integrating both the consideration of con-
founding factors (glycemic control, optimization of
oxygenation, hemodynamic management, transfusion
thresholds, etc.) and a multimodal approach combin-
ing several protection strategies in order to achieve
clinically significant efficacy [65].

Materials and methods

Products/Reagents

Product and reagents used are listed in Table 1.
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Table 1. List of reagents used.

Reagent Reference

ABT 737 197333; Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France)

All-trans-retinoic acid 0695-50, Bio-Techne (Minneapolis,
(ATRA) USA)

Akti AB730; Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France)

130-093-060; Miltenyi Biotec SAS
(Paris, France)

S1013; Selleckchem (Euromedex-
Souffelweyersheim, France)
C10444; ThermoFisher scientific
(Courtaboeuf, France)

Annexin V-FITC
Bortezomib (Bor)

CellROX™ Green Reagent

DAPI D9542 Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France)

DEVD-AMC 3171; Pepta Nova (Sandhausen,
Germany)

DEVD-CHO 3172; Pepta Nova (Sandhausen,
Germany)

Lipofectamine ™ 2000 (#11668-019), ThermoFisher Scientific
(Courtaboeuf, France)
D150959; Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier, France)

MET (1,1-
Dimethylbiguanide
hydrochloride)

NAC A9165; Sigma-Aldrich (Saint-Quentin

N-Acetyl-L-cysteine Fallavier, France)

Rotenone R8875; Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France)

SEV Baxter® Guyancourt, France

ISO Vetflurane, Virbac® Carros, France

WeHi 539 A3935; ApexBio (CliniSciences-

Nanterre, France)
A8960; Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France)

L-Ascorbic Acid

Chir-99021 S1049; Selleckchem (Euromedex-
Souffelweyersheim, France )
IWP2 S7085; Selleckchem (Euromedex-

Souffelmeyersheim, France )
17504-044; Thermo Fisher Scientific
(Courtaboeuf, France)

A1895601; Thermo Fisher Scientific
(Courtaboeuf, France)

12604-021; Thermo Fisher Scientific
(Courtaboeuf, France)

B27 Supplement

B27 Supplement, minus
Insulin
TrypLE Express

Geltrex Thermo Fisher Scientific (Courtaboeuf,
France)

Triton X-100 Acros Organics (Massachusetts, USA)

Fluoromount G SounthernBiotech (Birmingham, AL)

BSA Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France)

Cytofix/Cytoperm kit BD Biosciences (California, USA)

Cell culture

H9C2 cells were purchased from ATCC (Manassas, VA,
USA: CRL 1446). Immortalized MEFs and H9C2 cells
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were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% FCS, 1 mm p-glucose,
100 units per mL penicillin, 100 pg-mL™" streptomycin,
and 1 mM pyruvate in a humidified incubator (5% CO,/95%
air).

In most experiments, H9C2 was used in their myeloblast
state. When indicated, H9C2 was differentiated toward car-
diomyocytes. For that matter, cell cardiac differentiation
was initiated by decreasing the percentage of serum in the
media followed by retinoic acid supplementation. For cell-
differentiated conditions, H9¢c2 cells were plated at a den-
sity seven times greater than those of undifferentiated H9c2
cells. Addition of retinoic acid (1 pm) to media containing
1% serum was performed daily in the dark for 5 days.
All-trans-retinoic acid was prepared in DMSO and stored
at —20 °C in the dark to avoid degradation [66].

AMPK KO MEFs and related control MEFs were a
kind gift from B. Viollet. All cell lines were tested for
mycoplasma contamination. When the cells have reached
70% confluence, they are reseeded after suspension with
trypsin/EDTA 0.05% (Gibco®, Alsace, France). Depend-
ing on the experiments, the cells were inoculated either in
25-cm? culture flasks with a 0.2-pm filter cap, at a density
of 5000 cells per cm* or in 6-well plates at a density of
30 000 cells per well. After 4 days, the cells reached the
confluence allowing the experiments to be carried out.

Induced pluripotent stem cells (IPS)
differentiated into human cardiomyocytes

Human iPSC clone used in this paper was the same as used
in our previous study [67]. It was generated from human
skin fibroblasts (69-year-old woman) and characterized as
previously described [67].

To produce human cardiomyocytes from pluripotent
stem cells (hiPSC-CMs), human iPSCs were differentiated
into hiPSC-CMs using a small-molecule cardiac differentia-
tion protocol [68]. Briefly, iPSCs were plated on 6-well
plates coated with Geltrex (Life Technology, Courtaboeuf,
France) and cultured in TeSR-E8 medium (StemCell Tech-
nology, Grenoble, France). For hiPSC-CMs differentiation,
we used RPMI 1960 medium (Life Technology) containing
ascorbic acid (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) and B-27 Minus Insulin (Life Technology) (CDM).
At 80% iPSC confluency, on Day 0 (DO0), differentiation
was initiated with the addition of the CDM medium sup-
plemented with 6 um CHIR-99021 (Selleckchem, Eurome-
dex-Souffelmeyersheim, France). After 24 h of exposure to
CHIR-99021, medium was changed to CDM (D1). On D3,
medium was changed to 1 : 1 mix of spent and fresh CDM
with 5 pm IWP-2 (Selleckchem). On DS, after 48 h of expo-
sure to IWP-2, the medium was changed to CDM. On D7,
medium was changed to RPMI 1960 with ascorbic acid
and B-27 Supplement 50X (CCM). Afterward, CCM was
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changed every 2 days until further analysis. Contracting
cells were noted from d7.

For flow cytometry analysis, on day 23 of differentiation,
iPSC-CMs were detached and dissociated with TrypLE
Express, centrifuged 5 min at 200 g, then fixed, and perme-
abilized using a Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA), in accordance with the manufacturer’s
recommendations. The cells were stained with anticardiac
troponin T-APC 1 : 100, recombinant human IgGl, clone
REA400 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
or CTL-I APC 1 : 100, monoclonal REA control (I) anti-
body human, clone REA293 (Miltenyi Biotec) and were
collected on MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotec).

Immunofluorescence

For immunofluorescence analysis, on day 23, hiPSC-CMs
were dissociated with TrypLE Express (Life Technologies)
and reseeded on Geltrex-coated plates for 5 days. Cells
were fixed with 3.7% formaldehyde for 15 min at RT,
permeabilized with 0.1% Triton X-100 (Acros Organics,
Alsace, France) for 3 min at RT, blocked in 3% BSA
(Sigma-Aldrich) for 1 h at RT, and stained with 1 : 50
mouse monoclonal cardiac troponin (13-11; Thermo Sci-
entific, Courtaboeuf, France) and 1 :50 rabbit mono-
clonal myogenin (M-225 Santa Cruz, Heidelberg,
Germany) overnight at 4 °C in 1% BSA. Cells were
washed with PBS and then incubated for 1 h at RT in
the dark with secondary antibodies 1: 1000 Alexa Fluor
488 goat anti-mouse, 1 : 1000 Alexa Fluor 594 goat anti-
rabbit (all Life Technologies), and DAPI (0.5 pgmL™";
Molecular Probes, Courtaboeuf, France) in 1% BSA.
Cells were washed, mounted with Fluoromount G
(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA), and imaged
with an inverted microscope (Leica Microsystems, Rueil-
Malmaison, France).

Ischemia/Reperfusion (IR) in vitro model

When HIC2 cells reached confluence, they were placed in a
hypoxic enclosure at 94.9% N,, 5% CO,, 0.1% O, (Don
Whitley Scientific® Hypoxystation H35, Bingley, England)
and were cultured in an ischemia mimicking medium
(125 mm NaCl; 8§ mm KCI; 1.2 mm KH,POy 1.25 mm
MgSOy; 1.2 mm CaCly; 6.25 mm NaHCO;; 5 mM sodium
lactate; 20 mm HEPES; pH 6, 6 adjusted to NaOH). After
90 min of simulated ischemia,
replaced with a preincubated Krebs/Henseleit normoxic
medium (110 mm NaCl; 4.7 mm KCI; 1.2 mm KH,POy;
1.25 mm MgSOy; 1.2 mm CaCly; 25 mm NaHCO;3; 11 mum
p-glucose; 20 mm HEPES; pH 7.4 adjusted by NaOH) and
the H9C2 cells were placed again in a classical humidified
incubator at 5% CO0,/95% ambient air, at 37 °C for
60 min before analysis.

the culture medium is
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Anesthesia preconditioning (APc) in vitro model

SEV (Baxter®, Guyancourt, France) was directly added in
the culture medium at an initial concentration of 20 mm as
described by Zitta et al. [23] Then, the culture flasks were
hermetically closed by a cap without filter to avoid evapo-
ration of the anesthetic agent and placed again in a classi-
cal humidified incubator at 5% CO,/95% ambient air, at
37 °C for 60 min. This results in a rapid equilibration
between the gas phase and the liquid phase to ~ 0.4 mm
and 3%, respectively, if the liquid / gas volume ratio is
1:5 (ie., a volume of medium of 10 mL for a T25 flask).
APc was stopped after a 60-min period by opening the cap
allowing the evaporation of SEV and cells were submitted
to I/R.

Mice

C57Bl6/] female WT mice were purchased from Envigo,
Gannat, France. They were housed under specific patho-
gen-free conditions and fed with standard laboratory food
and used at 8-10 weeks of age.

All mice were maintained in specific pathogen-free condi-
tions, and all experimental procedures were approved by
the National Animal Care and Use Committee and the
regional ethics committee (agreement number 05111.02
from Direction Générale de 1la Recherche et de
I'Innovation). Experiments were carried out in accordance
with the European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) regarding the care and use
of animals for experimental procedures.

Isoflurane exposure and tissue collection

Animals receiving ISO treatment were placed in an induc-
tion chamber and induced with 5% ISO/97% medical
grade air (vol/vol) until loss of painful (no reaction to
pinching the hind leg) and palpebral reflexes. Anesthesia
was then maintained at 1% ISO/98% air ~ 1.5 minimum
alveolar concentration a 30-min exposure period. Body
temperature was maintained at 37 °C. Animals
observed in order to maintain > 95% oxygen saturation at
all times. At the end of the anesthetic exposure, test ani-
mals (ISO) were immediately sacrificed by cervical disloca-
tion. Samples from heart ventricle were collected, washed
with PBS (three times), and frozen in nitrogen then stored
at —80 °C. In order to avoid any stress that might influence
gene expression and protein synthesis, control animals were
maintained in their cages until the time of death. Each con-
trol animal was handled gently and then rapidly sacrificed
by cervical dislocation. Tissue was processed in the same
manner as for test animals. In order to respect the time
required for recovery of the mouse hearts after sacrifice,
the mice are not induced simultaneously. They are induced

were
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with a lag time of + 10 min. All animals were killed during
the same daily 1-h window in order to diminish confound-
ing factors from diurnal variations in gene expression [69].

Metformin exposure and tissue collection

All the mice were fasted overnight (18 h) prior to the
experiment. Mice from MET group (n=4) received
intraperitoneal (ip) injection of 350 mg-kg™' of MET
hydrochloride dissolved in PBS at a concentration of
30 mg-mL~". In parallel, control animals (n = 4) received
ip injection of PBS. We made sure to administer the same
volumes (100 puL) of solutions (either MET hydrochloride
or PBS) to each mouse. Blood glucose levels in each animal
were measured prior to the injection of METs or PBS (Ty)
and after 4 h of exposure to MET (T,;) prior to the sacri-
fice of the mice. Each animal was handled gently and then
rapidly sacrificed by cervical dislocation. Samples from
heart ventricle were collected, washed with PBS (three
times), and frozen in nitrogen then stored at —80 °C.

Protein extraction and quantification

After trypsination, cell pellets were resuspended in 70 pL
of lysis buffer (50 mm Tris pHS8; 0.5% nonidet P-40;
200 mm  NaCl; 0.1 mm  EDTA; protease inhibitors
[20 pgmL ™! leupeptin, 1 mm phenylmethanesulfonylfluo-
ride (PMSF), 20 pg-mL ™' aprotinin)], and protein amount
was determined by Bradford method (Bio-Rad, Marnes,
France). Samples are stored at —20 °C.

After trypsination, cell pellets were resuspended in 70 pL
of lysis buffer Laemmli 1.5X (150 mm Tris/HCl pH 6.8;
3.75% SDS ; 30% glycerol).

Samples are stored at —20 °C.

Western blotting

Proteins were separated on polyacrylamide gels and trans-
ferred onto polyvinylidene difluoride membranes. After
nonspecific binding sites saturation, the membranes were
incubated overnight at 4 °C with a primary antibody in
blocking buffer (10 mm Tris/HCl pH 7.4, 150 mm NaCl,
1 mm EDTA, 0.1% Tween-20, 3% BSA, 0.5% gelatin).
The membranes were washed three times in TNA-1% NP-
40 (50 mm Tris pH 7.5, 150 mm NaCl, 1% NP-40) and
incubated with the HRP-conjugated secondary antibody
for 1 h at room temperature. The immunoblots were visu-
alized using an enhanced chemiluminescence detection kit
(Pierce, Thermo fisher scientific Courtaboeuf, France).

Antibodies

The list of used antibodies is presented in Table 2.
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Cell death measurement

Cell death was analyzed either by DEVDase activity or by
Annexin V/DAPI staining. To assess DEVDase activity,
HO9C2 cells were lysed in caspase lysis buffer (Hepes 10 mm
pH 7.4; NaCl 150 mm; EDTA Smm; 1% NP-40;
2 pg-mL~" aprotinin; 1 mm PMSF; 10 pm leupeptin) dur-
ing 15 min in ice. The lysates are then centrifuged for
10 min at 16 000 g at +4 °C. The supernatant is recovered
and stored at —20 °C. Lysates were standardized for pro-
tein content and 20 pg loaded into a black 96-well plate
(CellStar) in duplicate in 50 pL of caspase buffer. At the
last moment, 50 pL of reagent (47.5 uL of caspase buffer;
2 uL of Ac-DEVD-AMC 10 mm; 0.5 uL DTT 1 M) is
added to each protein sample and analyzed by fluorimetry
(Fluoroskan Ascent™ Thermo Scientific: Excitation 390 nm
—Transmission 460 nm—Kinetic: 30 measurements spaced
3 min apart). Caspase activity was determined both with
and without the presence of 1 pum of the caspase 3 inhibitor
Ac-DEVD-CHO, and the specific activity was expressed as
the change in absorbance per minute per milligram of pro-
tein. In parallel, cell viability of the treated cells was
assessed by looking at the externalization of plasma mem-
brane phosphatidylserine using Annexin V staining and the
plasma membrane permeabilization using DAPI staining
and then analyzed by flow cytometry (Miltenyi Biotec).

Clonogenic assay

After stimulation in T25 flask at optimal confluence, the
H9C2 cells are trypsinized and then inoculated in 6-well
plates at a rate of one 6-well plate per condition. For each
condition, the cell suspension is diluted in a decreasing
manner: from the most concentrated (well containing 1 mL
of cell suspension) to the least concentrated (well contain-
ing 10 pL of cell suspension) for a total solution volume of
2 mL per well. The cells are cultured for 3 days in DMEM
10% SVF medium. Once colonies formation was observed,
cells were stained with crystal violet (0.4% violet crystal,
20% EtOH; Sigma-Aldrich) and counted.

Mitochondrial Reactive oxygen species
measurement

To quantify mitochondrial-ROS induction, Molecular
Probes® fluorogenic reagent as CellROX® Green (Ex:
485 nm/ Em: 520 nm) was added to H9C2 cells for a 30-
min incubation at 37 °C. CellROX® Green reagent is a
DNA dye, and upon oxidation, it binds to DNA; thus, its
signal is localized primarily in the nucleus and mitochon-
dria. The cell-permeable reagents are nonfluorescent while
in a reduced state and upon oxidation exhibit strong fluo-
rogenic signal. Upon completion of CellROX® Green
Reagent incubation, H9C2 cells were collected and washed
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Table 2. References and dilution used for each indicated antibody.

SEV prevents I/R-induced death of cardiomyocytes

MW
Recognized protein (kDa) Host and isotype  Dilution Reference
Acetyl-CoA carboxylase 280 Monoclonal WB: 1/1000 3676; Cell Signaling Technology (Ozyme-
rabbit 1gG Saint—Cyr—L'EcoIe, France)
Actin 43 Monoclonal WAB: 1/1000 sc 47778;Santa Cruz Biotechnology
mouse IgG1 (Heidelberg, Germany)
Akt2 60 Monoclonal WB: 1/1000 5239; Cell Signaling Technology (Ozyme-
mouse IgG1 Saint-Cyr—L’EcoIe, France)
AMPKa 62 Polyclonal rabbit ~ WB: 1/1000  2332; Cell Signaling Technology (Ozyme-
Saint—Cyr—L’EcoIe, France)
Bcl-2 26 Monoclonal W8B: 1/1000  2870; Cell Signaling Technology (Ozyme-
rabbit 1gG Saint—Cyr—L’EcoIe, France)
Bel-xL 30 Monoclonal WAB: 1/1000 2764; Cell Signaling Technology (Ozyme-
rabbit 1gG Saint-Cyr-L'Ecole, France)
Cleaved-caspase 3 17 Polyclonal rabbit ~ WB: 1/1000  ab2302; AbCam (Paris, France)
19G
ERK2 42 Monoclonal WB: 1/1000 sc 1647, Santa Cruz Biotechnology
mouse 1gG2b (Heidelberg, Germany)
Hsp 90 90 Monoclonal WB: 1/1000 0rb97461; Biorbyt Ltd (Cambridge, UK)
mouse IgG1
Mcl-1 37 Monoclonal WB: 1/1000  ab32087; AbCam (Paris, France)
rabbit 1gG
MyL2 19 Polyclonal rabbit ~ WB: 1/ 10906-1-AP; Proteintech (Manchester, UK
1gG 1000IF:1/
50
Myogenin 34 Polyclonal rabbit ~ WB: 1/1000  sc-576, Santa Cruz Biotechnology
19G IF:1/50 (Heidelberg, Germany)
Phospho-acetyl-CoA carboxylase (Ser 79) 280 Polyclonal rabbit ~ WB: 1/1000  3661; Cell Signaling Technology (Ozyme-
19G Saint—Cyr—L’EcoIe, France)
Phospho-AMPK (Thr 172) 62 Monoclonal W8B: 1/1000 2535, Cell Signaling Technology (Ozyme-
rabbit 1gG Saint-Cyr-L’Ecole, France)
Phospho-Akt 60 Monoclonal WAB: 1/1000  4060; Cell Signaling Technology (Ozyme-
rabbit 1gG Saint—Cyr—L’EcoIe, France)
Caspase 3 17;19;35 Polyclonal rabbit ~ WB: 1/1000  9662; Cell Signaling Technology (Ozyme-
19G Saint—Cyr—L’EcoIe, France)
Smac/Diablo 21 Monoclonal WB: 1/1000  15108; Cell Signaling Technology (Ozyme-
rabbit 1gG Saint-Cyr—L’EcoIe, France)
Cardiac troponin T 40 Monoclonal WB: 1/1000 MAB-12960; Invitrogen (Courtaboeuf, France)
mouse IgG1 IF:1/50
Anti-mouse IgG, HRP-linked antibody Horse WB: 1/ 7076, Cell Signaling Technology (Ozyme-
10 000 Saint—Cyr—L'EcoIe, France)
Anti-rabbit 1I9G, HRP-linked antibody Goat WB: 1/ 7074, Cell Signaling Technology (Ozyme-
10 000 Saint-Cyr-L’Ecole, France)
Anti-rabbit 19G (conformation specific) (L27A9) Mouse W8B: 1/5000 5127, Cell Signaling Technology (Ozyme-
mAb (HRP conjugate) Saint—Cyr—L'EcoIe, France
Anticardiac troponin T-APC Monoclonal Cyto : 1/100 Clone REA400; Miltenyi Biotec (Bergisch
human IgG1 Gladbach, Germany)
Control-l APC Monoclonal Cyto: 1/100  Clone REA400; Miltenyi Biotec (Bergisch
human IgG1 Gladbach, Germany)
Alexa Fluor 488 Mouse IF: 1/1000 A-11037; Thermo Fisher Scientific
(Courtaboeuf, France)
Alexa Fluor 594 Rabbit IF: 1/1000 A-11037; Thermo Fisher Scientific

(Courtaboeuf, France)
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with PBS. Then, cells were trypsinized and washed again
two times in PBS. After aspiration of the supernatant, cells
are resuspended in 150 pL. of PBS and plated in a 96-well
plate for flow cytometry analysis.

Plasmid transfection

Twenty-four hours prior transfection, H9C2 cells were
seeded at 1 x 10 cells per cm? in 100-mm plates and then
transfected with pcDNA3-Bel-xL plasmid DNA (6 ug)
using following manufacturer’s instructions.

RNA extractions and qPCR assessments

Total RNA extraction from cells and reverse transcription
were performed using RNeasy Mini Kit and Omniscript
RT kit (Qiagen, Thermo fisher scientific Courtaboeuf,
France), respectively, according to the manufacturer proto-
cols.

For Be-xL and Bcl-2 amplification, the following are
deposited in a 96-well plate dedicated to qPCR for a final
volume of 10 pL: 8 ng of cDNA primers, the oligonu-
cleotides (Tagman® assay mix containing the sense and
antisense oligonucleotides (20x)), the Taq polymerase
enzyme contained in the Tagman® Fast Universal PCR
Master Mix (2x), No AmpErase® UNG.

The qPCR is performed and analyzed in an automated
manner by the Real Time PCR System Thermal cycling
Block, Applied Biosytems® Step One Plus™ device from
Life Technologies.

Statistical analysis

The number of animals used in each experiment is
described in the figure legends. Each stimulus condition is
considered as an independent group. Data are expressed as
mean + SEM. To compare means between two groups, the
unpaired two-tailed Student ¢-test was used. To compare
means between three or more groups, the one-way
ANOVA followed by a post hoc test with Tukey or Dun-
nett’s correction was applied. Differences observed with
values of P < 0.05 were considered statistically significant.
(*P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001). All
statistical analyses were performed in GRAPHPAD PRISM SoOft-
ware (GraphPad, version 7, San Diego, CA, USA).
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La metformine protege contre 'ischémie-reperfusion massive induite par
I"arrét cardio-respiratoire

L'arrét cardio-respiratoire (ACR) induit une ischémie-reperfusion (IR) massive. La
metformine (MET) est un médicament antidiabétique prescrit dans le monde entier et des
données préliminaires suggérant un effet protecteur potentiel dans les inflammations stériles
et non stériles. Notre hypothése est que la MET, en tant que traitement quotidien avant
I'admission a I'h6pital, pourrait améliorer le pronostic des patients admis pour un ACR.

Nous avons congu une étude rétrospective monocentrique sur une période de 6 ans
incluant tous les patients admis en soins critiques pour ACR intra- ou extra-hospitalier avec
retour d'une circulation spontanée. Un traitement chronique par MET a Il'admission au
moment de I'AC permet de diviser la cohorte entre les patients sous MET et les autres
(respectivement MET contre NoMET) Le critére de jugement principal est la survie a J28. Un
modele de prédiction est établi par un modeéle de régression logistique et un modele de Kaplan
Meier pour interpréter I'analyse de survie. Une analyse appariée par scores de propension est
effectuée, en utilisant une analyse logistique multivariée afin d’optimiser notre modele
statistique par rapport aux des facteurs de risque associés a la mortalité a J28.

Sur la période étudiée, 555 patients ont été inclus, MET n=62 contre NOMET n=493. La
survie a J28 était de 32 % contre 19 % (MET contre NoMET), p=0,01. L'analyse multivariée,
outre les critéres associés a la mortalité, montre que la MET est associée de maniére
indépendante a la survie (OR 0,47 [0,234-0,944]). Les courbes de survie montre une meilleure
survie dans le groupe MET, Log-rank 138 p=0,031. L'appariement des scores de propension et
le modeéle de régression multivariée ont identifié trois critéres associés a la mortalité a savoir
I'asystolie, les arréts cardiaques répétés malgré la prise en charge spécialisé et le SAPSII, tandis
gue le MET reste associée a une meilleure survie (RC 0,384 [0,151-0,975]).

Il s'agit d'une premiére preuve clinique de I'effet protecteur de la MET contre I'IR la
plus sévere rencontrée : 'ACR. Ces données permettraient de valider potentiellement le
bénéfice de la MET contre les conséquences de I'IR a court terme et suggere l'intérét
d’aborder cette question chez les patients non diabétiques dans les cas d'inflammation stérile

et non stérile.
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Key points

Question: Is metformin able to protect against a massive ischemia reperfusion injury induced

by a cardiac arrest?

Findings: We conducted a retrospective cohort study of 555 patients admitted for a
resuscitated cardiac arrest in the Intensive Care Unit (ICU), over a 6 years period. Patients
under metformin at the time of cardiac arrest exhibit a better D28 survival (Kaplan Meier with
Mantel-cox model, log-rank p=0.031), confirmed by the propensity score matching and a

multivariable regression modelling.

Meaning: a chronic treatment by metformin improve survival after a cardiac arrest, allowing

to explore its efficacy in various ischemia reperfusion conditions.
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Abstract

Importance: Cardiac arrest (CA) induces a massive ischemia-reperfusion (IR). Metformin (MET)
is a worldwide-prescribed antidiabetic drug, with preliminary data suggesting a potential

protective effect in sterile and non-sterile inflammation.

Objective: Our hypothesis is that MET, as a daily treatment before hospital admission, could

improve the prognosis of patients admitted for a CA.

Design: Retrospective study of patients admitted for a resuscitated CA in the Intensive Care

Unit (ICU), over a 6 years period.
Setting: Single academic ICU.

Participants: All consecutive patients admitted in the ICU after an In- or Out-of-Hospital CA

with return of a spontaneous circulation.

Exposure: MET intake at the time of the CA allows splitting the cohort between patients under

MET versus others (MET versus NoMET)

Main Outcome and measures: Survival at D28. A predicting model is established by a logistic
regression model and Kaplan Meier estimator to compute a survival analysis. Propensity score
matched analysis is performed, using a logistic multivariate analysis to obtain an optimized

model of risk factors associated to the D28 mortality.

Results: Over the period study, 555 patients are included, MET n=62 versus NOMET n=493.
Survival at D28 was 32% vs 19% (MET vs NOMET), p=0.01. The multivariate analysis, besides
several mortality-associated criteria, MET is an independent criterion associated with survival
(OR 0.470 [0.234-0.944]). The survival curves showed a better survival in the MET, Log-rank
p=0.031. The propensity score matching and multivariable regression modelling identified
three criteria associated to death (i.e. asystole on the first EKG, subsequent repeated cardiac

arrest and SAPSII), while MET is associated to survival (OR 0.384 [0.151-0.975]).

Conclusion and relevance: This is a first clinical evidence of a protective effect of MET against
the most severe IR, i.e. CA. These data will help to validate MET’s benefit against short-term
IR consequences, while this should be addressed in non-diabetic patients and in sterile and

non-sterile inflammation.
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Introduction

Ischemia-reperfusion (IR), ie. tissue hypoxia (blood supply restriction) followed by
reoxygenation (restored perfusion), is involved in frequent clinical circumstances, from
myocardial infarction to sickle cell disease, is also a major mechanism of post-surgical morbi-
mortality, and the primary factor of cardiac arrest poor prognosis™*. Since foremost causes of
worldwide mortality are ischemic heart disease and stroke (except for sub Saharan Africa), IR
represents a global health chaIIenge3. Therefore, it is a major concern for physicians and

significant efforts are made to prevent and/or protect against IR deleterious consequences.

Cardiac arrest is an universal health issue®. Cardiopulmonary resuscitation (CPR) is the
recommended algorithm allowing the heart to recover’. Thus, CPR, by restoring organ
perfusion after a cardiac output breakdown, is a whole multiorgan IR condition. Medication
taken at the time of the cardiac arrest could have consequences on the prognosis, mainly if
they own protective properties against IR, as reported for some drugs in other critical
conditions, for instance statins in ICU-admitted patientse. Main improvement of cardiac arrest
prognosis overtime have been made by reducing the time to rescue but no medication has

proven yet its benefit in term of short term survival.

Pharmacological pre- or post-conditioning aims to reduce IR injury by an exposure to a drug
acting on signaling pathways involved in molecular response to IR’; several candidates have
been assessed over the last 30 years, with disappointing results at the time, particularly in

comparison with ischemic preconditioning”®.

Metformin is a worldwide-prescribed antidiabetic drug, acting as an insulin-sensitizing agent
that reduces hepatic glucose output and increases the uptake of glucose in peripheral tissues.

Metformin ability to be a IR preconditioning drug has been explored in animal models with

9,10

equivocal results in either diabetic or non-diabetic models™ . Potential mechanisms of action
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and molecular targets of metformin cardio protective drug have been reviewed elsewhere'!.
A prospective randomized clinical studies in non-diabetic patients was unable to demonstrate
a benefit of metformin, given as a postconditioning™® treatment, on myocardial IR damages.
However, consistent with preclinical data, several clinical reports plead for a potential
protective effect of metformin in various settings of sterile and non-sterile inflammation,

13-16

including IR

Diabetes, as well as hypertension, obesity and smoking, is a recognized global risk factor of
coronary heart disease’, which is a leading cause of cardiac arrest. Retrospective data
suggests that diabetes status could be associated with a decrease in survival after an in- or
out-hospital cardiac arrest (IHCA or OHCA) '8, but without reporting patient’s treatment at the

time of the cardiac arrest®.

The hypothesis of this study is that metformin, as a daily treatment before hospital admission,
could improve the prognosis of patients admitted in the Intensive Care Unit (ICU) for a cardiac
arrest, compared to patients without previous metformin treatment, regardless of diabetes

status.
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Method

Study design and setting

We performed a retrospective single academic medical center study (University Hospital of
Guadeloupe UHG, French West Indies — Guadeloupe, France) including patients admitted for
a resuscitated cardiac arrest in the ICU (the sole on the Island). Guadeloupe is a French island
in the Leeward Islands (Lesser Antilles) and, at the administrative level, an overseas
department and an outermost region of the European Union, sharing the same health system
than mainland France. The population is around 400000 people, mainly Afro-Caribbean, but

also white European, Indian, Middle-Eastern and Chinese.

The urgent medical aid service, i.e. SAMU, provides advanced emergency treatment to OHCA
or IHCA in Guadeloupe, bringing each surviving patient after an initial CPR to the UHG-ICU.
The most remote places from UHG over the island are less than 70 kilometers (43 miles) from
the UHG, with emergency transportation by road or air (helicopter). The SAMU standard of

care follows the French guidelines for cardiac arrest (SFMU, https://www.sfmu.org).

Defibrillator availability outside the UHG is unlikely, due to the under equipment of the

territory.

Guadeloupe has in excess cardiovascular diseases and a high rate of diabetes, around two

. . . . . . 2
times more in comparison to mainland France, as well as a higher crude mortality rate®®.

After approval by our institutional ethical review board (registration number
11 092019 _METAC) of all aspects of this study, including a waiver of informed consent, all
patients admitted to the ICU for resuscitated cardiac arrest, no matter OHCA or IHCA, were

retrospectively included, as well as those having a cardiac arrest during ICU hospitalization if a
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minimal return of a spontaneous circulation ROSC of 20 minutes was obtained. Cardiac arrest

is defined as a patient who received chest compressions or defibrillation and ROSC.

Data were extracted from the ICU computerized medical charts and the PMSI, a registered
database driven by the French Data Protection Authority, CNIL, approval number 1371635 -
v0. To note, the full pre hospital timing was not available for analysis because the lack of

computerized SAMU medical chart, except No-Flow and Low-Flow times.

Clinical and biological data

For analysis, demographics data (birthdate, sex), past medical history from the relatives,
family practitioners and personal prescriptions reported in the ICU medical chart were
collected. Site of cardiac arrest (OHCA or IHCA), dates of entry, discharge from ICU and death
if so, were reported within 28 days (4 weeks) after hospital admission. Initial biological data

are extracted from the hospital laboratory (DBSYNERGY™ software).

Duration of No-Flow, as time from cardiac arrest to CPR beginning and Low-Flow as times

with active CPR, were systematically collected.

Severity scoring as SAPSII, predictive of the in-hospital mortality, and SOFA (sequential organ
failure assessment score) to evaluate the multiple organ failure, were calculated for each

patients.

Analysis and statistical method

Anonymized data were entered on an Excel™ - Microsoft sheet and once completed (after
exclusion of incomplete charts), transferred to IBM® — SPSS® statistics software (v 24.0.0.0)

for analysis.

Data are expressed as mean + standard deviation or percentages. In accordance with the aim

of the study, initial description of the cohort was followed by an a posteriori comparative
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study. Comparison were scheduled to assess patients under metformin at the time of cardiac
arrest versus others (MET versus NOMET), and survival at D28 (alive versus deceased groups).
We derived a predicting model of mortality at the admission in the ICU after an OHCA/IHCA
by using variables that are clinically relevant and available at the time of ICU admission. The
model (logistic regression) was reduced using a stepwise backward elimination process based
on a liberal P value of 0.20 or if the efficiency of the model was impacted as a result of the
removal of the variable. Univariate comparative study used Chi-2 or Fisher exact tests
(depending on data distribution) to compare categorical variables, and a Student-t test or a
Mann Whitney U-test (if required) for continuous variables. For the multivariate model, data

are reported as Odd ratio and 95% confidence intervals.

The Kaplan Meier estimator was used to compute a survival analysis between the two groups
(MET versus NOMET). The non-parametric Log rank test (Mantel-Cox model) was associated
to estimate the survival difference between groups. A secondary stratified analysis taking into
account the low-flow duration (cut-off 20 min, based on previously published data*) was

planned. Tests were interpreted at the significance level (<0.05).

Then, we performed a propensity score matched analysis; first to estimate the probability to
receive metformin; second to match each patient to a control we used following methods

Y N4 7 "

(“exact”, “nearest”, “subclass”); Third to evaluate quality of matching and finally evaluate the
outcome (D28 survival, express by odds ratio OR). Covariates for the propensity-score model
were chosen by starting with a model including only age, sex, BNP, CRP, which were thought
to be confounders for metformin treatment and outcome of interest?” and then added

additional clinical covariates that needed to be balanced between metformin treated and

non-treated (control) groups. The following covariates were included in the final model: age
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(years), sex, diabetes, arterial hypertension, renal insufficiency, cardiac failure, dyslipidemia,

statins, obesity, tobacco, insulin therapy.

We finally used a logistic multivariate analysis to perform an optimized model of risk factor

associated to the D28 mortality, using variables adjusted to the propensity score.
Sample size calculation

Based on preliminary data from our ICU, we hypothesized that 30% of patients admitted in
ICU are diabetic and 30% of diabetic patients are taking metformin at the time of the cardiac
arrest. Based on literature data, we assumed that the overall in-hospital mortality for cardiac
arrest admitted in ICU (no matter OHCA or IHCA) was roughly 80%2>. Our hypothesis is that
patients under metformin at the time of cardiac arrest should have a 15% hospital mortality
decrease, in comparison with cardiac arrests without metformin (regardless of the diabetic
status). Aiming to obtain an Odd ratio of mortality occurrence less than 1 with a 95%
confidence interval not including 1 (p<0.05) for patients under metformin (as an approach of
the relative risk), the minimal number of patients to be included is 510. Taking into account
the admission of 91 patients in 2018 in our ICU for a resuscitated cardiac arrest, a

retrospective inclusion period of 6 years was scheduled.
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Results

The period of inclusion was December 1%, 2012 to December 1%, 2018 to achieve a minimal
sample size of 510 patients, as expected (see upper). On a total of 1152 identified patients with a
diagnosis of cardiac arrest (PMSI database), 597 were excluded for some reasons (no resuscitation
and/or no ROSC n=256, misdiagnosis n=168, pediatric cases n=129, missing data n=36, duplicates
n=8), a total of 555 patients were finally included for analysis on the study period.

General data are reported table 1; as reported in this table 411 IHCA are reported (74% of the
total) among them 226/411 (55%) during the first 48h.

On purpose to assess differences between patients under metformin versus not (MET versus
NoMET), comparative data are also reported table 1. The hypothesis of metformin-intoxication
was evoked in 4 cases in MET (no metformin dosage), with immediate dialysis for all of them and
no early death (during the first 48h of ICU admission).

Related to a significant decrease of crude mortality in MET versus NOMET, we then reported the
data comparison, at D28, of living versus deceased patients (table 2). Besides the previously
described criteria of severity of cardiac arrest, such as SAPSII and SOFA scores, NoFlow/LowFlow
duration, asystole and higher lactate level, a treatment with metformin is conversely associated
with a better prognosis (two times more treated patients in the survival group).

Comparison of patients whether they are diabetic (n=202) or not is reported in appendix, table A.
Among diabetic patients (n=202), the mortality in the MET (n=62) versus the NoMET (n=140) was
68% vs 81%, p=0.04. We then compare living (n=47) versus deceased (n=155) diabetic patients at
D28 (see appendix, table B).

The multivariate analysis of the full cohort (n=555) identified independent criteria associated to
D28 mortality : Asystole on the first EKG (OR 3.937 [2.314-6.666]), Number of iterative cardiac

arrest (OR 1.691 [1.165-2.454], SOFA (OR 1.430 [1.197-1.707]), No-Flow (OR 1.144 [1.007-1.300]),
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Lactate (OR 1.086 [1.026-1.149]), Low-flow (OR 1.078 [1.044-1.114], SAPSII (OR 1.019 [1.008-
1.030]; treatment with metformin at the time of the cardiac arrest being an independent criterion
associated with survival (OR 0.470 [0.234-0.944]).

The survival curves (Kaplan Meier) reported figure 1, showed a better survival in MET through 28
days (panel A, log-rank test; p=0.031); we then reported survival curves of stratified data on the
ischemia duration (Low-Flow cut-off = 20 minutes) combined to metformin treatment or not

(panel B, stratified log-rank test; p =0.026).

Table 3 presents the main characteristics of MET versus NOMET, before and after matching.
The predicting model for D28 death-related criteria, after adjusting to the propensity score,
shows that three criteria previously reported in the multivariate analysis remains significantly
associated to death (i.e. Asystole on the first EKG, subsequent repeated cardiac arrest and

SAPSII) while metformin remains significantly associated to survival (table 4).
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Discussion

In diabetic patients, suffering of massive IR related to a resuscitated cardiac arrest, a current
treatment by metformin is associated with a better survival (15% more surviving patients at
D28). This benefit seems to be even more significant when the time of multiorgan hypoxia (as
roughly assessed by the Low-Flow duration) is longer, strengthening our findings. Using a
propensity score matching reinforces our conclusions by reducing potential selection bias and
confounding. These results suggest a protective effect of metformin and are important to
initiate prospective evaluations, in the way to better define how to get the clinical protective

effect of metformin against IR injuries, in various settings.

Since patients with and without a current treatment with metformin evidenced a very similar
cardiac arrest history, in terms of initial location (more than two-thirds of IHCA), duration of
hypoxia during CPR, severity scoring, biological data witnessing tissue metabolic injury (as
does lactate®®) and etiology for the cardiac arrest, our results are based on consistent data.
Because OHCA have some differences with IHCA, in term of so called “chain of survival” and
survival rate®, it is important to underline that the same distribution of cardiac arrest
settings (OHCA versus IHCA) were included in the two groups (MET versus NoMET).
Differences between groups are in accordance with metformin use, the MET group including
obviously only diabetic patients (so, associated with more hypertension, obesity and
dyslipidemia®®) whereas the NOMET group has only a third of diabetic patients. To note, at the
time of the cardiac arrest, no difference is noticed between MET and NoMET, for cardiac
arrest data and biological one (suggesting no metformin-related renal impairment or over
dosage), as well as for severity scoring. Altogether, these points support a good consistency of

our data and the relevance of inferred results. Lastly, we pointed out that, for obvious
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reasons, only retrospective studies can be designed to address this issue (i.e. metformin

previous treatment and cardiac arrest survival).

Analysis of D28 mortality-associated criteria identify some of usual and previously reported
risks”®, as duration of No- or Low-Flow, number of repeated cardiac arrest, higher frequency
of asystole on the first EKG, and higher lactate and renal impairment on the first post cardiac
arrest blood tests; the severity scoring are also consistent with the prognosis. Therapeutic
hypothermia was done for less than 10% of patients, so an analysis of this criterion was not
justified, besides the fact that this approach remains questionable®®. Another adjunctive
therapy for cardiac arrest (and still under evaluation), extracorporeal membrane oxygenation
(ECMO) was not quantifiable in our study; indeed, due to the remoteness of the only ECMO-
provider center in the French West Indies (University hospital, Martinique island), no patient

was treated by ECMO-assisted CPR.

Patients in the MET has 13% supplemental survival likelihood (MET versus NOMET analysis)
and those in the surviving group took twice time more metformin (alive versus deceased
analysis). To note, statin treatment, a putative preconditioning drug against sterile
inflammation, didn’t exhibit difference between groups®’. The model derived from the
multivariate analysis on mortality strengthens these results, with metformin treatment

showing up as the sole protective criterion in term of mortality.

Because, in the control group there were not only diabetic patients, we showed that in the
subgroup of diabetic patients with and without metformin, survival difference and survival-
related criteria were almost the same. In addition and for the same reasons, a propensity
score approach was used to adjust for selection bias and confounding. Thus, the use of
propensity score matching and multivariable regression modelling allow, in a robust manner,

to demonstrate that three criteria are closely related to D28 mortality (asystole on the first
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EKG, number of iterative cardiac arrest and SAPSIl), while metformin remains the only

protective criterion.

The survival curve suggests that the survival difference appears early (5 to 7 days after the
cardiac arrest) and keeps stable overtime. With an overall mortality as high as 79% and the

21,23 .
“7, we were interested to look at

strong link between death and the Low-Flow duration
whereas the putative protective effect of metformin whatever the severity of ischemia. We
choose the cut-off of 20 minutes of Low-Flow because it has been recognized as the relevant

prognosis threshold®!. After stratification on Low-Flow duration, our results suggest that the

protective effect of metformin remains in the subgroup with the longest duration of ischemia.

Metformin appears to be protective against IR injuries, but data in the literature are
controversial at different levels. First, it is not clear if metformin acts as a preconditioning or
post conditioning agent short time before or right after the IR event, both hypothesis
supported by preclinical data, or as a protective treatment in the setting of a chronic intake

before the IR event!®?%3°

. Next, it is not proven that metformin could work no matter the
diabetic status, data even more suggesting a restricted effect to diabetic patients®. Also, a
role of the diabetic status itself in response of a IR event has been suggested®’; thus the
balance between a protective role of metformin and a worsening status, i.e. diabetes,
remains an unresolved issue. Clinical data stay scarce, focusing on myocardial ischemia®.

1,34
313 , Whereas

Prospective data remains disappointing particularly in non-diabetic patients
chronic metformin treatment in diabetic could be effective”. Interestingly, an article more
than ten years ago in diabetic patients scheduled for surgery evaluated the postoperative
events, related to the timing of the last metformin intake. The authors reported that,

conversely to the recommended avoidance of preoperative metformin in scheduled surgery,

closer to the surgery is the last metformin intake lower would be the occurrence of
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postoperative events®. Finally, our data refers clearly to a protective effect of metformin

under the condition of a chronic treatment.

Our study has some limits, mainly due to its retrospective design. If the metformin treatment
was reliably reported by patients or relatives in the medical charts, we cannot report the
duration of metformin treatment prior to the cardiac arrest nor the glycosylated hemoglobin
of diabetic patients, because of the deficient medical follow up (for several reasons including
lack of family practitioners and endocrinologists) in Guadeloupe. Thus, no data on diabetes
severity before cardiac arrest can be evaluated. Even if comparisons are reassuring, mixing
OHCA and IHCA could induce unexpected bias. The data regarding the delay between the loss
of consciousness and the beginning of the CPR are also lacking and could be a bias, partially

minimized comparable data on patient’s severity (scoring, lactate, etc...).

The mechanisms involved in such protective properties are still under investigation: signaling
pathways supporting the protective effect of metformin against IR have been extensively
explored, like reactive oxygen species, HIF, apoptotic signaling and more; all were assessed

with encouraging data without being able to propose a global picture®**?’.

In conclusion, this study is the first clinical evidence of the protective effect of metformin
against the most severe IR phenomenon, i.e. cardiac arrest, involving all human organs at the
same time. We believe that these data will help to validate the benefit of metformin, as a
chronic treatment, against IR injuries. Because of millions diabetic people around the world
and the potential benefit of metformin, prospective clinical data are required to define larger
indications and more precise treatment schemes of this drug. Finally, the potential benefit in

non-diabetic patients and in sterile as well as non-sterile inflammation should be addressed.
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Table 1:

All patients NoMET MET p

n=555 n=493 n=62 value
Sex ratio (male/female) 1.5 1.5 1.3 0.69
Age, mean (SD) 61.7 (15.7) 61.3 (16.2) 65.7 (10.8) 0.03
Underlying condition
Diabetes, n (%) 202 (36) 140 (28) 60 (100) <0.01
Hypertension, n (%) 318 (57) 259 (52) 59 (95) <0.01
Obesity (IMC over 35 kg/m?), n (%) 74 (13) 56 (11) 18 (29) <0.01
Cardiac insufficiency, n (%) 103 (18) 93 (19) 10 (16) 0.60
Chronic renal insufficiency, n (%) 87 (16) 84 (17) 3(5) 0.01
Dyslipidemia, n (%) 78 (14) 59 (12) 19 (31) <0.01
Coronaropathy, n (%) 67 (12) 58 (12) 9 (15) 0.53
Cancer, n (%) 51 (9) 47 (10) 4 (6) 0.42
Antidiabetic and statin treatments
Insulin, n (%) 90 (16) 76 (15) 14 (23) 0.14
Metformin, n (%) 62 (11) 0 62 (100) <0.01
Oral antidiabetics other than Metformin, n (%) 58 (10) 34 (7) 24 (39) <0.01
Statin, n (%) 107 (19) 80 (16) 27 (44) <0.01
Cardiac arrest features
In-hospital setting (vs Out-of-hospital), n (%) 411 (74) 363 (74) 48 (77) 0.52
No flow (min), mean (SD) 1.5(3.2) 1.7 (3.4) 0.9(1.8) 0.25
Low flow (min), mean (SD) 15.9 (13.2) 16.0 (12.7) 15.2 (16.6) 0.16
First EKG: asystole (vs other), n (%) 395 (71) 353 (72) 42 (68) 0.62
Etiology: cardiac, n (%) 188 (34) 165 (33) 23 (37) 0.56
Etiology: respiratory, n (%) 160 (29) 142 (29) 18 (29) 0.97
Etiology: metabolic, n (%) 67 (12) 55 (11) 12 (19) 0.06
Subsequent repeated cardiac arrests, mean (SD) 1.5(1.1) 1.5(0.9) 1.8 (2.0) 0.87
Initial biological blood test (at ICU admission)
Leucocytes (giga/L), mean (SD) 13.2 (8.7) 13.0 (8.5) 14.7 (10.1) 0.16
Platelets (giga/L), mean (SD) 202 (130) 200 (134) 224 (96) 0.17
Hemoglobin (g/dL), mean (SD) 10.7 (2.9) 10.7 (2.9) 11.2 (2.8) 0.19
Lactate (mmol/L), mean (SD) 8.0 (5.9) 8.0 (5.9) 8.2 (5.9) 0.83
Glycemia (mmol/L), mean (SD) 11.8 (8.0) 11.5(8.1) 13.5(7.3) 0.02
Urea (mmol/l), mean (SD) 12.2 (10.0) 11.9 (10.0) 14.9 (10.2) 0.03
Creatininemia (umol/L), mean (SD) 248 (261) 239 (249) 309 (333) 0.20
Bicarbonates (mmol/l), mean (SD) 17.5 (6.6) 17.6 (6.6) 17.3(7.3) 0.79
pH, mean (SD) 7.2(0.2) 7.2(0.2) 7.2(0.2) 0.88
Initial scoring and follow up
SAPS Il, mean (SD) 75 (23) 74 (23) 76 (22) 0.70
SOFA, mean (SD) 14 (1) 14 (1) 13 (1) 0.63
Death at D28, n (%) 440 (79) 398 (81) 42 (68) 0.01
ICU length of stay after CA (days), mean (SD) 6.5 (12.5) 6.3(12.3) 7.8 (13.7) 0.25




Table 2:

Alive Deceased p

n=115 n=440 value
Sex ratio (male/female) 1.5 1.5 0.91
Age, mean (SD) 60.9 (15.9) 61.9 (15.7) 0.55
Underlying condition
Diabetes, n (%) 47 (41) 155 (35) 0.26
Hypertension, n (%) 61 (53) 257 (58) 0.30
Obesity (IMC over 35 kg/m?), n (%) 13 (11) 61 (14) 0.47
Cardiac insufficiency, n (%) 20(17) 83 (19) 0.71
Chronic renal insufficiency, n (%) 14 (12) 73 (16) 0.24
Dyslipidemia, n (%) 19 (16) 59 (13) 0.39
Coronaropathy, n (%) 11 (9) 56 (12) 0.35
Cancer, n (%) 5(4) 46 (10) 0.04
Antidiabetic and statin treatments
Insulin, n (%) 14 (12) 77 (17) 0.16
Metformin, n (%) 20(17) 42 (9) 0.01
Oral antidiabetics other than Metformin, n (%) 13 (11) 45 (10) 0.73
Statin, n (%) 28 (24) 79 (18) 0.12
Cardiac arrest features
In-hospital setting (vs Out-hospital), n (%) 88 (76) 323 (73) 0.49
No flow (min), mean (SD) 0.6 (1.5) 1.8 (3.5) <0.01
Low flow (min), mean (SD) 9.4 (8.9) 17.6 (13.6) <0.01
First EKG: asystole (vs others), n (%) 59 (51) 336 (76) <0.01
Etiology: cardiac, n (%) 44 (38) 144 (32) 0.26
Etiology: respiratory, n (%) 43 (37) 117 (26) 0.02
Etiology: respiratory, n (%) 43 (37) 117 (26) 0.02
Etiology: metabolic, n (%) 12 (10) 55 (12) 0.54
Subsequent repeated cardiac arrests, mean (SD) 1.2 (0.6) 1.5(1.1) <0.01
Initial biological blood test (at ICU admission)
Leucocytes (giga/L), mean (SD) 12.5(6.4) 13.4(9.2) 0.28
Platelets (giga/L), mean (SD) 235 (110) 194 (134) <0.01
Hemoglobin (g/dL), mean (SD) 11.3 (2.4) 10.6 (3.0) 0.01
Lactate (mmol/L), mean (SD) 4.9 (4.2) 8.9 (6.0) <0.01
Glycemia (mmol/L), mean (SD) 11.7 (6.1) 11.8 (8.5) 0.89
Urea (mmol/l), mean (SD) 9.7 (7.8) 12.9 (10.5) <0.01
Creatininemia (umol/L), mean (SD) 199 (222) 261 (268) <0.01
Bicarbonates (mmol/l), mean (SD) 19.9 (5.7) 16.9 (6.7) <0.01
pH, mean (SD) 7.27 (0.14) 7.16 (0.14) <0.01
Initial scoring
SAPS I, mean (SD) 62 (23) 78 (21) <0.01
SOFA, mean (SD) 13 (1) 14 (2) <0.01




Unmatched groups

Propensity-matched groups

Patients characteristics and outcomes No Metformin Metformin P No Metformin Metformin P
(n=493) (n=62) (n=62) (n=62)
Age (years), mean (SD) 61 (16) 65 (10) 0.03 67 (12) 65 (10) 0.20
Female gender, n (%) 196 (40) 26 (41) 0.70 32 (52) 26 (42) 0.36
Diabetes, n (%) 140 (28) 62 (100) <0.01 62 (100) 62 (100) 1
Hypertension, n (%) 259 (52) 59 (95) <0.01 59 (95) 59 (95) 1
Obesity (IMC over 35 kg/m?), n (%) 56 (11) 18 (29) <0.01 13 (21) 18 (29) 0.40
Cardiac insufficiency, n (%) 93 (19) 10 (16) 0.72 9 (15) 10 (16) 1
Chronic renal insufficiency, n (%) 84 (17) 3(5) 0.02 3(5) 3(5) 1
Dyslipidemia, n (%) 59 (12) 19 (30) <0.01 14 (23) 19 (31) 0.41
Insulin, n (%) 76 (16) 14 (22) 0.22 20 (32) 14 (23) 0.31
Statin, n (%) 80 (16) 27 (44) <0.01 22 (36) 27 (44) 0.46




Table 4

Oddratio Min95CI  Max 95Cl
Asystole on the first EKG 5.509 1.988 15.26
Number of subsequent repeated cardiac arrest 1.887 0.935 3.808
SAPSII 1.029 1.006 1.054
Metformin treatment 0.384 0.151 0.975
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Appendix: supplemental data

Table A

No Diabetes Diabetes p

n=353 n=202 value
Sex ratio (male/female) 1.8 1.1 <0.01
Age, mean (SD) 59 (17) 66 (12) <0.01
Underlying condition
Hypertension, n(%) 137 (39) 181 (90) <0.01
Obesity (IMC over 35 kg/m?), n(%) 29 (8) 45 (22) <0.01
Cardiac insufficiency, n(%) 59 (17) 44 (22 0.14
Chronic renal insufficiency, n(%) 28 (8) 59 (29) <0.01
Dyslipidemia, n(%) 21 (6) 57 (28) <0.01
Coronaropathy, n(%) 32 (9) 35(17) <0.01
Cancer, n(%) 35 (10) 16 (8) 0.43
Metformin and statin treatment
Metformin, n(%) 0 62 (31) <0.01
Statin, n(%) 33(9) 74 (37) <0.01
Cardiac arrest features
In-hospital setting (vs Out-of-hospital), n 244 (69) 167 (83) <0.01
No flow (min), mean (SD) 9(3.5) 0.9 (2.5) <0.01
Low flow (min), mean (SD) 16.4(12.9) 15.0 (13.5) 0.24
Initial cardiac activity : asystole (vs other), n 100 (28) 60 (30) 0.73
Ascribed etiology: cardiac, n(%) 110 (31) 78 (39) 0.07
Ascribed etiology: respiratory, n(%) 109 (31) 51 (25) 0.16
Ascribed etiology: metabolic, n(%) 37 (10) 30 (15) 0.13
Initial biological blood test (at ICU admission)
Leucocytes (giga/L), mean (SD) 12.7 (8.6) 14.1 (8.7) 0.08
Platelets (giga/L), mean (SD) 192 (127) 220 (134) 0.01
Hemoglobin (g/dL), mean (SD) 10.8 (3.0) 10.5(2.7) 0.15
Lactate (mmol/L), mean (SD) 8.1(6.0) 7.9 (5.9) 0.84
Glycemia (mmol/L), mean (SD) 10.6 (8.1) 13.8 (7.6) <0.01
Urea (mmol/l), mean (SD) 10.5 (9.4) 15.0 (10.5) <0.01
Creatininemia (umol/L), mean (SD) 204 (222) 321 (302) <0.01
Bicarbonates (mmol/l), mean (SD) 17.9 (6.8) 16.9 (6.3) 0.09
pH, mean (SD) 7.18 (0.19) 7.19 (0.19) 0.85
Initial scoring and follow up
SAPS Il, mean (SD) 74 (23) 77 (23) 0.18
SOFA, mean (SD) 13.9(1.6) 14.2 (1.5) 0.01
Death at D28, n(%) 285 (81) 155 (77) 0.26




Appendix: supplemental data

Table B

Alive Deceased p

n=47 n=155 value
Sex ratio (male/female) 0.9 1.1 0.58
Age 66.3 (13.0) 66.3 (11.8) 0.99
Underlying condition
Hypertension 41 (87) 140 (90) 0.54
Obesity (IMC over 35 kg/m?) 7 (15) 38 (24) 0.16
Cardiac insufficiency 10(21) 34 (22) 0.92
Chronic renal insufficiency 12 (25) 47 (30) 0.52
Dyslipidemia 14 (30) 43 (28) 0.78
Coronaropathy 5(11) 30 (19) 0.17
Cancer 1(2) 15 (10) 0.12
Antidiabetic and statin treatments
Insulin 14 (30) 76 (49) 0.02
Metformin 20(42) 42 (27) 0.04
Oral antidiabetics other than Metformin 13 (28) 45 (29) 0.85
Statin 20(42) 54 (35) 0.33
Cardiac arrest features
In-hospital setting (vs Out-hospital) 40 (85) 127 (81) 0.61
No flow (min) 0.4(1.1) 1.1(2.7) 0.26
Low flow (min) 9.9 (10.5) 16.6 (14.0) <0.01
First EKG : asystole 26 (55) 116 (75) 0.01
Initial biological blood test (at ICU admission)
Leucocytes (giga/L) 13.6 (7.3) 14.3(9.1) 0.64
Platelets (giga/L) 270 (111) 205 (137) <0.01
Hemoglobin (g/dL) 10.9 (2.4) 10.4 (2.8) 0.26
Lactate (mmol/L) 5.5(4.5) 8.7 (6.1) <0.01
Glycemia (mmol/L) 13.2 (6.7) 13.9(7.9) 0.58
Urea (mmol/l) 12.1(9.3) 16.0 (10.6) 0.02
Creatininemia (umol/L) 273 (282) 337 (308) <0.01
Initial scoring
SAPS I 66.2 (24.8) 79.9 (21.4) <0.01
SOFA 13.5 (1.5) 14.5 (1.5) <0.01
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DISCUSSION

L'ischémie-reperfusion est un mécanisme lésionnel qui contribue a la physiopathologie de
nombreuses situations cliniques rencontrées en anesthésie-réanimation telles que l'arrét
cardiaque, l'infarctus du myocarde, lI'ischémie aiglie de membre, I'accident vasculaire
cérébral, 'insuffisance rénale aiglie, mais aussi des situations de défaillance circulatoire (choc
hypovolémique, septique et cardiogénique)?’32°, De plus, les complications cardio-vasculaires
de I'IR péri-opératoire représentent une cause majeure de morbi-mortalité, que ce soit en
chirurgie cardiaque ou non cardiaque?®® 38382 par exemple, une chirurgie non cardiaque
majeure, notamment vasculaire artérielle, effectuée chez un coronarien peut se compliquer
d’un infarctus péri-opératoire dont le pronostic reste redoutable®3, Au cours de ces derniéres
années, des progres importants ont été réalisés dans la compréhension des mécanismes des
Iésions d’ischémie-reperfusion et dans le développement de stratégies pour rendre le tissu
myocardique plus résistant 3 I'ischémie ou pour limiter les Iésions de reperfusion38438>, Parmi
ces stratégies de cardioprotection, le préconditionnement anesthésique (APc) par les agents
volatils halogénes (AVH) dont le sévoflurane (SEV) a fait la preuve de son efficacité aussi bien
chez 'animal®>238¢ que chez ’lhomme?°3254,387,388389  Cependant, la maniére par laquelle ce
concept contribue a la protection myocardique observée, reste encore peu connue.

A partir d’un modéle in vitro valide permettant I’étude des mécanismes lésionnels de I'IR
et du PPc, nous avons reproduit dans cette étude I'effet cardioprotecteur du SEV et de la MET
vis-a-vis de I'IR dans des cardiomyocytes de rats et des cardiomyocytes humains dérivés
d’IPSC. Pour la premiere fois, nous avons démontré que le SEV entraine une induction de ROS
faible a modérée, probablement en rapport avec ses propriétés connues d’inhibition partielle
du complexe | de la CTE, qui se traduit par une activation d’Akt ainsi qu’une augmentation de
I’expression de Bcl-xL et protege donc les cardiomyocytes de la mort cellulaire induite par I'IR.
Nous avons également démontré que cet effet protecteur pouvait également étre obtenu
avec l'utilisation d'un agent pharmacologique bien toléré, la MET, ce qui justifie fortement
['utilisation de la MET comme agent de PPc. Ainsi, Bcl-xL, connue pour son effet anti-

apoptotique en inhibant la perméabilisation et I’altération des mitochondries en réponse a un
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signal de mort, s'impose dans cette étude comme un effecteur majeur de I'effet protecteur

du SEV et de la MET vis-a-vis de I'IR.

e Modéles in vitro d’IR et de PPc

Le choix du modéle cellulaire de cardiomyocytes de rats (lignée H9c2) est justifié par les

travaux de Hescheler et al. qui ont montré que les cellules embryonnaires H9c2 possédent des
caractéristiques morphologiques, biochimiques, et électrophysiologiques similaires aux
cellules cardiaques adultes de rat et qu’elles représentent un modele valide d’étude des
cardiomyocytes, notamment pour I'étude de la transduction du signal3®.
La restriction qui peut étre émise, d’'un point de vue physiologique (et énergétique),
concernant les cellules H9c2 est I'absence d’activité contractile spontanée qui est responsable
d’une augmentation de la consommation d’énergie cellulaire, particulierement en situation
d’IR. Afin de contourne cette limite méthodologique, nous avons dans un premier temps
confirmé nos résultats au sein de cardiomyoblastes H9c2 différenciés en cardiomyocytes. Les
cellules H9c2 différenciées semblent étre un meilleur modeéle de culture de cardiomyocytes
primaires que les cellules non différenciées. En effet, leur faible colt de maintien en culture,
I’épargne d'animaux (non-sacrifiés) ainsi que I'existence de marqueurs cardiaques spécifiques
et de signatures protéiques et métaboliques superposables aux cellules cardiaques adultes,
en font une lignée cellulaire de choix pour mimer la réponse du myocarde al'IR et au PPc*,
Pour étayer davantage nos conclusions, nous avons dérivé des cardiomyocytes humains de
cellules souches pluripotentes induites dotés notamment d’une activité contractile
spontanée. Les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) sont des cellules reprogrammées
qui présentent des caractéristiques similaires aux cellules souches embryonnaires, telles que
la capacité d'auto-renouvellement et de différenciation en de nombreux types cellulaires, y
compris les cardiomyocytes. Les cardiomyocytes dérivés des iPSC cumulent des variations
phénotypiques ce qui en fait des modeles attrayants d’étude des maladies humaines en
rapport avec I'IR. Ces cardiomyocytes dérivés des iPSC sont également pertinents afin de
caractériser I'effet de certaines molécules au sein d’essais toxicologiques. En outre, les
cardiomyocytes dérivés des iPSC peuvent aider a la stratification des patients concernant leur
sensibilité aux médicaments32,

Pour étudier les phénomeénes d’IR, de nombreux auteurs ont utilisés des modeéles de

|393 394

déprivation en oxygéne seul*’ ou de déprivation en oxygéne et en glucose>”", négligeant le
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role joué par les substrats énergétiques secondaires et les autres anomalies électrolytiques
observées lors de lI'ischémie.

Nous avons donc choisi un modele in vitro d’IR associant une déprivation en oxygene et
un milieu dépourvu de substrats énergétiques, acide a 6,6 de pH par I'ajout d’acide lactique a
5 mM et riche en potassium a 8 mM afin de reproduire I'’environnement cellulaire présent
durant une ischémie in vivo. Ce modele est efficient et mime les lésions d’IR avec une
activation de 'apoptose par le clivage de la pro-caspase 3 en caspase 3 active. Nous avons
déterminé les délais d’IR en fonction du pic d’activité caspase obtenu apres 1 heures et demi
d’ischémie et 1 heure de reperfusion, correspondant aux délais retrouvés dans la littérature
sur modele in vitro utilisant ce type de solution en situation d’hypoxie39>3%,

Pour la réalisation de I’APc, la méthode de référence est I'administration du SEV par
I'intermédiaire d’un vaporisateur associé a un analyseur de gaz, de maniére similaire a la
pratique clinique®®’. Compte tenu de son faible coefficient de partage sang/gaz a 0,6 et
eau/gaz a 0,373%; le SEV s’équilibre rapidement entre les phases gazeuse et liquide a la
concentration finale de 0,21 mM dans la phase liquide par % en phase gazeuse (soit 0,4 mM
pour 2%)3%°. Une autre méthode d’administration du SEV a été mise au point par Zitta et al.**
pour la culture cellulaire, qui a été validé par rapport a la méthode de référence. Cette
technique consiste a ajouter directement le sévoflurane a la surface du milieu de culture dans
un flacon fermé de maniére hermétique. Ainsi, les phases liquide et gazeuse s’équilibrent
rapidement a des concentrations similaires a la méthode de référence et a celle mesurées in
vivo397402_ Cette méthode autorise donc I’exposition de cellules (H9¢c2) au SEV dans différentes

conditions de culture sans la nécessité d’un vaporisateur et d’un analyseur de gaz.

e |R et protéines de la famille Bcl-2

Pendant longtemps, on a pensé que la mort cellulaire des cardiomyocytes, suite a une
séquence d’IR sévere était exclusivement due a un phénomene nécrotique. Cependant, il est
maintenant reconnu que les cardiomyocytes subissent un autre type de mort cellulaire suite
a une séquence d’IR: I'apoptose30403, En effet, I'IR est capable de déclencher la voie
intrinséque de I'apoptose en perturbant I’homéostasie des protéines pro-(Bax, Bak) et anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL) de la famille Bcl-2 conduisant ainsi a la mort cellulaire suite a la

perméabilisation de la membrane mitochondriale externe*®*. Néanmoins, il a été montré que
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I’APc par les AVH comme I'ISO exerce un effet protecteur vis-a-vis de I'apoptose induite par
les lésions d’IR en modulant I'expression des protéines anti-apoptotiques??>:323:405,

Sur le plan mécanistique, la MOMP est I'événement déclencheur de plusieurs formes de mort
cellulaire gu’elle soit apoptotique et/ou non apoptotique'?*. En conséquence, 'induction de
Bcl-xL par le SEV dans les cardiomyocytes limite la MOMP et entraine donc une diminution du
processus apoptotique mais elle pourrait également prévenir certaines formes de nécrose
régulée qui restent a caractériser.

La nécroptose, un mode régulé de mort cellulaire d'aspect nécrotique, a été identifiée
dans diverses pathologies cardiaques, dont I'IR myocardique®®®. La nécroptose a été observée
a la fois dans les cardiomyoblastes H9c2 soumis a une hypoxie/réoxygénation (HR) et dans les
coeurs de rats in vivo soumis a I'lR*’, La mesure dans laquelle les différentes formes de mort
cellulaire interagissent dans le contexte de l'ischémie-reperfusion reste mal connue.
Néanmoins, le ciblage spécifique de chaque forme de mort cellulaire peut avoir un effet sur la
taille de l'infarctus. Ainsi I'inhibition combinée de la nécroptose et de I'apoptose réduit la taille
de l'infarctus dans les coeurs isolés de cochons d’Inde de maniére plus marquée que
l'inhibition de I'un ou I'autre type de mort cellulaire individuellement?®®, D’autre part il a été
montré récemment que SEV et MET sont cardioprotecteurs vis-a-vis des lésions

nécroptotiques induites par I'IR myocardique sur modéle murin409410,

e Implication de la protéine Bcl-xL dans I’effet protecteur du PPc

Nous avons donc émis I’hypothése que les protéines de la famille Bcl-2 sont modulées par
le SEV et la MET et participent a I'effet cardioprotecteur du PPc. Ainsi, le but de notre étude
est de participer a I'amélioration de la compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la cardioprotection induite par ces agents pharmacologiques.

Malgré I'induction privilégiée de la protéine Bcl-xL nous ne pouvions pas exclure que
d’autres membres anti-apopototiques de la famille Bcl-2 jouent aussi un role dans I'effet du
préconditionnement médié par le SEV. En effet, nous rapportons la perte de I'effet protecteur
de I'APc par le SEV aprés l'utilisation de I'ABT 737. Cet inhibiteur spécifique agit par
séquestration des protéines anti-apoptotiques (Bcl-xL, Bcl-2 et Bcl-w) en mimant I'action des
protéines BH3-only pro-apoptotiques. Son action inhibitrice ne va donc pas cibler uniquement

la protéine Bcl-xL. Ainsi afin d’améliorer la compréhension du réle joué par Bcl-xL dans I’APc,
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nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de Bcl-xL le WeHi 53941, Dans notre modéle
cellulaire, nos résultats en situation d’APc sont superposables a ceux obtenus avec I’ABT-737
confirmant la pertinence de Bcl-xL dans |'effet protecteur de I’APc.

De plus, nous montrons que parmi les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, Bcl-xL
est induite de maniere privilégiée dans un modéle murin de souris C57BL6 exposées a
I'isoflurane. En effet, les niveaux d’expression des autres membres anti-apoptotiques Bcl-2 et
Mcl-1 ne sont pas modulés par I'lSO.

Nos résultats sont cohérents avec les travaux de Gallogly et al. dans lesquels I'inhibition
de Bcl-2 seul n'a eu aucun effet sur la mort cellulaire par apoptose dans les cellules H9C2, alors
gue la diminution de I'expression de Bcl-xL seule (ou en combinaison avec celle de Bcl-2)
augmente |'apoptose induite par le stress oxydant®'2, Le rdéle anti-apoptotique prépondérant
de Bcl-xL est également en cohérence avec les conclusions de Fiebig et al., qui ont observé
dans des lymphocytes T soumis a un stress oxydatif que Bcl-xL présente un pouvoir anti-
apoptotique dix fois supérieur a celui de Bcl-2413,

En définitive, les effets distincts de I'inhibition de Bcl-2 et/ou de Bcl-xL dans les cellules H9c2
suggerent des roéles cytoprotecteurs distincts mais complémentaires, dépendant du

mécanisme anti-apoptotique engagé41441>232,

e Régulation de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL par le PPc

Nos travaux indiquent que la surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL par le
SEV ne serait pas due a une régulation d’origine transcriptionnelle. Ceci est cohérent avec les
travaux de Seergev et al.?*> et d’Edmands et al.*!® qui n’identifient pas d’augmentation de
’ARNm des protéines anti-apoptotiques lors d’'une protection du myocarde vis-a-vis de I'IR
apres une exposition a I'lSO.

Ainsi nos résultats suggerent une régulation post-traductionelle de Bcl-xL. Nous pouvons
formuler plusieurs hypothéses. Il se pourrait que Bcl-xL soit phosphorylé en réponse au SEV.
En effet, Bcl-xL peut étre phosphorylé par des kinases de la famille PLK 417418 ce qui modifie
son profil d’interaction avec les autres membres de la famille Bcl-2 et ainsi son action anti-

apoptotique**?,

Bcl-xL peut étre également phosphorylé en réponse a certains agents de
chimiothérapies tels que les taxanes*?°, La encore, la phopshorylation de Bcl-xL est reponsable

de la perte de son activité anti-apoptotique*?!. De maniére identique, la phosphorylation de
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Bcl-xL est majoritairement décrite dans le contexte de I'IR comme inhibitrice. En effet, il a été
montré récemment que la phosphorylation de Bcl-xL en situation d’ischémie-reperfusion
induit la perte de son activité anti-apoptotique en levant la séquestration de la protéine pro-
apoptotique Bax, sensibilisant ainsi les cardiomyocytes a "apoptose*??423, Méme si nous ne
pouvons par formellement I'exclure, il est peu probable que I'effet protecteur du SEV soit
médié par I'augmentation de phosphorylation de Bcl-xL. Toutefois cela pourrait étre tester en
faisant une immuno-précipitation de la protéines, suivi d’'une analyse par un anti-Phospho-
Ser/Thr.

Une autre hypohtése permettant d’expliquer I'accumulation de Bcl-xL serait une
diminution de sa dégradation. Parmi les voies de dégradation des protéines, le systéme
ubiquitine-protéasome a été largement décrit, notamment au niveau du myocarde*?#42>, ||
joue un role clé dans le maintien de la qualité des protéines en éliminant les protéines
endommagées, oxydées ou mal repliées. L'ubiquitination d’une protéine consiste en la
fixation covalente d’une ou plusieurs protéines d’ubiquitine sur la protéine substrat en faisant
intervenir trois grandes classes d’enzymes appelées E1, E2 et E3-ligases. Une fois poly-
ubiquitinilé, la protéine cible sera dégradée par le protéasome. Ainsi, on peut supposer que le
SEV pourrait empécher 'ubiquitination de Bcl-xL ou exercer une action inhibitrice directement
sur le protéasome. Compte tenu du caractere délétére de I'inhibition du protéasome dans le

myocarde??®

, nous ne retenons pas cette hypotheése afin d’expliquer le réle protecteur induit
par le SEV. En revanche, afin de vérifier notre hypothése concernant I'effet du SEV sur
I"'ubiquitination nous pourrions effectuer une immunoprécipitation de la protéine Bcl-xL aprés
exposition des cellules H9c2 au SEV. Grace a un anticorps reconnaissant spécifiquement les
résidus ubiquitinés, nous pourrions ensuite analyser |'état d’ubiquitination des protéines Bcl-
XL immunoprécipitées. En cas de diminution de I'ubiquitination de Bcl-xL potentiellement
observable aprés exposition au SEV, nous pourrions en déduire que le SEV serait capable
d’induire la stabilisation de Bcl-xL en limitant son ubiquitination et donc sa dégradation par le
protéasome. Par ailleurs, nous ne pouvons pas exclure que la phosphorylation et
I"'ubiquitination soient indépendantes dans notre modele. En effet, de maniere intéressante
Dimmeler et al ont montré que la phosphorylation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (par
la protéine kinase Akt activée sous sa forme phosphorylée) induit une inhibition de sa

dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome dans les cellules endothéliales

représentant un véritable mécanisme de résistance contre I'apoptose*?’. En conséquence,
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nous pouvons envisager I'hypothése que l'action d’Akt induite par le SEV abouti a la
phosphorylation de Bcl-xL, limitant ainsi son ubiquitination et sa dégradation par le
protéasome. En effet, il a été montré que le 'APc module les niveaux d’expression des
protéines, notamment les complexes impliqués dans la chaine respiratoire mitochondriale, en
induisant une stabilisation de la protéine ou leur dégradation plutot qu’en agissant sur la

synthése protéiquet?8429:430,

e \Voie de signalisation identifiée dans notre modéle de PPc

Afin de déterminer quelle kinase était impliquée dans l'induction de Bcl-xL, nous nous
sommes tout d’abord intéressés a la kinase AMPK, décrite comme étant importante pour
I"APc*31432  Grace a l'utilisation de MEFs invalidées pour les sous-unité al et a2 et de
I’AMPK*33, nous avons établi que le SEV permettait toujours I'induction de Bcl-xL indiquant qu’
il ne semble pas exister de lien potentiel entre Bcl-xL et ’AMPK dans ce contexte. De plus, les
travaux de Zhao et al.*** avaient également montré une conservation de I'effet protecteur de
I’APc apres invalidation de I’AMPK par I'utilisation de souris AMPK-DN (surexpression AMPKa,
dominant négatif, donc non active).

Paralléelement a I’AMPK, nous nous sommes également intéressés a la sérine/thréonine kinase
Akt. Cette derniére est constituée de deux isoformes Aktl et Akt2 fortement exprimées dans
le myocarde3!!. Elle appartient a la voie de signalisation RISK (Reperfusion injury salvage
kinase) qui est impliquée dans divers mécanismes cardioprotecteurs3?®, En effet, Akt est
connue pour étre impliquée dans I'lPc mais aussi dans le post-conditionnement anesthésique,
une autre méthode de protection myocardique proche de I’APc consistant en une exposition
de I'agent anesthésique volatile, non pas avant I'IR, mais précocement lors de la phase de
reperfusion 43>436, De maniére intéressante, Akt a également été montrée comme impliquée
dans les effets protecteurs de I’APc par le SEV contre les lésions d’IR cérébrales et
intestinales*3”438, Nos résultats montrent qu’en dehors de tout stress SEV et MET induisent la
phosphorylation d’Akt dans notre modele cellulaire. De plus, nos résultats sont en accord avec
la littérature puisque I'ISO induit également la phosphorylation activatrice d’Akt dans notre
modeéle in vivo de souris C57BL63%3. Par ailleurs, la littérature rapporte que I’APc et le post-
conditionnement anesthésique pourraient induire leur effet cardioprotecteur en modulant les

protéines de la famille Bcl-2 (notamment Bcl-2 et Bax) de maniére Akt-dépendante?®39440,
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Cependant, aucune étude sur la cardioprotection induite par les AVH et/ou la MET n’a encore
montré de lien entre Akt et Bcl-xL. Dans notre travail, nous montrons clairement que
I'inhibition d’Akt dans notre modeéle cellulaire empéche la surexpression de Bcl-xL induite par
le SEV et la MET. Ce résultat serait donc en faveur d’un lien privilégié entre Akt et Bcl-xL et
pourrait ainsi expliquer la perte de |'effet protecteur de I’APc par le SEV vis-a-vis des lésions
d’IR apres l'inhibition d’Akt par Akti.

De maniere intéressante, bien qu'il ait été démontré que les ROS, tels que H,03, induisent

441 . 3ucune

I'activation d'Akt dans différents modeéles cellulaires, y compris les cardiomyocytes
étude dans le contexte de la cardioprotection par APc n'a jusqu'a présent décrit un mécanisme
qui combine l'induction des ROS, Il'activation d'Akt et la modulation de I'expression des
protéines de la famille Bcl-2. Nos résultats suggérent que l'inhibition du complexe |
mitochondrial par le SEV induit des ROS qui se comporteraient comme des initiateurs de la
voie de signalisation et des effecteurs intracellulaires responsables de I'effet cardioprotecteur
de I'APc.

La contribution des espéces réactives au sein des voies de signalisation physiologiques ou a
une agression délétére et pathologique dépend de la fréquence, de l'intensité et de la durée
de leur disponibilité 442, En effet, une augmentation faible et transitoire des niveaux de ROS
est nécessaire a la transduction intracellulaire de plusieurs stimuli (physiologiques,
pharmacologiques...), alors qu'une augmentation prolongée et importante est susceptible de
provoquer des Iésions majeures des structures cellulaires dues a des altérations oxydatives
des glucides, des lipides, des protéines et des acides nucléiques.

Ainsi, parmi les multiples questions restant a résoudre afin d’améliorer la compréhension du
role physiopathologique des ROS mitochondriaux dans les cardiomyocytes, I'identification du
seuil marquant la perte de leur effet protecteur semble cruciale.

Une légére augmentation de la formation de ROS joue un réle déterminant dans de nombreux
processus physiologiques par la modulation de plusieurs voies de transduction, notamment a
visée anti-apoptotique**®. De plus, selon le concept hormétique, la génération de faibles
niveaux de ROS semble conserver les fonctions mitochondriales contribuant ainsi au maintien
de la cardioprotection!?%444, En effet, il a récemment été démontré que la production de ROS
mitochondriaux induite par le paraquat ciblant les mitochondries (mitoPQ) provoque la mort
cellulaire a de fortes concentrations alors qu’il a un effet protecteur contre les lésions d’IR%>

a des doses 10 fois inférieures. Cependant, il n’existe pas a notre connaissance de méthode
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guantitative capable de déterminer précisement le seuil séparant les ROS protecteurs des ROS
toxiques.

Parmi les multiples mécanismes potentiellement responsables de la génération des ROS
mitochondriaux pendant I’APc tels que la régulation de I'influx du potassium mitochondrial
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par les canaux potassiques ATP-dépendants ou activés par le Ca?*46447 |e découplage?*® et la

449

dépolarisation modérée mitochondriale®*®, nous nous sommes plus particulierement

intéressés a la modulation de I'activité de la chaine respiratoire mitochondriale.

e Mitochondrie: point de départ de la cardioprotection induite par le PPc

Compte tenu de leur grande fraction occupée au sein des cardiomyocytes (30 a 40 %) , il
n'est pas surprenant que les mitochondries y soient les principales pourvoyeuses de ROS, en
faisant une cible de choix pour les ROS impliqués dans la physiopathologie de I'IR
myocardique. De plus, les mitochondries sont également ciblées par les voies de signalisation
impliquées dans la cardioprotection'®*°, Dans notre étude, malgré des caractéristiques
pharmacocinétiques différentes, nous avons montré que MET et SEV activent une voie de
signalisation cytoprotectrice dépendante de ROS/Akt/Bcl-xL. En effet, le PPc par les AVH et/ou
la MET induit une augmentation de I'expression de Bcl-xL permettant d’empécher la MOMP
et in fine de protéger les mitochondries au sein de nos différents modeles cellulaires de
cardiomyocytes.

Par ailleurs, il a été largement montré que les AVH tels que le SEV et I'ISO possedent des
propriétés inhibitrices de I'activité du complexe | (NADH-ubiquinone oxidoréductase) de la
chaine de transport d’électrons mitochondriale responsable d’une production modérée de
ROS, suffisante pour induire I'effet cardioprotecteur de I’APc®. De maniére intéressante,
I’effet cardioprotecteur de la MET ferait appel au méme mécanisme d’inhibition du complexe
| de la CTE. En effet, outre son réle dans I'homéostasie du glucose, la MET exerce un effet
pléiotrope en participant également a la production de ROS et a la modulation des processus
de mort cellulaire dont I'inhibition du complexe | serait le principal mécanisme37241, Cet effet
semble dépendre de la dose de MET utilisée et du type de cellule étudié®’*. Dans notre travail,
nous avons utilisé une concentration de MET compatible avec une application clinique

n'induisant ainsi qu'une inhibition partielle de I'activité du complexe | mitochondrial®’4.
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Cependant, le mécanisme par lequel, SEV et MET parviennent a inhiber le complexe | reste
mal compris.

Il y a plus de 50 ans, il a été suggéré que les AVH pouvaient interférer avec I'activité de la
NADH oxydoréductase, et il a été démontré par la suite que la concentration de NADH
intracellulaire mesurée par fluorométrie augmentait en réponse aux AVH dans les cceur de
rats*24°3, La NADH-ubiquinone oxydoréductase représente la premiére étape de la CTE au
cours de laquelle le NADH recoit le don de protons et d’électrons. Cette enzyme constitue
donc une source potentielle de fuite d'électrons pouvant conduire a la formation de radicaux
libres®3. Riess et al. suggére que la fonction du complexe | serait atténuée par les ions
superoxyde formés pendant |'exposition de coeurs de cochon d’Inde sains au SEV#%. De plus,
la génération de ROS a partir de la CTE mitochondriale peut préserver la fonction énergétique
mitochondriale indispensable pour la cytoprotection contre l'ischémie myocardique. Des
perturbations modérées de I'homéostasie mitochondriale produites par des stimuli
ischémiques brefs ou des agents pharmacologiques, y compris les AVH, peuvent favoriser la
tolérance du myocarde au stress ischémique en réduisant la surcharge en Ca?*, en empéchant
I'activation des voies nécrotiques ou apoptotiques, ou en atténuant le stress oxydatif>>4°6,
Bienengraeber et al. ont notamment réalisé une caractérisation quantitative des
modifications du protéome mitochondrial cardiagque pendant I'APc. lls ont établi par analyse
spectrale de masse que I’APc module I'activité de la sous-unité NADH déshydrogénase 75-kDa
du complexe | impliquée dans la CTE*3. Cette interaction entre les AVH et les complexes de la
CTE pourrait étre le premier événement déclenchant de la production de faible quantité de
ROS nécessaire a I'effet protecteur de I'APc.

De maniere intéressante, Lotz et al. rapporte plus récemment que sur des mitochondries
isolées a partir de cardiomyocytes de lapin, le SEV a un effet protecteur sur la chaine
respiratoire mitochondriale en préservant davantage son rendement énergétique par rapport
propofol et en limitant la génération massive de ROS induite en situation d’IR*’. De plus, leurs
résultats suggérent qu'une réactivation lente du complexe | contribue aux effets
cardioprotecteurs du SEV, car les animaux anesthésiés par le SEV avaient un rapport A/D
significativement plus faible en situation d’IR**’. Ce ralentissement du changement de
conformation du complexe | agit probablement comme un mécanisme intrinseque dédié a la
protection de la chaine respiratoire mitochondriale contre I'orage oxydatif pendant la phase

initiale de la reperfusion. Parallélement a ce travail, Mohsin et al. suggérent que le mécanisme
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d'inhibition du complexe | par la MET implique une stabilisation de la forme désactivée (D) du
complexe | au décours de I'agression ischémique*®. En effet, le complexe | sous sa forme
inactive (D) est plus sensible a l'inhibition par les biguanides®>4°, De plus, les résultats
obtenus par Mohsin et al. montre de maniére pertinente que le mécanisme de protection
induit par l'inhibition partielle du complexe | par la MET vis-a-vis de I'IR est probablement
AMPK-indépendant*®,

Ainsi, Il est fort probable que I'exposition au SEV et a la MET agisse sur l'état de
conformation du complexe | préalablement a I'IR. L'inhibition du complexe | de la CTE induite
par SEV et MET est donc au cceur de la cardioprotection induite par le PPc. En effet, de la
méme maniére que I'ont montré Hirata et al. avec I'lSO®®, I'inhibition du complexe | de la CTE
induite par nos agents pharmacologiques est a la fois a 'origine de la production des ROS
précurseurs des voies de signalisations cytoprotectrices et est également responsable de la
diminution de la production des ROS pro-apoptotiques grace a l'inhibition du flux inverse

d'électrons au moment de la reperfusion.

e FEtats des lieux sur la pertinence clinique du PPc

Ainsi, a partir de notre modele expérimental valide permettant la simulation d’une part
des lésions d’IR et d’autre part du PPc nous parvenons a reproduire |'effet protecteur du PPc
sur nos modeles cellulaires (cardiomyoblastes de rat H9c2 différenciés et non-différenciés,
cardiomyocytes humanisés dérivés de cellules souches embryonnaires) vis-a-vis de la mort
cellulaire par apoptose induite par I'IR. Ce résultat constitue donc un véritable prérequis avant
de poursuivre notre étude des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans le PPc
induit par SEV et MET.

Cependant, en raison de la discordance marquée entre les études expérimentales, toutes
clairement en faveur des halogénés, et les études cliniques, un véritable climat de controverse
s’est installé autour de I'effet cardioprotecteur de préconditionnement*61462_ A tel point que
les derniéres recommandations ACC/AHA pour la prise en charge cardio-vasculaire
périopératoire en chirurgie non cardiague ne se prononcent plus en faveur des agents
halogénés par rapport aux agents intraveineux>2.

De multiples raisons concourent a ce manque de reproductibilité entre les travaux de

recherche fondamentale et les essais cliniques. Par exemple, plusieurs paramétres
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physiologiques (age avancé) ou pathologiques (diabete, hyperglycémie peropératoire,
hypercholestérolémie) caractérisant une grande majorité des patients inclus dans les études
sont connus pour limiter I'effet cardioprotecteur des agents halogénés sur divers modéles in
vivo63464465466  De plus, I'anesthésie générale de ces patients méle des agents semblant
capables d’interférer avec I'effet protecteur du préconditionnement tels que le midazolam,
mais également le propofol?¢7468297  Dans un éditorial récent paru dans European Heart
Journal Heusch et Gersh contestent I'échec de I'effet cardioprotecteur du RIPC en chirurgie
cardiaque, observé dans deux essais cliniques de grande ampleur : ERICCA et RIPHeart?48469,
En effet, les auteurs considerent le propofol, utilisé chez plus de 90% des patients anesthésiés,
comme le facteur limitant la protection induite par le RIPC. En conséquence, ils proposent de
renoncer au propofol au profit des agents halogénés dans les protocoles d’anesthésie futurs

470 De maniére intéressante, une étude récente publiée par

dans ce type de chirurgie
Likhvantsev et al. compare le potentiel bénéfice d’'une hypnose exclusive au SEV par rapport
a une anesthésie générale utilisant uniguement des agents intra-veineux dont le propofol en
vue d’une chirurgie cardiaque de pontage aorto-coronarien. Les résultats montrent de
maniére convaincante une réduction de la durée de séjour hospitalier en faveur du groupe
SEV47L,

Bien que les AVH limitent la réaction inflammatoire, I’étendue des lésions myocardiques
et garantissent de meilleurs résultats en matiere de morbidité et de mortalité que I'anesthésie
par voie intra veineuse (TIVA); il n'y a actuellement pas de consensus sur le choix d’une
anesthésie par les AVH ou par TIVA afin d’améliorer la protection myocardique péri-
opératoire*’?,

Tout d’abord, il est intéressant de noter que les méta-analyses soutiennent davantage
I'hypothese selon laquelle les AVH assurent une cardioprotection cliniquement significative,
tandis que les essais cliniques randomisés rapportent des résultats plus mitigés. Cela pourrait
s'expliquer par l'inclusion d'un plus grand nombre de patients afin d'obtenir la puissance
appropriée nécessaire pour identifier une différence significative. En effet, les
recommandations en termes de méthodes et protocoles d’anesthésie different
considérablement d'un centre a l'autre, comme le montre |'étude de Landoni et al. dans
laguelle une multitude de protocoles différents d’APc ont été utilisés*’3.

En conséquence, les données actuellement disponibles ne permettent pas de comparaison

fiable de ces études car la population de patients inclus varie considérablement en termes de
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tranche d'age et de critéres d'exclusion (diabéte, anomalies valvulaires, gravité de la
cardiomyopathie, statut ASA (American Society of Anesthesiologists), quantité d'opioides
utilisés, proportion d'hommes par rapport aux femmes). Ainsi, des études précliniques
conduites au sein modeles présentant des comorbidités associant des thérapies

médiamenteuses ciblées paraissent nécessaires*’4

pour anticiper du mieux possible ces
potentiels facteurs de confusion.
Au de-la des différences moléculaires, cellulaires, anatomiques et physiologiques entre les

475
, les

modeéles d’étude du myocarde animal (porcs, murins, canins) et les coeurs humains
manifestations Iésionnelles myocardiques subies dans les études précliniques sont trés
différentes des criteres de morbi-mortalité généralement évalués dans les études cliniques.
De nombreuses études précliniques ont notamment évalué la taille de l'infarctus comme
critére de I'effet protecteur de I’APc*’%477478 En revanche, il existe une importante variabilité
au sein des études cliniques dans leur choix du critére de jugement principal en rapport avec
la protection myocardique. En effet, la majorité des études cliniques portant sur I’APc ont
évalué des critéres de jugement biologiques tels que I'élévation des biomarqueurs spécifiques
de la souffrance myocardique péri-opératoire (troponine |, troponine T ou la CKMB), la
libération de médiateurs de l'inflammation (IL-6 et IL-8) et/ou des critéres de jugement
cliniques comme la durée du séjour a [|'hopital et la morbi-mortalité péri-
opératoire*’®. Aucune étude clinique n’a encore analysé la taille de l'infarctus, et une seule
étude a inclus une analyse écho-cardiographique de I'effet protecteur de I’APc sur la fonction
myocardique®e°,

Enfin, la durée et la méthode d'administration des AVH difféerent également selon les
études cliniques et précliniques. Le but de 'administration des AVH dans les études cliniques
est double : d’'une part, assurer une cardioprotection durant l'intervention ; d’autre part,
entretenir I'anesthésie générale nécessaire a la poursuite de la chirurgie. Par conséquent, les
AVH sont souvent administrés de facon continue pendant toute la durée de I'opération au
cours des essais cliniques, par opposition aux expositions intermittentes, avec période de
« wash out » fréqguemment utilisées dans les modéles expérimentaux*1482448  Bjen que
quelques études cliniques ont appliqué les AVH de maniére intermittente®80483484,485 |4

majorité d’entre elles les ont administrés de facon continue durant la chirurgie*8471,487,278

Ainsi, I'administration intermittente des AVH pourrait induire des voies de signalisation
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protectrices différentes de celles initiées par une administration continue, contribuant ainsi
au manque de cohérence en termes de protection induite par I’APc dans les études cliniques.

Par ailleurs, une amélioration de la méthodologie des études précliniques s’avere
également déterminante pour tenter d’optimiser la pertinence clinique de la cardioprotection
induite par le PPc*’4. En effet, les études précliniques visent généralement a identifier un
mécanisme qui, par sa nature méme, induit un biais de publication des résultats positifs. De
plus, la plupart des méthodes et modeles de cardioprotection en recherche préclinique n'ont
pas été forcément protocolisés, et cela fait seulement depuis deux ans que des
recommandations a visée méthodologique ont été proposées*®®49  Ainsi, la majorité des
données sur la cardioprotection en recherche préclinique sont issues de modeéles de cellules
in vitro, de préparations isolées de coeur perfusé et de préparations in situ d'échantillons tirés
de diverses espéces, avec des protocoles de conditionnement et de durée d'occlusion
coronarienne suivie de reperfusion tres différents.

En outre, la quasi-totalité des études précliniques sur la cardioprotection ont été effectuées
sur des animaux jeunes et sains*%384, C’est pourquoi, des protocoles standardisés ainsi que
des études de reproductibilité multicentrique doivent étre encouragées afin d’améliorer la
robustesse des données précliniques sur la cardioprotection 494492,

De plus, afin de laisser présager d’un potentiel bénéfice chez I'hnomme, il faudrait idéalement
recueillir des données favorisant la cardioprotection induite par le PPc a partir d'expériences
menées sur des modeles porcins (porcs), qui représentent le modéle animal le plus proche de
I'homme en terme d'anatomie cardiaque, d'hémodynamique et de remodelage cardiaque
dans le temps et I'espace au décours d’un l'infarctus du myocarde®®3,

Enfin, il convient de noter que ; compte tenu du contexte périopératoire, un déséquilibre
franc entre I'offre et la demande en oxygene, rencontré notamment au décours d’un simple
épisode d’hypotension plus ou moins prolongé, va générer un état d'ischémie globale et
généralisée, contrairement a un infarctus du myocarde dont la zone lésionnelle reste
circonscrite au territoire de vascularisation de I'artére coronaire occluse. Par conséquent, ces
discordances majeures entre I'approche fondamentale et la pratique clinique doivent étre
prises en compte a chaque fois qu’ une stratégie de cardioprotection telle que le PPc est

évaluée au cours d’un essai clinique.
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e Perspectives thérapeutiques du PPc

A l'aide de ce travail, nous souhaitons répondre aux attentes de la recherche

translationnelle en mettant en avant I'intérét de I'approche mécanistique du PPc susceptible
de contribuer a I'amélioration de son application clinique en contexte péri-opératoire.
D’autant plus que I’APc par les AVH semble représenter la méthode de cardioprotection la
plus pertinente afin de renforcer le lien entre les études expérimentales et cliniques**.
Cette pertinence clinique s’explique sans doute par l'accessibilité et la sécurité de
I'administration des AVH. En effet, les phases successives de clampage-déclampage artériel
ou de gonflement du garrot inhérentes a I'IPc provoquent un risque non négligeable de
thrombose par rupture de plaque d’athérome et embolisation. De plus, contrairement a la
plupart des autres agents pharmacologiques inducteurs de préconditionnement (adénosine,
bradykinine, cyclosporine A), qui doivent étre administrés directement dans les artéres
coronaires pour étre efficaces sans effets secondaires graves*>>4%, les AVH agissent en toute
sécurité de maniére systémique assurant une protection diffuse du myocarde et des autres
organes tels que le foie, les reins, le cerveau?®®7:4%84%9,
Par ailleurs, I'administration intraveineuse de formes émulsifiées des agents halogénés est en
cours de développement>90°01502  Cette voie apporterait de réels bénéfices en pratique
clinique par rapport a la voie inhalée. En effet, 'absence de vaporisateur éliminerait le temps
nécessaire a I'équilibration entre le vaporisateur et le circuit du respirateur puis entre les
compartiments alvéolaire et sanguin, réduisant ainsi le temps de I'induction anesthésique et
de réveil’®, Il a été également montré que le réveil aprés anesthésie a lisoflurane
intraveineux émulsifié était plus rapide par rapport a celui du propofol*4. De plus, il a été
montré que la forme émulsifiée des agents halogénés conserve leur effet cardioprotecteurs
dans un modeéle in vivo de rats®®. Ainsi, 'administration intraveineuse des agents halogénés
pourrait représenter une véritable alternative afin d’étendre la cardioprotection des modéles
expérimentaux aux études cliniques en limitant I'utilisation du propofol tout en maintenant
des caractéristiques pharmacocinétiques compatibles avec la pratique clinique.

D’autre part, l'intérét de notre approche mécanistique réside également dans
I'identification de protéines susceptibles de devenir les cibles thérapeutiques de molécules,
déja existantes ou en cours de développement, capables de les activer et de reproduire voire

amplifier I'effet protecteur de I’APc par le SEV.
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L'utilisation d'agents anesthésiques pour la cardioprotection est trés controversée,
principalement en raison de la discordance entre les résultats issus des études précliniques et
cliniques?®’. En outre, I'effet hypnotique de ces composés limite leur utilisation en amont de
I'hospitalisation des patients. Comme nous avons démontré que la production de ROS médiée
par le SEV était le déclencheur initial de la protection contre I'apoptose induite par I'IR, nous
avons cherché un autre agent pharmacologique qui pourrait conduire a un effet protecteur
similaire et qui pourrait étre facilement prescrit avant toute chirurgie a risque d’IR. Parmi ces
molécules, une en particulier a retenu notre attention : la metformine. Cette molécule est un
médicament insulino-sensibilisateur appartenant a la classe des biguanides. Il s’agit de I’anti-
diabétique oral le plus prescrit dans la prise en charge du diabéte de type 2°°¢. De maniére
intéressante, plusieurs études ont suggéré que la MET était capable d’induire un effet
cardioprotecteur indépendamment de son effet hypoglycémiant>”3>°. En effet, dans un
modeéle de rat non-diabétique en période de remodelage myocardique post-infarctus, Yin et
al. montrent une conservation de la fonction cardiaque chez les rats traités par metformine3,
De plus, pour des controles glycémiques équivalents, les patients diabétiques traités par
metformine présentent une diminution du risque de mortalité et de morbidité coronarienne
par rapport a ceux traités par sulfamides ou insuline®%°% Tout comme le SEV, la MET protége
également le myocarde en situation d’ischémie-reperfusion qu’elle soit administrée avant la
phase d’ischémie (préconditionnement (MPc)) ou dés le début de la phase de reperfusion
(postconditionnement)3°>3°8, Dans ce contexte, la MET nous parait d’autant plus pertinente
car cette molécule semble partager des mécanismes d’action cellulaires communs avec les
AVH. D’une part, il a été montré qu’elle était capable d’induire son effet cardioprotecteur en
passant par la voie de signalisation PI3K/Akt conduisant au maintien de lintégrité
mitochondriale®!%3%¢, De plus, son activité anti-diabétique pourrait s’expliquer par son action
inhibitrice sur le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale régulant en conséquence
la production des ROS*'1°12, ’inhibition partielle du complexe | de la CTE est dépendante du
temps (au moins une heure) et de la dose (concentrations de I'ordre du micromolaire)
d’exposition de nos cellules H9c2 a la MET>13°14, De maniére similaire a Detaille et al., nous
avons donc choisi d’exposer nos cellules H9¢c2 a la MET a 100 uM pendant 1 a 24
heures®'®.Enfin, quelques études récentes montrent que la MET protége les cellules H9c2 des
lésions induites par l'ischémie-reperfusion en modulant I'expression des protéines anti-

apoptotiques telles que Bcl-xL et Bcl-2379°16,
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Des données cliniques récentes montrent que les propriétés protectrices préopératoires

de la MET sont indépendantes de son réle dans le contréle de la glycémie®!’

, ce qui souligne
l'intérét croissant pour ses effets pléiotropiques, en particulier dans la cardioprotection33. La
MET semble protéger contre les lésions d’'IR ; cependant, les données sont encore
controversées. Bien qu'il ait été largement démontré que la MET protege des lésions IR dans

18 elle ne protége pas dans les modeéles porcins®'®. Malgré

divers modeles de rongeurs
I'identification de la voie de protection dépendant de ROS/Akt/Bcl-xL (AMPK-indépendante)
en lien avec une probable modulation directe ou indirecte du complexe | de la CTE
mitochondriale, les mécanismes impliqués dans les propriétés protectrices de la MET restent
encore mal connus.

Toutefois, il reste a déterminer si la MET est a considérer comme un agent de
préconditionnement agissant peu de temps avant I'IR>?° ou comme un traitement protecteur
dans le cadre d'une prise chronique précédant I'événement impliquant une IR, En outre,
nous signalons qu'une seule injection de MET induit un effet protecteur dans des conditions
de culture normoglycémique. Ce résultat est intéressant car la quasi-totalité des effets
protecteurs de la MET chez les sujets non diabétiques sont plutét décevants>?13¢7,
contrairement a ceux mis en évidence chez les sujets diabétiques exposés de facon
chronique3®. |l serait donc pertinent de vérifier en pratique clinique, dans le cadre de I'IR, si
les propriétés cardioprotectrices de la MET sont plus prononcées au sein du myocarde de
sujets diabétiques. Pour se faire, nous avons évalué pour la premiere fois I'effet
potentiellement protecteur de la MET au décours d’un ACR (IR massive...). Autrement dit,
nous nous sommes demandés si les patients diabétiques traités au long cours par MET
présentaient une amélioration de survie 28 jours aprés leur ACR par rapport aux sujets
NoMET a savoir : les patients non-diabétiques d’une part et les patients diabétiques non-
traités par MET d’autre part. Ainsi, sur une cohorte de 555 ACR (62 MET vs 493 NoMET) nos
résultats montrent que la MET est associée a une amélioration significative de la survie a J28
(MET : 32% vs NOMET : 19% p<0,01). De plus, I'effet protecteur de la MET semble préservé et
plus marqué en cas de durées prolongées d’ischémie. Enfin, ces résultats sont superposables
également au sein du sous-groupe des patients diabétiques. Ainsi, au de-la du ou des
probables mécanismes mis en jeu, nos résultats sont cohérents avec les conditions actuelles
aréunir en clinique pour garantir |'effet protecteur de la MET : exposition chronique préalable

a l'IR, protection du sujet diabétique (Rolle et al. under submission).
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Enfin, la stratégie de protection des organes et en particulier de cardioprotection devra
probablement évoluer vers une prise en charge intégrant a la fois la prise en compte des
facteurs confondants (controle glycémique, optimisation de I'oxygénation, gestion
hémodynamique, seuils de transfusion, etc.) et une approche multimodale combinant
plusieurs stratégies de protection afin d'obtenir une efficacité synergique et cliniquement
significative®’7>22, Une cardioprotection clinique optimale pourrait nécessiter plusieurs
interventions ciblant différentes cellules, différentes voies de signalisation et différents
« timings » au cours de I'IR. Récemment, des stratégies a cibles multiples ont été designées
afin de réduire les lésions induites par I'IR, en recherchant une cardioprotection additive ou
synergique en combinant plusieurs interventions mettant en jeu des agents différents®23. Ces
stratégies pourraient notamment cibler ; a 'image de nos agents pharmacologiques SEV et
MET ; l'activation de kinases impliquées dans les voies de survie cellulaire (RISK, SAFE,
protéine kinase G), l'inhibition des voies de mort cellulaire ainsi que la protection vis-a-vis des
différentes formes de mort des cardiomyocytes (apoptose, nécroptose, autophagie, etc.)3%.
A titre d’exemple, Schwibert et al ont évalué les bienfaits de la protection par le xénon (ciblant
les voies de transduction du signal) combinée a I'hypothermie (ciblant la nécrose et
I'apoptose)°?4.

Une autre approche pourrait étre également pertinente et consisterait en une protection
combinée des cardiomyocytes et des cellules « non-cardiomyocytes », par exemple en
améliorant la microcirculation coronarienne par les inhibiteurs pharmacologiques des
récepteurs P2Y12 Ces agents pharmacologiques sont utilisés en routine pour la prise en charge
de la phase aiglie de la coronaropathie et serait capable de mimer les effets protecteurs du
conditionnement ischémique®%.

La co-médication ciblée pourrait également améliorer et/ou rétablir la cardioprotection. En
effet, il a été démontré que les statines sont capables de rétablir la cardioprotection chez les
animaux diabétiques®?® et les stratégies de cardioprotection semblent moins efficaces chez
les patients non traités par statines®?’. Contrairement a la MET, les statines n’ont pas montré,
dans notre étude, de différence significative en termes de protection vis-a-vis de la mortalité
lige a I'IR majeure d’un ACR (Rolle et al. under submission). Par ailleurs en pratique clinique,
le traitement chronique par MET des patients diabétiques se présentant pour une chirurgie
est arrété par crainte d'une acidose lactique périopératoire. A I'ére de la cardioprotection

périopératoire, on peut se demander si cela est encore justifié. Jusqu'a présent, aucune étude
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n’a véritablement répondu a cette question3®®. Dans notre étude, les patients sous MET
n’étaient pas plus hyperlactatémiques que les patients NOMET (Rolle et al. under submission).
Cependant, il est intéressant de noter qu'un article publié il y a plus de dix ans, chez des
patients diabétiques devant subir une intervention chirurgicale, évaluait la morbidité
postopératoire, liés au moment de la derniére prise de metformine. Les auteurs ont rapporté
gue, contrairement aux recommandations prodiguant d'éviter la metformine préopératoire
lors d'une chirurgie programmeée, plus la date de la derniére prise de metformine est proche
de la chirurgie, plus la survenue d'événements postopératoires est faible>?8,

La combinaison de stratégies de pré, per et post-conditionnement améliore dans une certaine
mesure la protection des organes sur modéle animal*?, les résultats des études cliniques
étant contradictoires. En effet, une stratégie combinant le RIPC et le post-conditionnement
ischémique chez les patients souffrant de STEMI a amélioré d’une part I'indice de
récupération myocardique (mesuré par I''IRM), mais n'a eu aucun effet sur les lésions
myocardiques d’IR 3931, De maniére intéressante, malgré I'induction rapide (en moins de 60
min) de la voie de signalisation dépendante de ROS/Akt/Bcl-xL par MET et SEV, la fenétre de
protection de la MET (apres 24 heures d’exposition) parait plus retardée que celle du SEV. On
peut donc se demander si I'utilisation combinée de ces deux agents pharmacologiques
pourrait amplifier, par effet additif et/ou synergique, la protection induite par le PPc.

La combinaison de stratégies cardioprotectrices pourrait également aider a surmonter
I'inhibition de la protection par des facteurs de confusion connus telles que les comorbidités
(hypertension, diabéte)>*? ou les traitements (glibenclamide, nitrates).

Une chronicisation du conditionnement dans le but d’améliorer les résultats fonctionnels a
long terme chez les patients atteints de maladies chroniques comme l'insuffisance cardiaque

a également donné des résultats prometteurs®3,
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CONCLUSION

Notre travail a montré pour la premiére fois que I'induction de la surexpression spécifique
de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL participait activement a I'effet protecteur du PPc par le
SEV et la MET sur modele in vitro de cardiomyocytes de rats et d’humains. De maniére
intéressante, nous observons également cette induction de Bcl-xL dans un modeéle animal
confirmant in vivo les résultats obtenus in vitro. Par ailleurs, nous avons également montré
gue la surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL était dépendante de I'activation
de la voie de PI3K/Akt selon un mécanisme ROS-dépendant, faisant de la voie ROS/Akt/Bcl-xL
un élément clef de I'effet protecteur induit par le PPc (Figure 21). Ces expériences devront
étre reproduites chez I'animal et chez I’homme pour confirmer I'implication de ce mécanisme
dans l'effet protecteur du PPc par les AVH et la MET. A terme, I'utilisation de molécules
agissant sur ces cibles thérapeutiques, comme par exemple la MET, permettrait d’étendre
I’effet cardioprotecteur des AVH en dehors du bloc opératoire.

De plus, de nombreux essais randomisés de forte puissance, touchant des domaines autre que
la cardioprotection péri-opératoire, sont parvenus a fournir des réponses claires et
cohérentes conduisant au bouleversement de nos pratiques en terme de protection
d’organe®3471535 Ainsi, 'avénement de la personnalisation des soins critiques et de la
médecine péri-opératoire tend a favoriser le développement d’indices et d’outils
(biomarqueurs, signatures génomiques, big data et machine learning>3®>3") spécifiquement
dédiés a l'optimisation de la prise en charge des patients susceptibles de répondre
différemment a nos agents pharmacologiques tels que les AVH (SEV) ou la MET. Compte tenu
de l'incidence croissante des patients a haut risque cardio-vasculaire et de défaillance
myocardique en contexte péri-opératoire et/ou de soins critiques en lien avec le vieillissement
de la population dans les pays développés, il devient crucial de poursuivre et d’approfondir,
sur divers types de mort cellulaire et dans divers modeles in vitro et/ou in vivo, notre approche
expérimentale du PPc et d’en tirer une application clinique adaptée afin de légitimer la

pertinence de son effet protecteur a court et long terme sur la morbi-mortalité liée a I'IR.
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RESUME

Les lésions d'ischémie-reperfusion régionale (myocardique) ou d’emblée systémique
(ACR) représentent une menace omniprésente en anesthésie-réanimation et sont a |'origine
d’une morbi-mortalité majeure. De nombreuses stratégies ont été mises au point pour les
limiter et/ou les prévenir. Malgré les preuves de I'efficacité du préconditionnement
pharmacologique (PPc) notamment par les agents volatils halogénés (AVH), appelé
préconditionnement anesthésique (APc) ; divers points de discordance en termes d’efficacité
(inter-individuelle, nature de la recherche (clinique ou pré-clinique), types de chirurgie
pratiquée (cardiaque ou non-cardiaque)) témoignent du manque de compréhension de ses
mécanismes, et d’autre part que l'intérét de son intégration au sein d’'une prise en charge
globale de -cardioprotection reste encore a confirmer. Ainsi, afin d’améliorer la
compréhension des mécanismes impliqués dans |'effet protecteur présumé du PPc, nous
avons entrepris dans un premier temps une approche fondamentale et mécanistique visant a
identifier les effecteurs de la cardioprotection induite par I’APc. Nous avons donc mis en
évidence que les anesthésiques volatils halogénés (AVH) tel que le sévoflurane (SEV) était
capable d’induire, in vitro, une voie de signalisation protectrice impliquant les espéces
réactives de I'oxygene (ROS), la protéine kinase de survie Akt et |la protéine anti-apoptotique
Bcl-xL. De maniére intéressante, nous avons reproduit I'effet protecteur induit par le SEV et
supporté par cette voie de signalisation au sein de différents modeles cellulaires d’origine
myocardique dont des cardiomyocytes humains différenciés a partir de cellules souches
embryonnaires pluripotentes. De plus, nous avons également démontré que cette voie de
signalisation protectrice induite par le SEV pouvait étre stimulée par I'agent antidiabétique
Metformine (MET), justifiant son utilisation comme agent potentiel de PPc pour prévenir des
lésions d’IR.

Forts de ces résultats, nous avons cherché a vérifier la pertinence clinique de I'effet
protecteur de la MET. Nous avons donc émis I’"hypothése que, grace a ses effets pléiotropes
et potentiellement cardioprotecteur, la MET était capable de protéger vis-a-vis de I'IR globale
et massive induite par I'arrét cardio-respiratoire (ACR). L’analyse rétrospective menée sur plus
de 500 patients admis en soins critiques pour ACR a montré que la MET est associée de

maniére indépendante a une amélioration de la survie a J28 post-ACR apportant ainsi une
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premiére preuve clinique de |'effet protecteur de la MET contre I'IR |a plus sévére rencontrée :
I’ACR.

Compte tenu de l'incidence croissante des patients a haut risque cardio-vasculaire
rencontrés en chirurgie et en soins critiques en lien avec le vieillissement de la population
dans les pays développés, il devient donc nécessaire de poursuivre et d’approfondir notre
approche expérimentale afin d’améliorer la compréhension des mécanismes du PPc et de
légitimer la pertinence clinique de son effet protecteur dans le but de limiter la morbi-

mortalité liée a I'IR.
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