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& . RESUME

Le calcium est un acteur clé de la physiologie cellulaire et dans les cardiomyocytes le
réticulum sarcoplasmique (RS) constitue une source principale de calcium intracellulaire.
L'homéostasie calcique au sein du RS est finement régulée avec des canaux calciques, des
pompes, des tampons et des canaux de fuite calcique comme le translocon. Au cours de
l'infarctus du myocarde, une altération de l'homéostasie du calcium entre le RS, les
mitochondries et le cytosol se produit et conduit a la mort cellulaire. Afin de limiter la toxicité
du calcium, nous nous sommes orientés vers la modulation du stock calcique du RS, a
l'origine de la surcharge calcique mitochondriale, en ciblant le translocon.

Ainsi nous avons pu (1) caractériser le translocon en tant que canal de fuite calcique actif
localis¢ dans le RS longitudinal dans les cardiomyocytes de souris adultes. Nous avons
¢galement démontré que (2) 'activation pharmacologique du translocon induit une réduction
partielle des réserves calciques du RS longitudinal et exerce un effet de pré-conditionnement
sur le myocarde avant l'ischémie/reperfusion (3) sans altérer les réserves calciques
ryanodinedépendantes. De maniére importante, cela a été¢ corrélé avec (4) une diminution de
l'activation des protéines pro-apoptotiques mitochondriales, (5) une réduction de la surcharge
calcique dans le cytosol pendant l'ischémie, (6) une diminution de 1’activation des calpaines
calcium-dépendantes et (7) une augmentation des mécanismes de survie: autophagie et stress
du RE.

Les résultats obtenus au cours de ma thése proposent un nouveau paradigme dans la
cardioprotection en découplant fonctionnellement la contraction calcium-dépendante et le sort
des mitochondries calcium-dépendantes. Cette étude met l'accent sur les connaissances
actuelles a propos de la dualité entre les RS jonctionel et longitudinal dans les cardiomyocytes
et ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques en proposant une stratégie thérapeutique

multi-cibles contre les 1ésions induites par 1’ischémie/reperfusion.



& . ABSTRACT

Calcium is a key component of cellular physiology and in cardiomyocytes the sarcoplasmic
reticulum (SR) represents a major source of intracellular calcium. Calcium homeostasis in the
SR is finely regulated by calcium channels, pumps, buffers and calcium leak channels such as
translocon. During myocardial infarction, alteration of calcium homeostasis between the SR,
mitochondria and cytosol occurs and leads to cell death. In order to limit calcium toxicity, we
questioned if modulating the SR calcium stock, at the origin of the mitochondrial calcium
surcharge, by targeting the translocon, might be an effective strategy.

We were thus able to (1) characterize translocon as an active calcium leak channel localized
in the longitudinal SR in adult mouse cardiomyocytes. We also showed that the (2)
pharmacological activation of translocon induces a partial reduction of longitudinal SR
calcium stores and exerts a preconditioning effect on myocardium before
ischemia/reperfusion (3) without altering the ryanodine-dependent calcium stores.
Importantly, this was correlated with (4) a decrease in the activation of mitochondrial
proapoptotic proteins, (5) a decrease in the rate of calcium increase in the cytosol during the
ischemia duration, (6) a decrease in the calcium-dependent calpains activation and (7) an
increase of pro-survival mechanisms: autophagy and ER-stress.

Results obtained during mu thesis suggest a new paradigm in cardioprotection by functionally
uncoupling the calcium-dependent contraction and calcium-dependent mitochondria fate. This
study emphasizes the present knowledge on the duality between junctional and longitudinal
SR in cardiomyocytes and open up new therapeutic perspectives by suggesting a multi-target

therapeutic strategy against ischemia/reperfusion induced injuries.
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INTRODUCTION

& . CHAPITRE I: LE CEEUR
1. Anatomie

Le cceur est un organe musculaire intra-thoracique, situé¢ au niveau des vertébres thoraciques
TS5 a T8, dont le role est de pomper le sang dans les vaisseaux sanguins afin d’approvisionner
le corps en oxygene et en nutriments d’un coté et d’assister a 1’élimination des déchets
métaboliques de 1’autre [1,2].
Chez les mammiferes, le cceur est constitué de deux parties, le ceeur droit et le ceeur gauche,
séparés par le septum. Chaque partie représente une pompe et est constituée par deux
chambres, une oreillette et un ventricule, séparés par une valve atrio-ventriculaire (AV valve)
qui sert a empécher le retour du sang du ventricule dans I’oreillette. On distingue la valve
tricuspide dans le cceur droit et la valve mitrale dans le gauche [1,2].
L’oreillette droite recoit le sang pauvre en oxygene par les veines cave supérieure et inférieure
et I’envoie dans le ventricule droit qui a son tour I’expulse vers les poumons par
I’intermédiaire de 1’artére pulmonaire. Dans les poumons, le sang s’enrichit en oxygene et
continue dans la veine pulmonaire vers 1’oreillette gauche qui I’envoie dans le ventricule
gauche pour le distribuer a tous les organes du corps par 1’aorte.
On distingue aussi deux autres valves appelées valves sigmoides pour empécher le retour
sanguin dans les ventricules, la valve pulmonaire entre le ventricule droit et [’artere
pulmonaire, et la valve aortique entre le ventricule gauche et I’aorte [1,2] (Figure.1A).
L’ouverture et la fermeture des valves sont totalement dépendantes de la différence de

pression dans les compartiments qu’elles séparent.

2. Structure

Le cceur est constitué¢ de 3 couches (de I’extérieur a I’intérieur): le péricarde, le myocarde et
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Figure.1: Le cceur

Schéma montrant 1’anatomie (A) et la structure (B) cardiaque.
(Adapté de: www.servier.fr)
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I’endocarde (Figure.1B).

A. Le péricarde

Le péricarde constitue une membrane a double paroi qui enveloppe le cceur, son role est de
protéger et maintenir en place le cceur tout en lui permettant de réaliser des contractions
rapides et vigoureuses.

Il se divise en deux couches: I'une superficielle, le péricarde fibreux ou péricarde épais, et
I’autre profonde, le péricarde séreux formé par deux feuillets: un feuillet viscéral appelé
¢épicarde qui enveloppe directement et fait partie du cceur et, un feuillet pariétal qui recouvre
le feuillet viscéral et tapisse la face interne du péricarde fibreux constituant ainsi la membrane
a double paroi. Les deux feuillets du péricarde séreux délimitent une cavité virtuelle, la cavité
péricardique contenant un liquide similaire au liquide cérébrospinal permettant la lubrification

et le glissement du cceur pendant ses mouvements [1].

B. Le myocarde
i. Le myocarde: le tissu
Le myocarde constitue le muscle cardiaque. Constitué majoritairement de cardiomyocytes, de
fibres de collagene, des vaisseaux sanguins et des nerfs, I’organisation complexe et élégante
en tourbillon et en spirale du myocarde permet un pompage efficace du sang.
Sachant que les deux ventricules droit et gauche pompent la méme quantité de sang par
contraction, le ventricule gauche est form¢é par un muscle plus épais et développé que celui du
ventricule droit. Ceci est nécessaire afin de lui permet d’exercer plus de pression pour
surmonter la grande résistance nécessaire pour pomper le sang dans tout le corps via la

circulation systémique contrairement au ventricule droit qui doit pomper le sang vers les
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poumons via la circulation pulmonaire [1].

ii. Le myocarde: le muscle

Le muscle cardiaque est un muscle stri¢ constitué de cardiomyocytes de forme cylindrique
allongée d’environ 100 pm de long et 10um de large avec un noyau central. Ils sont
généralement polynucléés, possédent un cytoplasme riche en protéines et ions, et une grande
quantit¢ de mitochondries, essentielles dans le processus énergétique et un compartiment
intracellulaire spécialis€é dans le stockage et la libération du calcium: le réticulum
sarcoplasmique (RS).Les cardiomyocytes sont liés par des disques intercalaires permettant
une propagation rapide du potentiel d’action d’une cellule a ’autre. L’organisation des
cardiomyocytes en forme de branche assure une structure plus résistante au muscle cardiaque.
Les cardiomyocytes adultes sont des cellules spécialisées, différenciées, qui ont perdu leur
capacité a se diviser. Ils sont a la base de I’activité contractile du coeur, occupent environ
75% du volume myocardique, mais représentent en nombre seulement 20% des cellules
cardiaques.

Comme le muscle squelettique, les fibres musculaires des cardiomyocytes sont composées des
sarcomeres qui présentent des stries dues a 1’alignement des filaments d’actine et de myosine
nécessaires a la contraction, formant ainsi les bandes I, H et A ainsi que les stries Z [1]
(Figure.2).

La membrane plasmique, appelée également sarcolemme, s’invagine au niveau des stries Z
pour former les tubules T, similaires a ceux présents dans le muscle squelettique. Les tubules
T se relient entre eux par des tubes longitudinaux qui forment les diades en se liant avec un
seul coté de la citerne du réticulum sarcoplasmique des cardiomyocytes [3]. Il a été supposé

que la plupart des tubules T ne se lient pas avec les citernes du réticulum sarcoplasmique
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(~80%) ce qui confirme que le couplage excitation contraction s’achéve par des signaux
diffusés a travers le sarcolemme [4]. Néanmoins, une étude récente montre que le réticulum
sarcoplasmique connecte toutes les diades et les tubules T d’un cardiomyocyte [5].

Les sarcomeres représentent I'unité de base contractile des myofibrilles. Chaque sarcomeére est
fait d’un faisceau de myofilaments parall¢les a son grand axe. Il existe 2 types de filaments:

- Les filaments fins qui sont constitués de plusieurs protéines: l'actine, la tropomyosine
et la troponine.

- Les filaments épais essentiellement constitués de la myosine.

Les filaments d’actine d’un cardiomyocyte se terminent au niveau des disques intercalaires ou
ils s’associent au sarcolemme et forment ainsi un trait appelé trait scalariforme, ceci est formeé
de structures communicantes: les desmosomes, les jonctions communicantes GAP et les
fascia adherens, dont le role est de faciliter le passage de 1’excitation membranaire et de
petites molécules [6,7].

- Les desmosomes composés principalement par les desmoplakines et les plakoglobines
sont reliées aux filaments intermédiaires de desmine (une protéine qui participe a la
charpente du cytosquelette de la cellule musculaire en stabilisant le sarcomére au
moment de la contraction musculaire). Les desmosomes sont présents entre deux
cardiomyocytes adjacents au niveau transversal ou longitudinal. Ils permettent une
forte adhésion des cardiomyocytes entre eux pour éviter leur détachement par les
contractions répétées [7].

- Les jonctions GAP, aussi appelées nexus, constituées majoritairement par les
connexines et les innexines, servent aux échanges des petites molécules et les signaux
contractiles entre les cardiomyocytes adjacents. Elles sont présentes dans les parties

longitudinales du trait scalariforme (les stries) qui lie deux cardiomyocytes a coté des
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desmosomes. C’est au niveau des jonctions GAP que 1’on retrouve de nombreux
canaux intercellulaires et parmi eux les canaux calciques [8].

- Les fascia adherens sont des jonctions qui connectent les éléments du cytosquelette
(dans ce cas c’est I’actine) des cardiomyocytes adjacents au niveau des disques
intercalaires, comme les desmosomes. Toutefois, ce lien n’est pas établi par une
protéine centrale, mais par un complexe de protéines qui joue un role important dans
des maladies cardiaque comme la maladie de Naxos, D’arythmie, la dysplasie
ventriculaire droite arythmogene, la cardiomyopathie dilatée, la myocardite... [9]

Le coeur est également composé de fibroblastes qui synthétisent la matrice extracellulaire
assurant ainsi la cohésion du tissu musculaire et la transmission des forces exercées par les

cardiomyocytes. Les fibroblastes représentent a eux seuls 70% des cellules cardiaques [10].

C. L’endocarde

L’endocarde est la couche interne du ceeur, celle qui délimite les chambres ou le sang circule.
Elle est constituée d’un épithélium squameux appelé endothélium qui est continu avec le
revétement endothélial des vaisseaux sanguins [1].

Il a été démontré que I’endothélium du cceur (qui ressemble a I’endocarde et a 1’endothélium
des capillaires myocardique) peut jouer un role dans la régulation de la contraction du
myocarde par I’intermédiaire de 1’endothéline (un neuropeptide sécrété par l'endothélium
vasculaire, ayant un effet vasoconstricteur) [11] ainsi que dans le dysfonctionnement du
développement cardiaque chez les embryons et les adultes [12] et I’induction d’une
hypertrophie [13].

Etant donné que 1’endothélium constitue une barriére entre le sang et le cceur, il joue un role

dans le contréle de la composition ionique du liquide extracellulaire autour des
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cardiomyocytes.

D. La circulation coronaire
Comme tous les organes du corps, le ceeur a besoin d’étre approvisionné en oxygene et en
nutriments, et d’étre débarassé de ses déchets métaboliques. Cela est assuré par la circulation
coronaire.
La circulation coronaire commence juste apres la valve aortique et se divise en deux arteres
principales: ’artére coronaire droite et 1’artére coronaire gauche qui se divise elle-méme en
deux branches: I’artére interventriculaire antérieure et 1’artére circonflexe gauche.
Ces trois arteres irrigent la totalité des cellules du cceur, en se divisant en des arteres plus
petites qui se terminent en formant quatre veines principales: la grande veine coronaire, la
veine coronaire postérieure, la veine coronaire moyenne et la petite veine coronaire. Ces
derniéres rejoignent majoritairement le sinus coronaire.
Le sinus coronaire est une veine cardiaque qui récolte le sang venant du myocarde et des
artéres coronaires pour les rassembler dans la circulation sanguine en débouchant dans le
I’oreillette droite entre I’orifice de la valve tricuspide et I’orifice de la veine cave inférieure

[1] (Figure.3).

3. Fonctionnement
Le cceur est un muscle involontaire qui se contracte de fagon rythmique sans I’intervention du
controle conscient, mais qui nécessite une synchronisation parfaite pour garantir son bon
fonctionnement. Ceci est assuré grace a plusieurs systémes tissulaires et cellulaires que je

développerai ci-apres.
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A. Conduction électrique
La conduction ¢lectrique est orchestrée par le tronc sympathique du systéme nerveux
autonome, dont les nerfs sont situés dans la portion T1 a T5 de la moélle épiniere. La
contraction cardiaque nécessite une synchronisation parfaite pour garantir un rythme normal
appelé rythme sinusal. Ceci est assuré par le nceud sinusal qui propage un signal électrique a
travers le tissu nodal entrainant la contraction du muscle cardiaque.
Le tissu nodal est constitué du nceud sinusal dit de Keith et Flack, un ensemble de cellules
situ¢ dans la paroi de Doreillette droite au niveau de I’abouchement de la veine cave
supérieure, et du nceud auriculo-ventriculaire dit d’Aschoff-Tawara situé a la jonction de
I’oreillette et le sommet de la partie du septum qui sépare les deux ventricules du ventricule
droit, proche de la valve septale tricuspide et de I’abouchement du sinus coronaire.
Le signal électrique généré par le nceud sinusal se propage a travers le faisceau de Bachmann
vers ’oreillette gauche, et par I’intermédiaire de trois faisceaux de fibres vers le nceud
auriculo-ventriculaire.
Une fois que le signal atteint le nceud auriculo-ventriculaire, il se propage a travers le faisceau
de His, qui a son tour se divise dans un réseau appelé réseau de Purkinje qui transmet le signal

¢lectrique aux ventricules [1,2] (Figure.4).

B. La contraction a I’échelle du cceur
La contraction est initiée par la génération d’un signal électrique dans le nceud sinusal qui se
propage dans les oreillettes puis vers les ventricules, de fagon indépendante du systéme
nerveux. Pour un pompage efficace du sang il est nécessaire d’avoir une synchronisation entre
la partie droite et gauche du cceur pour compléter un cycle cardiaque qui dure quelque ms

[14].
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Le cycle cardiaque consiste en trois phases principales (Figure.5):

- La systole auriculaire pendant laquelle les deux oreillettes se contractent
simultanément en ¢jectant le sang dans les ventricules (remplissage actif).

- La systole ventriculaire qui intervient quelques fractions de secondes apres la systole
auriculaire et induit 1’éjection du sang dans les artéres. Pendant cette phase il y a
fermeture des valves auriculo-ventriculaire (mitrale et tricuspide) et 1’ouverture des
valves sigmoides (pulmonaire et aortique).

La diastole auriculaire est généralement masquée par la systole ventriculaire et c’est
pendant cette phase que le sang remplit de nouveau les oreillettes.

- La diastole ventriculaire, c’est la phase de repos des ventricules, pendant laquelle tout
le muscle cardiaque se relache, les valves sigmoides se ferment et les valves
auriculoventriculaires s’ouvrent, permettant le remplissage passif des ventricules
[2,15].

L’ensemble du cycle cardiaque dure en moyenne 0,8 seconde chez I’homme dont 0,3 seconde
pour la systole ventriculaire et 0,5 seconde pour la diastole ventriculaire.

Au sein des cardiomyocytes, la contraction est induite par I’ECC (couplage
excitation/contraction). L’onde de dépolarisation entraine une augmentation de la
conductance membranaire du calcium, qui stimule la libération du calcium des zones de

stockage intracellulaires, surtout le réticulum, induisant la contraction.

C. La contraction a I’échelle des cardiomyocytes
i. Potentiel d’action
Les signaux électriques produits par le tissu nodal correspondent a des potentiels d’action qui

induisent la dépolarisation des cardiomyocytes par I’ouverture des canaux sodique rapides
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Figure.6: Mécanisme de contraction des cardiomyocytes

Schéma représentatif des différentes étapes de la contraction cellulaire des cardiomyocytes,
commengant par la propagation du potentiel d’action dans les tubules T jusqu’a I’extrusion du calcium
cytoplasmique accumulé suite au mécanisme du CICR (A); et de la dynamique de contraction
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entrainant une entrée massive du cation sodium dans la cellule et leur fermeture quelques
centieémes de seconde plus tard.

Le potentiel de membrane d’une fibre musculaire ventriculaire fluctue de -85 mV a +20 mV
et forme un plateau qui correspond a une contraction des cardiomyocytes ventriculaire
presque 15 fois plus longue que celle des myocytes. Ce plateau spécifique aux
cardiomyocytes est di a I"ouverture des canaux calciques lents de type L. Ces canaux
s’ouvrent avec un léger décalage a cause de leur seuil critique de -35 mV, mais restent ouvert
plus longtemps (quelques dixiemes de seconde), permettant une grande entrée du calcium
dans le cytoplasme. Ce flux des ions calciques pendant cette phase de dépolarisation réduit la

repolarisation en diminuant le passage des ions potassium a travers la membrane [16].

ii. Mécanisme de la contraction
L’augmentation de la concentration suite a 1’excitation des cardiomyocytes par un potentiel
d’action activant les canaux calciques de type L, induit une libération massive du calcium du
réticulum sarcoplasmique par les canaux RyR (ryanodine receptor) via le systéme de
libération du calcium induite par le calcium (encore appelée CICR de l'anglais calcium-
induced calcium release). Cette augmentation du calcium cytosolique est a 1’origine de la
contraction myocardique (Figure.6A) [16]. La contraction cellulaire commence par
I’augmentation globale du calcium intracellulaire suite au CICR et va entrainer la fixation des
ions calcium a la TnC (troponine C) provoquant un changement de conformation des
complexes troponine-myosine [17].. Cette phosphorylation induit un changement de
conformation des proteines, nécessaire dans 1’interaction entre 1’actine et la myosine au cours
de la contraction [18]. Des ponts se forment entre 1’actine et la myosine, permettant le

glissement des filaments épais sur les filaments fins. Le raccourcissement des sarcomeres
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induit alors une contraction cardiaque (Figure.6B).

ili. Reldchement et retour a I’état basal
Pour permettre la relaxation du muscle cardiaque, la concentration de calcium cytosolique
doit diminuer rapidement. A la fin de la dépolarisation, I’entrée du calcium s’arréte. La
relaxation se produit lorsque le calcium est libéré par la TnC. Une grande partie du calcium
cytosolique sera pompée dans le réticulum sarcoplasmique par I’intermédiaire des SERCA
(sarco/endoplasmic calcium-ATPase) et I’autre partie sera exclue en dehors de la cellule par
les pompes échangeurs sodique/calcique. Le sodium de son coté sera exclu par les pompes
sodique/potassique ATPase situées sur la membrane plasmique, provoquant le retour a 1’état
basal de concentration sodique et potassique et la fin du potentiel d’action [2,19,20]

(Figure.6).

4. Conclusion

Pour conclure ce chapitre, nous avons vu que le maintien d’un fonctionnement physiologique
du ceeur est dépendant de plusieurs systémes complexes et complémentaires qui s’achéve par
la contraction. Cela ne serait pas possible sans le contrdle du calcium cellulaire. Ce dernier est
tres finement régulé par ’ensemble des acteurs de I’homéostasie calcique que nous allons

développer dans la prochaine partie.
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& . CHAPITRE II: HOMEOSTASIE CALCIQUE AU SEIN DU CARDIOMYOCYTE
Hormis son role dans la contraction, le calcium est trés important dans la signalisation
cellulaire. Le réseau calcique de signalisation peut étre divisé en 4 unités fonctionnelles [21]
(Figure.7.A):

- Une signalisation déclenchée par un stimulus qui engendre différents signaux de
mobilisation calcique.
- Cette derniére active un mécanisme appelé « ON » mécanisme, qui alimente le
cytoplasme en calcium.
- Le calcium agit comme second messager dans plusieurs processus cellulaires dont
I’ECC.
- Enfin le « OFF » mécanisme nécessaire pour revenir a 1’état basal du cytoplasme.
Le contréle de ces multiples voies de signalisation se fait par 1’intermédiaire de nombreux
mécanismes impliquant le pompage, 1’échange et le tamponnement du calcium au niveau des
différentes composantes cellulaires [21-24] (Figure.7.B).
Dans la prochaine partie je vais développer les acteurs majeurs du metabolisme calcique dans

les différentes organelles cellulaires des cardiomyocytes.

1. La membrane plasmique
La membrane plasmique des cardiomyocytes, appelée égalemment sarcolemme, joue un role
important dans le métabolisme calcique. Elle contient plusieurs types de canaux qui jouent un
role important dans les flux calciques entrant et sortant dans les cellules a partir du milieu
extracellulaire.
Les tubules T représentent 30 a 50% de la surface de la membrane plasmique, facilitant ainsi

la conduction du potentiel d’action dans I’intérieur des cardiomyocytes. Voici une liste des
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acteurs calciques majeurs du sarcolemme:

A. Dihydropyridine receptors

Les LTCC (Long-lasting-type calcium channel), aussi désignés comme DHPR
(dihydropyridine receptors), sont des canaux calcique voltage dépendant qui induisent une
entrée calcique suite a la dépolarisation cellulaire induite par le potentiel d’action.

Dans le cceur, les canaux Ca,l.2 sont I’isoforme dominante. On les retrouve sur toute la
membrane plasmique, mais majoritairement concentrés au niveau des tubules T. Ce canal est
compos¢ de 5 sous-unités, une unit¢ ol formant la partie pore du canal et 4 sous-unités
régulatrices, a2, B, o et y. Le flux de calcium entrant se concentre majoritairement dans la
partie cytoplasmique proche des diades et cette augmentation de concentration calcique de
~100nM a ~10uM induit a son tour I’ouverture des canaux RyR [25].

Le calcium libéré par les RyR active la CaM (calmodulin), qui & son tour inhibe I’entrée du

calcium via les DHPR [26].

B. Sodium/calcium exchanger
Les NCX (sodium/calcium exchanger) sont, comme leur nom 1’indique, des échangeurs des
ions sodium et calcium, fonctionnant sur I'énergie qui est stockée dans le gradient
électrochimique de sodium. Il existe trois isoformes de NCX, 1 a 3. Dans le cceur c’est le
NCXI1 qui est dominant. Ces canaux permettent d’échanger trois ions sodium contre un ion
calcium et sont influencés par la concentration des ions sodium, impliquant qu’ils
fonctionnent dans les deux sens. Principalement, leur rdle est de faire sortir le calcium
accumulé dans le cytosol a la fin de la dépolarisation pour rétablir 1’état basal. Au début de la

dépolarisation, il joue aussi un role mineur dans 1’entrée calcique étant donné la concentration
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intracellulaire en sodium trop élevée [22,27].

C. Transient receptor potential
Jusqu’a présent, 28 geénes ont été identifiés pour la famille TRP (transient receptor potential)
qui est divisée en six sous famille: TRPC (canonical), TRPV (vanilloide), TRPM (melastatin),
TRPA (ankyrin), TRPP (polycystic) et TRPML (mucolipin). Elles possédent toutes une
structure primaire avec six domaines transmembranaires.
La majorité des canaux TRP sont localisés sur la membrane plasmique, bien que les canaux
TRPVI1, TRPV2, TRPM2, TRPM?7 soient aussi présent sur la membrane du réticulum, des
vésicules synaptiques, et des lysosomes.
En général, les canaux TRP sont perméables au calcium d’une fagon non sélective, a
I’exception du TRPM4 et TRPMS qui sont des canaux monovalent sélectifs, et du TRPVS et
TRPV6 qui sont hautement sélectifs au calcium.
Leur présence a la membrane plasmique n’est pas activée par le voltage étant donné que leur
structure est dépourvue du senseur du voltage. Par contre ils sont sensibles a la température, a
certains agents chimiques, aux mouvements mécaniques et aux changements dans
I’environnement cellulaire tel que le pH et le stress oxydatif.
Généralement, les canaux TRP provoquent une augmentation du calcium cytosolique,
induisant ainsi un signal cellulaire de régulation des fonctions cellulaires telles que la
contraction, la prolifération, la différentiation et méme la mort cellulaire.
Leur présence dans les cardiomyocytes a été lie a plusieurs maladies cardiaques telles que
I’hypertrophie et le dysfonctionnement cardiaque pour la plupart des canaux TRPC (sur la
membrane plasmique) et TRPV (sur la membrane réticulaire et au niveau des disques

intercalaires), I’induction de 1’apoptose apres ischémie pour TRPM?2, le pré-conditionnement
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contre les 1ésions cardiaques pour TRPV1, le développement cardiaque pour les TRPP2 et

TRPM?7 et dans I’arythmie pour les TRPM4, TRPC3 et TRPC6 [28].

D. Plasma membrane calcium-ATPase

Les PMCA (plasma membrane calcium-ATPase) sont des pompes membranaires qui jouent
un role crucial dans 1’extrusion du calcium cytosolique. La vitesse de cette extrusion dépend
des différentes isoformes existantes de PMCA et de leurs liens avec la calmoduline.

La PMCAZ2a est I’isoforme prédominante dans le cceur. Son affinité pour le calcium est plus
forte que celle des NCX, en revanche, sa capacité de transport est plus faible. De ce fait, le
maintien du calcium cytosolique est attribu¢ aux PMCA, alors que les NCX s’activent pour
contre-balancer l’effet de la grande augmentation de la concentration calcique pendant

I’excitation [29,30].

E. Calcium release-activated channel

Les canaux CRAC (calcium release-activated channel) sont des canaux qui lient la membrane
plasmique avec le réticulum. La protéine Orai située sur la membrane plasmique forme le
pore du canal CRAC, et se lie avec la protéine STIM1 (stromal interaction molecule 1), une
protéine transmembranaire présente sur la membrane du réticulum. STIM1 fonctionne comme
détecteur de concentration calcique dans le réticulum. Les canaux CRAC fonctionnent alors
pour éviter la vidange réticulaire du calcium en induisant une entrée calcique du milieu
extracellulaire par I’oligomérisation des STIM1 qui activent Orai. Cette entrée calcique est
accompagnée par l’activation des voies signalétiques de transcription impliquées dans le
remodelage et le développement cardiaque [31].

Des travaux récents ont montré une interaction entre STIMI1 et d’autres protéines
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membranaires et réticulaires, tel que les canaux TRP, les DHPR et les pompes SERCA et

PMCA [32].

F. Autres acteurs
D’autres canaux sont présents sur la membrane plasmique des cardiomyocytes, tels que les
canaux potassique, les protéines NHE (sodium/hydrogen exchanger), les GPCR (G-protein
coupled receptors), les canaux ligand dépendant: SCaMPRE, etc..., que je ne détaillerai pas

en raison de leur lien indirect avec le calcium [33-36].

2. La mitochondrie
La mitochondrie est I’organite cellulaire responsable de la production d’énergie sous forme
d’ATP (adénosine triphosphate), mais elle joue aussi un rdle de stock cellulaire calcique et
dans la chélation du calcium cytosolique. Dans le cardiomyocyte, les mitochondries sont
alignées avec les sarcomeres et représentent presque 38% du volume de la cellule [37]. Elles
se lient avec le réticulum dans des régions appelées MAM (mitochondria associated

membranes), trés utiles pour le transfert calcique entre ces deux organites.

A. Voltage-dependent anion channel
VDAC (voltage-dependent anion channel) est un canal de la membrane mitochondriale
externe. Il reste perméable aux cations a tout moment, mais il devient imperméable aux
anions et aux petites molécules a haut voltage. Trois isoformes de VDAC sont présentes d’une
fagon presque homogene sur les mitochondries, indiquant un role bien spécifique pour ces
protéines [38].

Des ¢études ont proposé que VDAC jouerai un rdle important dans la régulation d’un méga
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canal de la membrane mitochondriale, le mPTP (mitochondrial permeability transition pore),
responsable de la mortalité cellulaire induite par la mitochondrie [39].

Le lien entre VDAC et des protéines de la famille Bcl-2 (B cell lymphoma 2) a la membrane
de la mitochondrie, est suspecté de réduire 1’apoptose. Toutefois, en se liant aux IP3R (inositol
trisphosphate receptor), VDAC favorise le transfert du signal calcique du réticulum aux

mitochondries, induisant ainsi la mortalité cellulaire [39].

B. Mitochondrial calcium uniporter
L’entrée majeure du calcium dans la mitochondrie se fait a partir des MCU (mitochondrial
calctum uniporter). MCU est un canal sélectif a I’entrée calcique qui facilite le transport
calcique voltage dépendant, situé sur la membrane interne de la mitochondrie.
Ayant une faible affinité pour le calcium, le MCU nécessite une concentration cytosolique de
calcium entre 10 et 100uM pour un transfert efficace dans la mitochondrie. Ceci est assuré par
la présence des micro-domaines a forte concentration calcique, entre le réticulum et la
mitochondrie, alimentés par la sortie du calcium réticulaire a travers les canaux IP;R.
Cette entrée de calcium dans les mitochondries doit étre maitrisée afin d’assurer une réponse
appropriée allant de la stimulation de la production d’ATP jusqu’a I’initiation de la mort
cellulaire.
L’activité des MCU est contrdlée par des protéines régulatrices faisant partie d’un grand
complexe protéique, parmi lesquels on retrouve MICU1 et MICU2 (Mitochondrial calcium
uptake 1 and 2), régulés eux méme par le calcium qui se lie & leurs domaines EF-hand
(domaines hélice-boucle-hélice). Quand le calcium est en faible quantité dans le cytoplasme,
MICU2 inhibe Dactivit¢ de MCU, alors que lors de 1’augmentation de la concentration

calcique, MICU1 stimule le pompage du calcium dans les mitochondries a travers MCU [40].
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C. Mitochondrial sodium/calcium exchanger

D¢ja décrits dans la membrane cytoplasmique, les NCLX présents sur la membrane interne
mitochondriale fonctionnent en parallele de MCU pour I’entrée du calcium dans les
mitochondries. Etant dépendant de la concentration du sodium entre la mitochondrie et le
cytoplasme, le NCLX peut agir de fagcon réversible pour 1’extrusion du calcium de la matrice
mitochondriale, surtout dans le cas d’une ischémie cardiaque ou la concentration du sodium
cytoplasmique a tendance a augmenter de maniere importante [41].

Ce canal est trés important pour 1’activit¢ mitochondriale étant donné que le sodium
mitochondrial est échangé contre des protons H' par les échangeurs mNHE, et ce phénoméne
joue un rdle crucial dans la régulation du pH cellulaire et la production de I’ATP par la

mitochondrie [42,43].

D. Mitochondrial ryanodine receptor

mRyR a été identifi¢ sur la membrane interne mitochondriale des cardiomyocytes en 2001
[44]. RyR posseéde 3 isoformes, RyR;.;, dont deux exprimées dans le cceur: RyR, sur la
membrane du réticulum sarcoplasmique que je détaillerai plus loin, et RyR; dans les
mitochondries, ici nommé mRyR.

Des ¢études on montré une différence dans le mode d’action de ces deux isoformes. Bien que
RyR, de la membrane du réticulum sarcoplasmique soit trés impliqué dans la contraction
musculaire par le mécanisme de CICR en augmentant le taux de calcium cytosolique, mRyR
joue un role dans signalisation calcique indépendante de la contraction. Il a ét¢ montré que
mRyR est nécessaire pour maintenir 1’état métabolique basal de la mitochondrie ainsi que
pour I’accélération calcium dépendante du cycle de Krebs [45]. Avec sa forte affinité¢ au

calcium, mRyR est activé sous condition physiologique de concentration de calcium, et joue
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un role dans le pompage de ce calcium dans les mitochondries. Toutefois, 1’activité des mRyR
semble étre inversée lorsque la concentration du calcium de la matrice mitochondriale atteint
un seuil critique, afin d’éviter la surcharge calcique mitochondriale, limitant ainsi 1’activation
des mPTPs et I’induction de la mort cellulaire [45—49].

Les canaux RyR seront détaillés dans la partie Réticulum.

E. Mitochondrial permeability transition pore

Le mPTP est un canal transitoire de la membrane interne de la mitochondrie, qui se forme de
facon non spécifique suite a une surcharge calcique dans la matrice mitochondriale surtout si
cela est accompagné par un stress oxydatif et une augmentation de la concentration du
phosphate intermitochondrial [50]. Son ouverture cause des dommages irréversibles menant a
la mort cellulaire. La composition de ce pore reste inconnue jusqu’a présent, méme si sa
structure est trés étudiée. On sait qu’entre autre, I’ANT (adenine nucleotide translocase), la
FoF1 ATP synthase, le PiC (phosphate carrier) et la cyclophilin D pourraient faire partie de sa
structure et jouer un role important dans la régulation de ce pore. En effet, le calcium peut se
lier a ces protéines et entrainer un changement de leur configuration, favorisant la formation
du pore en se liant avec VDAC de la membrane externe de la mitochondrie.

Du point de vue énergétique, la formation et I’ouverture du pore perméabilise la membrane
interne de la mitochondrie. Cela permet aux protons de sortir, induisant le découplage de la
chaine respiratoire et 1’arrét de la synthése de I’ATP d’un coté, et de Iautre, le déficit en
protons provoque la réversibilité de I’activité des FoF1 ATP synthase qui hydrolysent I’ATP
et cause la déplétion cellulaire d’ATP et éventuellement la mort cellulaire par nécrose.
L’ouverture du mPTP permet aussi le passage libre des petits métabolites, des protéines

inférieures a 1,5 kDa et des ions entre le cytoplasme et la mitochondrie. Cela induit une
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augmentation de la concentration calcique cytoplasmique, et le gonflement des mitochondries
suite a I’équilibre qui va se mettre en place entre les deux compartiments. Ce dernier
provoque la rupture de la membrane externe mitochondriale et la libération du cytochrome c,
facteur majeur de la mort cellulaire par apoptose.

Plusieurs ¢études ont montré que la sensibilité du mPTP pour le calcium peut étre contrdlée, et
que I’ouverture du pore peut étre induite sans 1’augmentation calcique dans la matrice, c’est le
cas de la reperfusion apres une période d’ischémie ou le stress oxydatif, la déplétion en
adénine et 1’¢lévation de la concentration du phosphate augmentent la sensibilité du pore au
calcium et entrainent son ouverture [51-53].

On suppose que d’autres protéines de la membrane externe de la mitochondrie comme les
membres de la famille Bel-2 et ’'HK (hexokinase) peuvent réguler la formation et 1’ouverture
du mPTP a travers des interactions entre la membrane externe et interne de la mitochondrie

dans des sites appelés sites de contact [50].

F. Leucine-zipper-EF-hand-containing transmembrane protein 1
Récemment une nouvelle protéine transmembranaire a été identifiée sur la membrane interne
de la mitochondrie, LETM1 (leucine-zipper-EF-hand-containing transmembrane protein 1).
LETM 1 est supposé €tre un échangeur calcium/protons, qui permet 1’influx calcique dans la
mitochondrie. Son role reste a déterminer pour savoir si son fonctionnement est réversible

avec le changement du gradient électrochimique des cardiomyocytes [47].

3. Le réticulum
Le réticulum est un organite cellulaire dont la fonction principale est la synthese des lipides et

des protéines, la maturation de ses derniers et la régulation de ’homéostasie calcique.
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On distingue deux formes de réticulum, un RE (endoplasmic reticulum) rugueux
généralement localis¢ dans la continuit¢ du noyau et recouvert de ribosomes, donc
majoritairement impliqué dans la synthése et la maturation des protéines, et un réticulum lisse
responsable de I’homéostasie calcique et de la synthése lipidique, organisé¢ différemment
selon le type cellulaire [54].

Dans les cardiomyocytes, on trouve le RS (sarcoplasmic reticulum), une forme évoluée du
réticulum lisse. Il est organisé en réseau de part et d’autre de la cellule et entre en contact avec
la membrane cellulaire au niveau des tubules T pour former les diades. Il forme la réserve
calcique la plus importante de la cellule avec une concentration de calcium allant jusqu’au
ImM [55].

Pendant longtemps, le RS était considéré comme le seul compartiment réticulaire dans les
cardiomyocytes. Des études ont proposé la présence de deux compartiments différents au sein
du RS, un compartiment jonctionnel, présent a coté des diades, dont le role se résume par la
régulation de la contraction cellulaire, et un autre compartiment longitudinal qui lui gere les
autres fonctions cellulaire. Cependant, des études récentes ont proposé la présence d’un RE
clairement différenci¢, qui communique avec le RS. Il est majoritairement situé a proximité
du noyau et assure la synthese et la maturation des protéines [37,56].

En conclusion, 1’organisation réticulaire exacte dans les cardiomyocytes n’est pas encore
définie, et les observations sont pas concluante [37,56]. De ce fait, la régulation de
I’homéostasie calcique réticulaire entre les deux compartiments du RS dans les

cardiomyocytes n’est pas trés connue, ci-dessous une liste de ses acteurs principaux:

A. Ryanodine receptor

Les RyR sont les canaux calciques les plus largement connus de par leur capacité a créer une
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augmentation de la concentration calcique cytoplasmique assez remarquable. Comme nous
I’avons déja évoqueé, il existe trois isoformes de RyR; 3. RyR; est I’isoforme dominante dans
le muscle squelettique, RyR, dans le cceur. Une étude récente a montré la présence de RyR; et
RyR; dans les cellules acineuses pancréatiques humaines [57]. Leur affinité a la ryanodine (un
alcaloide végétal) leur a donné ce nom, bien que la ryanodine ne se trouve pas
physiologiquement chez 1’animal. Tous les RyR ont une structure presque identique. Ce sont
des homotétrameres, formés de 4 sous-unités identiques de 560kDa, insérées dans la
membrane du RS, et chaque sous-unité¢ comporte 4 hélices transmembranaires qui, en se liant
au calcium, changent de conformation et forment un canal permettant la sortie des ions
calcium de la lumiére du RS vers le cytoplasme [58]. Le calcium est le modulateur principal
de I'ouverture des RyR. II est activé a de faibles concentrations de calcium cytosolique (1-
10uM) et inhibé¢ au-dela (>10uM), suggérant un réle biphasique du calcium, avec une
conformation de RyR possédant deux sites de fixation du calcium: un a grande affinité qui
stimule son ouverture et 1’autre avec une faible affinité qui I’inhibe.

La caractérisation de RyR, dans les cardiomyocytes a montré qu’il forme un complexe
macromoléculaire avec plusieurs autres protéines, comme par exemple la PKA (protein kinase
A) les protéines FKBP12 (FK506 binding protein) et 12.6, la CaM et la CaMKII
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase II), la CSQ (calsequestrin), la triadine, la
jonctine, la HRC (histidine-rich calcium binding protein). Ces protéines jouent un role
important dans la modulation et la régulation de I’activité¢ de RyR, [59]. En pharmacologie,
RyR est modulé par la ryanodine (activateur a forte dose et inhibiteur a faible dose), la caféine
(activateur), le dantroléne (inhibiteur), et plusieurs toxines issues du scorpion [60-62].

Dans les cardiomyocytes, RyR, est principalement exprimé sur la partie terminale du RS face

au tubule T. Ce positionnement a proximit¢ des DHPR (CaV,,) est trés important pour
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I’ECC. En effet, RyR est modulé¢ directement par les DHPR. La dépolarisation de la
membrane plasmique stimule I’ouverture des CaV,, induisant une entré calcique dans le
cytoplasme. Cette entrée est suffisante pour déclencher I’activation des RyR par le mécanisme
de CICR et c’est cette sortie massive du calcium par les RyR qui entraine la contraction
cellulaire [63]. L’augmentation calcique par le RyR est estimée a plus de 100uM a proximité
des diades, et c¢’est ce que 1’on appelle calcium « sparks » sites.

La diffusion de ce calcium augmente la concentration cytosolique de calcium entre 500nM et
1uM, permettant a la troponine C de se lier au calcium et d’induire la contraction.

Cette augmentation de la concentration calcique active CaM qui se lie au RyR et inhibe son

activite.

B. Inositol trisphosphate receptor
En plus des RyR, les récepteurs IP; sont aussi présents sur le RS, mais contrairement aux RyR
situés dans la partie jonctionnelle du RS a proximité des tubules T, les IP3;R ont été décrits au
niveau des lignes Z dans la région péri-nucléaire et sur la membrane nucléaire. IP;R existe
sous trois isoforme IP3;R 3. [P3R; est I’isoforme dominante dans le cceur, et son expression est
beaucoup plus faible que celle des RyR (<1:50-1:100) [64,65].
Activés par 1’IP; (inositol trisphosphate) et le calcium, IP;R induisent une sortie calcique du
RS, importante dans la régulation de la transcription des genes nucléaires [66,67]. Cependant
le taux et la vitesse de cette libération de calcium sont trés inférieurs a celle du CICR. De
plus, le potentiel d’action n’inclut pas la formation d’IP;. C’est pourquoi on suppose que les
IP3R ne jouent pas de role dans I’ECC [68—70].
L’activation des IP;R nécessite la présence du calcium et la fixation de 1’IP; sur leur site

spécifique. Ils sont donc susceptibles d’étre controlés par des ligands extracellulaires comme
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la PLC (phospholipase C), les GPCR, et les récepteurs tyrosine kinases qui induisent la
formations d’IP; [71].

Comme pour les RyR, le calcium a une action biphasique sur les IP;R. Une faible
concentration de calcium les active et ils sont inhibés par I’augmentation de calcium
cytosolique, et ceci de maniére directe par 1’action du calcium sur le récepteur ou par 1’action
de la CaM.

L’action des IP;R peut également étre modulée par la concentration du calcium dans la
lumiére du RS par des protéines chaperonnes, comme la calréticuline et la calnexin, ainsi que
par des voies de signalisation comme les CaMKII, PKG, PKC et PKA (cAMP-dependent
protein kinase).

Plusieurs groupes ont proposé IP;R comme second messager qui transforme un stimulus
externe en un signal calcique interne, caractérisé par des modeles de diffusion cellulaire
relatifs au temps et a I’espace, comme les vagues calciques et les oscillations, nécessaires
pour la régulation de plusieurs processus cellulaire tels que la prolifération, la différentiation,
le métabolisme, la sécrétion, la mémoire etc... [71,72].

Une étude récente sur les cardiomyocytes a montré un lien entre les IP;R, et les mRyR
conduisant a la régulation bioénergétique cellulaire par le signal calcique spécifique et local

des IP3;R et non par le calcium cellulaire global [73].

C. Sarco/endoplasmic calcium-ATPase
Les pompes SERCA sont un acteur majeur de la relaxation musculaire et du retour a
I’équilibre calcique par son activité de pompage de calcium dans le réticulum. Elles sont
responsables du pompage de 70 a 92% du calcium cytosolique des cardiomyocytes selon

I’espéce (humain et murin respectivement). Le reste du calcium est pompé par les NCX et les
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PMCA en dehors de la cellule, et tres peu par les MCU dans les mitochondries (moins de 1%)
[22].

SERCA est une ATPase qui utilise 1’énergie de 1’hydrolyse de I’ATP pour transporter le
calcium cytosolique dans le réticulum. Son activité est régulée par une protéine membranaire,
le PLB (phospholamban) qui, dans son état non phosphorylé, se lie a SERCA, induisant une
réduction de son affinité pour le calcium. La phosphorylation de PLB par PKA (protein kinase
A), PKC (protein kinase C) ou CaMKII inhibe son interaction avec SERCA, induisant
I’augmentation de 1’activité de cette derniere et I’accumulation calcique dans le RS [74].

Trois isoformes de SERCA 1-3 ont été identifiées, différant par leur affinité pour le calcium,
et la vitesse de I’hydrolyse de ’ATP. Dans le cceur, on retrouve SERCA;b, qui est exprimé de
maniére ubiquitaire, et majoritairement SERCA,a dans le muscle cardiaque [75]. Ils sont
distribués a proximité des tubules T (SERCA;b), mais surtout sur la membrane du RS, loin
des RyR (SERCA;a), assurant, aprés un cycle de contraction et de largage de calcium par les
RyR, un pompage efficace du calcium dans le RS pour le préparer au prochain cycle et évitant
ainsi la déplétion calcique réticulaire [76,77].

Chez I’humain, I’expression de SERCAj; (a, d et f) a été reportée dans le ceeur. Elle jouerait
un roéle dans I’induction du stress réticulaire soulignée dans des cas de défaillance cardiaque

[78].

D. Canaux de fuite calcique
En plus d’IP;R et RyR, les canaux de libération majeurs du calcium réticulaire, responsables
d'une libération controlée de calcium suite a un stimulus, 20 a 200 uM de calcium/min (selon
le type cellulaire) sont libérés par des canaux de fuite calcique. Dans des conditions de repos,

ces canaux de fuites contrélent, avec les pompes SERCA, le niveau de calcium a I'état

24



INTRODUCTION

stationnaire dans le RE [79].

i. Transient receptor potential
Déja décrit sur la membrane plasmique, quelques membres de la famille de TRP de la
membrane réticulaire ont été caractérisés comme canaux de fuite calcique [80].

- TRPVI1 agirait comme un canal de fuite calcique fonctionnel du RS dans le muscle
squelettique. La mobilisation calcique pourrait étre directement liée a I’activation de
RyR;. Des ¢études récentes de notre équipe de recherche (Paita et al., en soumission)
montrent la présence de TRPV1 dans les cardiomyocytes et leur implication dans
I’homéostasie calcique en tant que canaux de fuite [81].

- Il a été suggéré que dans le RE, TRPP2 fonctionne comme un canal de libération du
calcium qui peut interagir avec IP;R, entrainant son ouverture via 1’augmentation
locale de la concentration calcique [79]. TRPP2 pourrait également étre impliqué dans
la protection cellulaire contre 1’apoptose, en réduisant le taux de calcium du RE qui

pourrait étre libéré en réponse a un stimulus apoptotique [82].

ii. Mitsugumin 23
MG23 (mitsugumin 23) a été identifiée comme une protéine transmembranaire localisée sur le
réticulum sarcoplasmique et la membrane nucléaire dans le muscle squelettique [83]. Peu
d’informations sont disponibles sur ce canal de fuite et sa fonction reste encore peu explorée.
Toutefois, il a ét¢ montré que MG23 se comporte comme un canal cationique sensible au
voltage, perméable au calcium et au potassium quand il est reconstitué sur une double couche
lipidique. Récemment, il a été montré que ce canal aurait pour role de générer un signal de

mort provenant du RE pendant un stress réticulaire. Ce pourrait étre un indice quant a son role
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de canal de fuite calcique [84,85].

iili. Pannexin

La pannexin est un canal transmembranaire, existant sous trois isoformes Panx1-3. Panx1 est
exprimée de facon ubiquitaire, et particuliecrement dans le SNC (systéme nerveux central),
Panx2 est exprimée dans le SNC et probablement dans le ceeur, et Panx3 a été identifiée dans
la peau et dans le développement des tissus comme le cartilage et les os [86,87].

La pannexin pourrait €étre impliquée dans la formation des jonctions GAP de par sa similarité
structurale avec les connexines et les innexines. La surexpression de Panxl entraine la
formation de jonctions GAP perméables au calcium entre cellules adjacentes, permettant ainsi
une diffusion directe du calcium entre les cellules et donc une optimisation de la propagation
de la vague calcique. De maniére plus surprenante, Panx1 pourrait également former des
canaux perméables au calcium dans le RE. Ces canaux contribuent a la fuite calcique du RE et
affectent donc la charge calcique réticulaire [88,89].

Le role exact de Panx2 n’a pas encore été ¢lucidé, mais il est connu que Panx1 et Panx2
forment un pore dans la jonction GAP entre les cytoplasmes de deux cellules adjacentes [90].
Hormis leur réle de canal de fuite calcique, les pannexins jouent un réle pré-apoptotique, et
sont impliquées dans un large spectre de pathologies comme le SIDA, la maladie de Crohn, le
cancer, 1’épilepsie, I’inflammation intestinale chronique, les Iésions de la moelle épiniere et
I’infarctus du myocarde. La diversité de cellules impliquées dans ces pathologies suggére que
la fonction cellulaire de Panx1 est impliquée dans I’inflammation et la mort cellulaire, bien

que cela reste encore a ¢lucider [91].

iv. Presenilin
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Principalement localisées dans le RE, deux isoformes de presenilin ont été¢ décrites: PS1 et
PS2 qui est la forme majoritairement exprimée dans le cceur. Il a ét¢ montré que PS2 est
impliquée dans la régulation du signal calcique dans le myocarde [92]. Comme dans le cas
des pannexins, les mutations des presenilins peuvent induire 1’apoptose.

Les presenilins ont été décrites comme canaux de fuite calcique dans plusieurs maladies

neuronales, leur role dans I’homéostasie calcique cardiaque restant encore a ¢tudier [93].

v. Translocon

Le translocon sera décrit ultérieurement dans le chapitre I'V.

E. Protéines tampon calcique

Les protéines tamponnant le calcium sont des protéines qui participent a la voie de
signalisation calcique en se liant au calcium. Elles sont exprimées dans les milieux intra et
extracellulaires. Le calcium a un réle de second messager et peut activer ou inhiber la
transcription génique, et les protéines tamponnant le calcium peuvent indirectement réguler la
transcription par phosphorylation de facteurs de transcription [94]. La majorit¢é de ces
protéines font partie de la famille des EF-hand, un motif protéique constitu¢ de deux hélices a
liées a une boucle formée d'une douzaine d'acides aminés. La fixation du calcium entre les
deux hélices induit un changement de conformation de la molécule [23].

L’existence de différentes protéines tamponnant le calcium suggere leur implication dans des

fonctions spécifiques et un role important dans la physiologie cellulaire [95].

i. Calreticulin et calnexin

CRT (calreticuline) et CNX (calnexin) sont des protéines tampon calcique majeures situées
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dans la lumiére du RE. Elles ont une grande capacité a fixer le calcium et participent au
repliement des protéines et des glycoprotéines avant leur passage du RE a I’appareil de Golgi.
Elles constituent le syst¢eme de controle de qualité [96].

Les chaperonnes CRT et CNX peuvent réguler le pompage de calcium par les SERCA; de
facon directe ou indirecte. La CRT peut réguler les IP;R de maniere calcium dépendante, ainsi
qu’interagir avec SERCA, par D'intermédiaire de la protéine REpS57, provoquant une
diminution de son activité¢ quand la concentration calcique réticulaire est trop ¢levée [97,98].
Sous les mémes conditions, la CNX phosphorylée peut interagir et inhiber SERCA; [99,100].
Toutefois, a de faibles concentrations calciques réticulaires, une augmentation du calcium
cytosolique peut provoquer la déphosphorylation de CNX, entrainant sa dissociation de
SERCA,, et ainsi augmenter ’activit¢é de SERCA pour contre-balancer la déplétion calcique
réticulaire.

Des ¢études récentes ont montré la présence de la CRT dans le cytosol et dans la mitochondrie
et ont suggéré un role de modulation calcique de la CRT expliquant son intervention dans
plusieurs pathologies cardiaque [101,102].

CNX serait également impliquée dans I’induction du stress réticulaire et 1’apoptose de
plusieurs manieres, dont la modulation d’expression des canaux calcique et 1’induction des

ROS (reactive oxygen species) [103—106]

ii. Calsequestrin
La CSQ (calsequestrin) est le tampon calcique majeur dans le réticulum avec une capacité de
fixation allant jusqu’a 50% du calcium réticulaire. Deux isoformes existent, la CSQI et la
CSQ2. Dans le ceeur, la CSQ2 majoritairement exprimée change de conformation en se liant

au calcium, et réagit avec des protéines d’ancrage de RyR,, surtout la junctine. A faible
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concentration calcique réticulaire, surtout lors du CICR, CSQ2 inhibe les RyR,, préservant
ainsi le réticulum de la déplétion calcique totale. Cette inhibition est levée une fois la
concentration calcique réticulaire rétablie. Cela montre que CSQ est cruciale afin d’assurer la

présence suffisante de calcium pour la contraction répétée du cardiomyocyte [107].

iii. Glucose regulated protein 78 et 94

GRP78 (glucose regulated protein of 78-kDa), également connu sous le nom de
BiP/HSP5A/HSP70, est une protéine multifonctionnelle du RE appartenant a la famille HSP
(Heat Shock Protein), jouant un role majeur dans la progression des protéines au sein du RE,
dans le controle qualité et le repliement des protéines, dans le maintien de ’homéostasie du
RE, dans le contrdle de la signalisation et dans la survie cellulaire [108,109]. GRP78 est un
monomere globulaire possédant deux domaines fonctionnels, une liaison ATP et un domaine
de liaison peptidique servant a libérer les protéines mal conformées vers la voie de
dégradation protéique: ERAD (endoplasmic reticulum-associated protein degradation). De
méme, comme d’autres protéines chaperonnes, GRP78 est surexprimée pendant un stress du
RE afin de lier les protéines mal conformées, et participe au controle de la déplétion du stock
calcique et 1’apoptose associée a la voie UPR (unfolded protein response) qui en découle.
GRP78 est le principal régulateur du stress du RE et un marqueur caractéristique de la voie
UPR [24,110].

Son activité¢ de contrdle qualité des protéines est modulée par le calcium. Avec sa faible
affinité et sa capacité pour lier le calcium, elle participe a fixer ~25% du calcium réticulaire
libre [111].

GRP78 peut aussi se relocaliser vers la mitochondrie ou elle peut réguler I’apoptose en

diminuant le transfert de calcium du RE a la mitochondrie au niveau des MAM. Ce flux de
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calcium entre le RE et la mitochondrie peut induire le dysfonctionnement mitochondrial et la
mort cellulaire. Cette diminution résulte en une diminution de la production de radicaux libres
et préserve la phosphorylation oxydative et le potentiel de membrane de la mitochondrie
pendant le stress du RE. D’ou la possibilit¢ pour GRP78 de réguler la fonction
mitochondriale, par un équilibre de la dépense énergétique et le maintien de 1’homéostasie
mitochondriale, particulierement pendant le stress du RE,[112].

La diversité de ses fonctions, le fait qu’elle soit la protéine tampon calcique la plus importante
et la plus conservée depuis les procaryotes, et son implication dans une multiplicité¢ de
pathologies font de la GRP78 une cible universelle dans différents pathologies humaines
[113].

GRP94 est aussi une protéine chaperonne du RE avec une faible affinité et forte capacité a lier
le calcium. Comme GRP78, la diminution du calcium réticulaire augmente la capacité de
GRP94 a se lier aux protéines mal formées, faisant d’elle une protéine de protection contre le
stress réticulaire suite a une déplétion calcique réticulaire. GRP94 joue un role important

contre 1’apoptose et la nécrose calcium dépendante [114-116].

iv. Histidine-rich calcium binding protein
HRC (histidine-rich calcium binding protein) est une protéine tampon calcique située dans la
lumiére du RS. Elle présente des analogies de structure avec la CSQ, suggérant un role
similaire a la CSQ dans la régulation de I’homéostasie cellulaire calcique [117].
HRC, comme la CSQ, peut interagir avec la triadine (une protéine du complexe de RyR) pour
réguler I’activit¢ des RyR, en augmentant son ouverture a forte concentration calcique
réticulaire et en la fermant dans le cas contraire [118].

Il a aussi été¢ montré que HRC joue un role dans la régulation de SERCA; en I’activant a forte
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concentration calcique cytoplasmique, indiquant un réle important de HRC dans le recyclage

de calcium au cours de la contraction du ceeur [119,120]

4. Le cytosol
La concentration calcique cytoplasmique est d’environ 100nM. Une augmentation de cette
concentration a 1uM initie la contraction et peut étre toxique. Bien que le calcium cytosolique
soit controlé par les autres organites cellulaires, il est évident que le cytosol posséde un
mécanisme de contréle, mené par plusieurs protéines sensibles au calcium et des protéines

tampons, indispensables pour la signalisation calcique.

A. La calpaine
Les calpaines sont des hétérodiméres composées d’une sous-unité catalytique de 80kDa
appelée 80K, variable, et d’une sous-unité régulatrice de 30kDa commune a toutes les
calpaines [121]. Les calpaines 1, 2, 5, 7, 10, 13 et 15 sont ubiquitaires alors que les calpaines
3,6, 8,9, et 12 ont une spécificité tissulaire (par exemple, la calpaine 3a est spécifique du
muscle squelettique) [122].
La calpaine est une enzyme inactive du cytosol, qui transloque a la membrane en réponse a
une augmentation de la concentration en calcium cellulaire. A la membrane, la calpaine est
activée en présence de calcium et de phospholipides [123]. En conditions physiologiques,
’activité de la calpaine est régulée finement par un inhibiteur spécifique, la calpastatine [124].
L’activité protéolytique de la calpaine n’est pas spécifique a une séquence d’acides aminés,
mais reconnait une conformation tridimensionnelle de son substrat. De nombreuses protéines
du cytosquelette ainsi que des protéines myofibrillaires (spectrine, troponine) [125,126], des

enzymes métaboliques [127], des kinases et phosphatases (PKC, calcineurine) [128], et des
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protéines impliquées dans la signalisation de 1’apoptose [129,130] ont été décrites comme
substrats de la calpaine. Une fois activées, les calpaines sont capables d'interagir et de cliver
une variété de substrats, y compris des protéines cytosquelettiques, telles que la spectrine, des
protéines associ¢es a la membrane et les molécules d'adhésion cellulaire (canaux ioniques,
pompes et récepteurs), des neurofilaments, des protéines associées aux microtubules, des
enzymes impliquées dans la transduction du signal, des facteurs de transcription etc...

Un rble des calpaines dans les voies d’apoptose et de nécrose, ainsi que dans la
neuroprotection a ¢été suggéré dans plusieurs modeles expérimentaux, par utilisation
d’inhibiteurs des calpaines [131,132]. Lors des phénomenes de nécrose, la calpaine dégrade la
spectrine o aussi nommée fodrine a (280kDa) en deux fragments de 150 et 145kDa, que I’on
ne retrouve pas dans les phénomenes de nécrose [133]. La calpaine aurait ¢galement pour role

de faciliter I’apoptose via caspase 3 et la protéolyse.

B. Parvalbumin
La PV (parvalbumin) est une protéine de ~12 kDa, avec trois motifs EF-hand (dont 2
fonctionnels). Grace a sa forte affinité pour le calcium, elle intervient beaucoup dans le
mécanisme de régulation du calcium dans le cytosol. Sa concentration dans les
cardiomyocytes est estimée entre 10 et 100uM. Il existe deux isoformes de PV, a et P, avec
une affinité calcique plus importante dans le cas de I’isoforme B, lui permettant d’agir sans
affecter la signalisation calcique nécessaire a la contraction, tout en facilitant le relachement

pendant la phase diastolique [134,135].

C. Sorcine

Possédant 5 domaines EF-hand, la sorcine est une importante protéine ubiquitaire tampon
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calcique. Localisée généralement dans les diades entre le RS et les tubules T, elle joue un réle
important dans la modulation calcique des canaux RyR et DHPR [136].

Avec I’augmentation de la concentration calcique cytosolique, la sorcine se fixe sur les RyR
et inhibe leur activité. Cette inhibition sera levée une fois la sorcine phosphorylée par PKA
[59]. Sur les DHPR, la sorcine semble améliorer I’inactivation de ces canaux, en réduisant
leur affinité pour le calcium [137].

Un role important dans I’activation des canaux NCX1 par une interaction calcium-dépendante
a été reporté [136] ainsi qu'un rdle d’interaction avec les SERCA apres translocation vers la
membrane du RS [138].

La translocation calcium-dépendante de sorcine et sa capacité a interagir et réguler 1’activité
de plusieurs cibles font de cette protéine un acteur important dans différentes fonctions

cellulaires, surtout sur I’homéostasie calcique du ccoeur et I’ECC.

D. Calmoduline

La CaM (calmoduline) est une protéine ubiquitaire multifonctionnelle et essentielle dans le
processus de signalisation intracellulaire, avec une activité trées dépendante du calcium. Ses 4
domaines EF-hand lui permettent, une fois liée au calcium, de changer de conformation et
d'interagir avec ses protéines cibles (environ 100 protéines décrites) afin de les activer [139].
La forme de CaM liée au calcium est appelée Ca-CaM, alors que la forme libre s’appelle Apo-
CaM.

La CaM joue un rodle trés important dans la contraction musculaire cardiaque. Pendant la
phase de dépolarisation, CaM est activée en présence de forte concentration calcique
cytoplasmique et se lie aux DHPR pour inhiber leur activité. Elle participe aussi a la phase de

repolarisation en se liant a des canaux potassiques et sodiques de la membrane plasmique.
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En plus de son activité sur les canaux de la membrane cytoplasmique, CaM peut agir avec les
canaux du RS, comme les RyR et les SERCA, en modulant leur activité, soit de fagon directe
ou bien en interagissant avec d’autre protéines comme la calcineurine et la CaMKII

[139,140].

E. Calmoduline kinase

La CaMK est une protéine kinase dépendante de la CaM et du calcium. Elle existe sous 3
isoformes, CaMK 1, II et IV, chacune possédant plusieurs isoformes avec la CaMKIId qui est
prédominante dans le cceur. C’est une protéine qui fonctionne de maniere autonome par
autophosphorylation, ce qui permet le maintien de son activit¢t méme apres la diminution du
calcium [140,141].

En plus de son activité kinase Iui permettant de réguler plusieurs canaux calciques comme les
DHPR, les RyR et les SERCA, ainsi que d’autres protéines effectrices dans la signalisation
cellulaire, CaMKII est impliquée dans les processus d’apprentissage et de mémorisation. En
effet, CaMKII est capable de décoder la fréquence, I’amplitude et la durée de pic de
concentration calcique dont dépend son activité [142].

Il a été¢ montré que la phosphorylation de RyR, et du PLB par la CaMKII induit une fuite

calcique du RS et peut aboutir a des dysfonctionnements cardiaques [143,144].

F. S100
S100 est une protéine tampon calcique appartenant a une famille de 21 membres non
ubiquitaires, modulée par le calcium, contenant des domaines EF-hand. Le lien avec le
calcium induit un changement de conformation de la protéine, entrainant son interaction avec

d’autres protéines. Elle joue un réle trés spécifique dans plusieurs processus cellulaires,
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comme la phosphorylation, [’activit¢ enzymatique, la prolifération, la transcription, la
différenciation, I’homéostasie cellulaire calcique, I’inflammation et I’apoptose [145].

Dans le cceur, on retrouve la S100A1, jouant un role dans la régulation de 1’homéostasie
calcique et la contraction, et elle a ét¢ identifiée comme marqueur de dysfonctionnement
cardiaque en plus de la CK/CKMB (creatine kinase et creatine kinase MB), la myoglobine et
la cTnl/cTnT (troponine cardiac I et T) [146,147].

Plusieurs études on montré que dans le cceur, SIO0A1 peut moduler ’activité des RyR et des
SERCA [148-150] ainsi que la production d’ATP par interaction avec la FI1-ATPase
mitochondriale [151], d’ou son rdéle important décrit dans le dysfonctionnement cardiaque

[152,153].

G. Autres protéines tampons calciques cytosoliques
D’autres tampons du calcium cytosolique ont ¢été décrits dans le cceur, mais en faible
concentration, comme la calrétinine [154] et la calbindine-D28K [155].
On retrouve aussi la troponine C qui ne fait pas partie de la famille des EF-hand mais qui joue
un role trés important dans la capture du calcium cytosolique et qui est un €lément clé¢ de la

contraction [156].

5. Les autres organites
D’autres organites cellulaires posseédent des concentrations calciques supérieures a celle du
cytoplasme et dont ils peuvent se servir pour leur fonctionnement, ainsi que pour la
signalisation calcique cellulaire. Parmi ces organites on distingue 1’appareil de Golgi
contenant 3 protéines tampon calcique: CALNUC [157], Cab45 [158] et NEFA [159], les

peroxysomes [160] et les endosomes [161,162]. Rares sont les études qui ont été faites sur ces
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Tableau.1: Implication du calcium dans différentes pathologies et dysfonctionnements
cardiaque

Dysfonctionnement ou pathologie cardiaque associé(e)s

DHPR Arrhytmie [163] ; Syndrome de Cantu [164] ; Fibrillation atriale [165] ;
(LTCO) Hypertrophie cardiaque [166] ; Ischémie-reperfusion [167] ; J wave syndrom [168]

Lésions d'ischémie-reperfusionArrhtymie [169] ; Syndrome de Andersen Tawil
NCX [170] ; Tachycardie ventriculaire polymorphique catécholaminergique (CPVT)
[171] ; Hypertrophie [172] ; Insuffisance cardique [173] ; Ischémie [174]

Hypertrophie [175] ; Hypertension [176] ; Arrhytmie [177] ; Insuffisance cardiaque

TRP [178] ; Ischémie reperfusion [179] ; Cardiomyopathie dystrophique [180]

PMCA Syndrome du QT long [181] ; Hypertension [182] ; Hypertrophie [183]

VDAC Ischémie-reperfusion [184]

MCU Ischémie reperfusion [185]

NCX Fibrillation ventriculaire [186]

mPTP Ischémie reperfusion [187] ; Hypertrophie [188]

RYR Arrhytrni.e ventriculaire [189] ; Insuffisance cardiaque [190] ; Cardiomyopathie
dystrophique [191] ; CPVT [192] ; Syndrome QT long [192]

IP;R Insuffisance cardiaque [193] ; Ischémie reperfusion [194] ; Hypertrophie [195]

SERCA In.sufﬁsance qardiaque L74] ; Ischémie reperfusion [196] ; Dysfonction
microvascualire coronaire [197]

ParV Hypertrophie [198] ; Dysfonction diastolique [199]

Calretinin Myxome cardiaque [154]

Arrhytmie [200] ; Insuffisance cardiaque [201] ; Hypertrophie [202] ; Ischémie
GRP78 reperfusion [203] ; Cardiomyopathie autoimmune [204] ; Cardimyopathie
alcoolique [205] ; Syndrome QT long [206] ; Cardiomyopathie diabétique [207]

GRP94 Fibrillation atriale [116] ; Ischémie reperfusion [208] ; Cardimyopathie urémique
[209] ; Myocardite virale [210] ; Hypertrophie [211]
Cardiomyopathie dilatée [212] ; Syndrome du QT long [213] ; Insuffisance

Calnexin cardiaque [214] ; Bloc atrio-ventriculaire 3¢éme degrés [215]

Calsequestrin | CPVT [216] ; Insuffisance cardiaque [217]




Sorcin

HRC

Calreticulin

S100

Calmodulin

CamKII

Calpaines

Cardiomyopathie diabétique [218] ; Insuffisance cardiaque [219]

Arrhytmie [220] ; Insuffisance cardiaque [221] ; Ischémie reperfusion [120] ;
Hypertrophie [222]

Hypertrophie [223] ; Cardiomyopathie dilatée [102] ; Ischémie reperfusion [224] ;
Fibrillation atriale [225] ; Pathologie valvulaire [225]

Insuffisance cardiaque [226] ; Ischémie reperfusion [146] ; Hypertropie
ventriculaire [227]

Insuffisance cardiaque [228] ; Arrhytmie [229] ; Tachycardie ventriculaire [230]

Cardiomyopathie autoimmune [204]; Ischémie reperfusion [231] ; Cardiomyopathie
catécholaminergique [232] ; Arrhytmie [233] ; Insuffisance cardiaque [234] ;
Hypertrophie [234]

Cardiomyopathie diabétique [235] ; Hypertrophie [236]
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protéines dans le cceur.

6. Conclusion

Le bon fonctionnement cellulaire est dépendant, entre autre, de la fine régulation de
I’homéostasie calcique. Un dysfonctionnement ou une modification de 1’activité d’un des
acteurs de cette homéostasie calcique pourrait s’avérer dangeureux, voire 1étal. En effet, ils
constituent tous des cibles intéréssantes dans le cadre de différentes pathologies ou
dysfonctionnement cardique (Tableau.1).

Dans la partie suivante nous allons développer les modifications physio-pathologiques se
produisant au cours de I’ischémie/reperfusion, ainsi que le role joué par les différents acteurs

de I’homéostasie calcique.
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Figure.8: Mortalité cellulaire au cours de I’ischémie/reperfusion

Adapté de Hausenloy et Yellon 2013 [238]. Des dommages cellulaires irréversibles se produisent en
fonction du temps pendant I’ischémie, et peuvent conduire a la mort cellulaire totale en absence de
reperfusion (courbe en pointillés). Contrairement a ce que ’on pourrait penser en théorie (courbe
bleue), la reperfusion n’abolit pas complétement le processus de mort cellulaire et engendre elle aussi
des lésions (courbe rouge).
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& . CHAPITRE III: L’ISCHEMIE/REPREFUSION CARDIAQUE

Une des principales causes de mortalité¢ liée au cceur est la maladie coronaire d’origine
ischémique, autrement dit ’infarctus du myocarde. Celui-ci est défini par un fort déséquilibre
entre I’apport et les besoins d’oxygene et de nutriments nécessaires au fonctionnement du
muscle cardiaque, suite un a déficit de perfusion sanguine, causé par 1I’occlusion d’une grande
partie du diametre d’une artére coronaire alimentant une zone du cceur. Une longue ischémie
(temps dépendant de I’espece, ~45min chez la souris et ~6h chez I’humain) peut générer des
Iésions irréversibles dans le cceur qui s’étendent dans la partie irriguée par I’artére occluse, de
I’endocarde jusqu’au 1’épicarde [237], et les dégats peuvent s’étendre sur tout le cceur, si
I’ischémie n’est pas traitée, provoquant la mort.

Le traitement de I’ischémie se fait par le rétablissement du débit sanguin dans I’artére. Si la
reperfusion survient a temps, les dommages d’une courte ischémie peuvent étre réversibles.
En revanche, dans le cas d’une ischémie maintenue ou d’une reperfusion tardive, les
dommages deviennent irréversibles. Enfin, de maniére contre-intuitive, la reperfusion peut
engendrer plus de dégats, c’est ce que 1’on appelle 1ésions de reperfusion (Figure.8).

Dans cette partie je détaillerai le mécanisme de I’ischémie et de la reperfusion cardiaque ainsi

que les stratégies de protection.

1. Lésions ischémiques
La privation prolongée de l'approvisionnement du myocarde en sang induit les lésions
ischémiques. L’impact des dommages liés a l'ischémie du myocarde dépend de la durée de
l'ischémie, l'aire myocardique a risque, et la présence de l'approvisionnement en sang dans la
circulation collatérale du myocarde affecté.

Au niveau cellulaire, suite au manque d’oxygeéne et de nutriments, on remarque une réduction
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de la phosphorylation oxydative, et par conséquent une réduction d’ATP. L’ ATP joue un rdle
crucial dans la survie cellulaire, surtout des cardiomyocytes ou il intervient dans la
contraction, I’homéostasie calcique, et dans 1’activation des molécules chaperonnes. En effet,
le ceeur peut générer ~6 kg d’ATP par jour [239].

Pour compenser ce manque de production en ATP par la chaine respiratoire, la cellule change
son métabolisme oxydatif aérobie pour la glycolyse anaérobie. Ceci engendre une
accumulation du pyruvate (un substrat du cycle aérobie de Krebs), pour étre ensuite
transformé en lactate (substrat du cycle anaérobie). Ce shift entraine aussi 1’accumulation des
protons (produits durant la glycolyse) provoquant I'acidose intracellulaire. Pendant I’ischémie,
le pH cellulaire peut atteindre 6,4 en quelques minutes. L’augmentation de 1’acidose induit
l'activation de NHE, pour rétablir le pH cellulaire en remplagant les ions hydrogeéne par des
ions sodium, ce qui se traduit par I'accumulation cellulaire en sodium. Ce manque d'ATP
affecte aussi les canaux ioniques de la membrane cellulaire conduisant a 1’accumulation de
I’eau et du sodium, ainsi qu’a la perte de potassium apres inhibition de I’activité ATP
dépendante des canaux sodium potassium. Ceci se traduit par un gonflement cellulaire
osmotique et un raccourcissement du potentiel d’action [240,241].

En outre, I'accumulation des métabolites d'acide gras, résultant de la lipolyse, conduit a une
altération progressive de la structure et de la fonction de la membrane cellulaire [242].

Le NCX est I'un des plus importants mécanismes cellulaires pour éliminer le calcium
accumulé dans le cytoplasme contre le sodium. Suite a la forte concentration de sodium
intracellulaire, il agit dans le sens inverse, entrainant une augmentation de l'accumulation
intracellulaire en calcium. Cette accumulation du calcium provenant du milieu extracellulaire
a travers les canaux membranaires, ainsi que de la libération du calcium du réticulum, est

considérée comme la cause principale de la transition de la Iésion réversible en lésion
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irréversible [243,244]. En absence d’ATP, les pompes SERCA et PMCA sont inhibées et la
majorité du calcium cytoplasmique ne peut pas étre exclu du cytoplasme, il est alors capté par
les mitochondries. Le pompage mitochondrial du calcium conduit a une surcharge calcique
dans la matrice mitochondriale, ce qui engendre une perte du potentiel de membrane
conduisant a des dommages mitochondriaux [245].

De plus, ’augmentation du calcium cytosolique induit des dommages cellulaires par
l'activation des phospholipases, des protéases et des calpaines calcium dépendantes, ce qui
provoque un gonflement de la membrane, sa rupture, en plus de la contracture ischémique
[246]. La contracture ischémique est la conséquence de la présence de calcium cytosolique et
de l'absence d'ATP dans une cellule, ce qui se traduit par I’arrét du cycle de détachement des
ponts transversaux actine-myosine. Ceci peut conduire a des défauts du cytosquelette qui
rendent les cardiomyocytes plus fragiles et sensibles aux dommages mécaniques [247].

En plus des perturbations de I'homéostasie ionique, les systémes cellulaires sont submergés
par une augmentation de la production de ROS pendant l'ischémie. Le stress oxydatif peut
causer des dommages a tous les composants d'une cellule, y compris les lipides, les protéines
et 'ADN, ce qui exacerbe le dysfonctionnement du myocarde et provoque a la fois des
dommages irréversibles et réversibles. Les principales sources de production de radicaux
libres au cours de 1'ischémie comprennent la chaine de transport d'électrons mitochondriale, la
xanthine oxydase et le systtme de la NADPH oxydase. Les ROS affectent directement les
enzymes membranaires, 1’oxydation lipidique ainsi que les pompes et les canaux de protéines
impliqués dans la régulation du transport d'ions et qui peuvent provoquer un changement dans
la perméabilité de la membrane [248]. Les ROS peuvent aussi entralner un maintien calcique
défectueux [249], et donc ajouter aux effets délétéres de la déplétion en ATP sur le transport

d'ions. Plus précisément, les radicaux libres peuvent affecter 1’activité des SERCA et des
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Schéma résumant les différents changements intracellulaires induits par I’ischémie.
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PMCA, réduisant ainsi le transport de calcium dans le RS ou hors de la cellule, et aggraver la

surcharge calcique dans la cellule ischémique [250,251] (Figure.9).

2. Lésions de reperfusion
Pour éviter la mortalité cellulaire, les dégats irréversibles de 1’ischémie et limiter la taille de la
zone infarcie, il faut recourir a la reperfusion. Cependant, la reperfusion, bien que cruciale
pour la survie, va déclencher une cascade d'événements cellulaires, conduisant a d'autres
dommages cellulaires et voire le déces [252]. Ce phénomene de 1ésion et de mort des cellules
myocardiques, en raison de la restauration du flux sanguin dans un myocarde ischémié, est
connu comme les Iésions de reperfusion et ce sont ces lésions qui définissent la taille finale de
I’infarctus.
Plusieurs dysfonctionnements cardiaques ont été décrits suite a la reperfusion: la sidération
myocardique, I’arythmie, le phénomene de no-reflow et les Iésions létales.
Du point de vue clinique, les arythmies de reperfusion ne représentent pas un probléme
important car leur incidence est tres faible et elles peuvent étre facilement traitées. De méme
pour la sidération myocardique qui n’est généralement pas un probléme clinique majeur dans
le contexte d'un infarctus du myocarde aigu, car elle disparait spontanément et est tres
sensible aux agents inotropes. La sidération myocardique ne devient grave que si la partie
affectée du myocarde est trés étendue [253].
Le phénomene de no-reflow, dii & une réorganisation de la structure capillaire dans la zone
ischémique ainsi qu’a la présence d’cedémes et I’infiltration des cellules inflammatoires, est
trés probablement multifactoriel, et aucune utilisation d’un agent unique ne peut le prévenir
ou le traiter, c’est pourquoi trés peu d’études se sont penchées sur le phénomene [254,255].

Enfin, limiter les 1ésions de reperfusion létales reste la voie la plus intéressante afin d’atténuer
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les dégats liés a la reperfusion. Les mécanismes cellulaires impliqués dans ces 1ésions ont été
bien ¢lucidés au cours des derniéres années. La restauration du flux sanguin induit une
restauration trop rapide du pH. Ceci provoque un enchainement de réactions presque
similaires a celui décrit pendant 1’ischémie. En effet, une restauration brusque de pH est
responsable d’une cytotoxicité cellulaire accrue [256]. Afin de controler le pH cellulaire, les
canaux NHX vont étre activés, conduisant a encore plus d’accumulation de sodium dans la
cellule, ce qui provoque ’activation des NCX pour remplacer le sodium par le calcium [257].
Au cours de la reperfusion, les mitochondries répondent au retour de I'oxygene et
reconstituent leurs réserves d'énergie qui ont été perdues lors de I'ischémie. Ceci induit un
production importante de ROS a cause de la ré-oxygénation qui permet I’utilisation du
succinate accumulé pendant 1’ischémie [246]. Les niveaux élevés de ROS peuvent induire des
dégats cellulaires aux lipides, aux protéines et a I’ADN (acide désoxyribonucléique), pouvant
provoquer l'apoptose, et endommager le RS conduisant a une fuite calcique. De plus,
I’augmentation des ROS peut attirer les neutrophiles, résultant dans la signalisation des
médiateurs inflammatoires. L’ensemble de ces mécanismes peut induire la mort des

cardiomyocytes dans les derniers stades de reperfusion [187,258] (Figure.10).

3. La mort cellulaire pendant I’ischémie/reperfusion: importance du calcium
Le calcium joue un réle important lors de la reperfusion. En effet, la revitalisation des
transporteurs membranaires et réticulaires de calcium (PMCA et SERCA) par la reproduction
d’ATP, ainsi que I’activité de NCX qui tente de réduire le taux du sodium intracellulaire en le
remplagant par le calcium, induisent une entrée brutale de calcium qui s’ajoute au calcium
déja accumulé lors de I’ischémie. Ceci provoque une activation myofibrillaire incontrolée

[187,259]. La réorganisation des protéines chaperonnes dans le RS, ainsi que le stress
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réticulaire et les ROS affectant les pompes SERCA a travers la modulation du PLB, affecte le
fonctionnement du RS. En fait, une fois le calcium pompé dans le RS, il est de nouveau libéré
de fagon rapide a cause de la grande quantité du calcium cytosolique activant RyR. Ceci
nécessite 1’utilisation excessive d’ATP par le RS sans vraiment atteindre 1’homéostasie du
calcium [187]. Ce phénomene cause les vagues calciques favorisant les arythmies, les hyper-
contractures et la surcharge calcique mitochondriale.

Les niveaux de calcium cytosolique ¢levés prolongés peuvent causer des hyper-contractures
qui peuvent se traduire par une compression de micro-vaisseaux a l'intérieur du myocarde, ce
qui entraine une perfusion réduite [247].

Les mitochondries elles aussi sont sensibles aux phénomenes produits pendant la reperfusion.
Leur dysfonctionnement fait partie des lésions de reperfusion et joue un role crucial dans la
signalisation de la mort cellulaire par nécrose et apoptose [246].

La voie principale de mort des cardiomyocytes pendant 1’ischémie est la nécrose étant donné
que l'apoptose est un événement dépendant de 1'énergie et que I’ischémie résulte en un
épuisement de I’ATP. Pendant la reperfusion, la mort cellulaire se produit principalement par
la voie de nécrose avec une légere proportion d’apoptose dans les premiers stades. Une fois
que les réserves d'énergie sont réapprovisionnées, la voie de 1’apoptose devient dominante
[246].

Un troisitme mode de mort cellulaire existe, I’autophagie, et peut se produire lors de
l'ischémie/reperfusion.

Bien que les mécanismes de ces trois types de mort cellulaire soient considérés étre
mutuellement exclusifs, dans la pratique, il existe un chevauchement important entre eux, et
les cellules en souffrance de maniére individuelle peuvent présenter des caractéristiques de

plus d'un mécanisme de mort cellulaire au cours du temps.
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A. La mort par apoptose

L’apoptose est décrite comme une voie de mort cellulaire programmée, entrainant
principalement une diminution de la taille des cellules, la condensation et 1’exclusion de la
chromatine, le bourgeonnement et la rupture des membranes, sans provoquer de réaction
inflammatoire.

Pendant I’ischémie/reperfusion, I’augmentation non physiologique des ROS libérés dans le
tissu, entrainant une oxydation des protéines, des lipides et de 1°ADN, la modification de
I’homéostasie cellulaire pendant 1’ischémie entrainant des altérations des concentrations
ioniques au moment de la reperfusion, ainsi que I’implication du calcium, second messager et
médiateur apoptotique dans 1’ischémie reperfusion et I’activation de certaines voies cellulaires
activent la phase initiale de I’apoptose [260,261].

Dans ce processus, le cytochrome c est libéré de 1’espace interne mitochondrial vers I’espace
extra-mitochondrial, entrainant une série d’événements pro-apoptotiques. La plupart de ces
événements sont liés a la perméabilisation des membranes et la perturbation de 1’homéostasie

cellulaire engendrées par les ROS.

i. Apoptose: calcium et mitochondrie
La voie apoptotique est dépendante de la mitochondrie et plus particulierement de Bax (Bcl-
2—associated X) ainsi que d’autres facteurs pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2), régulateurs de la libération des protéines de la membrane interne de la
mitochondrie. Pendant [I’ischémie/reperfusion, une surcharge de calcium dans la
mitochondrie, ainsi qu’une diminution du stock d’ATP associée a un découplage de la
phosphorylation oxydative entraine le dysfonctionnement mitochondrial, activant 1’ouverture

du pore de transition de perméabilit¢ mitochondrial mPTP. Ce phénomeéne entraine la
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translocation et la multimérisation de Bax [262], protéine cytosolique pro-apoptotique, vers la
membrane externe mitochondriale. Bax initie alors un efflux de cytochrome c et de AIF
(apoptosis inducing factor) li¢ a la dégradation nucléaire caspase-indépendante. Le
cytochrome ¢ dans le cytosol entraine 1’oligomérisation de Apaf-1 (apoptotic peptidase
activating factor 1), protéine adaptatrice qui lie la pro-caspase 9.

Ensemble, Apaf-1, le cytochrome ¢ et le dATP (dioxyadenosine triphosphate) résultant de la
destruction de I’ADN, forment I’apoptosome, qui active la caspase 9, stimulant en
conséquence les caspases 3, 6 et 7. En effet, il a ét¢ montré que ’activité de la caspase 3
augmente apres I’ischémie/reperfusion [263]. De plus, la mitochondrie libére 1’endonucléase
G, une enzyme réparatrice de I’ADN qui participe a la fragmentation de I’ADN nucléaire
pendant I’apoptose [264].

Une autre stimulation de I’apoptose peut se produire par la caspase 12 qui elle, active la
caspase 9 et ensuite le reste de la voie des caspases. Ceci peut commencer soit par la
translocation des calpaines du cytoplasme vers le RE pour cliver le domaine pro-caspase 12
suite a une accumulation calcique cytosolique, soit par la libération de la pro-caspase 12 apres
activation de TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) par la voie du stress du RE ou soit
pas l’activation de caspase 7 par I’inflammation qui clive la pro-caspase 12 et induit la
cascade de caspase [265].

En réponse aux lésions de ’ADN induites par AIF, le facteur suppresseur de tumeur p53
s’accumule et entraine I'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN et/ou la mort

cellulaire [263].

ii. Apoptose: calcium et RE

Des études ont montré qu’en condition de stress du RE, les membres anti-apoptotiques de la
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famille Bcl-2 (Bcl-2 et Bel-xL) diminuent la concentration de calcium du RE via une liaison
directe a IP;R permettant sa régulation [266,267] ou inactivent les pompes SERCA [268]. En
paralléle, les membres pro-apoptotiques de Bel-2 (BAX et BAK) transloquent a la membrane
du RE et augmentent le calcium du RE en antagonisant Bcl-2 et Bcl-xL [267,269] ou
facilitent le relargage du calcium du RE vers le cytoplasme, entrainant une augmentation de
I’absorption du calcium par la mitochondrie [270]. Le lien entre la déplétion de calcium
réticulaire, I’activation de I’apoptose et la famille Bcl-2 a ét¢ démontré par plusieurs groupes
et fait le sujet de plusieurs études sur les maladies cardiovasculaires [271]. En effet, des
groupes ont rapporté que 1’¢lévation du calcium intracellulaire promeut la mort cellulaire par
apoptose, induite par la déphosphorylation de BAD (Bcl-2 associated death promoter)
dépendante de la calcineurine [272] ou par I’activation de cystéines-protéases-calpaines
dépendantes du calcium, qui clivent certains membres de la famille Bel-2 comme BID (BH3
interacting domain death agonist) et Bcl-xL [273]. D’autres études ont fait un lien direct entre
I’homéostasie calcique du RE et ’apoptose de facon indépendante de la mitochondrie [274]
ou I’apoptose induite par une privation en oxygene et glucose via I’activation de caspase 12

par la m-calpaine [275].

B. La mort par nécrose
La nécrose se caractérise morphologiquement par un gonflement des cellules et de leurs
organites suite a une entrée d’eau par hyper-osmolarité intracellulaire causée par la perte du
métabolisme énergétique nécessaire au maintien de 1’homéostasie ionique. La différence
d’osmolarité induisant le flux d’eau dans la cellule provoque une augmentation de la pression
intracellulaire. Ensemble, cette augmentation de pression associée a 1’étirement du

sarcolemme et a I’hyper-contracture, entraine la destruction de la cellule par la rupture de la
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membrane plasmique et la fuite du contenu cellulaire. Elle est directement liée a 1’ischémie,
c’est-a-dire a la privation des cellules en nutriments et en oxygeéne, et est accompagnée
généralement par une réponse inflammatoire.

De manicre générale, elle se traduit par une altération de I’ADN via une destruction des
histones par des protéases et des nucléases. La libération par la cellule de facteurs cytosolique
comme la LDH (lactate dehydrogenase), les troponines I et T et la créatine kinase sont un
autre facteur caractéristique, qui entraine une réaction inflammatoire. Contrairement a
I’apoptose, la nécrose était considérée comme une forme accidentelle de mort cellulaire,
jusqu’a ce que des facteurs génétiques et des processus régulant la mort cellulaire par nécrose
soient découverts in vivo, la nécroptose [276,277]. Il a ét€ montré qu’un stress cellulaire ou
I’activation des récepteurs de mort mobilisent et activent un groupe de sérine/thréonine
kinases appelées RIP (receptor interacting protein). RIP1 et 3 semblent agir en coordination
comme médiateurs de la nécrose [278-280].

L’activation de RIP 1 et 3 entraine une augmentation de la production des ROS soit via
I’activation de NADPH oxydase [281] soit en entrainant une augmentation de 1’oxydation
mitochondriale [280]. Une des cibles potentielles de la nécrose médiée par RIP est le mPTP.
Bien que le mPTP ait ét¢ décrit comme médiateur de I’apoptose, de récentes études
génétiques ont suggéré que le mPTP serait majoritairement impliqué dans la nécrose
[282,283].

Une autre voie de nécrose implique I’activation de 1’enzyme de réparation de I’ADN, PARP1
(poly ADP ribose polymérase 1). Un stress provoqué par 1’oxydation, par exemple, entraine
une stimulation de PARPI, qui active la cystéine protéase calpaine en conséquence [284,285].
Cela stimule la libération de I’AIF de la mitochondrie, qui transloque vers le noyau ou il

dégrade ’ADN. Le lien entre les RIP kinases et le mPTP reste vague mais des indices

46



INTRODUCTION

montrent que la mort induite par PARP1 pourrait étre dépendante de RIP1 [286].

i. Nécrose: calcium et calpaines
Le calcium est impliqué dans le mécanisme de nécrose via la mitochondire et le mPTP, mais
¢galement par son accumulation cytoplasmique. En effet, comme précédemment mentionné,
les calpaines sont dépendantes du calcium. Une perturbation de I’homéosyasie calcique durant
I’ischémie-reperfusion entraine une modification de I’activité des calpaines. Plus précisément,
I’augmentation cytosolique du calcium durant la reperfusion entraine une activation

importante des calpaines qui vont ainsi dégrader la spectrine a et donc la nécrose [133].

C. La mort par autophagie
L’autophagie est le principal mécanisme cellulaire permettant a la cellule de se débarrasser
d’organite défectueux ou d’agrégat protéique. C’est également un mécanisme de survie
cellulaire, permettant en condition d’hypoxie, de dysfonctionnement mitochondrial ou
d’infection, de produire des acides aminés et des acides gras afin de maintenir la fonction
cellulaire. Toutefois, une autophagie incontrolée entraine la mort cellulaire et contribue aux
Iésions  d’ischémie/reperfusion. Morphologiquement, [’autophagie commence avec
I’expansion membranaire de 1’organite entrant dans le processus [287-289]. La membrane
enveloppe complétement ’organite et forme une vésicule appelée auto-phagosome, qui
fusionne ensuite avec un lysosome afin de dégrader I’intérieur de la vésicule. L autophagie est
finement régulée par des voies spécifiques. La principale voie de controle est mTOR
(mammalian target of rapamycin), qui inhibe 1’autophagie. Toutefois, en condition de
privation de nutriments ou de stress, la voie mTOR est inactivée. Cela active une kinase

appelée Atgl qui, avec Atgl3 et Atgl7 initie la formation du phagophore. La formation de ce
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phagophore est aussi facilitée par un autre complexe composé de PI;K de classe III appelées
vps34, vpsl5 et beclin-1. Ce complexe peut recruter Atgl2, Atg5 et Atg8 (appelé également
LC3), essentiels pour 1’¢longation de la membrane et la mise en place de 1’auto-phagosome.
La fusion de I’auto-phagosome avec le lysosome est médiée par la GTPase Rab7 et la protéine
membranaire du lysosome LAMP2 (lysosomal associated membrane protein).

Au cours de I’ischémie, 1’autophagie peut également étre induite par le stress du RE suite a
I’accumulation des protéines mal conformées ou par I’augmentation du calcium intracellulaire

par I’intermédiaire de la calpaine impliquée dans le clivage de Atg5 [287-289].

D. Stress du RE
Parmi les fonctions du RE, la synthése, la translocation et le repliement des protéines sont les
plus importantes. Ceci est possible grace a I’environnement oxydatif du RE, a I’expression
importante des protéines chaperonnes et a la forte concentration calcique au sein du RE,
nécessaire a ’activité de ses protéines chaperonnes. Les polypeptides nouvellement
synthétisés se déplacent dans le RE a travers le TLC (translocon), ou ils prendront leur
structure tertiaire et quartenaire au niveau de la lumiere réticulaire, ainsi que leur
conformation fonctionnelle [290,291]. Les chaperonnes du réticulum se lient aux polypeptides
nouvellement formés et jouent un role majeur dans ’homéostasie protéique, en supervisant la
mise en place de la conformation des peptides, empéchant 1’agrégation des protéines ou les
mauvaises conformations. Elles sont également impliquées dans la translocation des protéines
normalement conformées de la lumiere du RE vers D’appareil de Golgi [292,293]. Ce
processus s’apparente 2 un mécanisme de contrdle qualit¢é du RE. Il a ét¢ montré qu’un
déséquilibre entre le taux de protéines mal conformées et normalement conformées entraine

un stress du RE [294]. Ce phénomeéne peut étre la conséquence de différents facteurs, tels que
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la modification de ’homéostasie calcique, 1’état redox de la cellule, la diminution de I’apport
en glucose ou d’oxygene, I’altération de la glycosylation, 1’exposition a des agents
pharmacologiques, les mutations des protéines chaperonnes du RE ou de leur substrat,
I’infection virale et 1’altération du transport des protéines vers I’appareil de Golgi. La voie
cellulaire UPR entre alors en jeu afin de rétablir ’homéostasie protéique et permet ainsi de
limiter le stress du RE [294,295]. C’est une voie de signalisation cytoplasmique et nucléaire
induite par le RE, menant a la surexpression des protéines chaperonne réticulaire, a ’arrét de
la synthese protéique et I’activation de la dégradation.

Ce phénomene est commun a toute les cellules mammiferes, dont les cardiomyocytes

[296,297].

i. Lavoie UPR
En réponse au stress du RE, la voie UPR provoque des modifications au niveau de la
traduction des protéines. L’inhibition de la traduction permet ainsi de réduire le flux de
protéines nouvellement synthétisées dans le RE. A plus long terme, le taux de transcription de
certains génes peut méme étre réduit. En modifiant ces mécanismes cellulaires, la cellule peut
alors répondre rapidement a des événements liés au stress du RE en quatre étapes:
- Une diminution de la traduction des protéines pour diminuer le taux de protéines mal
formées.
- Activation de la transcription des geénes des protéines chaperonnes responsables du
repliement et la correction de la formation des protéines.
- Activation de la dégradation des protéines par la voie ERAD pour rectifier
I’accumulation des protéines mal formées.

- L’induction de I’apoptose pour se débarrasser des cellules défaillantes et sécuriser le
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reste de I’organisme.
Ces phénomenes nécessitent 1’activation de trois protéines transmembranaires du RE,
senseurs du stress réticulaire: PERK (protein kinase RNA (PKR)-like RE kinase), ATF6
(activating transcription factor-6) and IRE1 (inositol-requiring protein-1) [296,298]. Ces
protéines forment ensemble avec GRP78, la chaperonne la plus importante du RE, la réponse
primordiale du stress du RE.
En condition basale, PERK, IRE1 et ATF6 sont localisées dans la lumiére du RE et associées
a BiP/GRP78. Pendant le stress du RE, GRP78 se lie aux protéines mal conformées afin
d’éviter leur agrégation, et libére les domaines luminaux de PERK, IREI et ATF6. En
conséquence, ces senseurs activent leurs voies de signalisation en réponse aux différentes
voies UPR. Néanmoins, PERK, ATF6 et IREl sont activées indépendamment dans les
cellules subissant un stress du réticulum.
L’intérét de la réponse UPR est d’essayer de rétablir 1’état basal du taux de protéines mal
formées dans le réticulum. En revanche, si le stress persiste, I’UPR peut induire I’autophagie
et ’apoptose comme dernier recours pour résoudre le probléme. Ceci peut amener a la

défaillance cardiaque et la mort [296,299,300].

a) PERK
PERK est une protéine qui présente une double fonction enzymatique, sérine/thréonine kinase
d’une part et endoribonucléase de I’autre. Une fois libérée de BiP/GRP78, PERK
s’homodimérise spontanément, entrainant son autophosphorylation via sa propre activité
kinase [301]. L’homodimeére ainsi activé phosphoryle elF2 (eukaryotic translation initiation
factor 2) au niveau de la sérine 51 de la sous-unité a. Cette phosphorylation provoque

I’inactivation d‘elF2a et inhibe D’initiation de la traduction. Pendant cette période, seuls
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quelques ARNm seront traduits, comme ATF4 grace a sa structure possédant un autre site de
traduction qui échappe a I’inhibition d’elF2a. De cette maniere, la voie UPR empéche le
transport des protéines nouvellement synthétisées vers le RE surchargé. Toutefois, 1’activation
de cette voie diminue la capacité de survie des cellules aux conditions provoquées par le stress
du RE. En effet, ATF4 appartient a la famille de facteurs de transcription CREB (cAMP
response-element binding), qui active la transcription des geénes visés par la voie UPR.
L’activité d’ATF4 induit des signalisations menant a la survie cellulaire au début du stress du
RE, en revanche, lors d’un stress prolongé, c’est la voie pro-apoptotique qu’elle va activer par

I’intermédiaire de la protéine pro-apoptotique CHOP (C/EBP homologous protein) [302,303].

b) ATFé6a

Comme PERK, ATF6a est une protéine maintenue sur la membrane du RE par son
association avec GRP78. Lors d’un stress du RE, ATF6a se libére de GRP78 et se déplace
vers I’appareil de Golgi ou elle fonctionnerait comme facteur de transcription [304]. ATF6a
subit ensuite deux clivages par les protéases S1P (site-1 protéase) et S2P, exprimées dans la
lumiére de Dl’appareil de Golgi. Le résultat de ces clivages est N-ATF6a, une protéine
contenant le domaine N-terminal d’ATF6a. Cette derni¢re passe ensuite dans le noyau dans
lequel elle joue un rdle de facteur de transcription appelé bZIP (basic leucine zipper)
[305,306]. Dans le noyau, ATF6 active la transcription de plusieurs génes cibles codant pour
les chaperonnes du RE tel que GRP78, PDI (protein disulphide isomerase), P58"* une
protéine membranaire de la famille des HSP40 (heat shock protein 40) et Grp94 ainsi que
d’autres facteurs de transcription tels que CHOP et XBP1 (X-box binding protein 1) [294].

D’autre part, ATF6a est une glycoprotéine qui interagit avec la CRT. Dans le cas du stress du

RE médiée par une déplétion calcique réticulaire, une forme d’ATFa partiellement glycosylée
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apparait. Cette forme posséde moins d’interaction avec la CRT et est plus rapidement
déplacée vers le Golgi, résultant en une activation plus forte des cibles de N-ATF6a [307].
L’inhibition de I’initiation de la transcription se produit environ 30min apres 1’exposition au
stress du RE. Bien que le clivage d’ATF6 soit un processus rapide, cette partie de la voie UPR
entre en jeux plus tard que la voie PERK. En effet, le temps nécessaire pour I’activation de la
transcription par N-ATF6 est plus long étant donné que cela nécessite le déplacement vers le
noyau et le clivage, alors que elF2a est un substrat direct de PERK [308].

A noter qu'il y a deux isoformes d’ATF6, ATF6a avec une plus forte activité
transcriptionnelle, contrairement a ATF6B. Il semble y avoir une coopération des deux

isoformes dans la régulation de I’amplitude et la durée de la réponse au stress [309].

¢) IRE1
IRE1 est une sérine/thréonine kinase avec une activité endoribonucléase. Elle agit comme un
senseur transmembranaire du RE qui active UPR afin de maintenir les fonctions du RE et de
la cellule. Deux homologues d’IRE1 ont été identifiés: IREla et IRE1B [310,311]. IREla est
exprimée de mani€re ubiquitaire dans les cellules des mammiferes, alors que IRE1f est
exprimée uniquement dans les cellules épithéliales de I’intestin [312]. La structure d’IRE1 est
semblable a celle de PERK, leur domaine luminal est homologue et interchangeable,
suggérant un mécanisme d’activation commun [313,314]. Apres son détachement de GRP78
lors d’un stress du RE, IREIl subit une homodimérisation spontanée et une auto-
phosphorylation pour activer son activité¢ kinase et endoribonucléase [301,314]. IRE1 ainsi
activée inhibe la synthése protéique en clivant, par son activité endoribonucléase, le 28S
ARN, et excise un intron de 26 nucléotides de ’ARN messager de XBP1 (aussi activé par

I’ATF6). Cette excision génere un variant tronqué de XBP1 appelé sXBP1 qui a un rdle de
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facteur de transcription [315]. sXBP1 cible les chaperonnes du RE ainsi que p58™* [316].

ii. La mort cellulaire suite a un stress du RE

L’apoptose est un mécanisme essentiel pour la continuité et le développement des organismes,
surtout pour le maintien de 1’homéostasie tissulaire en permettant de se débarrasser des
cellules défaillantes.

Les cardiomyocytes, comme les cellules nerveuses, ne possédent pas un potentiel de
prolifération. D’aprés une étude récente, leur capacité¢ de régénération est de 1’ordre 0,76%
par an [317]. Ceci dit, un phénomene comme I’apoptose peut avoir de graves conséquences
sur le tissu cardiaque, le coeur et I’organisme et méme induire la mort.

Beaucoup de preuves démontrent que 1'apoptose induite par le stress du RE est le facteur clé
de la perte cellulaire dans la pathogenese d'une série de pathologies cardiovasculaires telles

que l'ischémie/reperfusion cardiaque [318].

a) Voies de mort induites par ’UPR

La voie UPR n’est pas suffisante pour protéger la cellule durant un stress du RE séveére ou
prolongé. Cela peut conduire a une surexpression de plusieurs protéines qui, une fois passé un
seuil, provoque la mort cellulaire par apoptose.

Durant un stress du RE prolongé, la transcription et I’expression de CHOP, normalement peu
exprimée, sont augmentées, provoquées par 1’augmentation de la phosphorylation d’elF2a,
entrainant I’arrét du cycle cellulaire et / ou ’apoptose [302,319]. CHOP induit la formation de
ROS déléteres pour la cellule par un mécanisme qui reste encore inconnu [320]. De plus,
CHOP régule I’expression d’un grand nombre de genes, dont les geénes de la famille Bel-2

[321,322] dont la voie a ét¢ précédemment détaillée. En plus de I’excision de ’ARNm de
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XBPI, la forme phosphorylée d’IREI recrute TRAF2 et ASK1 (apoptosis signal-regulating
kinase 1) pour stimuler I’activation de la voie JNK jouant un role dans la survie cellulaire et
I’apoptose. TRAF2 de son coté peut interagir avec la caspase 12 pour induire 1’apoptose
[323]. En effet, en condition de stress du RE, la casapase-12 est dimérisée et activée par son
association a TRAF2, et peut ensuite controler I’expression de BAX, BAK et d’autres facteurs
mitochondriaux pro-apoptotiques [323,324].

Il a aussi été¢ montré que 1'autophagie peut €tre directement activée par le stress du RE, suite a
I’activation de la voie IRE1/JNK/p38. En effet, la protéine p38 a ¢été identifiée comme une
protéine en amont au cours de l'autophagie, qui agit en stabilisant une protéine critique liée a

'autophagie, I’ Atg [325] (Figure.11).

b) Le calcium acteur principal dans ’UPR
De manicre générale, la voie UPR est associée a une déplétion calcique du RE [326]. Le
relargage de calcium du RE est associ¢ a différentes pathologies telles que Alzeihmer
[327,328], Parkinson [329], les symptomes associés au prion [330], la démence associée au
VIH [331], le diabéete [332,333] et les maladies cardiovasculaires. L’implication du calcium
comme second messager a été largement démontrée dans un grand nombre de phénoménes
physiopathologiques [334]. Inversement, le stress du RE induit également une déplétion
chronique du calcium du RE qui, si elle est prolongée ou trop importante, entraine la mort
cellulaire [335]. Toutefois, I'implication précise du calcium dans ces phénomenes et si la
déplétion du calcium du RE est une conséquence de l’accumulation de protéines mal
conformées, n’ont pas encore été déterminées. Le role précis du calcium du RE dans
I’initiation de la voie UPR n’est pas défini, ni si la dérégulation du calcium du RE est une

cause ou une conséquence du stress du RE.
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Dans les premiéres phases du stress du RE, les interactions RE/mitochondries augmentent et
le réseau réticulaire se développe, provoquant un transfert plus important du calcium du RE a
la mitochondrie, stimulant la phosphorylation oxydative mitochondriale et ainsi la production
d’ATP [336]. Lors d’un stress réticulaire soutenu, le relargage massif de calcium par le RE et
son absorption par la mitochondrie entrainent 1’ouverture du mPTP, une dérégulation du
relargage du calcium matriciel, une dépolarisation de la membrane mitochondriale, une
importante diminution du métabolisme mitochondrial et pour finir 1’apoptose [337]. Le
processus d’apoptose est extrémement complexe et sophistiqué, et implique une grande
variété d’acteurs pour lesquels le calcium a un réle de régulateur a tous les niveaux, depuis
I’initiation jusqu’a la production des phagocytes.

Diminuer le calcium réticulaire réduit les transferts calciques RE/mitochondrie, et diminue
ainsi la bioénergétique mitochondriale empéchant la surcharge calcique qui provoque la
perméabilisation de la membrane externe, I’ouverture du mPTP et enfin la libération du
cytochrome ¢ dans le cytosol par VDAC, permettant la formation de 1’apoptosome lors de la
cascade des caspases [338,339].

Comme précédemment mentionné, le lien entre le calcium et le stress du RE n’est pas encore
¢lucidé. En effet, le stress du RE peut étre provoqué en traitant les cellules avec différents
ionophores qui provoquent une déplétion calcique du RE, ou par des agents comme la
thapsigargine qui inhibe Dl’activit¢ de SERCA et provoque une déplétion calcique. La
déplétion totale ou partielle du stock calcique du RE provoque un stress du RE, mais aussi
I’accumulation de protéines mal conformées dans le RE [340]. Le stress du RE peut aussi étre
provoqué par Daltération de I’expression ou de I’activité de certaines protéines tampon
calcique [341,342].

Les chaperonnes moléculaires constituent un systetme de controle de qualité des protéines
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important, qui agissent comme un mécanisme de défense contre les altérations de la synthése
protéique. Elles sont régulées par le calcium et la concentration calcique du RE impacte donc
directement les modifications post-traductionnelles [343,344]. Ainsi, une modification de
I’homéostasie calcique elle-méme provoque un stress du RE via ces chaperonnes et peut
éventuellement impacter la survie de la cellule [345,346]. En plus de leur role de protéines
tampon de calcium, elles peuvent aussi interagir avec différents canaux calciques et donc
moduler ’homéostasie calcique cellulaire. Comme précédemment évoqué, un stress du RE
prolongé, causé soit par une mauvaise conformation des protéines, une déplétion en calcium,
une augmentation du calcium cytosolique ou une diminution de I’activit¢ des chaperonnes,

provoque I’apoptose via I’ouverture du mPTP [336,338,347].

¢) Voie de mort médiée par le calcium

Pendant I’ischémie/reperfusion, la transition de perméabilité mitochondriale et les oscillations
calciques ainsi que les hyper-contractures sont des voies de mort cellulaire étroitement liées.
Ceci est en partie di a la connexion physique étroite entre le RS et les mitochondries,
permettant un échange préférentiel de calcium entre les deux organites. En effet, les
oscillations calciques entrainées par le RS peuvent provoquer l'ouverture des mPTP. Ceci
additionné au calcium accumulé dans le cytosol peut provoquer I’hyper-contracture des
cardiomyocytes [348].

Le calcium est considéré comme un des seconds messagers les plus importants dans la cellule:
il est indispensable a la régulation de nombreuses fonctions physiologiques cellulaires et est
aussi impliqué dans les voies de mort apoptotique et nécrotique.

Plusieurs voies existent dans ces processus, parmi eux figurent les plus importants, la voie

activant les protéines de la famille Bcl-2 (précédement détaillée) et la voie de CHOP. Un
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relargage de calcium prolongé par le RE active EROla (endoplasmic reticulum oxidase 1a),
une cible de CHOP, entrainant 1’amplification de la libération de calcium par le RE via
I’activation d’IP3R, provoquant une augmentation du calcium cytosolique via I’activation de
CaMKII. CaMKII jouerait un role dans I’accélération de 1’absorption du calcium par la
mitochondrie, perturbant la perméabilit¢ de la membrane externe mitochondriale par

I’ouverture des mPTP et le relargage du cytochrome ¢ [349-351].

iii. ER stress et ischémie/reperfusion

Apres ischémie/reperfusion, le manque en oxygeéne et en nutriments, la formation des ROS et
I’accumulation du calcium induisent 1'expression des genes liés a I'UPR. Ceci a été rapporté
chez la souris et chez I'homme [318]. En effet, la diminution de I’apport en nutriments dans le
cceur, surtout le glucose, induit I’activation des chaperonne régulées par le glucose, comme
les GRP78 et GRP94. De plus, en raison du manque d’oxygene, il y a accumulation de
protéines mal repliées étant donné I’importance de I’oxygene dans la formation des liaisons
disulfure. Ces facteurs, additionnés a la déplétion réticulaire en calcium et son accumulation
cytosolique, induisent 1’activation du stress du RE par ces trois voies PERK, ATF6 et IREI
[296].

Apres une ischémie prolongée, une surexpression de GRP78, de caspase 3 et caspase 12, de
CHOP et de JNK a été rapportée, ainsi qu’une perturbation de la fonction du RE par
I’augmentation de l'expression de CRT, de la JNK et de la caspase 12, induisant une
augmentation de I’apoptose [352].

Le facteur de transcription ATF6 est activé par l'ischémie mais inactivé lors de la reperfusion,
ce qui suggere qu'il peut jouer un réle dans l'induction des genes en réponse au stress du RE

pendant l'ischémie, qui pourrait avoir un effet de pré-conditionnement conduisant a la survie
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cellulaire pendant la reperfusion [353].

EROL1 utilise 1'oxygene pour produire 1'énergie nécessaire a la formation de la liaison disulfure
via la protéine chaperonne PDI (protéine disulfure isomérase). Le manque d’oxygene favorise
la liaison entre ERO1 et CHOP dont I’expression est augmentée par l'activité de PERK, ce qui
provoque la libération du calcium du RE et I’induction de I’apoptose [296].

Les deux principaux facteurs de transcription de I’UPR, XBP1 et ATF6, induisent la
médiation des chaperonnes du RE, protégeant le cceur des I€sions d'ischémie/reperfusion,
tandis que l'activation de la branche PERK/ATF4/CHOP semble déclencher les signaux pro-

apoptotiques [354].

4. Conclusion
Pour conclure ce chapitre, ’homéostasie ionique cellulaire est perturbée pendant I’ischémie et
persiste apres la reperfusion. Le calcium est un acteur majeur qui intervient dans les différents
systémes de récupération cellulaire ainsi que dans le déclenchement des voies de mort.
Chacune de ces voies convergent vers un effecteur final, la mitochondrie, dont la défaillance
est provoquée par la dérégulation calcique.
Dans le chapitre suivant nous allons développer les différentes stratégies de cardioprotection

et les voies sous-jacentes découvertes jusqu’a présent.
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s CHAPITRE IV: LA CARDIOPROTECTION

1. Stratégies de cardioprotection

Au fil des années, la principale priorité dans la gestion de I’infarctus cardiaque a toujours été
la restauration de l'afflux sanguin dans la zone ischémiée. Cela a conduit a la mise au point de
thérapies et techniques interventionnelles plus avancées pour la restauration rapide de la
reperfusion afin de limiter les lésions du myocarde liées a I’ischémie. Dans le milieu
chirurgical, 'accent a ét¢ mis sur la réduction du temps d'ischémie du cceur avec une
amélioration des techniques chirurgicales et des instruments pour limiter les Iésions
ischémiques. Cependant, un outil supplémentaire a été élaboré pour réduire d’avantage la
taille de l'infarctus en limitant les Iésions de reperfusion et annongait l'ére de pré-
conditionnement ischémique. De manicre générale, dans le cas d’un infarctus du myocarde, la
taille de la zone nécrosée dépend du temps d’ischémie et donc du temps de prise en charge du
patient, ce qui entraine inévitablement 1’apparition de Iésions irréversibles. Le seul moyen de
limiter I’effet délétere de 1’ischémie/reperfusion est de jouer sur les Iésions de reperfusion qui
aggravent les dégats provoqués lors de 1’ischémie. C’est ce qu’on nomme cardioprotection.

La cardioprotection regroupe ainsi I’ensemble des méthodes visant a limiter les I1ésions de

reperfusion et donc de protéger le cceur.

A. Pré-conditionnement
Le pré-conditionnement ischémique a ét¢ découvert en 1986 par Murry ef al. qui a montré que
la taille finale d'un infarctus cardiaque était dépendante de la zone a risque, du temps de
I’ischémie et du réseau collatéral et qu’elle pouvait étre réduite (Figure.12).

En effet, un bref épisode ischémique ralentissait le taux de consommation d'ATP lorsque le
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ceeur est soumis a des épisodes ultérieurs d'ischémie et le retardement de 1'appauvrissement de
I'ATP atténuerait le développement de la mort des cardiomyocytes [355]. C’est ce qu’on
appelle le pré-conditionnement mécanique.

Cette cardioprotection résulte de la transduction du signal de protection. En effet, il a été
montré que l'administration d'adénosine ou d'un agoniste sélectif du récepteur Al a
I’adénosine dans les artéres coronaires pendant 5Smin avant l'occlusion d'une branche
coronaire protégeait le cceur de manicre identique a la protection apportée par un pré-
conditionnement mécanique. A l'inverse, un antagoniste des récepteurs de I'adénosine bloquait
la protection par pré-conditionnement, sans avoir d'effet sur un cceur non pré-conditionné
[356]. Les récepteurs Al sont des récepteurs de 1’adénosine couplés a la protéine Gi. En effet,
il a été montré que beaucoup de récepteurs couplés a Gi dans le ceeur peuvent imiter I’effet du
pré-conditionnement [357]. Quatre de ces récepteurs: adénosine, bradykinine, opioide et
sphingosine peuvent libérer des ligands pendant une bréve occlusion coronaire et agissent de
maniére additive. Le blocage d'un seul sous-type de récepteur ne fait que diminuer 1’effet de
la protection plutét que d'abolir le pré-conditionnement. Ces voies impliquent la PKC
(protéine kinase C) et les canaux potassiques sensibles a I'ATP mitochondriaux [358,359].

La voie globale de signalisation n'a pas encore été complétement ¢lucidée, mais les études
montrent I’implication d’une voie importante appelée RISK (reperfusion injury salvage
kinase) qui implique un groupe de kinases pro-survie, dont I’activation au moment de la
reperfusion est cruciale pour le pré-conditionnement afin de protéger contre les Iésions de
reperfusion [360].

En réalité, cette voie est importante pour toutes les formes de conditionnement, c'est-a-dire le
conditionnement pré, post, a distance et pharmacologique [361].

Une autre voie a aussi ¢té identifiée, jouant un rdle plus important chez les grands
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mammiferes, la voie SAFE (salvage activating factor enhancement) qui est activée en
parall¢le de la voie RISK [362].

Une grande partie de la mort cellulaire dans le coeur est due a la formation des mPTP dans les
membranes mitochondriales dans les premiéres minutes de reperfusion, et ces voies RISK et
SAFE agissent en inhibant cette formation [363]. Ces deux voies de la cardioprotection feront
I’objet d’un développement ultérieur (§: [V-D-i et i1).

Il a aussi été montré que la Cx43 (connexine 43), une des protéines formant les canaux de
jonction entre les cardiomyocytes, se transloque a la membrane mitochondriale interne [364].
La Cx43 semble jouer un réle dans le pompage du potassium, la régulation de la chaine
respiratoire et la production de ROS [365]. Bien que la participation de la Cx43 a la
pathophysiologie de l'ischémie/reperfusion ne soit pas claire dans le détail, son absence dans
les mitochondries empéche la génération de ROS pendant le pré-conditionnement ischémique
et supprime la cardioprotection [366].

Bien que I’effet cardioprotecteur du pré-conditionnement ischémique ait été clairement établi,
il n’est pas toujours transposable en clinique humaine. Dans le cas de transport d’organe, le
pré-conditionnement ischémique serait trés utile étant donné que ’organe isolé subit une
ischémie dont les dégats s’accroissent en fonction du temps entre I’isolation de I’organe et sa
greffe chez le receveur. Au contraire dans le cas d’un infarctus cardiaque qui impliquerait une
intervention en amont de I’obstruction coronaire, 1’effet d’un pré-conditionnement serait
limité. Cependant, si la voie de protection peut étre activée rapidement par un médicament
administré a la reperfusion (le post-conditionnement pharmacologique), cela peut limiter les
dégats et la formation et I’ouverture des mPTP et protéger le coeur contre les 1ésions de
reperfusion. Etant donné qu'une grande partie de la voie de transduction du signal du

conditionnement est maintenant connue, il a été possible d'identifier des agents efficaces pour
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Le post-conditionnement ischémique permet de limiter les dommages survenant a la reperfusion suite
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reperfusion. Adaptée de Ovize et al. 2010 [369].
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induire un post-conditionnement pharmacologique [367].

B. Post-conditionnement

Le concept de post-conditionnement ischémique repose sur la limitation de la surface du tissu
destiné a mourir aprés le début de la reperfusion et ceci en diminuant les Iésions de
reperfusion (Figure.13). Cela a été rendu possible grace a une modification des techniques de
reperfusion, ainsi que par [’utilisation de molécules ciblant les voies connues de la
cardioprotection.

Le principe est d’utiliser des durées de cycle de reperfusion/ré-occlusion courtes avant la
reperfusion totale de la zone infarcie. Ceci a permis de réduire la taille de I’infarctus, le
dysfonctionnement endothélial de l'artére coronaire, l'cedéme dans la zone a risque et
l'apoptose [368].

Les résultats des premiers essais de post-conditionnement étaient négatifs en raison des durées
excessivement longues des cycles d’ischémie/reperfusion et du fait de 1’application d’un seul
cycle plutot que des cycles multiples. D’autres études ont montré aussi que si la manceuvre
avait été retardée de 60 secondes il n’y aurait pas eu d’effet cardioprotecteur du post-
conditionnement, ce qui confirme que [l’intervention pour éviter les dommages de la
reperfusion devait étre mises en place au moment, voire méme avant le début de la
reperfusion [370-372].

Les mécanismes par lesquels ces réactions physiologiques a la reperfusion sont atténuées
incluent l'inhibition de I'ouverture du mPTP, le retardement du rétablissement brusque du pH
cellulaire (quicontribue également & l'ouverture des mPTP), la réduction de l'accumulation
calcique intracellulaire et intra-mitochondriale, la réduction des dommages induits par les

ROS, I’atténuation du dysfonctionnement endothélial, la réduction de l'activation des cellules
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pro-inflammatoires ainsi que 1’activation des kinases de survie de la voie RISK [368,373—
375].

Sur le plan tissulaire ceci se traduit par une réduction de 1'apoptose, de I'cedéme intersticiel et
intracellulaire, des arythmies et de la réponse pro-inflammatoire.

Contrairement au pré-conditionnement, le post-conditionnement dans l'application clinique
n’est pas limité par l'imprévisibilité des infarctus aigu du myocarde ce qui fait de lui un

meilleur choix de technique de cardioprotection.

C. Conditionnement ischémique a distance (remote conditionning)
Les mécanismes de pré et post-conditionnement restent valables méme quand on agit a
distance du cceur, c’est le conditionnement a distance. Ce dernier reste un phénomeéne
intrigant. Il s’agit de bréves périodes d'ischémie appliquées dans un tissu éloigné du cceur
mais pouvant rendre le cceur résistant aux Iésions d’ischémie/reperfusion et réduire la taille de
I’infarctus du myocarde.
Le conditionnement a distance peut €tre appliqué en pré et en post, et les mécanismes
moléculaires mis en jeu sont, sans aucun doute, complexes et restent incomplétement résolus
[367,376-378]. Cela induit une réponse neuro-humorale qui, a son tour, induit une cascade
d'effets en aval.
La conséquence de tout stimulus neuronal, local ou non, du membre ou des ganglions
cardiaques, est la libération des substances cardio-protectrices dialysables dans le sang [379].
11 s'agit de la chimiokine SDF-1a [380], de la ribonucléase-1 [381], des leukotriénes [382] et
du micro-RNA 144 [383].
Le mécanisme exact par lequel ces effecteurs sont libérés, et leur importance relative restent a

déterminer. Pourtant, I'effet ultime au niveau des cardiomyocytes est I’inhibition de
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I'ouverture des mPTP et I’induction d’une réponse kinase protectrice semblable a celle
observée avec le pré-conditionnement local et le post-conditionnement [384].

Contrairement au pré-conditionnement local et au post-conditionnement, le conditionnement a
distance semble avoir des effets supplémentaires qui modifient les voies impliquées dans les
réponses aigués et chroniques des 1ésions d’ischémie/reperfusion et peuvent contribuer a ses
avantages. Parmi ces voies on trouve notamment I'amélioration de la fonction endothéliale
vasculaire, la diminution de l'agrégation plaquettaire ainsi qu’un effet anti-inflammatoire
significatif se manifestant par une diminution de l'adhérence des neutrophiles, par une
infiltration réduite des cellules inflammatoires, une réduction de I'inflammation locale et une

réduction du remodelage dans les semaines apres 1'infarctus [377,381,385,386].

D. Les voies de la cardioprotection
Il est maintenant bien établi que le conditionnement ischémique protége le coeur contre les
Iésions d'ischémie/reperfusion par l'activation des voies de transduction du signal au début de
la reperfusion. Ces cascades de signalisation servent de médiateur au signal cardioprotecteur
induit par le conditionnement ischémique du sarcolemme aux mitochondries et incluent, entre

autres, les voies RISK et les voies SAFE (Figure.14).

i. La voie RISK
La voie RISK, décrite pour la premiére fois par Schulman D. et al. en 2002, est composée des
kinases pro-survie, Akt (protein kinase B) activée par la voie PI;K (phosphatidyl inositol 3
kinase) et Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 et 2) mais également de maniere
moins connue par p42/p44 membre de la famille MAPK (mitogen activated protein kinases),

dont l'activation au début de la reperfusion réduit la taille de I’infarctus [387].
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Apres stimulation des récepteurs Al couplés aux protéines Gi, I’activation de la voie PI;K par

I’intermédiaire de PIP; (phosphatidylinositol (3.,4,5)-triphosphate) active Akt, p70S6K

(ribosomal protein S6 kinase), PKC et eNOS (endothelial nitric oxide synthase).

La voie la plus connue de cardioprotection passe par 1’action d’Akt sur GSK3p. En
effet, Akt phosphoryle GSK3p et inhibe son action sur ses cibles mitochondriales,
surtout VDAC et ANT. Ceci aurait comme effet ’inhibition de I’ouverture des mPTP
[388].

Akt peut agir en phosphorylant eNOS, entrainant la production de NO (nitric oxide),
indispensable a ’activit¢ des canaux potassium ATP-dépendent de la mitochondrie.
L’ouverture de ces canaux par le NO se fait par ’intermédiaire de la PKG (protein
kinase G) et la PKCe [389].

Erk1/2 peut étre activée directement en méme temps que Akt ainsi que par PKCe et
joue surtout un role pendant la reperfusion en inhibant 1’ouverture de mPTP par des
mécanisme encore inconnus [390]. Ceci montre un cross-talk entre les composantes
Akt et Erk1/2 de la voie RISK afin d’assurer une protection maximale contre les
Iésions de reperfusion myocardique [390]

JNK (c-Jun amino-terminal kinase) et p38, d’autres membres de la famille MAPK,
semblent jouer également un rdle dans la cardioprotection. Activées par des signaux
de stress, elles peuvent intervenir au moment de I’ischémie ainsi qu’au moment de la

reperfusion, mais leur role reste encore peu connu [391].

Le mode d’action de la voie RISK n’est pas bien établi mais il semble agir par un mécanisme

anti-apoptotique via I’inhibition de 1’activité des protéines pro-apoptotiques BAX et BAD,

I’activation de Bcl-2 anti-apoptotique et 1’inhibition de la caspase 3. Un mécanisme anti-

nécrotique existe aussi via I’inhibition des mPTP, ceci semble étre possible par I’action de
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GSK3p, des canaux potassium ATP-dépendant suite a 1’activation des PKCe, de I’inhibition
de la translocation de BAX dans la mitochondrie et de 1’amélioration du flux calcique au
niveau du RS [373,387,389,392]. Un role de RISK a également été proposé dans I’inhibition
de I’autophagie suite a 1’activation de la voie Akt [393].

Un grand nombre d'études expérimentales ont li¢ l'activation de la voie RISK a la
cardioprotection induite par une diversité¢ d'agents pharmacologiques, y compris des facteurs
de croissance, des cytokines et d'autres agents comme la metformine et les statines [360,394].
La plupart des études expérimentales impliquant la voie RISK en tant que voie
cardioprotectrice ont ¢té¢ réalisées chez les rongeurs. Les résultats ont montré que la voie
RISK ¢tait impliquée dans tous les systemes de conditionnement ischémique, suggérant
qu'elle peut étre une voie commune pour la cardioprotection. Toutefois, des études récentes
suggerent que la voie RISK ne semble pas étre la voie induite par le post-conditionnement et
le pré-conditionnement ischémique a distance sur des modeles de gros animaux. Ceci suggere
des différences espéce-dépendantes dans les voies de signalisation impliquées dans la

cardioprotection [395,396].

ii. La voie SAFE
La voir SAFE a été découverte quelques années apres la voie RISK par Lecour et al. [397] qui
ont proposé I’implication du TNFa dans I’induction d’une nouvelle voie de survie, sans
I’intervention des kinases pro-survie impliquées dans la voie RISK. En effet, le TNFa
administré au début de la reperfusion du myocarde recruterait une cascade de signalisation
alternative en se liant au récepteur TNF de type 2 et en activant JAK (janus kinase) et STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3) via des mécanismes encore peu clairs mais

impliquant la sphingosine kinase, et qui induisent la transcription de protéines impliquées
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dans la cardioprotection [362,397-399].

La liaison du TNFa a son récepteur de type 2 induit la phosphorylation des JAK adjacentes
qui a leur tour activent STAT. Les JAK sont des tyrosines kinases couplées a des récepteurs
membranaires jouant un role majeur dans la transduction du signal vers le noyau, alors que les
STAT font partie de la famille des protéines transcriptionnelles.

Parmi les STAT activées, il y a STAT3, dont le réle dans la cardioprotection semble étre
indépendant de son effet transcriptionnel, bien que son activation cible la transcription des
facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 Bcl-xl, des facteurs pro-apoptotiques BAD, ainsi que la
Cx43.

STAT3 a également été identifié dans les mitochondries, ou elle module la respiration
mitochondriale et cible les mPTP [400,401]. Le TNFa lui-méme peut également cibler

directement la fonction mitochondriale [402].

iii. Cross-talk entre RISK et SAFE

Plusieurs études ont montré que les voies RISK et SAFE interagissent, et que 1’inhibition ou
I’activation d’un facteur d’une voie nécessite 1’activation de 1’autre voie afin d’obtenir un
effet cardioprotecteur. Gross et al. ont montré que 1’activation de STAT3 dépendait de
I’activité de PI3K et que I’inhibition de la voie JAK/STATS3 inhibait la phosphorylation de
I’ Akt [403].

Les deux voies de signalisation RISK et SAFE convergent vers les mitochondries ou elles
semblent combiner leur effet cardioprotecteur en inhibant I'ouverture du mPTP. L’effet du
ciblage des deux voies RISK et SAFE n'a pas été testé directement dans le cas des infarctus
myocardique aigu, bien que des agents pharmacologiques tels que le peptide natriurétique

auriculaire, I'érythropoiétine et les statines, qui sont connus pour activer des composants de
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ces deux cascades de signalisation ont été étudiés dans un contexte clinique avec des résultats
mitigés. D'autres études sont nécessaires pour déterminer si l'utilisation d'une thérapie
combinée pour cibler simultanément les voies RISK, SAFE et autres est une stratégie

cardioprotectrice plus efficace que la focalisation sur une seule cascade de signalisation [404].

iv. La voie NO/GMPc

Un grand nombre de preuves expérimentales indiquent que I'accumulation de GMPc (cyclic
guanosine 3',5'-monophosphate) est une cible pharmacologique pour atténuer les Iésions
d'ischémie/reperfusion. Le GMPc est généré¢ a partir du GTP (cytosolic purine nucleotide
guanosine triphosphate) par deux enzymes distinctes, la sGC (soluble guanylyl cyclase)
activée par NO et CO (carbon monoxide) et les NPR (natriuretic peptide receptor) [405]. De
nombreuses études suggerent que l'activation ou l'amélioration de la voie du GMPc,
directement ou indirectement par génération de NO endogeéne indépendamment de PI;K/Akt
peut induire des effets cardioprotecteurs en limitant l'infarctus du myocarde que ca soit en
pré-conditionnement ou en post-conditionnement. Cette activation étant possible par
I’administration avant, pendant l'ischémie, ou spécifiquement au début de la reperfusion des
substrats d'oxyde nitrique, des peptides natriurétiques, des inhibiteurs de la phosphodiestérase
et d'autres médicaments et médiateurs tels que les inhibiteurs de la co-A réductase (statines),
les inhibiteurs de la Rho-kinase et I'adrénomédulline [406].

Parmi les mécanismes putatifs de protection, figurent la régulation de PKG, de I'homéostasie
calcique par la modification des mécanismes d'absorption du calcium du réticulum
sarcoplasmique, l'ouverture de canaux potassium ATP-dépendent et le recrutement de la
protéine anti-apoptotique bcl-2 pendant l'ischémie/reperfusion.

En effet, les ROS générées par la reperfusion provoquent une oxydation de 1'oxyde nitrique
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synthase (NOS) et une réduction de la signalisation de NO/GMPc/PKG. La PKG module la
phosphorylation du PLB, I'absorption réticulaire du calcium et les oscillations calciques [407].
Les interactions avec les autres cascades de kinase ne sont pas claires a I'heure actuelle.
L'activation de PI;K/Akt entraine l'activation d'eNOS et la génération de NO. Ceci peut
induire I'activation subséquente de PKG par élévation de sGC et GMPc. La génération de
ROS en conséquence de la stimulation de PKG peut ensuite affecter les canaux potassium
ATP-dépendent mitochondriaux et conduire a l'activation de kinases distales potentiellement
impliquées dans la voie RISK. Ce que ces kinases distales sont et comment elles sont
impliquées dans limitation de la 1ésion cellulaire, soit pendant I'ischémie ou la reperfusion, est
encore inconnu [406].

L'accumulation intracellulaire de GMPc et l'activation de la PKG sont associées a
l'atténuation des pathologies associées aux lésions d'ischémie/reperfusion, notamment a la
réduction de la taille d'infarctus. La grande majorité des études avec des modulateurs
pharmacologiques de GMPc indiquent que le GMPc intracellulaire est un médiateur
protecteur. La PKG, activée par le GMPc ¢levé, semble étre le candidat le plus susceptible
d'effectuer les actions cardioprotectrices médiées par le GMPc, mais des preuves directes
impliquant la PKG comme une kinase de survie sont limitées a I'heure actuelle. Les défis liés
a l'amélioration de ces connaissances au point ou elles pourront étre transposées en clinique
restent importants. Cependant, avec tant d'agents expérimentaux, la signalisation par GMPc

promet un développement thérapeutique [407,408].

E. Conditionnement et études pharmacologiques
L’exploitation des voies de signalisation sous-jacentes de I’ischémie/reperfusion a permis

d’identifier une grande variété de cibles thérapeutiques pour la cardioprotection
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Tableau.2: Récentes études

pharmacologique

cliniques

Cible Molécule utilisée

Metoprolol [409]

Metoprolol [410]
Récepteurs p1

adrénergique Antagoniste B1 adrénergique
[411,412]
Metoprolol [413]
Cyclosporine A [414]
mPTP Cyclosporine A [415]
TRO40303 [416]
Cariporide [417]
NHE
Eniporide [418]
GIK (Glucose-Insuline-
Potassium) [419]
Voie NO [420]
NO/GMPc
Atorvastatine [421,422]
ROS MTP-131 [423]
Delcasertib [424]
Delcasertib [425]
Voie RISK

Potassium canrenoate [426]

Sévoflurane [427]

de cardioprotection par

Nom de I'étude

METOCARD-CNIC

EARLY-BAMI

THEAHAT

COMMIT
CIRCUS
CYCLE
MITOCARE
GUARDIAN

ESCAMI

IMMEDIATE

NIAMI

NAPLES II,
ARMYDA-ACS

EMBRACE STEMI
DELTA-MI
PROTECT-AMI

MINIMISE

approche

Type

Phase II1

Phase II1

Phase I1I
Phase I1
Phase I1
Phase 111

Phase II

Phase Ila
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pharmacologique. Dans cette section, nous examinons certaines des thérapies

pharmacologiques les plus récentes qui ont été ¢tudiées dans le cadre clinique (Tableau.2).

i. Les antagonistes p1 adrénergique
L’utilisation d’antagonistes f1 adrénergiques a montré une réduction significative de la taille
d’infarctus sur un modele de gros animal, lors d’une injection intraveineuse avant la
reperfusion [428,429]. L’¢tude clinique de phase III METOCARD-CNIC [409] réalisée en
simple-aveugle, randomisée sans contrdle placebo a mis en évidence que l’injection de
metoprolol en intraveineuse avant la reperfusion permet de diminuer la taille d’infarctus ainsi
qu’améliorer la fraction d’¢jection. D’autres ¢études cliniques EARLY-BAMI [410],
THEAHAT [411,412], COMMIT [413] se sont appuyé€es sur les résultats contradictoires
obtenus en pré-clinique sur les antagonistes Bl adrénergiques [430-433], et les résultats
mitigés obtenus dans ces différentes études reflétent la disparité des résultats pré-cliniques

mais aussi la variabilité des protocoles cliniques.

ii. Les mPTP
Des données expérimentales [434—436] et cliniques suggerent que la Cyclosporin A pourrait
atténuer les lésions de reperfusion et diminuer la taille d’infarctus en inhibant la cyclophilin
D, composant majeur du mPTP. L’étude CIRCUS [414] de phase III a été réalisée en double-
aveugle, randomisée et multicentrique avec controle placebo. L’injection de CsA (cyclosporin
A) 2.5mg/kg avant la reperfusion n’a pas permis de diminuer le risque de mortalité,
I’insuffisance cardiaque ou le remodelage du ventricule gauche. L’étude CYCLE [415] de
phase II a également testé I’effet de la CsA dans les mémes conditions que CIRCUS et a

obtenu les mémes résultats négatifs.
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Les stratégies mitochondriales sont nombreuses et 1’utilisation du TRO40303 qui lie le TSPO
(translocator protein) inhibe 1’ouverture du mPTP en diminuant la production de ROS, et
réduit la taille d’infarctus chez le petit animal [437]. L’étude clinique MITOCARE n’a pas pu
démontrer 1’efficacité¢ de cet agent pharmacologique a réduire la taille d’infarctus en clinique

humaine [416].

iii. Les NHE
Certaines études cliniques se sont basées sur I’inhibition de I’échangeur NHE [438,439] afin
de limiter ’accumulation de sodium et de calcium dans le myocyte ischémié pour prévenir la
progression des cellules ischémiées vers des cellules nécrotiques. L’étude GUARDIAN [417]
multi-centrique, randomisée en double-aveugle a utilisé trois dosages (20, 80 ou 120 mg) de
cariporide (inhibiteur de NHE) en phase II et IIl combinées, se basant sur les résultats
prometteurs obtenus dans I’étude pilote [440], ainsi que I’étude ESCAMI [418] de phase II
qui a utilisé I’injection d’eniporide a différentes doses dans la méme optique que 1’étude
GUARDIAN, ont échoué¢ a démontré un effet bénéfique des inhibiteurs de NHE sur la taille

d’infarctus.

iv. La voie NO/GMPc
Une autre voie pharmacologique étudiée afin de limiter la taille d’infarctus est la voie
NO/GMPc, testée dans 1I’é¢tude IMMEDIATE [419]. L’activation de cette voie réduirait la
taille d’infarctus apres ischémie-reperfusion [441]. L’étude a montré que 1’administration de
GIK (Glucose-Insuline-Potassium) réduirait la taille d’infarctus chez une partie des patients
souffrant d’infarctus du myocarde avec ST ¢élevé (STEMI).

Certaines stratégies de cardioprotection se basent sur le NO (oxide nitrique), connu pour étre

71



INTRODUCTION

un médiateur important dans différentes formes de conditionnements [442]. Bien que des
¢tudes expérimentales ont montré que 1’injection intraveineuse de NO a la reperfusion avait
un effet cardioprotecteur [443], I’étude CESAR n’a pas réussi a démontrer cet effet dans une
¢tude multi-centrique sur petit et gros animal [444]. Deux études cliniques ont obtenus des
résultats négatifs sur 1’injection de NO en intraveineuse (NIAMI) [420] ou en intra-coronaire

[445].

v. Les ROS
L’atténuation de la production de ROS par la mitochondrie et 1’optimisation de la dépense
énergétique mitochondriale est une autre voie possible de cardioprotection. Le MTP-131
rempli cette fonction en ciblant les cardiolipines de la membrane interne mitochondriale. Les
¢tudes expérimentales sur petit et gros animaux ont montré que le MTP-131 administré au
moment de la reperfusion permettait de réduire la taille d’infarctus et de prévenir le
remodelage délétere du ventricule gauche apreés un infarctus du myocarde [446]. Toutefois,
I’¢tude clinique EMBRACE STEMI n’a pas permis de valider ce mécanisme en clinique

humaine [423].

vi. La Voie RISK
PKC a été identifiée comme médiateur cytosolique dans le pré-conditionnement ischémique.
Le role de I’isoforme PKC-9 est soumis a débat, avec des études montrant que son inhibition
¢tait cardioprotectrice [447], alors que d’autres études ont découvert que PKC-9 serait un
médiateur du pré-conditionnement ischémique et de la cardioprotection par les opioides [448].
Une premiére étude clinique DELTA-MI suggérait que I’injection intra-coronaire de

delcasertib, inhibiteur de PKC, serait cardioprotecteur [424]. Toutefois, dans 1’étude suivante

72



INTRODUCTION

PROTECT-AM]I, le delcasertib n’a pas eu I’effet escompté sur la taille d’infarctus [425].

Le role de I’adénosine en tant que médiateur de la cardioprotection a été bien établi [442]
dans la voie RISK. Les études expérimentales montrent que 1’adénosine administrée avant
I’ischémie permet de diminuer la taille d’infarctus. Toutefois, son effet lors d’une
administration au moment de la reperfusion reste contentieux [449,450]. De maniére peu
surprenante, les études cliniques se basant sur I’injection d’adénosine au moment de la
reperfusion associée au post-conditionnement mécanique se sont avérées peu concluantes
[426].

Les anesthésiques ont également un role cardioprotecteur via I’activation de la voie RISK. En
effet, de nombreuses études ont montré un effet protecteur des anesthésiques halogénés en
pré-conditionnement [451,452]. Leur effet a également ét¢ montré a la reperfusion, puisque
I’administration de sevoflurane, desflurane ou isoflurane dans les 15 premicres minutes de la
reperfusion entraine une réduction de la taille d’infarctus chez le lapin [453,454]. Les résultats
obtenus en clinique humaine restent variables avec un effet peu significatif des anesthésiques

volatiles sur la taille d’infarctus [427].

vii. Les statines
En plus de leur effet diminuant les lipides, les statines auraient également pour effet
d’améliorer la fonction endothéliale, de réduire le stress oxydant. Les statines auraient un role
cardioprotecteur via le NO. L’é¢tude NAPLES II a en effet montré que I’injection
d’atorvastatine permettait de réduire I’incidence de I’infarctus du myocarde [421]. Ce méme

résultat a été reporté dans I’étude ARMYDA-ACS [422].

F. Limites de la cardioprotection
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Les patients a risque d'ischémie/reperfusion présentent souvent des comorbidités incluant le
vieillissement, ['hyperlipidémie, 1'hypertension artérielle et le diabéte ainsi que leurs
traitements associés, qui modifient en grande partie la réponse du cceur ischémique aux
thérapies cardioprotectrices. La découverte et la validation des cibles ont été réalisées et
continuent d'étre effectuées chez des animaux jeunes et en bonne sant¢ dans la grande
majorit¢ des ¢études. Jusqu'a présent, I'¢tendue des investigations expérimentales de la
cardioprotection dans les modéles représentant ces comorbidités est tres limitée. Cependant,
l'ignorance de la maniére dont ces maladies modifient les voies de signalisation
cardioprotectrices chez 'homme, peut constituer un obstacle majeur a la transposition
thérapeutique des études scientifiques de base.
Bien que de nombreux efforts aient été déployés pour transposer la cardioprotection en
pratique clinique, cela n'a pas été couronné de succes car aucun médicament n'est encore
commercialisé et aucune intervention thérapeutique n'est disponible dans la pratique clinique
courante pouvant protéger le ceeur apres 1’infarctus cardiaque [404,455].
Les mécanismes putatifs de la cardioprotection explorés au cours des trois derniéres décennies
ont jusqu'a présent conduit a des cibles de médicaments potentiels qui n'étaient pas
suffisamment robustes pour leur usage pharmacologique, car les essais cliniques ciblant ces
patients ne présentaient, en grande partie, aucune efficacité.
Il y a deux grands problémes de transposition clinique a surmonter a l'avenir:

- La découverte et la validation de la cible en tenant compte des facteurs confondants

connus de cardioprotection.
- Une meilleure conception des études de développement clinique, avec au moins les
principales comorbidités connues et leurs principales classes de traitements

pharmacologiques devrait étre utilisée pour valider la cible potentielle de médicament
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avant d'entrer dans les essais cliniques.
Par conséquent, étant donné que le ciblage d'une voie unique pour protéger tous les patients
n'est évidemment pas une approche qui peut mener au succes, une approche multi-omique,
incluant transcriptomique, protéomique et métabolomique suivie d'une analyse des réseaux

biologiques des systemes, pourrait fournir de nouvelles cibles.

G. Le stress réticulaire, une nouvelle cible de cardioprotection
L’ER est I’organite principal responsable du pliage, des modifications post-traductionnelles et
du transport de protéines sécrétoires. Il est aussi capable de maintenir I'homéostasie cellulaire.
Ce processus est majoritairement régulé par des chaperonnes moléculaires qui peuvent initier
plusieurs processus cellulaires, y compris l'apoptose et I'autophagie.
Le stress du RE est une condition qui est accélérée par l'accumulation de protéines mal
repliées apreés une perturbation d’homéostasie cellulaire en raison de divers phénomenes
physiologiques et pathologiques, tels que la privation de nutriments, la glycosylation altérée,
I'appauvrissement du RE ou la surcharge cytosolique en calcium, le stress oxydatif, les Iésions
de I'ADN et les perturbations énergétiques.
La plupart de ces phénomenes peuvent intervenir dans le cas des maladies cardiovasculaire
[456], dans le diabete [457], I’hypertension, I’obésité, le vieillissement [458], le cancer [459]
I’ Alzheimer et beaucoup d’autres pathologies [460].
L’intervention du stress du RE dans cette large gamme de pathologies peut faire de ce
mécanisme une cible intéressante pour la cardioprotection [461].
Des études récentes montrent que le pré-conditionnement ischémique diminue le taux de
stress réticulaire ainsi que 1’apoptose aprés ischémie/reperfusion [271,354]. Plusieurs études

ont été¢ menées pour valider que le stress du RE pouvait étre une cible de cardioprotection.
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L’activation de I’ATF6 in vivo dans le cceur résulte en une meilleure récupération
fonctionnelle apres I’ischémie/reperfusion avec une expression augmentée des
chaperonnes GRP78 et GRP94 et une réduction de I’apoptose et de la nécrose. En
revanche son inhibition réduit la fonction cardiaque et augmente le taux de mortalité.
Il a été aussi montré que I'ATF6 activée induisait I’expression du géne Derlin3, qui
code pour un composant important du mécanisme ERAD. La surexpression de Derlin3
améliore 'ERAD et protege les cardiomyocytes de la mort cellulaire induite par
I’ischémie [462].

La surexpression de GRP78 et GRP94 induit une réduction de la nécrose causée par la
surcharge calcique pendant I’ischémie via la voie d’XBP1 et ATF6 [208,309,318].

La surexpression de PDI réduit la taille de I’infarctus avec une réduction importante de
I’apoptose et de la nécrose [463].

L’inhibition de I’AMPK (AMP-activated protein kinase), qui joue un rdle dans le le
métabolisme énergétique, inhibe I’augmentation de CHOP et le clivage de caspase 12
induits par I’hypoxie [464]. L’AMPK est associée a des maladies cardiovasculaires, au
diabéte, a I’obésité et peut induire I’activation du stress du RE [465].

L’inhibition de PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis), une protéine pro-
apoptotique de la famille Bcl-2, dont I’expression est augmentée avec le stress du RE,
conduit a I’inhibition de I’apoptose et a I’amélioration de fonctions cardiaque [466].
Les récepteurs VDR (vitamin D receptor) et LXR (liver-X-receptors) font partie de la
superfamille des récepteurs nucléaires connus pour étre des cibles majeures dans la
découverte de médicaments, et leurs modulateurs régulent le stress réticulaire afin de
limiter les maladies cardiovasculaires et protéger contre les Iésions

d’ischémie/reperfusion. L’activation de ces deux récepteurs conduit a une réduction de
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'apoptose induite par le stress du RE a travers l'inhibition de I'expression de caspase
12 et CHOP, résultant en une réduction de l'infarctus du myocarde et une amélioration
de la fonction contractile aprés I’ischémie/reperfusion [467,468].

- Apelinl3 est un ligand endogéne du récepteur de 1'angiotensine de type 1, un récepteur
couplé a la protéine G. Apelinl3 a été identifiée comme une cible thérapeutique
potentielle pour les 1ésions d’ischémie/reperfusion par les voies Akt/GSK3p. L’action
de l'apelin13 passe par I’inhibition de I’initiation de l'apoptose dépendante du stress du
RE par les voies PI3K/Akt, AMPK et Erk [469].

- La CsA, comme précédemment mentionné, joue un role trés important dans
I’inhibition de I’ouverture des mPTP via son action sur la cyclophilin D. L'effet
protecteur de I'inhibition de la cyclophilin D au cours de 1'ischémie/reperfusion peut ne
pas étre di uniquement a l'inhibition directe de I'ouverture des mPTP, mais pourrait
¢galement impliquer l'induction d'un stress réticulaire modéré par limitation du
transfert de calcium du RE a la mitochondrie pendant le reperfusion [470,471].

- Le metoprolol et le propranolol, deux inhibiteurs majeurs du récepteur B-adrénergique,
suppriment 1'apoptose médiée par le stress du RE en diminuant l'expression des
chaperonnes GRP78, XBP1 et CaMKII ainsi que 1’apoptose liée au stress du RE par la
réduction de CHOP. Le metoprolol agit aussi en normalisant le taux de calcium et en
diminuant l'expression de p-elF2a. Ainsi, le mécanisme sous-jacent des effets
thérapeutiques des antagonistes des récepteurs P-adrénergique sur le myocarde

pourrait passer par le stress du RE [472,473].

2. Role de GRP78 et du translocon dans I’induction du stress réticulaire

Comme précédemment évoqué, GRP78 est un modulateur/capteur situé au centre du stress du
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RE. GRP78 est impliquée dans la détection d'une accumulation de protéines mal repliées dans
le RE et en conjonction avec les trois protéines transmembranaire (ATF6, IRE1 et PERK) est
responsable de I’UPR. Son expression est augmentée dans la plupart des pathologies
cardiaques, surtout en ischémie/reperfusion, en raison de l'activation du stress du RE [111].

Dans la lumi¢re du RE, GRP78 présente sur la partie luminale du translocon, est capable
d'inhiber I'apoptose induite par la fuite calcique a travers le pore du translocon. En effet,
GRP78, en plus de son role dans le mécanisme de translocation des protéines, tant pour la
liaison aux protéines dépliées que pour le maintien et la prévention de leur mauvais pliage,
joue surtout un role dans la fermeture du canal Sec61 pour maintenir la barriere de
permeéabilité au calcium du RE avant et apres translocation [474]. Il a ét¢ montré que lors du
stress du RE, la surexpression de GRP78 maintient le repliement des protéines et réduit
¢galement la perméabilité du translocon au calcium, contribuant par la suite a un équilibre

entre la survie cellulaire et I'apoptose pendant le stress du RE [475].
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Figure.15: Translocon et synthése protéique

Représentation de la dynamique de fonctionnement du translocon dans la synthése protéique au sein
du RE. Dans le cytoplasme, le complexe Ribosome/ARNm initic la traduction. Le SRP (Signal
Recognition Peptide) fixe la chalne naissante de la protéine et se fixe ensuite a son récepteur sur la
membrane du RE. Le complexe Ribosome/ARNm est ainsi transféré au niveau du TLC, et le SRP est
relargué dans le cytoplasme ou il sera recyclé. La chaine polypeptidique naissante passe a travers le
pore de Sec61 afin de transloquer dans la lumiére du RE. Les protéines accessoires (TRAP, TRAM,
OST, SPC et Sec63) participent au transfert de la protéine dans la lumi¢re du RE ainsi qu’a la
maturation de la protéine. A la fin de la traduction, le ribosome se détache du complexe du TLC et
entraine la fermeture du pore de Sec61.
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& . CHAPITRE V: TRANSLOCON
1. Fonction

Dans les cellules eucaryotes, certaines protéines doivent étre transloquées ou insérées dans la
membrane du RE. Les précurseurs de ces protéines sont caractérisés par une séquence N-
terminale hydrophobe ou une hélice transmembranaire de 20 a 30 acides aminés [476]. Lors
de la mise en place du tunnel de sortie du ribosome pendant la traduction, les protéines
hydrophobes se lient au SRP (signal recognition particle), un complexe RNA-protéine
universellement conservé abondant dans le cytosol [477]. L’association du SRP a la chaine
protéique naissante du ribosome lui permet de cibler la membrane du RE ou elle lie son
récepteur au niveau du translocon. Une fois la chaine des polypeptides est transféré au
translocon, le SRP est relaché dans le cytosol [478].

Le transport des protéines en paralléle de leur traduction, I’insertion a la membrane et la
maturation via le translocon nécessite une action coordonnée de différents cofacteurs et
enzymes. Le cceur fonctionnel du translocon chez les mammiferes est formé par la protéine
Sec61, universellement conservée, formant un canal permettant le passage des protéines a
travers le RE ou leur insertion dans la membrane du réticulum. Cette fonction de base est
complémentée par des composants accessoires du translocon, qui sont physiquement associés
a Sec61 [477-479]. Ces composants accessoires SPC (signal peptidase complex), OST
(oligosaccharyl-transferase), TRAM (translocating chain-associated membrane protein) et
TRAP (translocon-associated protein complex) assistent le passage des protéines a travers le
canal formé par Sec6l ou elles permettent la maturation des chaines naissantes par des
modifications covalentes et leur fonction type chaperonne. Ils ne sont pas totalement
conservés dans le régne vivant et varient également au sein des eucaryotes.

La chaperonne Sec63 [475,480-482] et REj1 [483,484] s’associent au translocon et recrutent
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Figure.16: Architecture du translocon

Vue d’ensemble de la structure et de I’architecture du ribosome lié au translocon chez le mammifére.
A) Analyse tomographique de densité du ribosome (gris) et des composants du TLC, Sec61 (bleu
clair), TRAP (vert) et OST (rouge). B) Modéle atomique du complexe Sec61 fermé, vu depuis le
cytosol. (Extrémités N et C term de Sec61 : vert et bleu respectivement, Sec61p : jaune, Sec61y :
orange, hélices latérales de Sec61a : rouge). C) Modéle atomique de Sec61 ouvert, vu du cytosol. D)
Agrandissement de la partie transmembranaire du TLC, vu du cytosol avec la membrane du RE dans
le plan de la feuille. Un mod¢le atomique de Sec61 a été ajouté. La position d’une séquence signal
(SS) a été indiquée en rose. Adaptée de Pfeffer ef al. 2016 [24].
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la chaperonne GRP78 au niveau du complexe Sec61 et des polypeptides en synthése,
soutenant Sec61 dans son role de canal et le transport des protéines naissantes a travers la
membrane. La calnexin, chaperonne lectine-like du RE, permet la maturation et
I’oligomérisation des glycoprotéines sécrétoires et de la membrane, et pourrait s’associer avec
le ceeur du translocon, du moins transitoirement ou d’une maniere spécifique au substrat

[485-487] (Figure.15).

2. Architecture du translocon
La nature transitoire des nombreuses interactions au niveau du translocon ont rendu difficile
la détermination de sa structure. Méme dans le cas du cceur du translocon, la composition,
I’architecture ainsi que le mécanisme de fonctionnement restent difficiles a déterminer.
Toutefois, des avancées techniques, particulierement dans le domaine de la microscopie cryo-
¢lectronique, ont permis d’avancer dans la compréhension de ce complexe (Figure.16).
Des ¢études sur cellules humaines ont permis de montrer que les composants principaux du
translocon sont Sec61, TRAP et OST [488]. Une structure secondaire peut étre définie a
I’échelle du sub-nanométre, incluant la protein-conducting channel [489]. Il n’a pas encore été
clairement défini si OST s’associe transitoirement avec le translocon pour une phase
spécifique de la translocation ou si différents types de translocon coexistent dans la cellule. 11
a récemment ét¢ montré que I’initiation de la traduction renforce 1’association entre OST et
Sec61 [480], ce qui tend vers la premiére hypothese. Toutefois, aucun schéma concluant de ce
type n’a pu étre révélé in vivo [490].
Pour les autres composants, tels que SPC, le récepteur du SRP, le complexe Sec62/63 ou la
chaperonne RE;j1, ils sont probablement recrutés de maniére transitoire, de maniére spécifique

au substrat.
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En résumé, Sec61 et TRAP seraient des composants strictement stoechiométriques dans le

translocon du mammifere, alors que OST seraient présents en quantité variable (.

A. Le pore du translocon:
La principale caractéristique du translocon du RE est le pore aqueux qui traverse la
membrane. Les pores aqueux transmembranaires de la membrane du RE ont été détectés par
des mesures de conductivité, et la dépendance des ces canaux a la puromycine suggérait que
la chaine naissante devait étre libérée du ribosome afin de permettre le passage d’ions
transmembranaire [491]. Puisque le canal est fermé quand les ribosomes sont détachés de la
membrane, le passage des ions via le canal est a la fois dépendant de la chaine naissante et du
ribosome.
Etant donné que la lumiére du RE, et non le cytoplasme, forme un continuum avec le pore du
translocon lors de la translocation, le ribosome doit lui-méme former la barricre de
perméabilité en liant fortement la surface cytoplasmique du translocon et sceller le pore
depuis le cytoplasme [492].
De plus, comme la chaine naissante dans le ribosome n’est pas exposée au cytoplasme, elle se
déplace a-travers un tunnel aqueux dans le ribosome qui la dirige vers le translocon [492].
Une fois le translocon libéré du ribosome, BiP est requis afin de maintenir la barricre de
perméabilité. Toutefois, il n’est pas encore clair si la fonction de BiP est directe ou indirecte
[493]. Les expériences conduites par Hamman et al. [493] ont également montré que le
complexe du translcon ne se dissocie pas quand le ribosome se détache. Au contraire, les
composants du translocon restent assemblés et forment un pore, méme en l’absence du
ribosome. Toutefois, la structure du translocon est altérée dans sa conformation et sa

composition au moment ou le ribosome se détache.
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Les expériences de cette méme équipe ont également mis en évidence que le pore du
translocon lié au ribosome présentait un diamétre de 40-60A [494]. Du fait de sa taille, on
parle de pore et non de canal. Le pore du translocon non lié¢ au ribosome présente un diamétre

interne de 9-15A [494].

B. Régulation et dynamique de la structure et de la fonction du translocon
De nombreux indices tendent a montrer que le translocon n’est pas un pore statique. Les
variations du diametre du pore entre le translocon libre non fonctionnel et le translocon lié¢ au
ribosome [494] montrent que le translocon subit des réarrangements majeurs durant son cycle
fonctionnel.
De plus, la composition du translocon change durant son changement d’état fonctionnel, avec
une interaction transitoire avec BiP [494] et le récepteur de SRP [495].

La structure du translocon dépend donc du temps.

i. Conversion du tranlocon fonctionnel a non fonctionnel:
Le changement le plus remarquable est dans la variation du diamétre du pore entre le
translocon libre et le translocon fonctionnel. Il apparait que 1’agencement des composants du
translocon et donc le diamétre du pore, est déterminé par les interactions spécifiques qui
créent une jonction serrée entre le ribosome et les composants du translocon. L hypothése
évoquée serait que la contraction du translocon est médiée par I’hydrolyse de I’ATP

dépendante de BiP a la fin de la traduction.

ii. Conversion du mode opératoire du translocon, de la translocation a

I’intégration
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Pour les chaines naissantes avec une séquence signal clivable, le translocon fonctionne en
mode translocation. Le systéme passe en intégration uniquement apreés qu’une séquence
transmembranaire ait ¢té synthétisée et soit reconnue par le ribosome (9230300). Le
changement de fonctionnalité est initié avant que la séquence transmembranaire atteigne le

translocon.

C. Les composants du complexe translocon
i. Sec61

Sec61 a une structure hétérotrimérique formant un canal permettant le passage des protéines.
La sous-unité centrale Sec6la est constituée de 10 hélices transmembranaires, arrangées en
deux moitiés pseudo-symétriques N et C terminal autour d’un pore central, imperméable au
flux d’ion passif. Les sous-unités Sec61B et Sec61y sont localisées a la périphérie du
complexe Sec61 et possédent chacune une hélice transmembranaire [496—498].

Lors du transport et traduction des protéines, le ribosome lie la boucle cytosolique de Sec61a.
Un modele mécanistique récent montre que Sec61 s’ouvre de maniére transitoire afin de
permettre 1’insertion de 1’hélice transmembranaire ou la séquence signal de la protéine
naissante dans la membrane du RE, tout en restant imperméable au transport de protéines
solubles dans la lumiére du RE [499-503].

Le pore du translocon formé par Sec61 recouvre complétement la bicouche lipidique RE a
travers laquelle les protéines sécrétrices nouvellement synthétisées sont transloquées [504]. Le
complexe de Sec61 hétéromérique forme le noyau de ce pore, qui est bloqué par le ribosome
du coté cytosolique et par GRP78 du c6té luminal. Dans des conditions physiologiques, le
diametre du pore du translocon sans la fixation du ribosome est de 0,9 a 1,5nm mais pendant

la translocation des chalnes protéiques naissantes, I'ouverture du pore s’élargit pour atteindre
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un diameétre théorique compris entre 4 et 6nm [494].

ii. TRAP
TRAP est un complexe protéique membranaire hétérotétramérique, dont le réle est d’assister
Sec61 dans I’insertion des protéines, et plus particulierement dans la topogénese des protéines
membranaires polytopiques [505]. 1l serait constitué¢ de trois sous-unités (a,[3,0) formant une
hélice transmembranaire et un domaine luminal, alors que TRAPy serait un ensemble de
quatre hélices transmembranaires avec un petit domaine cytosolique [506]. La partie luminal
de TRAP lie Sec61a au niveau des deux moitiés N et C terminales et pourrait ainsi influencer
la conformation de Sec6la et interagir avec les protéines nouvellement synthétisées en

transport vers le RE.

iii. OST
OST est un complexe constitué d’au moins sept protéines. OST catalyse la glycosylation des
protéines nouvellement synthétisées [507]. Une des sous-unités d’OST est STT3. Elle se
présente sous deux formes paralogues STT3A et STT3B qui sont impliquées dans la
glycosylation pendant et apres la traduction respectivement [508] et sont associées avec au
moins six sous-unités accessoires d’OST, dont la fonction ou la structure est encore mal
connue: Ribophorin I, Ribophorin II, OST48, DADI1, N33 (ou IAP) et OST4. La sous-unité
N33 d’OST possede une activité oxydoréductase et permettrait d’augmenter 1’efficacité de la
glycosylation en ralentissant la conformation des glycoprotéines [509]. L’interaction d’OST
avec le translocon reste encore a déterminer précisément. Toutefois, il a été montré qu’OST se

liait a Sec61a et pénétrait en partie dans la lumiere du RE.
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Tableau.3: Etudes de la modulation pharmacologique de la fuite calcique a travers le

translocon

Type cellulaire

Cellules
pancréatiques
murines
(MIN6B1) et
humaines

Cellules
cancéreuses de
prostate (LNCaP)

Microsomes de
foie de rat

Cellules glande
salivaire humaine

Cellules
musculaires lisses
vasculaires

Fibroblastes
embryonnaires de
souris (MEF)

Cellules de
carcinome cervical
humain HeLaT1

Ovocytes de
xénope

Macrophages
humains

Molécules
utilisées

Puromycine

Puromycine et
anisomycine

Puromycine,
anisomycine,
pactamycine et

cycloheximide

Puromycine et
anisomycine

Puromycine et
anisomycine

Puromycine

Puromycine,
emétine et
pactamycine

Puromycine,
anisomycine et
émétine

Anisomycine

Anisomycine

Emétine

Anisomycine

Effets de la fuite calcique

Réduction du taux calcique réticulaire indépendamment
des RyR, IP;R et SERCA [516]

Participe a la sécrétion d’insuline et a la fuite calcique

induite par la palmitate [522]

Réduction du taux calcique réticulaire indépendamment
des RyR, IP;R et SERCA [520]

Activation des canaux SOC aprés déplétion calcique
réticulaire [517]

Modulation du stress réticulaire et changement
d’expression de la chaperonne GRP78 [110]

Participe a la fuite calcique réticulaire [518]

Modulation du stress réticulaire et de ’activité des canaux
SOCE apres déplétion calcique réticulaire [519]

Réduction du taux calcique réticulaire [523]

Participe a la fuite calcique réticulaire [524]

Participe a la fuite calcique réticulaire [524]

Participe a I’induction de I’'UPR [525]

Modulation du niveau calcique basal cytoplasmique [526]
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iv. Autres protéines

La calnexin, protéine membranaire du RE agissant comme une chaperonne lors de la
conformation de la protéine naissante [510] peut Etre liée aux chaines polypetidiques
naissantes [510-512]. La calnexin apparait donc proche du translocon, mais il n’y a encore
aucune preuve de sa participation au complexe.

D’autres protéines solubles de la lumiere du RE comme la calréticuline, la protéine disulfide
isomérase, BiP et REp57 interagissent également transitoirement avec la chaine naissante de
protéines [512-514], mais il a arbitrairement été décidé de considérer uniquement les
protéines membranaires comme associées au translocon.

Le SRP (heterodimeric signal-recognition particle) récepteur est requis pour cibler la protéine
naissante du ribosome vers la membrane du RE via le signal SRP, mais le récepteur SRP est
ensuite détaché du translocon [515]. Bien que présent uniquement de maniére transitoire au
translocon, le récepteur SRP pourrait jouer un réle crucial dans la structure du translocon

libéré du ribosome.

D. Interaction dans le complexe ribosome/translocon

Sec61 est localisée au centre du translocon et lie le ribosome via une boucle cytosolique
proche du peptide de sortie du ribosome. Alors que TRAP lie spécifiquement une région de
Sec61la, OST interagirait avec Sec61 via une interface plus importante dans la membrane du
RE. Sur la face cytosolique du translocon, les petits domaines cytosoliques de TRAP et OST
interagissent avec la grande sous-unité ribosomique via des contacts spécifiques entre le RNA
ribosomal et protéines.

Sec61, TRAP et OST ne sont bien sir pas les seuls partenaires interagissant avec le ribosome

80S. En effet, beaucoup de protéines ou complexes du RE ou du cytosol interagissent avec le
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Tableau.4: Antibiotiques modulateurs du translocon

Molécule riSbI:)ési)iri;ci(iltﬁe Etape ciblée Mode d’action
Puromycine 50S/60S Elongation Analogue de I’AA-ARNt
Pactamycine 30S/40S Traduction Interaction avec le site E du ribosome
Anisomycine 60S Elongation Bloque la peptidyl-transférase

Emétine 40S Elongation Interaction avec le site E du ribosome
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ribosome et sont impliqués dans le transport des protéines vers le RE, la modification des
protéines, la conformation ou le controle qualité. Toutefois, ceci n’est pas I’objet de notre

¢tude [481,486,500].

3. Translocon et fuite calcique
La premiere identification du translocon comme un canal de fuite calcique a été proposée par
Lomax et al. 1ls ont montré une augmentation de la fuite calcique par le RE en utilisant la
puromycine (un agoniste du translocon), indépendamment des canaux IP;R et RyR en
inhibant la pompe SERCA [516]. Plusieurs groupes ont proposé que la fuite de calcium basale
se produit via le translocon [110,517-520]. Erdmann et al ont identifi¢ un motif calmoduline
binding sur la partie cytosolique N terminale de Sec61a, qui lie la CaM mais pas a ApoCaM
et qui jouerait un role dans le ciblage du translocon [475,521]. De par son importance,
beaucoup d’études récentes ont ét¢ menées afin de caractériser le role du translocon comme
canal de fuite calcique dans le stress du RE (Tableau.3). En effet, lors de I'accumulation de
protéines mal repliées, le c6té luminal normalement bloqué par GRP78 est libéré (en raison de
la dislocation de GRP78) permettant la fuite de calcium [475].
Etant donné le role crucial du translocon dans la traduction, le nombre de composants et la
steechiométrie de la structure de pore, les approches visant a sur-exprimer le complexe du
translocon ou I’utilisation de siRNA pour abolir son expression, voire méme d’une seule sous-
unité, sont impossibles.
Pour cela, la plupart de ces études expérimentales se sont appuyées sur une approche
pharmacologique afin de moduler I’ouverture du translocon, en utilisant quatre antibiotiques
(Tableau.4):

- La puromycine: analogue structural du phénylalanyl-ARNt, entrainant la formation
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d’un peptidyl-puromycine anormal. Les chaines polypetidiques ainsi produites sont
donc incomplétes, ce qui provoque leur détachement du translocon, ce qui provoque in
vivo une inhibition de la synthese protéique [527]. A ce niveau, le ribosome est encore
1i¢ au translocon [520,528].

- La pactamycine: le mode d’action de cet antibiotique reste encore débattu. En effet, les
premieres études ont montré que la pactamycine s’associer au ribosome, empéchant
ainsi ’ARNt d’entrer au niveau du site P. Ceci serait di a un changement de
conformation du ribosome, ou par une compétition directe, inhibant ainsi la traduction
des protéines. En 2004, de nouvelles données tendent a montrer que la pactamycine
inhiberait la traduction plut6t au niveau du site E, a 1’étape de translocation [519,529].

- L’anisomycine: inhibiteur de la traduction en se liant a la sous-unité 60S du ribosome
et bloquant la peptidyl-transférase, empéchant 1’¢longation de la chaine peptidique. Le
ribosome est libéré du translocon, entrainant sa fermeture [110,520].

- L’émétine: interagit avec la sous-unité 40S du ribosome au niveau du site E, inhibant
la progression du ribosome sur I’ARNm. Cette molécule est donc un inhibiteur
irréversible de 1’élongation de la traduction, qui stabilise le complexe ribosome/
chaine naissante, entrainant la fermeture du pore du translocon [519]. Il est intéressant
de noter que I’émétine et la pactamycine partagent un méme site de liaison au
ribosome [519].

- La cycloheximide: inhibiteur de 1’élongation qui lie le site E du ribosome et qui sert de

contrdle vis-a-vis des effets des antibiotiques cités ci-dessus.

4. Implication du translocon dans le stress réticulaire et la voie UPR associée

Comme précédemment mentionné, la partie luminale du translocon est scellée par la
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chaperonne GRP78 qui permet d’inhiber la fuite de calcium du RE et de maintenir la
concentration calcique de I’organite [475]. Ainsi, la diminution de la déplétion calcique du RE
par I’inhibition du translocon pourrait inhiber 1’apoptose.

Il a ét¢ établi que la déplétion calcique du RE pouvait activer les SOCE (store-operated
calcium entry) [530], et que ces derniers €taient activés par la stimulation du translocon par la
puromycine, démontrant un role du translocon dans le déclenchement du stress du RE [517].
Un role du translocon dans ’ERAD pendant un stress réticulaire a aussi été signalé [531]. En
effet, le traitement de cellules LNCaP a la puromycine induit 1’apoptose, accompagné d’une
surexpression de GRP78 et d’une diminution de I’interaction entre GRP78 et le translocon.
Au contraire, 1’anisomycine protege les cellules en inhibant la déplétion calcique réticulaire
[110]. De méme, le blocage du translocon dans les ovocytes de Xénope en utilisant I’émétine
protége les cellules du stress du RE et de I'initiation de la voie UPR. Le mécanisme sous-
jacent de cette protection comprend I’inhibition de I’augmentation de calcium cytosolique
induite par la fuite calcique du translocon, une diminution de la phosphorylation d’elF2 et une
diminution de I’expression de GRP78 [525]. Une étude récente a également montré que
I’inhibition du translocon par 1’anisomycine restaure la concentration calcique du RE et
améliore la sécrétion d’insuline dans des ilots humains soumis a des conditions lipotoxiques
sans affecter le stress du RE mettant en évidence le role du translocon dans la protection
contre la lipotoxicité et la déplétion calcique [532].

Toutes ces données valident 1’hypotheése que durant le stress réticulaire, la fuite calcique du
RE par la translocon joue un réle important dans I’homéostasie calcique et peut jouer un role

important dans la protection contre la mortalité cellulaire et cela en régulant le stress du RE.
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& _HYPOTHESE DE TRAVAIL
Dans le cadre de nos thématiques de travail dans le laboratoire CarMeN U1060, nous nous
intéressons a 1’é¢tude du mode d’action et des voies de signalisation en amont des 1ésions
d’ischémie/reperfusion. Le calcium étant une cible majeure et un des seconds messagers les
plus importants, son role dans la physiologie et la modulation de la réponse cellulaire face a
des stimuli externes est le centre d’intérét de nos recherches.
En effet, la signalisation du calcium est centrale pour la fonction cardiaque, par son rdle
physiologique dans le couplage excitation/contraction et son impact préjudiciable sur la
mortalité cellulaire pendant I'ischémie/reperfusion cardiaque.
L’accumulation cytosolique du calcium, additionnée au transfert du calcium du RE aux
mitochondries dans la pathophysiologie de la mort cellulaire pendant 1’ischémie/reperfusion
est la cause principale de la surcharge calcique mitochondriale, conduisant a 1’ouverture des
mPTP, suivie de la mort cellulaire. La compréhension du mécanisme de ce transfert ainsi que
sa modulation peut étre la clé pour trouver de nouvelles cibles pharmacologiques pour le
conditionnement cardiaque.
Comme nous ’avons précédemment reporté, la plupart des études pharmacologiques dans le
domaine de la cardioprotection face aux lésions d’ischémie/reperfusion, ayant comme cible la
mitochondrie ont été décevantes apres transposition chez I’homme. Le stress du RE est apparu
alors comme une nouvelle cible prometteuse.
Au cours de I’ischémie/reperfusion, le stress oxydatif et les perturbations de I'homéostasie
calcique peuvent conduire a un stress du RE et D’activation des voies complexes de
signalisation cytoplasmique et nucléaire appelées UPR. Les médicaments qui interferent avec
le stress du RE ont un grand potentiel thérapeutique.

Parmi les acteurs de I’homéostasie calcique réticulaire figure le translocon. Le translocon est
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un canal transmembranaire du RE qui joue un réle important dans la fuite calcique réticulaire.
Plusieurs études ont montré que la modulation pharmacologique du translocon peut affecter la
réponse cellulaire a travers 1’induction ou I’inhibition du stress réticulaire.
Le but de cette ¢tude de thése financée par I’IDRS (institut de recherche SERVIER) en
collaboration avec INRSEM transfert (Institut national de la santé et de la recherche médicale)
¢tait le développement d’une nouvelle cible pharmacologique de cardioprotection, en agissant
sur la modulation de la fuite calcique réticulaire par la modulation du translocon. Ceci est
possible par 1’activation ou I’inhibition pharmacologique de la libération de calcium
réticulaire a travers le translocon, ce qui nous a permis d’évaluer si ces modulateurs de
libération du calcium réticulaire pouvaient jouer un rdle dans la protection contre les Iésions
d’ischémie/reperfusion et modifier la taille d'infarctus dans un mod¢le de souris in vivo.
Enfin, notre hypothése de travail est que le translocon peut étre un acteur clé dans la
perturbation calcique liée au stress du RE pendant l'ischémie/reperfusion. Ceci fait de lui une
cible moléculaire intéressante pour atténuer les lésions de reperfusion mortelle aprés
ischémie/reperfusion. L'objectif du présent mémoire est composé de cinq axes principaux:

1. Mettre en évidence I’expression et la localisation du translocon au sein des

cardiomyocytes.
2. Vérifier la fonctionnalité du translocon en tant que canal de fuite calcique.
3. Cibler le translocon par une approche in vitro/in vivo dans le contexte de protection
contre les 1ésions d’ischémie/reperfusion
4. Evaluer I’'impact de la modulation du calcium réticulaire sur la contraction cellulaire
5. Explorer les voies impliquées dans la cardioprotection induites par la modulation de la

fuite calcique du réticulum via le translocon.
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& . MATERIELS ET METHODES

Tous les produits chimiques ont été achetés de Sigma-Aldrich, sauf autrement mentionné.

1. Isolation des cardiomyocytes de souris adulte

Ce protocole a obtenu I’accord du comité éthique (Protocole éthique: N° BH2012-64).

La souris regoit d’abord une injection IP (intra-péritonéale) d’héparine sodique (50Ul/kg)
puis est anesthésiée par injection IP de pentobarbital sodique (70mg/kg). Une fois 1’animal
anesthésié, il est placé sur le dos et nettoyé avec de I’éthanol 70°. Une incision sous le
diaphragme est réalisée afin d’accéder a la cage thoracique pour permettre de prélever le
ceeur qui sera immédiatement plongé dans une solution appelée « perfusion buffer »,
conservée a 4°C, dont la composition est: NaCl 113mM, KCI 4.7mM, KH,PO4 0.6mM,
Na,HPO4 0.6mM, MgSO4-7H,O 1.2mM, phenol red 0.032mM, NaHCO; 12mM, KHCO;3
10mM, HEPES 10mM, taurine 30mM, préparée la veille, auxquels on ajoute du 2,3-
butanedione monoxime 10mM (un inhibiteur de contraction cellulaire), et du glucose 5.5mM,
ajustée a un pH de 7,4.

L’aorte est minutieusement isolée et permet de canuler rapidement le cceur au systéme de
perfusion langerdorff via une canule adaptée et un mini-clamp (Harvard Apparatus®,
Holliston, MA). Cette technique permet de forcer le passage de la solution dans la circulation
coronaire afin que I’ensemble du tissu soit perfusé. Le cceur est alors perfusé par la
solution « perfusion buffer » grace a une colonne (Im de hauteur) gainée et chauffée par un
tuyau assurant une circulation d’eau a 37°C. Une fois le cceur rincé (environ 5 min), la
solution de perfusion buffer est remplacée par la solution « digestion buffer » (perfusion

buffer 1X, liberase TM Research grade 0.167mg/mL (Roche 05401127001), trypsine 2.5%
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10X 0.14mg/mL (Inivtrogen 15090046), CaCl, 12.5uM). Les enzymes de digestion présentes
permettent la dissociation des cardiomyocytes. Une fois la dissociation compléte, le coeur est
détaché du systéme de reperfusion et immédiatement plongé dans une solution SB1 (stopping
buffer 1) (perfusion Buffer 1X, BCS (bovine calf serum) 10% (PAA, SVF Gold), CaCl,
12,5uM) afin de stopper les réactions enzymatiques. Dans cette solution, les deux oreillettes,
le ventricule droit ainsi que le septum sont éliminés et le ventricule gauche est trituré par des
allers-retours dans une pipette afin de séparer les cardiomyocytes. La solution contenant les
cardiomyocytes isolés est ensuite récupérée et filtrée (SEFAR Nitex 03-200/47 102cm,
Zurich Dutsher 01655530) et les cellules sont mises a sédimenter environ 15min. Le
surnageant est alors enlevé délicatement et remplacé par une solution SB2 (stopping buffer 2)
(méme composition que SB1 avec seulement 5% de BCS). De la méme fagon, les cellules
sont mises a sédimenter puis commence le protocole de remontées en calcium. Aprés chaque
phase de sédimentation, le milieu est remplacé par le suivant contenant une concentration
plus élevée en calcium (1: SB2 + 50uMCaCl,. 2: SB2 + 100uMCaCl,; 3: SB2 +
500uMCaCl; ; 4: SB2 + 1mM CaCl,). Au terme des remontées en calcium, les cellules sont
maintenues dans la derniere solution pendant 30min. Les expériences sont réalisées avec 70-
80% de cardiomyocytes vivants.

Finalement, les cardiomyocytes sont mis en culture dans des Ibidis (Ibidi Biovalley) ou des
labTech (Merck Millipore) selon I’expérimentation, préalablement coatées a la laminine 10
pg/mL (Corning) et incubées pendant 2 heures a 37°C, dans un milieu de culture M199
supplémenté en ITS insuline (1 pg/mL)-transférine (0,55 pg/mL)-sélénium (0,5 ng/mL)
(Sigma) et en pénicilline (100 U/mL)-streptomycine (100 pg/mL) (life technologies). Les

expériences sont réalisées le jour méme dans les 5 heures qui suivent.

92



MATERIELS ET METHODES

2. Waestern Blot
A. Préparation des échantillons
i. Tampon de lyse
La lyse des échantillons est réalisée par un tampon non dénaturant RIPA (NaCl 150mM,
Triton X100 1%, Sodium déoxycholate 0.5% et Tris S0mM, supplémenté avec SmM EDTA,

ImM NazVOy, 20mM NaF, ImM DTT et ImM cocktail anti-protéase (Sigma).

ii. Extraction protéique

L’extraction des protéines sur tissu est réalisée par 1’ajout de tampon de lyse sur I’échantillon
(300uL) dans des tubes spéciaux precellys (Ozyme) qui seront placé dans un broyeur
(Precellys 24, Bertin technologies) réglé a 6000 agitations/min 3 fois 10 secondes.
L’échantillon est ensuite centrifugé pendant 10min a 3000 G (himac CTI15RE), puis le
surnageant est transféré dans un tube eppendorf et centrifugé a nouveau pendant 15min a
10000 rpm. A nouveau, le surnageant est transféré dans un nouveau tube eppendorf,
constituant I’échantillon de protéines extraites.

Dans le cas d’extraction des protéines des cellules, les cardiomyocytes sont lysés apres 1’ajout
du tampon de lyse par 3 cycles de congélation/décongélation de 10min. Les débris cellulaires

sont ensuite ¢liminés par une centrifugation a 3000 G pendant 10min.

B. Dosage des protéines par BC Assay
Une gamme standard de BSA (Bovine Serum Albumine) est préparée dans le tampon de lyse
(Opg/uL, 0.1pg/ul, 0.2pg/ul, 0.5pg/ul, 1pg/uL et 2pg/ul). Dans une plaque 96 puits,
10pL de gamme étalon sont déposés ainsi que 1pL d’échantillon, complété avec le tampon de

lyse qsp 10uL, en duplicat. Le réactif BCA (Interchim) est ajouté a raison de 200uL/ puit.
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Apres 30min d’incubation a 37°C, la plaque est lue en spectrophotométrie a 526nm.

C. Préparation des gels de migration
Les gels de migrations sont préparés en deux temps, et le pourcentage d’acrylamide dépend
de la taille des protéines a révéler. Le gel de séparation est d’abord préparé (Tris 1.5M pH
8.8, acrylamide 30%, SDS 10% et H,O, puis Temed 0.1% et APS 0.075% ajoutés au dernier
moment), et coulé, puis le gel de concentration de composition standard (Tris 0.5M pH 6.8,

Acrylamide 5%, SDS 0.1%, et APS 0.075% + Temed 0.1% ajoutés au dernier moment).

D. Préparation des échantillons a déposer
Les échantillons a déposer sont préparés avec la quantité de protéines nécessaire dans un
tampon de dénaturation (tampon de lyse + B-mercaptoéthanol 5%) et incubés Smin a 95°C
afin de permettre la dénaturation des protéines. Les échantillons ainsi préparés peuvent étre
déposés dans le gel de migration préalablement préparé, ainsi qu'un marqueur de taille des

protéines (ProSieve™ QuadColor™, Ozyme).

E. Migration et transfert
La migration des échantillons par électrophorese se réalise dans un system de migration
Trans-Blot Turbo Transfer (Biorad) contenant le tampon de migration (Euromedex) dilué 10
fois dans I’eau distillée. Le systeme est alors soumis a un courant constant de 100V
permettant la migration des protéines.
Une fois la migration terminée, les protéines sont transférées sur une membrane de

nitrocellulose (Biorad) a I’aide du Trans-Blot Turbo Transfer (Biorad).
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F. Détection des protéines

Apres saturation de la membrane par un solution de BSA 5% (TBS-Tween 0.1% + BSA 5%)
ou une solution de lait 5% pendant 2 heures, la membrane est incubée avec 1’anticorps
primaire a la dilution optimale (généralement 1/1000 dans la solution de BSA ou lait préparée
pour le blocage) avec agitation constante pendant la nuit a 4°C. La membrane est ensuite
lavée 3 fois 10min avec une solution de ringage (TBS Tween) puis incubée avec 1’anticorps
secondaire correspondant au primaire, anticorps anti-espéce couplé a I’HRP (Horseradish
peroxydase), généralement dilué a 1/10000, pendant 2 heures a température ambiante avec
agitation constante. La membrane est a nouveau lavée 3 fois 10min avec la solution de
lavage.

La révélation des protéines se fait par utilisation d’un kit de révélation ECL prime (GE
healthcare) et par visualisation de la membrane sur la caméra du Bio-Rad Molecular Imager

Gel Doc XR+ (Bio-Rad).

G. Quantification et analyse des résultats
L’intensité des bandes détectées par chimioluminescence par la camera est quantifiée par
densitométrie grace au logiciel ImageLab (Bio-Rad). La densité de chaque bande de protéine

est ensuite normalisée par rapport a la densité de la bande d’une protéine de ménage.

3. Immunofluorescence
Apres les deux heures d’incubation des cardiomyocytes & 37°C dans des LabTech, le milieu
est rincé afin de se débarrasser des cellules non adhérées et des cellules mortes, puis remplacé
par du paraformaldéhyde a 4% pendant 15min afin de fixer les cellules.

Les cardiomyocytes sont ensuite rincés 3 fois Smin par du PBS (Gibco) avant 1’ajout du triton
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a 0,1 % pendant 10min, permettant de perméabiliser les membranes.

Le Triton est ensuite rincé par du PBS 3 fois Smin et les cellules sont prétes au blocage par
un tampon de saturation (PBS 3X, SVF mucoplex 1X PAA, (mucoplex), solution de blocage
1X (life technologies)) pendant 1h.

Apres le blocage, les cardiomyocytes sont incubés avec les anticorps primaires dilués dans le
tampon de saturation 1h 30min a température ambiante ou bien a 4°C pendant la nuit.
L’anticorps primaire est ensuite rincé 3 fois Smin par du PBS pour étre remplacé par
I’anticorps secondaire pendant 1h. Ce dernier est dilué¢ dans du PBS contenant du calcium et
du magnésium qui favorise 1’activité du fluorophore couplé a I’anticorps secondaire (Gibco).
Suite a I’incubation avec I’anticorps secondaire, les cellules sont rincées de nouveau 3 fois
Smin, puis les noyaux sont marqués par une incubation de 10min a I’obscurité avec du bis-
bromophénol dilu¢ dans le PBS.

Apres 3 ringages de 5Smin, les lamelles obtenues aprés démontage des LabTech sont mises a
sécher pendant 5Smin, puis couvertes par des lamelles fines en verre aprés application d’un
milieu du montage SlowFade® Diamond Antifade Mountant (life technologies) directement
sur les cellules.

Les lamelles ainsi obtenues sont stockées a 4°c pour étre observées a I’aide d’un microscope
confocal NIKON eclipse Ti confocal microscope (NIKON). Et les images sont analysées en

utilisant le Nis software (Nikon).

4. Analyse de transformée rapide de Fourier
La similarité de distribution spatiale de Sec61, IP3R2 et RyR2 dans le CM de la souris a été
obtenue en analysant 1'image de fluorescence dans le domaine de la fréquence spatiale en

utilisant un programme Matlab (Mathworks, Natick, Ma, USA). Les images (256*1024
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pixels; 0.100um / pixel) ont été¢ segmentées au-dessus de l'intensité de fluorescence moyenne
afin d'améliorer les signaux de haute intensit¢ et de se débarrasser du bruit éventuel. La
colocalisation spatiale des signaux fluorescents a ¢té visualisée par la génération d'images
fusionnées composées de la multiplication scalaire des deux signaux. Afin de réaliser des
analyses statistiques de la distribution de fréquence, un total de 40 segments longitudinaux
(100pum en moyenne) ont été choisis entre 10 et 15 CM. La largeur de ces segments était
(=3um) pour améliorer le rapport signal sur bruit et assurer la récupération maximale de la
fluorescence sur la longueur des structures (ER et lignes Z). Chaque segment a été intégré sur
sa largeur et une transformée de Fourier rapide numérique (FFT) a été réalisée sur sa
longueur pour Sec61, IP3R2, RyR2 et les images fusionnées. Les segments étaient composés
de =400 points, car cet échantillonnage s'avérait étre un bon compromis entre la gamme
spectrale et la résolution (=0.02um™ sur une gamme ~4um™). Pour permettre des calculs de
moyenne simple des spectres des séries d'images, chaque spectre a été interpolé a la méme
résolution (0,01pm™), ce qui a permis de ne pas modifier les informations. Les courbes de
fréquence moyennes ont été déterminées pour les signaux Sec61, IP3R2, RyR2 et fusionnés
afin de démontrer la constance d'une distribution spatiale spécifique structurée avec une
fréquence de 0,6um™. Un exemple des différentes étapes d'analyse est donné pour CM

représentatif marqué avec Sec61/RyR2 ou Sec61/IP3R2.

5. Anticorps utilisées pour les westerns blots et ’immunofluorescence
Anticorps primaires: Sec61-o (ab15575) et RyR, (ab2827) ont été achetés chez abcam, LC3-
B (2775) chez Cell signaling, Bax (sc-493), BCL-2 (sc-492), Spectrin-alphall/Fodrin-
alpha(sc-48382), a-Tubulin(sc-5286), GRP78 (sc-1050) and IP3R; (sc-7278) ont été achetés

chez Santa Cruz.
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Les anticorps secondaires conjugués au HRP ont été achetés chez GE Healthcare et les

anticorps secondaires conjugués a I’ Alexa Fluor ont été achetés chez life technologies.

6. Hypoxie/ré-oxygénation in vitro
Apres les 2 heures de culture des cardiomyocytes sur les Ibidis pré-coatées a la laminine a
37°C, le milieu M199 est rincé 2 fois par un milieu hypoxique (tyrode sans glucose:
140mMNaCl; SmMKCl; 10mMHEPES; 1mMMgCl,; 1,8mMCaCl,; pH 7,4) puis
remplacé par ce dernier, et les Ibidis sont placées dans la chambre a hypoxie (Ref:
0,Sens“Box, Adellio®).
La chambre a hypoxie est une enceinte hermétique en plexiglas, placée dans un incubateur a
37°C, ventilée par un mélange gazeux (95% N, et 5% CO, Air Liquid).
Afin de controler le pourcentage d’oxygene au cours de I’hypoxie, le taux d’oxygene dans la
chambre est mesuré par un logiciel informatique (Ref: O,Sens"Box, Adellio™) grace & une
sonde reliée a un ordinateur. L’hypoxie dure 30min et démarre quand le taux d’oxygene
atteint 1 %.
Une fois les 30min terminées, le surnageant est remplacé sans ringage par le milieu M199
pendant la durée de reperfusion de 2h qui se déroule dans un incubateur a 37 °C avec un taux
normal d’oxygene.
Le pré-conditionnement commence 10min avant le début de I’hypoxie dans le milieu de
culture et la molécule reste présente dans le milieu d’hypoxie ainsi que dans le milieu de
reperfusion.
A la fin de la séquence d’hypoxie ré-oxygénation, la mortalité cellulaire est évaluée par un kit

mesurant la LDH libérée dans le milieu extracellulaire (abcam).
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7. Mesures calciques
Apres les 2 heures d’incubation des cardiomyocytes dans des boites Ibidis a 37°C, le milieu
de culture est remplacé par du CCB (calcium containing buffer) (140mMNaCl ; SmMKCI ;
10mMHEPES ; ImMMgCl, ; 2mM CaCl, ; 10mMGlucose, pH 7,4) contenant une sonde
calcique fluorescente pendant 30min a température ambiante.
Une fois le chargement terminé, les cellules sont ensuite lavées 1 fois Smin avec du CCB et 1
fois Smin avec du CFB (calcium free buffer) (140mMNaCl ; SmMKCI ; 10mMHEPES ;
ImMMgCl, ; 0,1ImMEGTA ; 10mMGlucose, pH 7,4) pour éliminer le surplus de sonde (sauf
indication contraire).
L'hypoxie a été effectuée dans une chambre hypoxique (ligne okolab-Bold) ou la température
et le niveau d'oxygene ont été surveillés. Les cardiomyocytes chargés par Fura2-AM ont été
lavés par du CCB, puis, aprées stabilisation du signal de fluorescence, le milieu a été remplacé
par le tampon hypoxique (CCB sans glucose) et le niveau d'oxygene a été réduit a 1%. Apres
30min d'hypoxie, les cardiomyocytes ont été stimulé par une injection de 10mM caféine.
Les mesures sont effectuées en utilisant un microscope Leica champ large (LeicaDMI16000B
microscope) équipé par une camera digital Orca-Flash4.0 (HAMAMATSU). Les parametres
d’acquisition ont été¢ standardisés et maintenus identiques spécifiquement pour chaque type

d’expérience.

A. Sondes utilisées
L’utilisation d’une sonde calcique permet de réaliser des mesures dynamiques de la
concentration du calcium libre. La sonde est constituée d’une partie capable de fixer le
calcium et d’un chromophore. La fixation du calcium sur les sondes induit une modification

de I’environnement ¢électronique de cette molécule, ce qui engendre des changements des

99



CM in M199 CM in CCB CM in CFB
2 hours 37°C Room T°C Room T°C

&

"

| — W

e g e ,_’L.,\:_’
+/- TLC leak inhibitors ~ + Fura-2 (5uM) 30 min  +/- TLC leak activators
(AO or Emet) +/- TLC leak activators (Puro or Pacta)
Last 30 min (Puro or Pacta) +/- TLC leak inhibitors
+/- TLC leak inhibitors (AO or Emet)
(AO or Emet)

Figure.17: Protocole expérimental des mesures calciques cytosolique

CMinM199 CM in CCB Digitonin
2 hours 37°C _ w00y oy
2 €— CCBto ICM
2 300
5
i Drugs
3 200
g 100
&
]
+ Mag-Fura-2 0 5 10 15 20
(51M) 30 min Time [min]

Figure.18: Protocole expérimental des mesures calciques réticulaire




MATERIELS ET METHODES

propriétés de fluorescence de la sonde. Ceci se traduit soit par une modification de la
fluorescence (augmentation ou diminution), un déplacement du spectre d’excitation ou
d’émission de la molécule.

Le choix de la sonde dépend de la concentration du calcium libre du compartiment cellulaire
d’intérét. En effet, chaque sonde possede une affinité différente au calcium, définie par son
Kp (co7nstante d’affinité). Plus le Kp est grand, plus la sonde sera sensible aux faibles

concentrations de calcium.

i. Fura-2 AM
Fura-2 AM (Sigma) est une sonde fluorescente de haute affinité au calcium cytosolique libre.
C’est une sonde ratiométrique qui possede 2 longueurs d’ondes d’excitation dépendante de sa
forme liée au calcium (340nm) ou libre (380nm), avec une longueur d’onde d’émission
(510nm), ce qui rend le rapport des émissions a ces longueurs d'onde directement li¢ a la
quantité¢ de calcium intracellulaire. La présence de cette forme d'ester acétoxyméthylique

(AM) est utile pour le chargement intracellulaire non invasif (Figure.17).

ii. Mag-Fura-2 AM
Comme Fura-2, Mag-Fura-2 AM (Sigma) est une sonde fluorescente ratiométrique mais avec
une faible affinité au calcium, lui permettant de mesurer la concentration de calcium dans les
organites de haute concentration calcique. Une fois chargée dans la cellule, la sonde se
propage dans le cytosol et les autres organites dépendamment des conditions de chargement.
30min a température ambiante suffisent pour internaliser la sonde dans le réticulum, bien
qu’une perméabilisation cellulaire soit recommandée afin d’éliminer la sonde du cytoplasme,

ce qui est nécessaire afin de mesurer avec précision le calcium réticulaire (Figure.18).
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La perméabilisation se fait par traitement des cellules avec 10uMde digitonine pendant Smin,
en changeant le milieu dés la baisse de la fluorescence, par un milieu extracellulaire de
composition similaire au milieu intracellulaire (25mMNacCl ; 125mMKCI ; 10mMHEPES ;
0,1mMMgCl; ; 0,5mMCaCl, ; ImMEGTA ; 10mMGlucose, pH 7,4) contenant de I’ATP a

200mM(Sigma) pour éviter la mort des cardiomyocytes.

iii. Mag-Fluo-4 AM
Contrairement aux deux sondes citées précédemment, Mag-Fluo-4 AM (Sigma) n’est pas une
sonde ratiométrique, en revanche, son principe de charge est similaire a celui du Mag-Fura-2.
Une fois chargée dans la cellule, la sonde internalise le réticulum et une perméabilisation est
nécessaire pour une mesure plus précise du calcium réticulaire.

La sonde liée au calcium est excitée a 494nm et émet une longueur d’onde de 506nm.

B. Produits
Afin d’étudier I’effet de la modulation de I’activité du translocon, des prétraitements par les
activateurs et les inhibiteurs du translocon sont ajoutés avant le début des acquisitions, en
méme temps que le chargement de la sonde et sont maintenus tout au long de la mesure
(Puromycine, Anisomycine, Pactamycine, Emétine, Cycloheximide) sauf contre-indication.
Dans le cas du double traitement aux antibiotiques agissant sur le translocon, I’inhibiteur est
ajouté¢ 30min avant le chargement et reste présent pendant le reste de la mesure, soit un
prétraitement total de 1h.
Les traitements de stimulation de la vidange calcique spécifique aux organites sont utilisés
par application directe pendant la mesure calcique.

» L’ionomycine, un ionophore sélectif du calcium, qui perméabilise les membranes
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cellulaires ainsi que des organites induisant la sortie du calcium vers le cytoplasme.

» Le FCCP, un ionophore dont le rdle est de découpler la chaine respiratoire
mitochondriale, ce qui induit 1’arrét de synthése d’ATP ainsi que la libération du
calcium mitochondrial dans le cytoplasme.

» La caféine connue pour son effet activateur des RyR afin de vider le stock calcique du
RS. La caf€ine induit I'ouverture des RyR se traduisant dans une sortie massive du
calcium dans le cytoplasme

» Angiotensine II, agoniste des IP;R.

8. Chirurgie in vivo
A. Protocole chirurgical

Les chirurgies ont été réalisées par Dr. PILLOT Bruno au sein de notre plateforme de
chirurgie du petit animal, agrément numéro: C-693880502. Le protocole a obtenu I’accord du
comité d’éthique (Protocole éthique: N° BH2012-65).
Briévement, apreés injection intra-péritonéale de 1’analgésique buprénorphine puis de
I’anesthésique pentobarbital sodique, les souris sont épilées au niveau de la gorge et du
thorax et sont placées sur un tapis chauffant (la température de la souris doit étre
approximativement de 36 a 37°C). Les souris sont ensuite intubées pour étre mises sous
respiration  assistée et [’évolution du rythme cardiaque est surveillée par
I’¢électrocardiogramme.
Une thoracotomie est réalisée, permettant d’accéder au cceur apres coupure de la Séme cote,
ainsi que des muscles inter-costaux supérieur et inférieur.
Une fois ’acces au cceur est libéré, le péricarde est ouvert. Un fil de suture est mis en place

autour de I’artére inter-ventriculaire antérieure (IVA) et I’ischémie est réalisée en pratiquant
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un nceud simple autour de Partére. Cette ischémie est contrélée sur 1’électrocardiogramme
par le décalage du segment ST et dure 45min.

Le conditionnement pharmacologique est réalisé¢ par une injection IV dans la veine jugulaire
externe gauche, rendue accessible pas D’incision au niveau de la gorge. Le pré-
conditionnement commence 10min avant 1’ischémie et le post-conditionnement commence
Smin avant la reperfusion (Figure.19).

Une fois I’ischémie terminée, le fil est desserré et maintenu en place dans la cage thoracique,
puis la cage thoracique et la peau sont suturées. L’animal est maintenu sous respiration
artificielle jusqu’a son réveil complet puis placé dans une couveuse chauffée dont

I’atmospheére est enrichie en oxygene apres extubation.

B. Estimation de la taille d’infarctus

Aprées 24h de reperfusion, 1’animal est de nouveau anesthésié en suivant le méme protocole
que précédemment, et est & nouveau intubé et la cage thoracique est ré-ouverte en coupant les
fils de suture posés la veille. Le fil placé autour de I’artére inter ventriculaire antérieure est
récupéré, et resserré afin d’occlure a nouveau ’artere. 400 pl de bleu Evans a 10 % sont
injectés par la veine cave, permettant ainsi de colorer la zone saine en bleue, laissant la zone
ischémique en rose (zone a risque). La diffusion du bleu d’Evans permet de discriminer la
zone saine (non ischémiée) de la zone a risque (zone ischémiée). En effet le bleu diffusera
librement dans la zone irriguée, et donc non ischémiée, alors que la zone privée de circulation
sanguine, ischémiée, ne sera pas colorée.

Le cceur est ensuite excisé puis posé sur une compresse humide. Les oreillettes ainsi que le
ventricule droit sont éliminés. Le ventricule gauche est alors découpé en partant de 1’apex, a

I’aide d’une lame de scalpel, en 4 tranches de Imm de large environ. Elles sont ensuite
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disposées de fagon a ce que le coté base du coeur soit visible sur le dessus, puis délicatement
recouvertes par une plaque en verre pour étre photographiées.

Les tranches sont ensuite incubées 15-20min dans du triphényl tétrazolium chloride (TTC)
afin de discriminer la zone ou les cellules ont souffert de I’ischémie reperfusion par rapport
aux cellules vivantes, le TTC colore en rouge les cellules vivantes, laissant les cellules morte
blanches.dans le but de distinguer la zone infarcie (sans coloration, blanche) de la zone
vivante (colorée en rouge brique) puis sont a nouveau photographiées.

Les tranches sont finalement pesées et la tailles des zones (a risque et nécrosées) est

déterminée informatiquement en planimétrie (SigmaScanPro 5).

C. Préléevements
Apres reperfusion, I’animal est anesthésié si nécessaire en suivant le méme protocole que
précédemment. Le coeur est prélevé de la méme fagon que décrite plus haut, puis une partie
(environ 20 a 50mg) de la zone a risque et, éventuellement, de zone saine et de ventricule
droit sont prélevés et placés directement dans un tube eppendorf pour étre ensuite plongé

dans de I’azote liquide afin de les conserver.

9. Analyses des résultats et statistiques
Les résultats des différentes techniques utilisées sont récupérés sur un fichier Excel et les
résultats des études sont analysés par le logiciel GraphPad Prism 5. Les graphiques
représentent la moyenne + SEM. Les tests statistiques sont faits par ANOVA 1 facteur suivi
de Benferroni pour la comparaison entre les groupes (sauf autrement indiqué). Une

significativité est conclue pour un p value < 0.05.
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10. Modéle animal

Nos expériences ont été réalisées sur des souris males C57BL/6 agés de 8 a 12 semaines
provenant de chez Charles River. Comme précisé précédemment, elles ont regu des soins
humains conformes au Guide pour la prise en charge et l'utilisation des animaux de
laboratoire dans notre plateforme (numéro d'accord C-693880502). Toutes nos procédures
ont ¢t¢ approuvées par le comité local de recherche sur les animaux institutionnels
(N°BH2012-65 pour la procédure chirurgicale et N°BH2012-64 pour collecte de coeur).

L’intérét d’utiliser ces animaux réside dans leur fond génétique, trés largement utilisé dans

les modeles de modifications génétiques reproduisant des pathologies humaines.
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1. RESUME

CONTEXTE: Au cours de l'infarctus du myocarde, I'homéostasie du calcium entre le
réticulum sarcoplasmique (RS), les mitochondries et le cytosol est altérée dans les
cardiomyocytes (CM) et conduit a la mort cellulaire. Les canaux de fuite de calcium sont
considérés comme des régulateurs clés de I'homéostasie calcique réticulaire. Le translocon
(TLC), un composant majeur de la machine de la traduction protéique, est un important canal
de fuite calcique réticulaire.

METHODES: Par des techniques d’imagerie, nous avons d'abord évalué l'organisation
spatiale et la fonction du TLC dans le RS de CM de souris adultes. Dans un second temps,
nous nous sommes demandé¢ si et comment la modulation pharmacologique du TLC pouvait
réduire les lésions d'ischémie/reperfusion (I/R) cardiaque dans un modele d'infarctus du
myocarde chez la souris.

RESULTATS: Nos données montrent que le TLC est spécifiquement localisé dans le RS
longitudinal des CM chez la souris adulte. Nous démontrons que la puromycine (activateur
pharmacologique du TLC) induit une réduction partielle des réserves de calcium dans le RS
longitudinal, alors que nous n'observons aucune altération des réserves de calcium
dépendantes du récepteur ryanodine dans le RS jonctionnel. Le pré-conditionnement du cceur
de souris par la puromycine, soumis a un infarctus du myocarde, diminue significativement la
zone d'infarctus de pres de 30,9+6,3%. Ceci est corrélé a une diminution de l'activation des
protéines pro-apoptotiques mitochondriales et a une augmentation d'un mécanisme de pro-
survie: l'autophagie. Nous avons également démontré que le pré-conditionnement a la
puromycine diminue la vitesse d'augmentation du calcium dans le cytosol du CM adulte
pendant la durée de I'ischémie en corrélation avec la diminution de l'activation des calpaines

calciques.
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CONCLUSIONS: Dans cette étude, nous avons caractérisé le TLC comme un canal de fuite
spécifiquement situé¢ dans le compartiment longitudinal du RS dans les CM de souris adultes.
Nous avons constaté que l'activation pharmacologique du TLC avant l'infarctus du myocarde
exerce un effet de pré-conditionnement sur le myocarde sans altérer les réserves de calcium
dépendantes de la ryanodine. Dans I'ensemble, ces résultats mettent l'accent sur les
connaissances actuelles sur la dualité entre le RS jonctionnel et le RS longitudinal et ouvrent

de nouvelles perspectives thérapeutiques.
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ABSTRACT

BACKGROUND: During myocardial infarction, alteration of calcium homeostasis between
sarcoplasmic reticulum (SR), mitochondria and cytosol occurs in cardiomyocytes (CM) and
leads to cell death. Calcium leak channels are thought to be key regulators of the reticular
calcium homeostasis. Translocon (TLC), a major component of the translation machinery, is a
major reticular calcium leak channel.

METHODS: By the mean of photonics, we first assessed the spatial organization and the
function of TLC in the SR of adult mouse CM. In a second time, we questioned if and how
the pharmacological TLC modulation could reduce ischemia/reperfusion (I/R)-mediated heart
injury in a model of mouse myocardial infarction.

RESULTS: Our data show that TLC is specifically located in the longitudinal SR in adult
mouse CM. We demonstrate that puromycin induces a partial reduction of calcium stores in
the longitudinal SR, while we observe no alteration in the ryanodine receptor-dependent
calcium stores in the junctional SR. Puromycin preconditioning of mouse subjected to
myocardial infarction significantly decreases the infarct area by near 30.9+6.3%. This is
correlated with a decrease in the activation of mitochondrial pro-apoptotic proteins and an
increase of a pro-survival mechanism: autophagy. We further demonstrated that puromycin
preconditioning decreases the rate of calcium increase in the cytosol of adult CM during the
ischemia duration in correlation with the decreased activation of calcium-dependent calpains.
CONCLUSIONS: In this study, we characterized TLC as a leak channel specifically located
in the longitudinal SR compartment of adult mouse CM. We found that the pharmacological
activation of TLC before myocardial infarction exerts a preconditioning effect on
myocardium without altering the ryanodine-dependent calcium stores. Altogether, these

findings emphasize the present knowledge on the duality between junctional and longitudinal
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Non-standard Abbreviations and Acronyms:

CM :  Cardiomyocytes

TLC . Translocon

I/R . Ischemia/reperfusion
H/R . Hypoxia/reoxygenation
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Clinical Perspective

Most studies on cardiomyocytes protection during ischemia/reperfusion, relied on avoidance
of mitochondria’s death' and emphasized the concept of direct inhibition of the mitochondrial
permeability transition pore. However, the disappointing results of phase III studies targeting
mitochondria in order to prevent cardiomyocytes death®”, nowadays, support the idea that
linear and one-target therapeutic strategy is not anymore the most promising in the field of
cardioprotection.

In the present study, we emphasized that cardiomyocytes death can be partly prevented
during ischemia by the decrease in SR longitudinal calcium stores which in turn decreases
calcium toxicity in both cytosol and mitochondria. Furthermore, by targeting the translocon,
we demonstrated that a moderate decrease in longitudinal SR calcium stores does not modify
RyR-dependent calcium stores and thus, likely does not alter cardiomyocytes contraction.
This study proposes a new paradigm in cardioprotection by functionally decoupling the

calcium-dependent contraction and calcium-dependent mitochondria fate.
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INTRODUCTION

During myocardial infarction, ischemia (lack of oxygen and nutrients) triggers a molecular
disaster including drop in ATP concentration’, acidosis’®, Reactive Oxygen Species
accumulation’ and calcium homeostasis perturbations®'’. This leads to irreversible cellular
damages'' that can eventually end by cardiomyocytes (CM) death'?. In this molecular storm,
calctum 1ion, a preponderant second messenger, behaves as key inducer of
ischemia/reperfusion (I/R)-mediated cell death. Indeed, the concomitant massive calcium leak
from internal stores overloads mitochondrial matrix and triggers the mitochondrial
permeability transition pore (mPTP) opening'>'*, driving mitochondria to its terminal fate.
Sarcoplasmic reticulum (SR) is the major CM internal calcium store and its calcium
homeostasis is finely controlled by calcium binding proteins’> and the dynamic balance
between cytosolic calcium uptake by Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium ATPases
(SERCA) and calcium release across calcium channels'®'”. These latter are divided in two
categories: 1) channels activated by signalization pathways such as Inositol-Tri-phosphate
Receptors (IP3R) and Ryanodine Receptors (RyR), activated by IP; and the calcium-induced
calcium release mechanism respectively; 2) the calcium leak channels, which generate SR
calcium leak as a side effect of their own activity16’17.

Over the last decade, most of the cardioprotective research strategies targeted calcium-

13’18, or the calcium transfer from the SR to

mediated cyclophilin D activation in mitochondria
mitochondria'®. However, implication of SR calcium channel in the physiopathology of I/R is
still discussed. Indeed, while some studies defended implication of IP;R, channels,
independently of the RyR-dependent calcium stores'>'”, others implicated RyR,
independently of IP;R,'". Strikingly, the knowledge on CM reticular organization is not yet

decisive. Diads, composed of junctional SR and T-tubules, are required for the efficient
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propagation of calcium waves in the sarcomeres, allowing myofibrils contractions. Junctional
SR is the site of RyR, localization along the Z lines in CM and is thus close to
subsarcolemmal mitochondria while the longitudinal SR, hosting site of IP;R,, spans
intermyofibrillar mitochondria®’. Calcium content of junctional SR was reported to be smaller
than that of the longitudinal SR*'. This suggested a discontinuity in the SR cisternae or a
difference in calcium buffering properties of each compartment. However, other studies
support the idea of a luminal interconnection®”. Finally, evidences suggested that membrane
protein synthesis is independent from junctional SR*. Interestingly, a component of the
translation machinery®®, the translocon (TLC), is known to be a reticular calcium leak
channel. However, both expression of reticular calcium leak channels in CM and their
involvement in I/R-mediated mechanisms are poorly understood.

The ubiquitous heteromeric Sec61 complex forms the core of TLC pore, which is closed by
the ribosome during protein synthesis. The chaperone protein GRP78/BiP binds to the luminal
side to fold the neo-synthetized proteins®. The study of TLC complex is actually hardened by
its imperative requirement for life. Indeed both knockout and siRNA-mediated knockdown
are lethal for cells and organisms. Therefore, the unique opportunity to investigate TLC role
in physiopathology relies on a finely tuned pharmacological modulation®®. Puromycin, a
translation inhibitor, terminates the peptide chain elongation and clears the protein from TLC
pore that amplifies calcium leakage®®®’. Conversely, emetine blocks the neo-synthetized
peptide in the pore of TLC, closing it and inhibiting ribosome fixation®****'. This
pharmacological modulation of TLC kills human cancerous prostatic cells”” and reduces the
deleterious effects of lipotoxicity in mouse and human pancreatic cells’>. Note worthily,
transient puromycin treatment in cell does not affect protein synthesis. In human cancerous

29,32

prostatic cells and in mouse and human pancreatic cells”“, we characterized TLC as a major
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calcium leak channel, modulated by puromycin or emetine, enhanced or decreased reticular
calcium leak, respectively”®®. Similar work have been performed using other cell types like
Xenopus oocytes®, rat liver microsomes®®, vascular smooth muscle cells’*® and Human
salivary gland (HSG) cells™.

In the present study, we investigated a novel cardioprotection strategy by modulating SR
calcium content in CM in order to decrease calcium-dependent mitochondrial toxicity without
altering the calcium-dependent contractile function. We hypothesized that acute
pharmaceutical modulation of TLC could prevent mitochondrial calcium overload and could
consequently decrease I/R-mediated cell death. We first characterized the TLC localization in
the longitudinal SR and demonstrated that puromycin treatment decreased steady-state
calcium content in this compartment that, in turn, decreased the mitochondria calcium
content. Secondly, our in vitro and in vivo cardioprotection assays demonstrated that
puromycin pretreatment protected the heart from I/R injuries as detected by the decreased size
of the infarct area. Finally, our results revealed that puromycin-pretreament promoted CM

survival by targeting mitochondrial and cytosolic calcium-dependent mechanisms.
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METHODS

For further details, see online data supplements.

Animals

Experiments were carried out on 75 male C57BL/6J mice, aged between 8 to 12 weeks and
obtained from Charles River laboratories. They received human care conformed to the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals in our platform (agreement number C-
693880502). All our procedures were approved by the local institutional animal research
committee (N°BH2012-65 for the chirurgical procedure and N°BH2012-64 for heart collect).
Animals were randomly distributed towards different experiments and surgical procedures

(calcium measuring 24; H/R 4; I/R 38; Protein expression and labeling 13).

Materials
All chemicals and fluorescent probes were purchased from Sigma-Aldrich and life-

technologies respectively unless otherwise specified.

Cardiomyocytes isolation

As described previously', briefly, after anesthesia, heart mice was collected after a
thoracotomy. CM were enzymatically isolated by perfusion via langerdorff system. Once the
enzymatic reaction was stopped, CM were submitted to several medium changes with gradual
increase of calcium concentrations to be finally plated on laminin precoated supports in

supplemented M199 medium (Gibco) at 37°C for 2h.

Immunoblot and immunostaining (see online data supplements).
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Primary antibodies: Sec61-0(ab15575) and RyR,(ab2827) were purchased from abcam, LC3-
B(2775) from Cell signaling, Bax(sc-493), BCL-2(sc-492), Spectrin-alphall/Fodrin-alpha(sc-
48382), a-Tubulin(sc-5286), GRP78(sc-1050) and IP3;R,(sc-7278) were purchased from Santa
Cruz. HRP conjugated secondary antibodies were purchased from GE Healthcare and Alexa

Fluor conjugated secondary fluorescent antibodies from life technologies.

Organelles labeling

Mitochondrial and SR compartments in CM were discriminated with a concomitant staining
with Iumol/L of ERTracker™ Blue-White DPX and 100nmol/L of mitoTracker Red
CMXRos. Longitudinal SR was labeled by the mean of a concomitant staining with 1pumol/L
of ERTracker™ Blue-White DPX and Spumol/L of mag-fluo4-AM. Fluorescent indicators
were incubated with CM for 45min at 37°C in CCB. Observations were examined with a

NIKON eclipse Ti confocal microscope.

Fast Fourier Transform analysis

The spatial distribution similarity of Sec61, IP;R, and RyR, in mouse CM has been achieved
by analyzing fluorescence image in the spatial frequency domain using a homemade Matlab
(Mathworks, Natick, Ma, USA) program. Images (256*1024 pixels; 0.100um/pixel) were
segmented above the mean fluorescence intensity in order to enhance the high intensity
signals and to get rid of possible noise. The spatial colocalization of fluorescent signals was
visualized by the generation of merged images composed of the scalar multiplication of the
two signals. In order to achieve statistical analyses of frequency distribution, a total of 40
longitudinal segments (100pm in average) were chosen over 10 to 15 CM. These segments’

width was (=3um) to improve the signal to noise ratio and to ensure the maximal recovery of
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the fluorescence over the length of structures (ER and Z lines). Each segment was integrated
over its width and a numerical fast Fourier transform (FFT) was performed over its length for
Sec61, IP3R,, RyR; and merged images. The segments were composed of =400 points, as this
sampling was found to be a good compromise between spectral range and resolution
(=0.02um™ over a ~4um™' range). To allow straightforward spectra mean calculations of
image series, each spectrum was interpolated to the same resolution (0.01pm™), which was
ensured not to change the relevant information (see Figure.2). Mean frequency curves have
been figured out for Sec61, IP;R;,, RyR; and merged signals to demonstrate the constancy of
one specific spatial distribution structured with a frequency of 0.6um™. An example of the
different steps of analysis is given for representative CM labeled with Sec61/RyR, or

Sec61/IPsR, (Figure.2).

Calcium measurements

After the 2h incubation in Ibidis dishes at 37°C, the culture medium was replaced by a
Calcium Containing Buffer (CCB) (in mmol/L: 140NaCl, 5KCI, 10HEPES, 1MgCl,, 2CaCl,,
10glucose, adjusted to pH7.4) containing Sumol/L of fura2-AM or mag-fura2-AM during
30min at room temperature in order to load the CM with the fluorescent probe.

- After the fura2-AM loading, cells were washed twice for Smin with a Calcium Free
Buffer (CFB) (same as CCB but without CaCl,) in which 0.lmmol/L EGTA was
added.

Pretreatment protocol: CM were pretreated with 200umol/L puromycin for 30min while
being loaded with the probe, and in the case of double pretreatment with emetine,
20umol/L of the latter was added 30min before CM probe loading. In both cases, once

the drug was added, it remained present during the whole experiment.
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After signal stabilization, CM were stimulated by either Sumol/L ionomycin, 25umol/L
FCCP or 10mmol/L caffeine.

- Hypoxia was performed in a hypoxic chamber (okolab-Bold line) where temperature
and oxygen level were monitored. Fura2-AM loaded CM were washed with CCB,
then, after fluorescence signal stabilization, the medium was replaced by the hypoxic
buffer (CCB without glucose) and oxygen level was decreased to 1%. After 30min of
hypoxia, CM were stimulated by 10mmol/L caffeine.

- For mag-fura2-AM experiments, cellular permeabilization was required in order to
remove the cytoplasmic probe: after loading, CM were washed with CCB, for 5Smin.
Following signal stabilization, 10umol/L of digitonin (Sigma) was added. As soon as
the signal changed, extracellular medium was replaced by an intracellular medium (in
mmol/L: 25NaCl, 125KCI, 10HEPES, 0.1MgCl,, 0.5CaCl,, 1EGTA, 10glucose,
adjusted to pH7.4) supplemented by 200mmol/L. ATP (Sigma). Drugs were added
after signal stabilization.

Measurements were performed using a wide field LeicaDM16000B microscope equipped with
Orca-Flash4.0 digital camera (HAMAMATSU). CM were double excited at 340 and 380nm

and emission was collected at 510nm with identical acquisition parameters.

CM mortality

CM hypoxia was assessed using a hypoxia chamber where the oxygen level was monitored
thanks to a probe placed in the chamber (Ref: O2Sens®Box, Adellio®). After the 2h of CM
culture, the M199 medium was rinsed and replaced by a hypoxic medium, then placed in the
hypoxia chamber at 37°C ventilated by a gas mixture (95%N, and 5%CO,). Hypoxia started

when oxygen level reached 1%. After 30min of hypoxia, the supernatant was replaced without
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rinsing by M199 medium during the 2h reperfusion period that took place in an incubator at
37°C. The preconditioning protocol began 10min before the onset of hypoxia in the culture
medium and the molecules remained present all along the experiment.

As an internal control, CM were subjected to 2h hypoxia and 30min reoxygenation (Isch
100%) to mimic maximum mortality (Figure.5A). CM mortality was assessed by measuring

LDH secretion using LDH kit (abcam).

In vivo model of acute myocardial IR injury

As described previously'*'®, after anesthesia, C57BL/6J (male, 8-10 weeks old) were
subjected to 45 min regional myocardial ischemia by ligature of the left anterior descending
coronary artery followed by reperfusion. Preconditioning was performed by IV injection of
puromycin in the jugular vein 10min before ischemia while control mice were injected with
saline solution.

Myocardial infarct size was determined by triphenyltetrazolium staining (TTC) and expressed
in percentage of the ratio of the necrosis area (AN) over the area-at-risk (AR) after 24h of
reperfusion (Figure.5C).

Another group of hearts was used for immunoblot analysis. Areas-at-risk (that underwent I/R)
were collected after 15min or 24h of reperfusion. Sham mice that underwent surgery without

I/R were used as control.

Statistical analysis
Data are presented as meant+S.E.M. Experiments were performed at least three times in
duplicates or more. Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 5 software (La

Jolla, CA, USA). For two groups comparison, unpaired t-test with Welch’s correction was
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used, while one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni post-hoc test
was used to analyze differences between multiple groups (unless otherwise specified). p<0.05

was considered significant.
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RESULTS

1. Spatial distribution of TLC in CM.
TLC expression in mouse CM was confirmed by western blot (Figure.1A). We first assessed
how junctional SR, longitudinal SR, and mitochondria compartments were spatially
distributed in CM. As shown in the supplementary Figure.S1, ERTracker blue probe, a
specific ER probe, labeled elongated compartment in the longitudinal axis of CM.
Surprisingly, no transversal signal staining the junctional SR was detected. CM were
concomitantly labeled by mitoTracker red probe, labeling mitochondria (Figure.S1A).
Intermyofibrillar mitochondria appeared aligned along the longitudinal axis and spanned into
ERTracker signal. This confirms that longitudinal SR specifically surrounded
intermyofibrillar mitochondria. We next assessed in which of the two SR areas TLC was
located. Immunofluorescence of Sec61l, one of the TLC pore-forming proteins, stained
longitudinal SR compartments in mouse CM (Figure.1B) similarly to IP3R; staining. By
means of a spatial frequency domain analysis using the fast Fourier transform (FFT)
algorithm, we assessed whether Sec61 signal spread randomly or showed a structured
organization compared to RyR, and IP;R,. FFT analysis revealed that the three signals shared
a common peak frequency at 0.6um™ (Figure.2A-B-C). This corresponds to a 1.67+0.3um
periodic signal, which is equivalent to the expected distance between Z lines while
sarcomeres are relaxed. The distribution of intermyofibrillar mitochondria along the
longitudinal axis of CM (Figure.S1B) also revealed this characteristic frequency of O.6pm'1.
Fast Fourier transform of the Longitudinal SR labeling by ERTracker also showed the same
peak of frequency, even though its amplitude was smaller and similar to the peaks of

frequency of Sec61 and IP;R; signals. Interestingly, we noticed a phase shift between Sec61
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and RyR; signals (Figure.2C) while IP;R; distribution was partially in phase with RyR,
distribution. This suggests a close proximity between the domains expressing of these two
channels. Besides, our results demonstrated that Sec61 and RyR, expressions are mutually
exclusive along the longitudinal axis.

Altogether, our results showed that TLC localization is limited by the longitudinal SR which
surrounded the mitochondrial compartment. Since TLC activity was known to generate ER
calcium leak in non-CM cell models, we hypothesized that modulation of calcium leak

through TLC could shift the mitochondrial calcium content during I/R in CM.

2. TLC activation decreases calcium content in longitudinal SR in isolated mouse
CM.

We first investigated the functionality of TLC as a reticular calcium leak channel by
monitoring the evolution of reticular calcium content with mag-fura2-AM fluorescent probe
in CM treated with puromycin for 25min. A significant and progressive decrease of SR
calcium concentration was observed (Figure.3A-B). In the same line of evidence, the
remaining calcium stores after puromycin-mediated depletion was 18.7+5.4% lower than in
Ctrl CM (Figure.3C) as assessed by a treatment with angiotensin II and CPA (inhibitor of
SERCA pumps). However, the total reticular calcium content was similar in Ctrl and
puromycin-treated CM (Figure.3D). Although mag-fura2-AM is usually used to detect
variation in reticular calcium due to its high calcium dissociation constant, its localization in
CM was unknown. Mag-fluo4 and ERTracker staining were revealed in longitudinally
elongated and overlapping structures (Figure.3E). We thus concluded that puromycin-induced
SR calcium leak occurred in the longitudinal SR where TLC lies.

We next assessed whether the calcium stores in the other compartments could also be
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modulated by the activation of TLC.

3. The puromycin-sensitive calcium stores shift steady-state calcium in
mitochondria but are independent of the caffeine-sensitive pool.

We measured total calcium content in CM loaded with fura2-AM and treated with ionomycin.
Steady-state calcium concentration in cytosol was unchanged after puromycin-pretreatment
for 30min, but was decreased by 7.2+1.2% after a pretreatment with emetine prior to
puromycin (Figure.4A-B). A non-significant (p=0.08) decrease in total cell calcium content
was observed in CM pretreated with puromycin or concomitantly pretreated by puromycin
and emetine (Figure.4A-C). This absence of significant variation in the total cell calcium
content looked paradoxical to the observed decreased in longitudinal SR calcium stores in
puromycin-pretreated cells. Since released calcium may have been uptaken by mitochondria,
we examined steady-state calcium content in mitochondria. FCCP, an ionophore used to
decouple ATP synthesis from the mitochondrial respiratory chain, induced the leak of
mitochondrial calcium content, which was measured by the cytosolic fura2-AM probe.
Puromycin pretreatment significantly decreased mitochondrial calcium stock by 29.1+8.3%
(Figure.4D-E). As expected, this reduction was abrogated by the inhibition of TLC by
emetine. Following mitochondrial calcium release by FCCP stimulation, CM were treated by
ionomycin in order to estimate the remaining calcium cellular stores (Figure.4D-F).
Puromycin pretreated cells showed a decrease of 38.349.1 in the released calcium content.
This decrease was inhibited by emetine pretreatment.
We next assessed whether the decrease in longitudinal SR calcium stores could modify
junctional SR calcium stores. CM were treated with 10mmol/L caffeine to activate RyR,

which is preferentially located in the junctional SR membrane® as shown in the Figure.2.
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Caffeine-mediated calcium release from SR was modified neither by puromycin nor by
puromycintemetine pretreatment (Figure.4G-H). Ionomycin treatment after caffeine
stimulation showed a reduction of 64.4+5.2% in ER calcium stores in puromycin-pretreated
CM compared to control CM (Figure.4l). Conversely, emetine pretreatment not only
abolished the effect of puromycin, but also triggered a +1.37+£0.17-fold increase in the
remaining calcium stock compared to control CM (Figure.4l). Although, this remaining
calcium stores could be attributed to both mitochondria and longitudinal SR, we thus
estimated calcium content in mitochondria following caffeine-mediated calcium release. No
difference could be observed between control and puromycin-pretreated cells (Figure.S2).
Cytosolic calcium oscillations occurring in CM during ischemia play an important role in cell
mortality via the activation of calcium-dependent proteases like calpains. We thus
investigated whether puromycin preconditioning could decrease cytosolic calcium overload
occurring during hypoxia (Figure.4J). The rate of cytosolic calcium increase over hypoxia
was figured out and it reflected the mean activity of hypoxia-mediated calcium fluxes into
CM cytosol. As reported in the Figure.4K, the rate of cytosolic calcium increase dropped over
a 30min hypoxia in CM pretreated with puromycin compared to Ctrl CM (0.31£0.03 s and
1.1£0.2 s, respectively). Importantly, caffeine-dependent calcium stores after the 30min
hypoxia were similar between Ctrl and puromycin preconditioned CM (0.46+0.05 s™ vs.
0.34+0.05 5™ respectively) (Figure.4J-K). In addition, steady-state caffeine-dependent calcium
fluxes, estimated by the rate of cytosolic calcium increase after caffeine treatment,
significantly increased after 30min of hypoxia (Figure.S4).

Altogether, our results confirm that pharmaceutical modulation of TLC induces calcium leak
from the longitudinal SR in CM. Besides, we found that the puromycin-mediated decrease in

reticular stores is correlated to a concomitant decrease in the mitochondrial calcium content.
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Finally, our results demonstrated autonomous but erratic calcium increases in cytosol of CM
during hypoxia. The mean rate of these calcium increases was found to be about 3-times
higher than the rate of induced calcium increase solely by RyR, channels. We demonstrated
that the puromycin-mediated decrease in longitudinal SR calcium stores was accompanied by
a 3-fold decrease in the rate of cytosolic calcium increase during hypoxia. However, we found
that neither hypoxia nor puromycine treatment modified the caffeine-dependent calcium
stores — attributed to junctional SR. We thus wondered whether puromycin pretreatment could

protect CM against I/R.

4. Puromycin pretreatment protects CM after in vitro hypoxia/reoxygenation (H/R),
and reduces infarct size in mice submitted to I/R in vivo.

CM death after H/R was assessed with LDH assay kit. LDH quantification was performed
after 30min hypoxia and 2h reoxygenation with or without puromycin pretreatment
(Figure.5A). Results showed a significant protective effect of puromycin pretreatment on CM
submitted to H/R by reducing cell mortality by 324+2% compared to control H/R (Figure.5B).
Since TLC stimulation by puromycin enhanced cell survival when submitted to H/R, we
assessed its putative protective action in an in vivo mouse model of myocardial I/R
preconditioned or not with puromycin. In order to optimize the treatment efficiency, we
performed dose-effect experiments. Infarct size estimation was figured out after 45min
ischemia and 24h reperfusion (Figure.5C). Optimal preconditioning was obtained with a
0.8mg/kg puromycin treatment and showed a reduction of 30.9+6.3% in infarct size compared
to Ctrl mice (Figure.5D). Higher puromycin concentrations failed to protect mouse heart.
Although, we found a correlation between in vivo myocardial infarction assay and the

decrease in steady-state calcium content in longitudinal SR and in mitochondria, we finally
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investigated the calcium-dependent cell processes beneath the cardioprotective effect of

puromycin-mediated SR calcium leak.

5. Longitudinal SR calcium leak prevents the increase in cytosolic calcium
concentration and apoptosis, while stimulates autophagy in I/R mouse
myocardium.

Cytosolic and mitochondrial pro-apoptotic pathways were studied by quantifying the
expression levels of marker proteins in Sham and I/R left ventricle samples from mice with or
without 0.8mg/kg puromycin preconditioning.

Proteins were extracted from the area-at-risk after either 15min or 24h reperfusion. As
expected, the Bax/BCL-2 protein ratio, reporting apoptosis induction, increased in Ctrl I/R
mice after a 24h reperfusion (2.2+0.1 vs. 1.2+0.1 in Sham). This increase was significantly
abrogated after puromycin preconditioning (1.5+0.1) (Figure.6A-B). LC3-B protein, a major
component of the autophagy mechanism was also quantified by measuring the ratio of LC3-
BI over LC3-BII expression. Results showed a significant increase in LC3-B protein ratio
after a 15min reperfusion in both Ctrl and puromycin I/R mice, compared to Sham. Besides,
puromycin preconditioned mice had decreased LC3-B protein ratio compared to Ctrl I/R mice
(Ctrl /R 3.0+0.1, Puro I/R 2+0.2 and Sham 1.3+0.1). Conversely, after a 24h reperfusion,
LC3-B proteins expression in Ctrl /R mice was similar to Sham (1.2+0.1 and 1.2+0.1
respectively), while puromycin preconditioned mice showed a significant increase of these
proteins expression ratio level: 1.7+0.1 (Figure.6C-D).

Finally increase in calpain-dependent cleavage of Fodrin-a was detected mostly after a 24h
reperfusion in Ctrl I/R mice (3.3£0.2 vs. 0.8+0.1 in Sham). This increase was significantly

lowered at 2+0.2 by puromycin preconditioning (Figure.6E-F). We demonstrated that
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puromycin treatment reduced the mean calcium overload in cytosol during hypoxia
(Figure.4G-K) which correlates with the decreased activity of calcium-dependent calpain
proteases in the cytosol of CM from I/R heart.

As a summary, our results demonstrated that TLC-mediated SR calcium leak in longitudinal
SR protects mouse myocardium from I/R injuries by decreasing calcium toxicity in both
cytosol and mitochondria. This in turn attenuates I/R-mediated apoptosis while increasing

pro-survival autophagy.
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DISCUSSION

Over the last decades, better understanding of I/R injuries mechanisms' led to strong
progresses in the field of cardioprotection. However, the results of several recent phase III
clinical trials were disappointing and the idea of focusing only on mitochondria-mediated CM
death was insufficient, although necessary. Further investigations are thus needed to develop
complementary protective strategies against myocardial infarction. In this context, our study
aimed to deciphering the specific role of calcium leak from reticular stores in I/R, and to

assess the effects of its pharmacological modulation in heart cardioprotection.
Insights in spatial and functional organization of SR.

Electronic micrographs, first, revealed the continuous membrane between both the junctional
and longitudinal SR in CM™. Caffeine-induced calcium release from SR stores has been
reported to empty most part, if not all, of the SR calcium content that supports the luminal
connection between the two compartments. An estimation of the calcium stores has revealed a
5-6 times lower content in the junctional SR than in the longitudinal SR*'. Along the same
line of evidence, RyR-mediated calcium release from SR stores has been characterized by 2
time constants suggesting the existence of two calcium stores having different properties®’.
Paradoxically, this suggests that the action mass law is not conserved while equilibrium of the
free calcium concentration would be expected in the luminal continuum of SR. An alternative
model based on an asymmetry of concentration of the SR calcium binding protein,
calsequestrin, between junctional and longitudinal SR in skeletal myocytes has been proposed
to explain how a continuous SR compartment could, however, present local heterogeneity in
calcium content®™. This model is supported by a study reporting how calseqestrin2

concentration regulates the calcium content in the junctional SR of CM”’. Interestingly, our
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experiments with the calcium-sensitive reticular fluorescent indicators (mag-fluo4-AM)
demonstrate an asymmetry in the fluorescent signal since only the longitudinal SR was
stained. It is thus likely that average calcium content in junctional SR is too low compared to
calcium content in longitudinal SR to detect mag-fluo4-AM fluorescence in both at the time.
This discrepancy could be explained by different buffering capacities as explained above.
However, the asymmetrical localization of ERTracker is unlikely explained by different
calcium concentration and could better rely on luminal molecular crowding and diffusion
hindrance inside the lumen since long duration of incubation should have allowed the loading
in junctional SR.

Altogether, these results confirm the specialization of the two SR calcium stores: junctional
and longitudinal, even though the nature of the asymmetrical calcium content between both
compartments cannot be confirmed. Nevertheless, the spatial and temporal characteristics of
calcium fluxes have been reported to orchestrate cell response to stimuli*’. This theory likely
explains why the junctional SR and T-tubules-forming diads are required to the efficient
propagation of high calcium concentration in the sarcomeres and allowing myofibrils
contractions. This consequently suggests that longitudinal SR has a specific role, which could
likely be the modulation of cell bioenergetics by controlling the mitochondrial calcium
content. Cell bioenergetics are intimately bound to nucleic acids and proteins synthesis.
Conversely drop in ATP levels during I/R is known to arrest transcription and translation
while stimulating pro-survival mechanisms such as autophagy (for review, read*’). This
connection between reticular calcium stores, translation and cell bioenergetics emphasizes the

importance of studying the mechanisms of the SR calcium leak.
TLC-mediated calcium leak as a key mechanism of calcium homeostasis in CM.

McFarland et al. first reported that TRAP (translocon-associated protein), a major protein of
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the TLC complex is mainly located in longitudinal SR in rat CM*°. Our results confirm this
preferential localization of Sec61 in longitudinal SR in mouse CM. Furthermore, we show
that TLC-mediated calcium leak in longitudinal SR does not interfere with calcium stores in
junctional SR. These findings further support a model with two functional SR compartments
in which the longitudinal SR calcium content would be involved in the mitochondrial calcium
homeostasis. Mitochondrial calcium concentration is mainly affected by calcium transfer from

. 14,41-4
the reticulum stores'**

and is well known to control mitochondria bioenergetics and fate.
In this study, we show that the induction of calcium leak via TLC correlates with a drop in
mitochondrial calcium content. In the cyclophilin D knockout mice, a drop in steady-state
calcium concentration in mitochondria is caused by a decrease in SR to mitochondria calcium
transfer and is associated with a decrease in CM death after I/R". Like for TLC-mediated
calcium leak, this mechanism does not involve RyR-dependent calcium stores. Interestingly,
Hall AR et al'’ suggested that the cardioprotection observed in the double knockout of
mitofusin 1 and 2 involved the loss of proximity between VDAC, in mitochondria, and RyR,
in SR. However, they did not investigate the role of IP3;R-Grp75-VDAC tethers. Besides, the
authors clearly stated that this mouse KO line presented a strong myocontractile impaired
function. We believe that it is thus difficult to assess the causality of mechanisms in a
pathological model. In the same line, it was shown that a leaky mutant of the RyR, (RyR»-
$2808D) increased mitochondrial content and infarct area after I/R'®. However, it can be
clearly seen in the basal measure of the left ventricular ejection fraction that the expression of
this leaky RyR, modifies the basal heart efficacy as well'’. Finally, our results do not preclude
a role for RyR, receptors at the junction between junctional and longitudinal SR, but

conversely propose a RyR,-independent strategy to transiently modulate SR calcium content

without affecting the CM physiology. Indeed, we observed that the decrease of the SR
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calcium content had beneficial effects on heart after I/R. A similar proof-of-concept has been
previously reported by Petrovski er al.**. These authors reported the beneficial effects of
thapsigargin (a SERCA pump inhibitor that induces reticular calcium leak at low doses) in a
preconditioning protocol in rats. They reported that thapsigargin pretreatment decreased
infarct size and improved left ventricular function. However, it is obvious that SERCA
inhibition will also lead to inhibition of CICR and thus prevents CM contraction. Note
worthily, these authors reported that thapsigargin treatment induced both ER stress and
autophagy. Although mitochondria are thought to be a hub for cell fate pathways in

cardioprotection, it is likely that cytosolic process may also contribute.
Mechanisms of I/R-mediated cell death and their control by SR stores.

As expected by the decrease in calcium content in both SR and mitochondria in puromycin-
pretreated CM, the expression of the pro-apoptotic markers Bax/BCL-2 mainly 24h after
reperfusion were reduced. This confirms that the cardioprotective effect of puromycin-
induced calcium leak is partly related to the mitochondrial pathways. In the same line, White
et al. have shown that reticular calcium leakage through IP3R protects cells against apoptosis
after overexpression of the anti-apoptotic protein Bcl-2 or Bel-x1*.

As already mentioned, mild SR calcium depletion with low doses of thapsigargin was shown
to induce a moderate ER stress and triggered autophagy. These two cell mechanisms were

known to be cardioprotective**°

. In the current study, we reported that puromycin treatment
increased expression of GRP78, an ER stress marker after 24h of reperfusion (Figure.S3). In
parallel of ER stress, we found that autophagy was increased at 24h of reperfusion. Along the
same line, Yao et al. reported a cardioprotective transition from apoptosis to autophagy after a

24-hour reperfusion®’. Interestingly, ER stress and decreased mitochondrial calcium level

enhances the activity of survival AMP-activated protein kinase (AMPK) in CM model that
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leads to induction of autophagy*'**.

In puromycin-pretreated CM, we further report a concomitant decrease in calcium fluxes
towards cytosol during hypoxia and a decrease in calpain-dependent Fodrin-a cleavage.
Calpain is a calcium-dependent protease, which participates in the induction of apoptosis and
necrosis” and which inhibition reduces infarct size and participates in cardioprotection
mechanisms (for review see*’>?).

Our results emphasize that the modulation of the longitudinal SR calcium content modifies
concomitantly several cell processes: mitochondria calcium content and apoptosis, ER stress
and autophagy, as well as calpain activation (summarized in the Figure.7). We believe that

this multiple consequences of the decrease in SR calcium content could induce a robust

cardioprotective effect, less prone to individual fluctuations.
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FIGURE LEGENDS

Figure.1: TLC expression in CM.

A, Sec6l, the major component of TLC was detected by the immunoblotting of
cardiomyocytes protein extracts from 4 mouse hearts by SDS-PAGE. a-tubulin reported the
protein loading in each lane. 40pg of proteins were loaded. B, Immunofluorescence shows the

spatial organization of TLC, IP3;R; and RyR; in isolated adult mouse CM. Scale bar: 10um.

Figure.2: TLC localization in CM.

Immunofluorescence showing the concomitant detection of Sec61 and IP3R; in longitudinal
structures (A, left) while RyR, localizes along transversal Z lines (B, left). Curves show the
intensity profiles (top right), analytic spectrum (middle right) and interpolation of the fast
Fourier Transforms (FFT) spectrum (bottom right). C, Mean amplitude of FFT of Sec61,
IP;R; and RyR; along the longitudinal axis of CM. D, Representative profile of fluorescence
intensity along the longitudinal axis of CM emphasizes the concomitance of IP3;R, and TLC
fluorescence signal and the mutually exclusive distribution of TLC and RyR,. 30 cells were

analyzed for each group.

Figure.3: TLC activation by puromycin induces a decrease in reticular calcium stock.

A, Graphical representation of the mag-fura2-AM fluorescence ratio evolution with time in
control condition and in response to 25min of 200umol/L puromycin treatment, both
stimulated with Sumol/L Angiotensin II (Agll)+15umol/L CPA; Representative curve of
reticular fluorescence evolution in Ctrl condition and under puromycin treatment. B,
Representative histogram of: reticular calcium decrease at the end of 25min perfusion with or

without puromycin compared to initial fluorescence. C, The reticular calcium stock after
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puromycin or control treatment estimated by AgII+CPA stimulation, calculated as difference
between fluorescence level at stimulation time and final fluorescence. D, The total calcium
decrease, calculated as difference between initial fluorescence and final fluorescence, under
control or puromycin treatment followed by Agll+CPA stimulation. The mean of the control
was used as reference (100%). E, Colocalization of mag-fluo4-AM and ERTracker™ Blue-
White DPX in longitudinal SR of mouse CM reveals high calcium content. Data are
represented as mean+SEM. n=cell count. Statistics: ++ p<0.01, vs. T=0, $$ p<0.01 vs. T=28

Ctrl.

Figure.4: The reticular puromycin mediated calcium stock release is independent of the
one stimulated by caffeine and does not affect CM calcium resting.

Time traces show cytosolic calcium concentration assessed by fura2-AM cytosolic probe, in
Ctrl condition, and after 30min of 200umol/L puromycin pretreatment or 20umol/L
emetine+200umol/L. puromycin pretreatment (A, D and G). Effect of puromycin and
emetine+puromycin was measured after CM pretreatment in CCB for 30min (See Materials
and Methods). Fluorescence values are normalization of fura2-AM fluorescence ratio divided
by fura2-AM fluorescence ratio at origin (F/F). Histograms represent the steady-state
cytosolic calcium concentration (B), total cell calcium content assessed by Sumol/L of
ionomycin stimulation (C), mitochondrial calcium content assessed by 25umol/L of FCCP
stimulation (E), remaining cell calcium content after FCCP stimulation assessed by
ionomycin stimulation (F), RyR,-dependent calcium stores assessed by 10mmol/L of caffeine
stimulation (H) and remaining cell calcium content after caffeine stimulation assessed by
ionomycin stimulation (I). Calcium content was figured out by the maximum amplitude of

fura2-AM fluorescence ratio (Amax Ratioao/350)) after the addition of different stimulations.
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J, Time traces display cytosolic calcium concentration (measured by the fura2-AM
fluorescence ratio) in a control CM and in a 200pumol/L puromycin preconditioned CM
subjected to a 30min-hypoxia. At the end of the hypoxia period, 10mmol/L caffeine was
added to the medium. Fluorescence values are normalization of fura2-AM fluorescence ratio
divided by fura2-AM fluorescence ratio at origin (F/Fy). K, Mean rates of cytosolic calcium
increase were figured out as masses of fura2-AM fluorescence signal over time in CM treated
as explain in (J). Data are represented as mean+SEM. n=cell count. Statistics: ++ p<0.01, +++

p<0.001 vs. Ctrl, *** p<0.001 vs. Puro.

Figure.5: In vitro and in vivo CM protection after Hypoxia/Reoxygenation by puromycin
pretreatment.

A, Experimental design represents Hypoxia/Reoxygenation (H/R) protocols achieved in
isolated adult mouse CM. B, Histogram shows mortality of CM (Sham), CM subjected to H/R
(Ctrl H/R) or CM concomitantly subjected to H/R and a 200pmol/L puromycin pretreatment.
Percentage of cell mortality was calculated as LDH secretion level normalized on the LDH
secretion level of CM subjected to a 2h hypoxia. Experiment was performed 3 times
independently. C, Experimental design shows the I/R protocols performed in mice with
different concentration of puromycin compared to a non-treated group. D, Dots plot
represents individual I/R mouse by the percentage of necrosis area (AN) over area-at-risk
(AR). Data are represented as meantSEM. Statistics: § p<0.05 vs. Sham, + p<0.05 vs. Ctrl

H/R, ## p<0.01 Mann Whitney test vs. Ctrl I/R.

Figure.6: In vivo puromycin pretreatment reduces infarct size necrosis, apoptosis and

increases autophagy during I/R
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Histograms show ratio of protein amount, assessed by western-blot, in the heart left ventricle
of Sham mice, control and puromycin (0.8mg/kg) preconditioned mice, with 45min I/R, after
15min or 24h reperfusion. A and B show the ratio of pro-apoptotic Bax protein over anti-
apoptotic BCL-2 protein and report the induction of the mitochondria-related apoptosis. C and
D show the ratio of LC3-BI over LC3-BII proteins and report the amplitude of autophagy
activation. E and F show the ratio of Fodrin-a over the total form of the protein and report the
activation of calcium-dependent calpains. Representative immunoblottings are depicted in
insets. Data are represented as mean+SEM, n=cell count. Statistics: § p<0.05, §§ p<0.01, §§§

p<0.001 vs. Sham, + p<0.05, ++ p<0.01, +++p<0.001 vs. Ctrl I/R.

Figure.7: Scheme

Proposed model for the theoretical mouse CM’s SR involvement in I/R and cardioprotection.
Under basal conditions, longitudinal SR with higher Ca®" concentration than the junctionnal
SR, is responsible for the physiological Ca*" transfer to mitochondria. Ischemia and lack of
ATP lead to an increased SR Ca®" leak causing mitochondrial and cytosolic Ca*" surcharge
favoring cell death by apoptosis and calpains activation. Cardioprotection by puromycin
pretreatment induces reduction of Ca”" content in both longitudinal SR mitochondria. This
prevents mitochondrial Ca*" overload and erratic cytosolic Ca®" elevation during ischemia

which leads to apoptosis and calpains activity decrease along with an increase of autophagy.
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EXPANDED METHODS AND RESULTS

Cardiomyocytes isolation

Mice were first injected intraperitoneally by 100ul of 50UI/kg heparin sodium then
anesthetized with 70mg/kg pentobarbital sodium. Once pedal pinch reflexes were completely
inhibited, a thoracotomy was performed and the heart was collected and perfused by a
langerdorff system for Smin at 37°C. Blood was washed out with perfusion buffer (in
mmol/L: 113NaCl, 4.7KCl, 0.6KH,PO4, 0.6Na,HPO,4, 1.2MgS04-7H,0, 0.032phenol red,
12NaHCOs;, 10KHCO;, 10HEPES powder, 30taurine) where we added 2,3-butanedione
monoxime and glucose 10 and 5.5mmol/L respectively before adjusting its pH to 7.4.

The heart then was perfused at 37°C with a digestion buffer (perfusion buffer 1X,
0.167mg/mL liberase "™ Research grade (Roche), 0.14mg/mL trypsine 2.5% 10X (life
technologies), 12.5umol/L CaCl,) at a constant rate.

At the end of digestion, the enzymatic activity is interrupted by a stopping buffer 1 (perfusion
Buffer 1X, 10% bovine calf serum (PAA, SVF Gold), 12.5umol/L CaCl,) at 4°C. Left
ventricles were isolated in order to detach CM. The solution is then filtered (SEFAR Nitex
102cm, Zurich Dutsher) in a 10 ml Tube.

After CM sedimentation, the medium is carefully replaced and cells were re-suspended in a
stopping buffer 2 (same composition of stopping buffer 1 with only 5% bovine calf serum).
This step is repeated in stopping buffer 2 containing gradual increased calcium concentration
(SB2 +0.05, 0.1, 0.5 and 1mmol/L CaCl, by increasing order).

In the end of the final incubation, cells were suspended in a M199 medium (Gibco)
supplemented with (100U/mL penicillin, 100png/ml streptomycin) mixture (life technologies),

and ITS (insulin 1pg/mL, transferin 0.55ug/mL, selenium 0.5ng/mL) (Sigma).
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CM were then seeded on 35mm Ibidis dishes (Ibidi Biovalley) (for calcium measurements and
H/R experiments) or Labtech chamber slides (Merck Millipore) (for immunostaining)
precoated with 10pug/ml laminin (Corning), and then incubated for 2h at 37°C.

Experiments were realized in the same day of the isolation with a 70-80% living CM

estimated by observation.

Immunoblot

Samples were lysed in RIPA lysis buffer (1%Triton X100, 0.5% Sodium deoxycholat and in
mmol/L: 150NaCl, 50Tris, supplemented with SEDTA, 1Nas;VO,4, 20NaF, 1DTT, lanti-
protease cocktail (Sigma) and Iphosphatases inhibitors (Sigma)). A precellys homogenizer at
4°C (Precellys 24, Bertin technologies) was used for isolated samples from Sham, control and
preconditioned mice hearts after I/R. Supernatant were then centrifuged for 15min 3000 G.
The supernatant protein concentration was measured using BCA kit (Interchim) and 40pg of
protein were denatured then deposed in 4-20% acrylamide gel for migration and blotted on
nitrocellulose membrane by electro transfer (Trans-Blot Turbo Transfer, Biorad). The
membrane is then saturated with 5% bovine serum albumin in 0.1% TBS tween mixture.
Proteins were detected after labelling by specific primary antibodies. All primary antibodies
were used at a dilution of 1/1000 in the above mixture with overnight incubation at 4°C, while
secondary antibodies were diluted at 1/10000 in the same mixture and incubated for 1 hour at
RT.

Revelation was obtained by addition of the reaction substrate ECL prime reagent (GE
healthcare). Acquisition was performed with Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR+ (Bio-

Rad). ImageLab software was used for quantification (Bio-Rad).
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Immunostaining

Cultured CM on Labtech where fixed after the 2h incubation with 4% paraformaldehyde in
phosphate-buffered saline (Gibco) for 15min then permeabilized with 0.1% Triton also in
PBS during 10min. Non-specific binding was then blocked with a blocking buffer (3X PBS,
1X bovine calf serum (PAA, mucoplex), 1X blocking buffer (life technologies)) for 1h.
Primary antibodies were diluted in the blocking buffer and incubated with the CM during 1h
at RT. Secondary antibody diluted in PBS Ca” Mg" (Gibco) were next applied for another 1h
at RT in the dark. Once finished the Labtech system was unlocked, and slides were mounted
using SlowFade® Diamond Antifade Mountant (life technologies). Observations were
examined with a NIKON eclipse Ti confocal microscope. Images were processed with Nis

software (Nikon).
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ADDITIONAL FIGURES

FIGURE LEGENDS

Figure.S1: Concomitant detection of ERTracker and mitoTracker in longitudinal SR in
mouse CM.

A, Colocalization of mag-fluo4-AM and mitoTracker Red CMXRos in adult mouse CM was
observed by confocal microscopy. B, Fast Fourier Transforms (FFT) along the CM
longitudinal axis analyzes spatial distribution of probe fluorescence signals. Curves show the
intensity profiles (top right), analytic spectrum (middle right) and interpolation of the FFT

spectrum (bottom right).

Figure.S2:

A, Representative curve of the cytosolic calcium concentration assessed by fura2-AM
fluorescence in Ctrl condition, and after 30min of puromycin pretreatment. B, Histogram
show averaged mitochondrial calcium content after caffeine-induced calcium release from SR
stores in control and puromycin-pretreated CM. Maximum amplitude of fura2-AM
fluorescence ratio after FCCP (Amax[Ca2+]cyt0) was figured out to estimate mitochondrial
calcium content released by FCCP treatment. Data are represented as mean+SEM, n=cell

count.

Figure.S3:
Histogram of the expression level of GRP-78 over a-Tubulin proteins, in the heart left

ventricle of Sham mice, control and puromycin (0.8mg/kg) preconditioned mice, with 45min
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I/R, after 15min (A) or 24h reperfusion (B). Data are represented as mean+SEM. Statistics: §

p<0.05 vs. Sham.

Figure.S4:

Histogram shows mean rates of cytosolic calcium increase over hypoxia period, as measured
by the masses of fura2-AM fluorescence over time in CM stimulated by 10mmol/L of
caffeine in Ctrl condition and after 30min of hypoxia. Data are represented as mean+=SEM.

n=cell count. Statistics: +++p<0.001 unpaired t-test.
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2. DISCUSSION
Au cours des derni¢res décennies, une meilleure compréhension des mécanismes de lésions
d’I/R a entrainé de solides progrés dans le domaine de la cardioprotection. Cependant, les
résultats de plusieurs essais cliniques de phase III récents ont été décevants et 1'idée de se
concentrer uniquement sur la mort des CM médiée par les mitochondries est devenue
insuffisante, bien que nécessaire. D'autres recherches sont donc nécessaires pour développer
des stratégies de protection complémentaires contre l'infarctus du myocarde. Dans ce
contexte, notre étude visait a déchiffrer le role spécifique de la fuite calcique réticulaire en I/R

et a évaluer les effets de sa modulation pharmacologique dans la cardioprotection.
Apercu de I'organisation spatiale et fonctionnelle de RS.

Les micrographies ¢électroniques, ont d'abord révélé la membrane continue entre le RS
jonctionnel et longitudinal dans les CM*°. L’utilisation de la caféine pour stimuler la
libération de calcium des stocks du RS est suffisante pour vider la majeure partie, sinon la
totalité, du contenu en calcium du RS, ce qui supporte la connexion luminale entre ces deux
compartiments. Une estimation des stocks calcique a révélé un contenu 5-6 fois plus faible
dans la partie jonctionnelle du RS que dans la partie longitudinale’’. Dans le méme ordre
d'idées, la libération de calcium médiée par les RyR dans les stocks du RS a été caractérisée
par deux constantes de temps suggérant l'existence de deux stocks de calcium ayant des
propriétés différentes®’. Paradoxalement, cela suggére que la loi de masse d'action n'est pas
conservée alors que I'équilibre de la concentration de calcium libre serait attendu dans le
continuum luminal du RS. Un mod¢le alternatif bas¢ sur une asymétrie de concentration de la
protéine de liaison au calcium dans le RS, la calsequestrin, entre la partie jonctionnelle et
longitudinale dans les myocytes squelettiques a été¢ proposé afin d’expliquer comment un

compartiment du RS continu pourrait, cependant, présenter une hétérogénéité locale dans le
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contenu en calcium®. Ce modéle est soutenu par une étude rapportant comment la
concentration de calsequestrin 2 régule le contenu en calcium dans le RS jonctionnel des
CM?’. Fait intéressant, nos expériences avec les sondes fluorescentes réticulaires sensibles au
calcium (mag-fluo4-AM) démontrent une asymétrie dans le signal fluorescent puisque seul le
RS longitudinal a été coloré. Il est donc probable que la teneur moyenne en calcium dans le
RS jonctionnel soit trop faible par rapport a la teneur en calcium dans le RS longitudinal pour
détecter la fluorescence de mag-fluo4-AM dans les deux compartiments au méme moment.
Cette divergence s'explique par différentes capacités de mise en mémoire tampon comme
expliqué ci-dessus. Cependant, la localisation asymétrique d'ERTracker ne peut probablement
pas étre expliquée par une concentration différente de calcium mais plutdt par 'encombrement
moléculaire luminal et I'entrave a la diffusion a l'intérieur de la lumicre, car la longue durée
d'incubation aurait permis le chargement dans le RS jonctionnel.

Ensemble, ces résultats confirment la spécialisation des deux réserves de calcium du RS:
jonctionnel et longitudinal, méme si la nature de la teneur en calcium asymétrique entre les
deux compartiments ne peut é&tre confirmée. Néanmoins, il a été rapporté que les
caractéristiques spatiales et temporelles des flux de calcium permettaient d’orchestrer la
réponse cellulaire aux stimuli*”. Cette théorie explique vraissemblablement pourquoi les
diades formées de la jonction du RS et des tubules T sont nécessaires a la propagation efficace
d'une concentration ¢élevée de calcium dans les sarcomeres et a la contraction de myofibrilles.
Cela suggere donc que le RS longitudinal a un rdle spécifique, qui pourrait étre la modulation
de la bioénergétique cellulaire en contrdlant le contenu de calcium mitochondrial. Les
bioénergies cellulaires sont intimement liées aux acides nucléiques et a la synthése des
protéines. Inversement, la baisse des niveaux d'ATP pendant I’'I/R est connue pour arréter la

transcription et la traduction tout en stimulant les mécanismes de survie tels que 1'autophagie
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(pour plus d’information voire *°). Cette connexion entre les réserves de calcium réticulaires,
la traduction et la bioénergie cellulaire souligne I'importance d'étudier les mécanismes de la

fuite de calcium du RS.

La fuite de calcium médiée par la TLC est un mécanisme clé de 1'homéostasie du

calcium du CM.

McFarland ef al. ont déja rapporté que TRAP, une protéine majeure du complexe de TLC, est
principalement située dans le RS longitudinal dans les CM™ de rat. Nos résultats confirment
cette localisation préférentielle de Sec61 sur le RS longitudinal dans les CM de souris. En
outre, nous montrons que la fuite de calcium médi¢e par la TLC dans le RS longitudinal
n'interfére pas avec les réserves de calcium du RS jonctionnel. Ces résultats soutiennent en
outre un modele avec deux compartiments de RS fonctionnels dans lesquels le contenu du RS
longitudinal en calcium serait impliqué dans lI'homéostasie du calcium mitochondrial. La
concentration de calcium mitochondriale est principalement affectée par le transfert de

. L . 1441-4
calcium des stocks réticulaires' '™

et est bien connue pour controler la bioénergétique et le
destin des mitochondries. Dans cette étude, nous montrons que l'induction de la fuite de
calcium par TLC est en corrélation avec une baisse de la teneur en calcium mitochondrial.
Dans les souris knock-out pour la cyclophilin D, une baisse de la concentration de calcium a
I'état basal dans les mitochondries est causée par une diminution du transfert de calcium du
RS aux mitochondries et est associée & une diminution de la mort des CM aprés I'I/R".
Similairement a la fuite de calcium médiée par le TLC, ce mécanisme n'implique pas les
réserves de calcium dépendantes de RyR. 1l est intéressant de noter que Hall AR et al." ont
suggéré que la cardioprotection observée dans le double knock-out de la mitofusine 1 et 2

impliquait la perte de proximité entre VDAC, dans les mitochondries et RyR, dans le RS.

Cependant, ils n'ont pas étudié le role des liaisons IP;R-Grp75-VDAC. En outre, les auteurs
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ont clairement indiqué que cette lignée de souris KO présentait une fonction myocontractile
fortement altérée. Nous pensons qu'il est donc difficile d'évaluer la causalité des mécanismes
dans un modé¢le pathologique. Dans la méme ligne, il a ét¢ démontré qu'un mutant par
inversion du RyR, (RyR,-S2808D) augmente le contenu mitochondrial et la taille de la zone
infarcie aprés I'I/R'®. Cependant, on peut voir clairement dans la mesure basale de la fraction
d'¢jection du ventricule gauche que l'expression de ce RyR, muté modifie également
l'efficacité basale du coeur'’. Enfin, nos résultats n'infirment pas un role pour les récepteurs
RyR; a la jonction entre RS jonctionnel et longitudinal, mais proposent plutot une stratégie
indépendante de RyR, pour moduler de maniére transitoire le contenu en calcium du RS sans
affecter la physiologie du CM. En effet, nous avons observé que la diminution de la teneur en
calcium du RS avait des effets bénéfiques sur le cceur apreés I’I/R. Une preuve de concept
similaire avait déja été rapportée par Petrovski et al.**. Ces auteurs ont signalé les effets
bénéfiques de la thapsigargine (un inhibiteur de la pompe SERCA qui induit une fuite de
calcium réticulaire a de faibles doses) dans un protocole de pré-conditionnement chez le rat.
Ils ont montré que le prétraitement a la thapsigargine diminuait la taille de l'infarctus et
améliorait la fonction ventriculaire gauche. Cependant, il est évident que l'inhibition de la
SERCA entrainera également une inhibition du CICR et empéchera donc la contraction du
CM. Toutefois, de maniere appréciable, ces auteurs ont signalé que le traitement par
thapsigargine induit a la fois le stress du RE et l'autophagie. Bien que les mitochondries soient
considérées comme un carrefour pour les voies du devenir cellulaire dans la cardioprotection,

il est probable que les processus cytosoliques puissent également contribuer.
Mécanismes de mort cellulaire provoqués par I’I/R et leur contréle par les stocks du RS.

Comme prévu par la diminution de la teneur en calcium dans les RS et les mitochondries dans

les CM prétraités par la puromycine, I'expression des marqueurs pro-apoptotiques Bax/BCL-2
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a ¢té réduite principalement 24h apres la reperfusion. Cela confirme que l'effet
cardioprotecteur de la fuite de calcium induite par la puromycine est en partie li¢ aux voies
mitochondriales. Dans la méme ligne, White et al. ont montré que la fuite de calcium
réticulaire par IP;R protége les cellules contre l'apoptose aprés une surexpression de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 ou Bel-x1*.

Comme nous l'avons déja mentionné, l'appauvrissement du RS en calcium avec de faibles
doses de thapsigargine a induit P’activation d’un stress du RE modéré et a déclenché
I’autophagie. Ces deux mécanismes cellulaires sont connus pour étre cardioprotecteurs***.
Dans I'¢tude en cours, nous avons montré que le traitement par la puromycine augmentait
'expression de GRP78, un marqueur du stress du RE apres 24h de reperfusion (Figure.S3). En
parall¢le du stress du RE, nous avons constaté que l'autophagie était augmentée apres 24
heures de reperfusion. Dans la méme ligne, Yao et al. ont rapporté une transition
cardioprotectrice de l'apoptose & l'autophagie aprés une reperfusion de 24 heures®’. De
maniére intéressante, le stress du RE et la diminution du niveau de calcium mitochondrial
augmentent l'activité de la protéine kinase (AMPK) activée par I’AMP dans un mod¢le de
CM, conduisant a I'induction de 1’aut0phagie41’48.

Dans les CM prétraités par la puromycine, nous rapportons en outre une diminution
concomitante des flux de calcium vers le cytosol pendant I'hypoxie et une diminution du
clivage calpaine-dépendant de la de la Fodrin-o. La calpaine est une protéase dépendante du
calcium, qui participe a l'induction de I'apoptose et de la nécrose®” et dont I'inhibition réduit la
taille de l'infarctus et participe aux mécanismes de cardioprotection (pour plus
d’informations®?).

Nos résultats soulignent que la modulation de la teneur du RS longitudinal en calcium modifie

simultanément plusieurs processus cellulaires: le taux de calcium des mitochondries et
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'apoptose, le stress du RE et I'autophagie, ainsi que 1'activation de la calpaine (résumée dans
la Figure.7). Nous pensons que ces conséquences multiples de la diminution du contenu en
calcium du RS peuvent induire un effet cardioprotecteur robuste, moins enclin aux

fluctuations individuelles.
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& . RESULTATS SUPPLEMENTAIRES.
Comme expliqué précédemment dans I’article, 1’invalidation génétique du translocon est
létale [481] et nous avons donc opté pour sa modulation pharmacologique en utilisant
différents activateurs et inhibiteurs. Sa fonctionnalit¢ comme canal de fuite calcique
réticulaire est ainsi abordée grace a I’imagerie calcique via [’utilisation des sondes
fluorescentes chimiques calciques: le Fura-2 pour mesurer les variations de calcium
cytosolique, et le Mag-Fura-2 ou le Mag-Fluo-4 pour appréhender 1’évolution du contenu des
réserves calciques réticulaires. L’utilisation des sondes génétiques (ratiométriques et plus
ciblées) n’est pas envisageable dans nos conditions expérimentales. La durée de vie des
cardiomyocytes étant de 5Sh, il n’est donc pas possible de transfecter les cellules avec les

sondes génétiques.

1. Vérification de la fuite réticulaire en utilisant le Mag-Fluo-4

Pour suivre 1’évolution du calcium réticulaire, nous avons utilisé deux sondes fluorescentes
réticulaires différentes: Mag-fluo-4 et Mag-Fura-2. Comme précédemment mentionné, ces
deux sondes possedent une forte affinité vis-a-vis du calcium et sont capables d’entrer dans le
réticulum. Toutefois, le protocole de charge nécessite la perméabilisation des cellules.
Ensuite, afin de connaitre le contenu des stocks calciques intracellulaires restant, nous avons
traité¢ les cardiomyocytes (apres I’application ou non de la puromycine) avec un mélange
constitué de CPA (Cyclopiazonic acid,inhibiteur des SERCA) et d’Agll (Angiotensine II)
(induisant la production d’IP3). Ce traitement induit la vidange du calcium du réticulum
endoplasmique via les IP3R.

Mag-Fluo-4, contrairement & Mag-Fluo-2, n’est pas une sonde ratiométrique et son utilisation

permet de valider I’effet observé par Mag-Fura-2.
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Figure.RS.1: L'activation de la translocon par la puromycine induit une diminution du stock de
calcium réticulaire.

a, Représentation graphique de 1'évolution de la fluorescence normalisée de Mag-Fluo-4 avec le temps
dans des cardiomyocytes en réponse a 200uM de traitement par la puromycine (Puro) pendant 25min
et stimulés enfin avec SuM d'angiotensine II (AglIl) + 15uM de cyclopiazonic acid (CPA). b, Courbe
représentative (moyenne+SEM) de I'évolution de la fluorescence réticulaire dans les cardiomyocytes
prétraitées par la puromycine pendant 25min puis stimulés par I’Agll + CPA. ¢, Courbe représentative
(moyenne+SEM) de 1'évolution de la fluorescence réticulaire dans les cardiomyocytes controle et
prétraitées par la puromycine suite a la stimulation par I’AglI+CPA. d, Histogramme représentatif du
stock de calcium réticulaire restant, estimé par la stimulation AgII+CPA, dans le cas contrdle ou aprés
25min de traitement par la puromycine, et calculée comme une différence entre le niveau de
fluorescence au moment de la stimulation et la fluorescence finale.

Les données sont représentées par la moyenne+SEM. n=nombre de cardiomyocytes. Statistiques: +++
p<0,001 vs. Ctrl.
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De plus, le marquage de Mag-Fluo-4 semble présent dans la partie longitudinale du RS
(résultat article Figure.3.E). L’utilisation de cette sonde pourrait donc donner une idée plus
précise du contenu calcique de cet organite.

La diminution du niveau de la fluorescence lors de 1’application de la puromycine indique,
comme attendu, une diminution progressive de la concentration du calcium réticulaire dans
les cardiomyocytes (Figure.RS.1a-b). Toutefois, cette diminution est mise en évidence par la
comparaison du stock de calcium réticulaire restant apres 1’application de la puromycine sur
les cardiomyocytes pendant 25min (Figure.RS.1c-d) en comparant aux cardiomyocytes
controles. En effet, les résultats de la vidange du calcium réticulaire induit par I’application du
mélange CPA + Agll ont montré une réduction de 38+3% du stock du calcium réticulaire
apres le traitement par la puromycine. Cette réponse est en accord avec nos résultats en Mag-
Fura-2.

Ces résultats valident donc nos observations concernant la fonctionnalit¢ du translocon
comme canal de fuite calcique fonctionnel dans la partie longitudinale du RS des

cardiomyocytes de souris (Figure.RS.1).

2. Effet de la pactamycine, un activateur de la fuite calcique a travers le translocon
vs. la cyclohéximide, une molécule témoin.
Afin de vérifier que nos observations étaient dépendantes de 1’action du translocon, nous
avons utilisé une autre molécule connue pour son effet d’activation de la fuite calcique par le
translocon, la pactamycine. Cette derniére est aussi un antibiotique qui agit comme inhibiteur
de I’initiation de la chaine peptidique permettant de garder le pore du translocon libre et
perméable au calcium [533].

En paralleéle, pour s’affranchir de I’effet « antibiotique » qui se traduit par DP’arrét de
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Figure.RS.2: Effet similaire entre la puromycine et la pactamycine sur P’activation de la fuite
calcique a travers le translocon.

Les effets du prétraitement par la puromycine a 200uM (Puro), de la pactamycine a 1uM (Pacta) et du
cyclohéximide a 2mM (CHX) ont été mesurés sur des cardiomyocytes chargées en Fura-2 dans du
CCB pendant 30min (voir Matériels et méthodes). Les histogrammes représentent les différences entre
la concentration de calcium cytosolique a l'€quilibre (a), la teneur totale en calcium cellulaire évaluée
par une stimulation par SpM d’ionomycine (b), le contenu de calcium mitochondrial évalué par une
stimulation par 25uM de FCCP (¢), la quantité de calcium cellulaire restante aprés la stimulation par le
FCCP et évaluée par une stimulation par I’ionomycine (d), les réserves de calcium dépendantes de
RyR, évaluées par une stimulation par 10mM de caféine (e) et la quantité restante en calcium
cellulaire apres la stimulation par la caféine évaluée par une stimulation par 1’ionomycine (f) dans les
cardiomyocytes Ctrl et les cardiomyocytes prétraitées par les différentes molécules.

Les données sont représentées par la moyenne + SEM. n=nombre de cardiomyocytes. Statistiques: +
p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001 vs. Ctrl ; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Puro ; xcxx p<0.001

vs. Pacta.
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traduction, nous avons utilisé¢ la cyclohéximide comme molécule agissant sur I’élongation de
la chaine peptidique et n’ayant pas de rdle décrit sur la modulation de la fuite calcique

réticulaire a travers le translocon [533].

A. Pactamycine, cyclohéximide et modulation du calcium cellulaire
L’effet des différentes molécules a ét¢ mesuré par la sonde calcique cytosolique de haute
affinité Fura-2, apres prétraitement des cardiomyocytes pendant 30min avec la puromycine
(200uM), la pactamycine (1uM) ou la cyclohéximide (2mM).
Le niveau du calcium cytosolique étant directement affecté par celui des autres organites, un
changement dans la concentration calcique cytosolique de 1’ordre dunM peut étre détecté par
le Fura-2. Ce qui signifie qu’en stimulant la libération de calcium d’un organite cellulaire
spécifique, le changement du niveau du calcium cytosolique refléte de fagon indirecte le stock
calcique de cet organite.
La fuite calcique a été mesurée en absence de calcium extra-cellulaire afin de s’affranchir de
toute entrée calcique secondaire.
Les graphiques (Figure.RS.2), montrent les résultats de mesures calciques effectuées sur les
cardiomyocytes suite au prétraitement par la pactamycine et la cyclohéximide. Les résultats
de la puromycine ont été gardés pour la comparaison.
Nos observations montrent que le niveau de calcium cytoplasmique basal dans les
cardiomyocytes prétraités par la pactamycine est diminué¢ de 12+2% en comparant avec les
cardiomyocytes contrdles. De facon intrigante, les mémes résultats ont été observés suite au
prétraitement par la cyclohéximide avec une diminution dans le taux calcique cytoplasmique
basal de 124+2% comparé aux cardiomyocytes contrdles (Figure.RS.2a).

Ce résultat pourrait étre li¢ au mode d’action de la pactamycine, indépendamment de son rdle
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au niveau du translocon.

En revanche, aucune différence significative n’a été mise en évidence dans le contenu
cellulaire total en calcium, mesuré apres stimulation avec 1’ionomycine (S5uM). A noter
qu'une tendance a la diminution du stock calcique total a ¢été remarquée dans les
cardiomyocytes prétraités par la pactamycine (-29+6%) comme par la puromycine (-18+8%)
(p value=0.08 et 0.06 respectivement) en comparaison aux controles (Figure.RS.2b).

Ensuite nous avons procédé a la mesure des stocks calciques mitochondriaux en utilisant le
FCCP a 25uM, ce qui induit la libération du calcium mitochondrial dans le cytoplasme.
Contrairement au prétraitement par la puromycine, les prétraitements par la pactamycine ou
par la cycloheximide n’ont pas réduit le taux du calcium mitochondrial de maniere
significative (Figure.RS.2c).

Suite a la libération du calcium par le FCCP, les cardiomyocytes ont été stimulés par
I’ionomycine afin d'estimer les réserves cellulaires de calcium restantes (majoritairement
réticulaire). Comme les cardiomyocytes prétraités par la puromycine, les cardiomyocytes
prétraités par la pactamycine ont montré une diminution de 31£10% dans la quantité de
calcium libérée en comparaison avec les cardiomyocytes controles. En revanche, aucun
changement n’a été observé suite au prétraitement par la cyclohéximide (Figure.RS.2d).

Nous avons ensuite évalué si le prétraitement par la pactamycine pouvait modifier les réserves
calciques du RS junctionnel en étudiant I’activité des RyR stimulés par 10mM de caféine.
Comme pour la puromycine, le niveau du calcium du RS jonctionnel n'a pas été modifié par la
pactamycine ou par la cyclohéximide (Figure.RS.2e).

Le traitement par I’ionomycine, apres la stimulation par la caféine, a permis de mettre en
évidence une réduction de 71+2% des réserves cellulaires restantes dans les cardiomyocytes

prétraités par la pactamycine comparés au contrdle. Cette diminution est comparable a celle
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observée dans les cardiomyocytes prétraités par la puromycine (64+5%). Alors que le
prétraitement par la cyclohéximide n’a provoqué aucun changement (Figure.RS.2f).

Cette diminution ne peut étre attribuée qu’aux stocks calciques propres au RS longitudinal. En
effet, méme si la stimulation par I’ionomycine apres la caféine induit la libération du calcium
mitocondrial, la concentration de cette dernicre reste négligeable en comparaison avec celle
du RS longitudinal.

D’une part, I’effet du prétraitement par la pactamycine est similaire a celui de la puromycine,
toutes les deux connues pour leur role dans I’induction de la fuite calcique a travers le
translocon. D’autre part, la cyclohéximide, notre molécule témoin, n’a pas montré de
changement dans la concentration calcique réticulaire.

Dans I’ensemble, nos résultats valident la spécificité de 1’activation du translocon dans la

réduction des stocks calciques du RS longitudinal.

B. Pactamycine, cyclohéximide et protection contre les lesions
d’ischémie/reperfusion.

Bien que les effets de la modulation de la fuite calcique par la pactamycine soient semblables
a ceux induits par la puromycine, il était crucial de vérifier I’efficacité du prétraitement par la
pactamycine contre les 1ésions d’ischémie/reperfusion. De méme, il fallait aussi utiliser la
cyclohéximide comme controle afin de valider que les résultats observés dans 1’article soient
bien spécifiques a I’action de la fuite calcique a travers le translocon.
Comme expliqué précédemment, nous avons utilisé un modele d’ischémie/reperfusion sur des
souris C57Bl/6. Les souris ont subi une occlusion coronaire pendant 45min puis une
reperfusion pendant 24h. Le prélévement du cceur a ensuite permis d’étudier la taille de la

zone nécrosée et de la zone a risque.
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Figure.RS.3: Pas d’effet cardioprotecteur de la pactamycine ou de la cyclohéximide

Nuages de points représentants la quantification de la zone infarcie apres ischémie/reperfusion (I/R)
calculé comme pourcentage de zone de nécrose (AN) sur la zone a risque (AR) dans le cceur des souris
qui ont subit une ischémie in vivo pendant 45min puis une reperfusion de 24h avec différentes
concentrations de pactamycine (Pacta) (a) ou de cyclohéximide (CHX) (b) administrées en pré-
conditionnement 10 min avant la chirurgie en comparaison a un groupe non trait¢ (Ctrl I/R). Les
données sont représentées par la moyenne+SEM.
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Le prétraitement par la pactamycine ou la cyclohéximide, a été réalis¢é 10min avant 1’ischémie
par injection intraveineuse de la molécule.

Les résultats ne montrent pas d’effet cardioprotecteur significatif suite a ’utilisation de la
pactamycine en pré-conditionnement (Figure.RS.3a), néanmoins, des variations doses
dépendantes ont ét¢ remarquées. Toutefois, il reste possible que des doses plus élevées
puissent montrer un effet intéressant.

En revanche, comme attendu, aucun effet cardioprotecteur n’a été observé suite au
prétraitement par la cyclohéximide (Figure.RS.3b).

Dans I’ensemble, nos résultats montrent que la réduction des stocks calciques du RS
longitudinal pourrait étre induite par I’activation spécifique de la fuite calcique a travers le
translocon, et que cette diminution serait cardioprotectrice contre les lésions

d’ischémie/reperfusion.

3. Effet de I’anisomycine, un inhibiteur de la fuite calcique a travers le translocon
Toujours dans la méme logique, afin de valider la spécificit¢ du translocon, nous nous
sommes intéréssés a inhiber ’activation du translocon par la puromycine en utilisant un autre
antibiotique, I’anisomycine. Ce dernier est un inhibiteur de la peptidyl transférase qui bloque
la chaine peptidique dans le pore du translocon empéchant la fuite calcique et son utilisation
en amont de la puromycine est connu pour limiter les effets de la fuite calcique a travers le

translocon.

A. Anisomycine et modulation du calcium cellulaire
i. L’anisomycine inhibe la fuite calcique induite par la puromycine

Comme expliqué ci-dessus, les effets des différentes molécules ont ét¢ mesurés par la sonde
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Figure.RS.4: L’anisomycine inhibe ’action de la puromycine sur la fuite calcique.

Les effets du prétraitement par la puromycine a 200uM (Puro) ainsi que de I’anisomycine a 200uM
(AO) et I’émétine a 20uM (EMET) en amont de la puromycine ont été mesurés sur des
cardiomyocytes chargées en Fura-2 dans du CCB pendant 30min (voir Matériels et méthodes). Les
histogrammes représentent les différences entre la concentration de calcium cytosolique a I'équilibre
(a), la teneur totale en calcium cellulaire évaluée par une stimulation par SuM d’ionomycine (b), le
contenu de calcium mitochondrial évalu¢ par une stimulation par 25uM de FCCP (c¢), la quantité de
calcium cellulaire restante apres la stimulation par le FCCP et évaluée par une stimulation par
I’ionomycine (d), les réserves de calcium dépendantes de RyR, évaluées par une stimulation par
10mM de caféine (e) et la quantité restante en calcium cellulaire aprés la stimulation par la caféine
¢évaluée par une stimulation par I’ionomycine (f) dans les cardiomyocytes Ctrl et les cardiomyocytes
prétraitées par les différentes molécules.

Les données sont représentées par la moyenne + SEM. n=nombre de cardiomyocytes. Statistiques: +
p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001 vs. Ctrl ; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Puro ; $$$ p<0.001

vs. AO+Puro.
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calcique cytosolique de haute affinité Fura-2, aprés prétraitement des cardiomyocytes pendant
30min avec la puromycine (200uM), I’anisomycine en amont de la puromycine (200uM) et
nous avons gard¢ les résultats avec I’émétine (20uM) en amont de la puromycine dans le but
de comparer les effets.

Les graphiques (Figure.RS.4) montrent les résultats de mesures calciques effectuées sur les
cardiomyocytes suite aux différents traitements.

Aucune différence dans le calcium basal cytoplasmique n’a pas ¢été observée suite aux
différents prétraitements par la puromycine ainsi que le double traitement par 1’anisomycine
en amont de la puromycine) comparés au controle (Figure.RS.4a). Ce résultat est a I’encontre
de I’effet observé par 1I’émétine (inhibiteur du translocon) utilis¢ dans I’article pour inhiber
I’activation de la fuite calcique par la puromycine. En revanche, la stimulation par SuM
d’ionomycine a montré que le double traitement avec 1’anisomycine comme celui avec
I’émétine, a inhibé la faible réduction de la libération de calcium cellulaire totale observée
apres prétraitement par la puromycine (Figure.RS.4b).

Suite a la stimulation des cardiomyocytes par 25uM de FCCP, afin de libérer le calcium
mitochondrial, , le double traitement par I’anisomycine n’a pas inhibé la réduction de 29+8%
observée dans les cellules prétraitées a la puromycine seuleet a induit une réduction du taux
de calcium mitochondrial de 27+6%, contrairement au double traitement par 1’émétine
(Figure.RS.4c). En revanche, la stimulation a I’ionomycine suite au FCCP des
cardiomyocytes prétraitées par 1’anisomycine en amont de la puromycine a montré des
résultats similaires a ceux observés par le double traitement par 1I’émétine. Les deux
molécules ont induit une inhibition de la réduction du calcium réticulaire observée par un
prétraitement par la puromycine (Figure.RS.4d).

De fagon surprenante, le double traitement par I’anisomycine a montré une forte réduction de
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Figure.RS.5: L’anisomycine induit une diminution du stock calcique mitochondrial et RyR
dependent

Les effets du prétraitement par I’anisomycine a 200uM (AO) et de I’émétine a 20uM (Emet) ont été
mesurés sur des cardiomyocytes chargées en Fura-2 dans du CCB pendant 30min (voir Matériels et
méthodes). Les histogrammes représentent les différences entre la concentration de calcium
cytosolique a I'équilibre (a), la teneur totale en calcium cellulaire évaluée par une stimulation par SuM
d’ionomycine (b), le contenu de calcium mitochondrial évalué par une stimulation par 25uM de FCCP
(¢), la quantité¢ de calcium cellulaire restante apres la stimulation par le FCCP et évaluée par une
stimulation par 1’ionomycine (d), les réserves de calcium dépendantes de RyR, évaluées par une
stimulation par 10mM de caféine (e) et la quantité restante en calcium cellulaire apres la stimulation
par la caféine évaluée par une stimulation par I’ionomycine (f) dans les cardiomyocytes Ctrl et les
cardiomyocytes prétraitées par les différentes molécules.

Les données sont représentées par la moyenne + SEM. n=nombre de cardiomyocytes. Statistiques: +
p<0.05, ++ p<0.01 vs. Ctrl ; # p<0.05 vs. Emet.
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52+7% du taux du calcium du RS jonctionnel suite a la stimulation par 10mM de caféine,
contrairement au prétraitement par la puromycine seul et 1I’émétine en amont de la
puromycine, qui eux n’ont pas montré de changement dans la quantité de calcium libérée par
la caféine (Figure.RS.4e). En revanche, I’effet du double traitement par 1’anisomycine,
comme celui de I’émétine en amont de la puromycine, non seulement a inhibé¢ la réduction du
taux du calcium du RS longitudinal, mais a également montré une augmentation du stock
calcique réticulaire restant de 54+16% (Figure.RS.4f).

Les résultats observés lors du prétraitement par I’anisomycine étaient inattendus. En effet,
bien que le double traitement par 1’anisomycine inhibe 1’activation de la fuite calcique par ce
dernier a travers le translocon, nos résultats montrent une diminution significative du calcium
mitochondrial ainsi que du calcium du RS jonctionnel aprés prétraitement par I’anisomycine

en amont de la puromycine.

ii. L’anisomycine reduit les stocks calciques mitochondriaux et RyR-
dépendant

Suite aux résultats inatendus du prétraitement par 1’anisomycine en amont de la puromycine,
nous nous sommes intéréssés a 1’effet de I’anisomycine seule sur les cardiomyocytes afin de
vérifier que nos observations ne sont pas liées a un artéfact induit par I’utilisation simultanée
de I’anisomycine et la puromycine.
Ci-dessous les résultats des mesures effectuées en Fura-2 sur les cardiomyocytes suite aux
différents prétraitements par I’anisomycine (200uM) et I’émétine a (20uM).
Le prétraitement de 30 min par I’émétine, comme celui par I’anisomycine, n’a pas montré de
changements dans le niveau du calcium cytoplasmique basal comparé au controle

(Figure.RS.5a). Les mémes résultats ont ¢été observés aprés stimulation par 5SuM
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Figure.RS.6: L’anisomycine en post-conditionnement réduit la taille de la zone infarcie

Nuage de points représentant la quantification de la zone infarcie aprés ischémie/reperfusion (I/R)
calculé comme pourcentage de zone de nécrose (AN) sur la zone a risque (AR) dans le cceur des souris
qui ont subit une ischémie in vivo pendant 45min puis une reperfusion de 24h avec différentes
concentrations d’anisomycine (AO) administrées en post-conditionnement Smin avant la reperfusion
en comparaison a un groupe non traité (Ctrl I/R). Les données sont représentées par la moyenne+SEM.
Statistiques: ## p <0,01 vs. Ctrl /R.
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d’ionomycine, qui ne montre aucun changement dans le taux de calcium cellulaire totale par
rapport au contrdle (Figure.RS.5b).

Au contraire, suite a la stimulation par 25uMde FCCP, nous avons observé une diminution de
22+10% du niveau calcique mitochondrial dans les cardiomyocytes prétraités par
I’anisomycine comparés aux cardiomyocytes controles, alors qu’aucune différence n’a été
observée dans les cardiomyocytes prétraités par 1I’émétine (Figure.RS.5c¢).

Suite a la stimulation par la FCCP, nous n’avons pas observé de changement dans le taux du
calcium cellulaire restant évalué par une stimulation a 1’ionomycine, dans les différentes
conditions (Figure.RS.5d).

Comme attendu, suite aux résultats observés dans la Figure.RS.4c, le prétraitement par
I’anisomycine a induit une diminution dans le stock calcique du RS jonctionnel de 37+6%
suite a la stimulation par la caféine en comparaison au controle contrairement aux
cardiomyocytes prétraités par I’émétine qui n’ont montré aucun changement (Figure.RS.5c¢).
En revanche, contrairement a ce qui a ¢té observé dans la Figure.RS.4d, aucune différence n’a
¢été mesurée dans le taux du calcium du RS longitudinal, entre les différents prétraitements
(Figure.RS.5d).

Les résultats observés montrent que la diminution du niveau de calcium mitochondrial et du
RS jonctionnel est un effet spécifique au prétraitement par I’anisomycine.

Cet effet vient s’ajouter a son role comme inhibiteur de I’activité de fuite calcique a travers le
translocon suite a son activation par la puromycine.

Il a été¢ montré que la diminution du stock calcique RyR dépendante pouvait avoir un effet
négatif sur la contraction cellulaire, or des molécules ayant les mémes effets sur la contratcion

[534] ont démontré un effet cardioprotecteur une fois utilisées en post-conditionnement.
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B. Anisomycine et protection contre les lésions d’ischémie/reperfusion.
Les effets observés par le prétraitement par I’anisomycine sur le niveau calcique du RS
jonctionnel suggerent que I’anisomycine peut avoir un effet cardioprotecteur li¢é a son action
inotrope négatif.
Pour cela nous avons réalis¢ une étude dose réponse sur le post-conditionnement ischémique
avec I’anisomycine sur notre modele in vivo d’ischémie/reperfusion de souris C57Bl/6. Le
post-conditionnement a €té réalisé par une injection IV Smin avant la reperfusion.
Les résultats montrent un effet cardioprotecteur, traduit par une réduction significative de la
taille de la zone infarcie (42+10%) suite a 1’utilisation de I’anisomycine a 1mg/kg en post-
conditionnement (Figure.RS.6).
Ces résultats ouvrent une nouvelle voie d'interrogation sur le mécanisme impliqué dans la
cardioprotection induite suite a 1’utilisation de 1’anisomycine et si la diminution des stocks du

RS jonctionnel est directement liée a cette protection.
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& . DISCUSSION
Dans le cadre de nos travaux de recherche dans I'unit¢é INRSEM UI1060, nous nous
intéressons  particulierement a la diminution des Iésions cardiaques suite a
I’ischémie/reperfusion et plus particulierement aux lésions de reperfusion. Pour cela nous
¢tudions les différentes voies de signalisation et les mécanismes qui s’activent au cours de
I’ischémie/reperfusion afin de trouver des cibles potentielles de protection.
La majorité des études réalisées sur la protection contre la mortalité cellulaire notamment des
cardiomyocytes se sont focalisées sur les mitochondries [404] et ont jusqu’a présent conduits
a des essais cliniques décevants. Face a cette observation, notre projet porte sur le réticulum
sarcoplsamique en tant que source majeure du calcium intracellulaire, compartiment
inséparable de la mitochondrie puisque le calcium responsable de la surcharge calcique
mitochondriale au cours de I’ischémie/reperfusion est majoritairement d’origine réticulaire. Il
¢tait donc capital d’essayer de connaitre les voies de libération de calcium réticulaire dans les
cardiomyocytes et d’appréhender leurs rdles potentiels pendant 1’ischémie/reperfusion.
La dynamique calcique réticulaire est régulée majoritairement par des canaux calciques RyR;
et IP;R, et des pompes SERCA,. La majorit¢ du flux calcique intracellulaire entre le
réticulum et les différents autres organites passe par ces structures en réponse a des stimuli
extracellulaires. Cependant, d’autres canaux calciques commencent a étre caractérisés: les
canaux de fuite, qui affectent directement cette dynamique calcique.
La caractérisation de certains de ces canaux montre leur capacité a mobiliser des quantités
non négligeables de calcium intra réticulaire, alors que leurs rdles a I’état de non excitation
cellulaire est d’établir 1’équilibre entre le niveau de calcium cellulaire et ’activité de SERCA.
Parmi ces canaux nous nous sommes intéressés particuliérement au translocon.

Le translocon est un canal ubiquitaire présent sur la membrane du RE et connu pour son role
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dans le passage et la maturation des protéines néosynthétisées a travers son pore aqueux qui
couvre compleétement la bicouche lipidique du RE [291,479,535].

Mes travaux de thése démontrent que le translocon est un canal de fuite calcique actif situé
sur le RS longitudinal dans les cardiomyocytes de souris et que sa modulation par la
puromycine n’affecte pas le taux du calcium présent dans les stocks du RS jonctionnel et donc

n’impacte pas le mécansime contractile des cardiomyocytes.

1. La pactamycine

Comme nous I’avons déja evoqué, une approche génétique afin de moduler la perméabilité du
pore du translocon est délétere [481], pour cela nous avons opté pour une approche
pharmacologique. Pour valider les effets observés avec la puromycine nous avons utilisé un
autre activateur de la fuite calcique a travers le translocon: la pactamycine [110].

D’un coté, les résultats des mesures calciques observées ont permis de valider que nos
observations sont spécifiquement liées a ’activité du translocon. En effet, la pactamycine
comme la puromycine induit une diminution du contenu calcique du RS longitudinal, sans
affecter les compartiments RyR-dépendants. Toutefois, il faut noter que I’utilisation de la
pactamycine n’a pas diminué le stock calcique basal mitochondrial. Ceci pourrait étre la cause
de I’échec de la protection contre les lésions d’ischémie/reperfusion observé suite a
I’utilisation de différentes doses testées de la pactamycine.

D’un autre coté, la diminution du stock calcique réticulaire, surtout du RS longitudinal suite a
la fuite devrait limiter les échanges calciques avec la mitochondrie, induisant une diminution
de son stock calcique [470,471,536-539]. Dans le cas de la pactamycine, la forte diminution
du stock calcique du RS longitudinal n’a pas eu d’effet significatif sur le taux calcique

mitochondrial contrairement a ce que nous avons observé avec la puromycine.
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Afin de comprendre cette différence, il faut vérifier tout d’abord ces résultats en augmentant
le nombre des observations puis s’intérésser a la dynamique calcique en direct, en présence de
la pactamycine. Ceci permettera de comprendre si I’effet observé est directement li¢ a la
pactamycine ou si c’est un effet non spécifique secondaire.

Il a ét¢ montré que les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak peuvent favoriser la libération
du calcium du RE et initier une forme d'apoptose associée a la caspase 12, tandis que les
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bcel-x1 réduisent le contenu calcique du RE en favorisant
la fuite calcique a travers IP3;R et protégent donc les cellules contre 1’apoptose en contre-
balancant les effets de Bax et Bak [267,539]. Or suite a I’incapacité du RS longitudinal de
subvenir aux besoinx mitochondriaux en calcium, on peut imaginer un systeme ou la balance
entre les protéines pro et anti-apoptotiques penche du coté de Bax et Bak en favorisant
I’apoptose, ce qui explique 1’échec rencontré dans les essais in vivo.

Etant donné la divergence dans les résultats de la taille d’infarctus observé dans les essais de
pré-conditionnement avec la pactamycine in vivo, cette interprétation permettrait aussi de
supposer que 1’utilisation d’autres doses serait plus efficace en activant suffisament la fuite
pour déclencher des mécanismes de protection et limiter 1’activation des protéines pro-

apoptotiques.

2. La cyclohéximide
Nous avons également utilisé la cychlohéximide comme controle pour vérifier que les effets
observés n’étaient pas dépendants de I’arrét de I’activité de transcription protéique induite
suite a 1’utilisation des différents antibiotiques.
L’utilisation de la cyclohéximide ne montre pas de changement au niveau des concentrations

calciques intracellulaires. La diminution du calcium cytosolique libre pourrait s’expliquer par
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une augmentation de la formation des complexes calcium-calmoduline afin d’activer
différentes enzymes comme la phosphatase calcineurine, considérée parmi les facteurs les
plus importants dans la résistance aux traitements anti-fongiques [540], dont la
cychlohéximide fait partie.

De plus, I’absence de résultats de protection contre les 1ésions d’ischémie/reperfusion in vivo
suite au pré-conditionnement par la cyclohéximide valide le lien entre la protection observée
suite a I'utilisation de la puromycine (et potentiellement la pactamycine) et la modulation du
calcium intracellulaire par la fuite a travers le translocon.

Pour conclure cette partie, nous avons pu démontrer grace a deux molécules différentes, la
puromycine et la pactamycine, que: (1) le translocon est un canal de fuite calcique situé sur la
partie longitudinale du RS, (2) la fuite calcique a travers le translocon n’affecte pas les stocks
calciques du RS jonctionnel et (3) I’activation de cette fuite est liée a la libération du pore du
translocon de la chaine polypeptidique et est indépendante de tout effet de I'arrét de la
traduction.

Nos résultats décrivent pour la premicre fois ’activité de la fuite calcique du translocon au
sein du cardiomyocyte et corroborent les observations faites par plusieurs équipes sur d’autres
types cellulaires non musculaires [110,517,520,522,523,525].

De plus, le fait de pouvoir moduler la fuite calcique du RS (et donc la survie cellulaire) sans
impacter la contraction des cardiomyocytes (d@i au calcium du RS jonctionnel) est capital. Il

s’agit donc d’un élément clé dans la recherche d’une alternative thérapeutique en clinique.

3. L’anisomycine
Comme pour 1’émétine, 1’anisomycine devrait inhiber la fuite de calcium induite par la

puromycine a travers le translocon et il en a été ainsi dans nos expériences. Cependant, un
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effet inattendu a été observé: I'utilisation de ’anisomycine a induit une diminution non
seulement du stock calcique du RS jonctionnel mais également du niveau du calcium
mitochondrial.

Le réle de I’anisomycine dans I’inhibition de la fuite calcique ainsi que I’inhibition de la
déplétion calcique réticulaire a été largement étudié [110,517,520,522,523,525]. En revanche,
son effet sur le stock calcique du RS reste peu connu.

Nos données suggerent que les deux compartiments réticulaires (longitudinal et jonctionnel)
des cardiomyocytes murins ne partagent pas de connectivité¢ luminale, puisque la libération de
calcium a travers le translocon du RS longitudinal semble indépendante de celle du RS
jonctionnel ou RyR-dépendente. Toutefois, une régulation croisée pourrait exister, puisque
l'utilisation de l'anisomycine en amont de la puromycine a induit une augmentation du niveau
de calcium dans le RS longitudinal accompagnée d'une diminution de son niveau dans la RS
jonctionnel. Cela pourrait s'expliquer par une boucle de rétroaction a travers laquelle 'activité
des pompes SERCA peut étre inhibée lorsque le niveau de calcium luminal est suffisamment
¢levé [541].

Nos résultats montrent également une diminution du taux de calcium mitochondrial suite a
I’utilisation de I’anisomycine. Santulli et al. et d'autres, ont suggéré la présence d'une boucle
de rétrocontrole entre le RS jonctionnel et les mitochondries [538,542]. Par conséquent, une
baisse du taux de calcium du RS jonctionnel comme celle induite par le prétraitement a
I’anisomycine pourrait étre la cause de la diminution observée du taux de calcium
mitochondrial. Ce phénomeéne serait similaire a celui observé suite au prétraitement par la
puromycine ou la diminution du stock du RS longitudinal pourrait limiter 1'échange calcique
avec les mitochondries entrainant une diminution de leurs stocks de calcium

[470,471,539,543].
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Cette diminution pourrait expliquer la protection observée suite au post-conditionnement des
souris in vivo par I’anisomycine apres ischémie/reperfusion. En effet, la diminution du stock
calcique mitochondrial a été proposée comme solution pour protéger le cceur contre les
Iésions d’ischémie/reperfusion. Une autre explication réside dans le fait que la reprise de
I’activé des SERCA au moment de la reperfusion, suite a la reprise de la production d’ATP,
induit des oscillations calciques issues du RS jonctionnel (§: III-2). Le fait que 1’anisomycine
réduise la concentration de ce dernier en calcium suggere qu’un post-conditionnement par
I’anisomycine pourrait réduire les vagues calciques de la reperfusion en limitant les
oscillations calciques et par conséquent la surcharge calcique cytoplasmique et
mitochondriale.

De plus, une diminution du taux de calcium du RS jonctionnel pourrait avoir un effet inotrope
négatif sur le fonctionnement du muscle cardiaque. Un tel effet est observé lors de 1’utilisation
des béta-bloquants utilisés dans le post-conditionnement cardiaque [404,534].

En conclusion, des études additionnelles sur le translocon doivent étre menées dans le but de
mieux appréhender son role et son mécanisme d’action dans le cadre de la protection contre

les 1ésions d’ischémie/reperfusion, voire aussi dans le cadre d’autres pathologies cardiaques.
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# . CONCLUSION ET PERSPECTIVES
L’homéostasie calcique au sein des cardiomyocytes nécessite 1’intervention de plusieurs
acteurs comme les canaux et les pompes calciques, les proteines tampons, et aussi les canaux
de fuite calcique, parmi lesquels nous avons identifi¢ le translocon.
Notre étude est la premiere a démontrer le role du translocon comme un canal de fuite
calcique actif au sein des cardiomyocytes, plus précisément au niveau du RS longitudinal.
Grace a une approche originale, nous avons pu démontrer aussi que la modulation de la fuite
calcique a travers le translocon réduisait le stock calcique mitochondrial et du RS
longitudinal, sans influencer le stock du RS jonctionnel responsable de la contraction
cellulaire.
Plus important encore, nous avons initi¢ 1’é¢tude des différentes voies de signalisation
impliquées dans la cardioprotection li¢es a la fuite calcique telle que 1’apoptose, 1’autophagie
et le stress réticulaire.
En effet, I’'implication d'un stress réticulaire modéré dans la limitation du transfert de calcium
du réticulum a la mitochondrie pendant le reperfusion a été décrit plusieurs fois comme
mécanisme de protection contre la surcharge calcique mitochondriale pendant la reperfusion
[470,471], ainsi que dans le déclenchement de différentes voies de cardioprotection
[462,465,467,468]. Nos résultats montrent que la modulation pharmacologique de la fuite
calcique a travers le translocon permettrait de favoriser la survie cellulaire et jouerait un role
protecteur contre les 1ésions d’ischémie/reperfusion. Ceci est validé par nos résultats de pré et
post-conditionnement in vitro et in vivo. La déplétion calcique du réticulum suite a
I’activation de la fuite calcique apres prétraitement a la puromycine est connue comme
inducteur d’un stress réticulaire et activateur de la réponse UPR et de 1’apoptose

[110,517,520].
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Dans le suivi de ce travail, nous pensons que le stress réticulaire sera la cl¢ de la
cardioprotection observée. (1) Il serait crucial d’étudier les différentes voies connues de
I’UPR afin de mieux comprendre le lien qui pourrait exister entre le calcium du RS
longitudinal et la survie cellulaire au sein des cardiomyocytes. De plus, comme déja évoqué
dans I’introduction, le stress réticulaire serait une cible thérapeutique de premier choix dans la
cardioprotection en raison de son implication dans un grand nombre de maladies a I’origine
de I’échec des traitements actuels de cardioprotection comme I’obésité, le diabeéte et méme le
veillissement... Trouver une cible commune representerait une opportunité¢ thérapeutique
capitale (2) pour cela il serait interressant de valider, chez des souris avec différents profils
pathologiques, les effets de la cardioprotection obtenus dans notre étude ainsi que de tenter de
comparer les voies impliquées dans cette potentielle protection. (3) Il serait aussi utile de
décoder les différentes voies de mort cellulaire impliquées dans les Iésions
d’ischémie/reperfusion tel que I’apoptose, la nécrose, I’autophagie, les voies calcium-
dépendantes, mais aussi les voies connues de protection comme les voies RISK et SAFE. De
cette maniére nous pourrons mieux comprendre les mécanismes d’action impliqués dans la
cardioprotection et définir le role respectif de chaque voie afin de déterminer des cibles
potentielles pour améliorer notre stratégie.

La diminution de la taille d’infarctus n’est pas le seul but de la cardioprotection, la survie de
I’organe ainsi que son bon fonctionnement sont tout aussi importants, pour cela (4) des études
sur les fonctions cardiaque post-infarctus seront cruciales. (5) Ces études seront
accompagnéespar 1’étude des demie-vie de nos molécules d’intérét, et leur potentiel effet
toxique. En effet, 'insuffisance cardiaque constitue un probléme majeur suite aux lésions
d’ischémie/reperfusion, souvent liée aux traitements avec des effets inotropes négatifs utilisés

dans les phases post-infarctus. Comme pour 1’utilisation de 1’anisomycine qui a montré une
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diminution du taux calcique du RS jonctionnel, (6) il serait donc intéréssant de regarder le
potentiel effet inotrope suite au traitement par 1’anisomycine. En effet, cela nous permettra de
mieux comprendre I’organisation intra-cellulaire ainsi que de mieux adapter les doses et les
traitements pendant et apres 1’ischémie/reperfusion.

Enfin, la majorité¢ des mesures calciques que nous avons effectuées €taient des estimations
mesurées en utilisant des sondes chimiques comme le Fura-2, (7) grace a la technologie des
virus crispr-cas-9, il serait intéressant d’¢tudier avec plus de minutie la dynamique calcique
intracellulaire en utilisant des sondes génétiques mesurant d’une facon directe et précise
I’évolution des concentrations calciques des différents organelles au sein des cardiomyocytes.
Ceci permettra de valider les effets observés dans cette étude, mais plus important encore de
mieux comprendre I’organisation spatiale des organelles au sein d’un cardiomyocyte.

Pour conclure, nous avons montré que la modulation de la fuite calcique a partir du translocon
est cardioprotectrice et repose sur une réponse cellulaire multimodale induisant une
diminution de l'apoptose médiée par les mitochondries, une diminution de 1'activation de la
calpaine calcique dans le cytosol et une augmentation de I'autophagie. Cibler spécifiquement
la réserve de calcium du RS longitudinal via un canal de fuite de calcium réticulaire est une
approche nouvelle permettant d’une part de mieux comprendre la biologie cellulaire des
cardiomyocytes et d’autre part de proposer une cible contre les 1ésions de reperfusion ouvrant

ainsi de nouvelles perspectives pour la recherche clinique.
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Modulation pharmacologique de la fuite calcique du réticulum sarcoplasmique

au sein de cardiomyocytes soumis a 1'hyp oxie/réoxygénation

RESUME
Le calcium est un acteur cl¢ de la physiologie cellulaire et dans les cardiomyocytes le réticulum
sarcoplasmique (RS) constitue une source principale de calcium intracellulaire. L'homéostasie
calcique au sein du RS est finement régulée avec des canaux calciques, des pompes, des tampons et
des canaux de fuite calcique comme le translocon. Au cours de l'infarctus du myocarde, une altération
de I'noméostasie du calcium entre le RS, les mitochondries et le cytosol se produit et conduit a la mort
cellulaire. Afin de limiter la toxicité du calcium, nous avons demandé si la modulation du stock
calcique du RS, a l'origine de la surcharge calcique mitochondrial, en ciblant le translocon, pourrait
étre une stratégie efficace.
Nous avons pu (1) carateriser le translocon en tant que canal de fuite calcique actif localisé dans le RS
longitudinal chez les cardiomyocytes de souris adultes. Nous avons montré aussi que (2) l'activation
pharmacologique du translocon induit une réduction partielle des réserves calcique du RS longitudinal
et exerce un effet de pré-conditionnement sur le myocarde avant l'ischémie/reperfusion (3) sans altérer
les réserves calciques ryanodine-dependantes. De maniére importante, cela a été corrélé avec (4) une
diminution de I'activation des protéines pro-apoptotiques mitochondriales, (5) une diminution du taux
d'augmentation du calcium dans le cytosol pendant l'ischémie, (6) une diminution de ’activation des
calpains calcium-dependante et (7) une augmentation des mécanismes de pro-survie: autophagie et
ER-stress.
Cette étude propose un nouveau paradigme dans la cardioprotection en découplant fonctionnellement
la contraction calcium-dépendante et le sort des mitochondries calcium-dépendant ce qui met 'accent
sur les connaissances actuelles sur la dualité entre les RS jonctionel et longitudinal dans les
cardiomyocytes et ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques en proposant une stratégie
thérapeutique multi-cible contre les 1ésions d’ischémie/reperfusion.

ABSTRACT
Calcium is a key compnement of ceelular physiology and in cardiomyocytes the sarcoplasmic
reticulum (SR) represent a major source of intracellular calcium. Calcium homeostasis in the SR is
finely regulated by calcium channels, pumps, buffers and calcium leak channels such as translocon.
During myocardial infarction, alteration of calcium homeostasis between the RS, mitochondria and
cytosol occurs and leads to cell death. In order to limit calcium toxicity, we questioned if modulating
the RS calcium stock, at the origin of the mitochondrial calcium surcharge, by targeting the translocon,
might be an effective strategy.
We were able to (1) caraterize translocon as an active calcium leak channel localized in the
longitudinal RS in adult mouse cardiomyocytes. We also showed that the (2) pharmacological
activation of translocon induces a partial reduction of longitudinal RS calcium stores and exerts a
preconditioning effect on myocardium before ischemia/reperfusion (3) without altering the ryanodine-
dependent calcium stores. Importantly, this was correlated with (4) a decrease in the activation of
mitochondrial pro-apoptotic proteins, (5) a decrease in the rate of calcium increase in the cytosol
during the ischemia duration, (6) a decrease in the calcium-dependent calpains activation and (7) an an
increase of pro-survival mechanisms: autophagy and ER-stress.
This study proposes a new paradigm in cardioprotection by functionally decoupling the calcium-
dependent contraction and calcium-dependent mitochondria fate which emphasize the present
knowledge on the duality between junctional and longitudinal RS in cardiomyocytes and open up new
therapeutic perspectives by proposing a multi-target therapeutic strategy against ischemia/reperfusion
injuries.




