
HAL Id: tel-04813432
https://theses.hal.science/tel-04813432v1

Submitted on 2 Dec 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du
myocarde

Louwana Allawa

To cite this version:
Louwana Allawa. Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde. Médecine humaine
et pathologie. Université d’Angers, 2022. Français. �NNT : 2022ANGE0077�. �tel-04813432�

https://theses.hal.science/tel-04813432v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


THESE DE DOCTORAT DE 
 
 
 

 
L'UNIVERSITE D'ANGERS 
COMUE UNIVERSITE BRETAGNE LOIRE 
 

 

ECOLE DOCTORALE N° 605  
Biologie Santé  
Spécialité : Physiologie, Physiopathologie, Biologie Systémique Médicale  
 
Par 

Louwana ALLAWA  

   Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde   
 
      
     Thèse présentée et soutenue à Angers, le 21 novembre 2022 
     Unité de recherche : MITOVASC UMR Inserm U1083 - CNRS 6015 
     Thèse N° : 211764 

 

 

 

Rapporteurs avant soutenance : 
 
Denis ANGOULVANT                                               Professeur des Universités – Praticien Hospitalier 
                                                                                    Université de Tours 
 
François ROUBILLE                                               Professeur des Universités – Praticien Hospitalier 
                                                                                    CHU de Montpellier 
Composition du Jury :  

 
Président :   Pascale JEANNIN                Professeur des Universités – Praticien Hospitalier  
                                                                                    CRCI2NA Inserm U1307 – CNRS UMR 6075, Angers 
 
Examinateur :    Thomas BOCHATON           Praticien Hospitalier Universitaire  
                                                                                    Université Claude Bernard Lyon 1   
                                                                         
Directeur de thèse :  Fabrice PRUNIER                Professeur des Universités – Praticien Hospitalier  
                                                                                    MITOVASC UMR Inserm U1083 - CNRS 6015, Angers 
 
Co-encadrant de thèse : Sophie TAMAREILLE          Ingénieur d’Études  
                                                                                    MITOVASC UMR Inserm U1083 - CNRS 6015, Angers 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

ENGAGEMENT 
DE NON PLAGIAT 

 

Je, soussignée  ALLAWA Louwana 
déclare être pleinement conscient(e) que le plagiat de documents ou d’une  
partie d’un document publiée sur toutes formes de support, y compris l’internet,  
constitue une violation des droits d’auteur ainsi qu’une fraude caractérisée.  
En conséquence, je m’engage à citer toutes les sources que j’ai utilisées  
pour écrire ce rapport ou mémoire. 
 
 
signé par l'étudiante le    03/10/2022 

 

Cet engagement de non plagiat doit être signé et joint 
à tous les rapports, dossiers, mémoires. 

 
Présidence de l'université 

40 rue de rennes – BP 73532 
49035 Angers cedex 

Tél. 02 41 96 23 23 | Fax 02 41 96 23 00 



 

L’auteur du présent document vous 
autorise à le partager, reproduire, 
distribuer et communiquer selon 
les conditions suivantes :  

− Vous devez le citer en l’attribuant de la manière indiquée par l’auteur (mais pas d’une manière 
qui suggérerait qu’il approuve votre utilisation de l’œuvre). 

− Vous n’avez pas le droit d’utiliser ce document à des fins commerciales. 

− Vous n’avez pas le droit de le modifier, de le transformer ou de l’adapter. 

Consulter la licence creative commons complète en français : 
http://creativecommons.org/licences/by-nc-nd/2.0/fr/ 



 

« Un savant dans son laboratoire n'est pas seulement un technicien : c'est aussi un 

enfant placé devant des phénomènes naturels qui l'impressionnent comme des 

contes de fées. Nous devons avoir un moyen pour communiquer ce sentiment à 

l'extérieur, nous ne devons pas laisser croire que tout progrès scientifique se réduit 

à des machines et des engrenages. » 

 

Marie Curie



 

DEDICACE 

Je dédie du profond de mon cœur ce travail de thèse à tous ceux qui me sont 

chers, 

À Papa, Abed 

Je n’aurai pas pu accomplir cette importante tâche de ma vie sans toi. Merci pour 

ton affection et ton soutien sans jugement durant toutes les années de mes études. 

Merci pour tous les sacrifices que tu as fait pour moi. Papa, te rendre fier de ta fille a 

toujours été ma plus grande motivation dans la vie. 

À Maman, Adriana 

À qui m’a fait confiance et laissée choisir ma route, en m’encourageant, en me 

donnant la force pour que rien ne m’arrête et que je puisse m’accomplir. À qui m’a 

appris toujours que rien n’est impossible. Maman, si je suis arrivée à réaliser mon 

rêve, sache que c’est grâce à toi, à ta générosité, à ta tendresse, à ton amour 

inconditionnel et à tes prières. Tu es la meilleure maman qui peut exister sur terre. 

À mes frères, {Mohamed, Majd & Jad} 

Malgré la distance qui nous sépare, vous m’avez offert le soutient le plus 

remarquable, j’espère pouvoir le rendre un jour.  Peu importe quand, peu importe 

comment, je sais que je pourrais toujours compter sur vous. 

À ma petite sœur, Majdeline 

Merci pour tous les moments de joie que tu m’apportes. Les appels vidéo étaient 

un des meilleurs remèdes aux mauvaises journées que j’ai passées. Merci d’être là. 

Je t’aime fort. 

À mon petit frère, Abed junior 

Bien que tu aies grandi loin de moi, sache que je ne cesse de regarder tes photos 

et tes vidéos à chaque fois que mes parents me les envoient. 

 



 

À toi mon Liban, 

J'ai grandi dans l'espérance qu'un jour tu iras mieux. 

D’ici là, je ne cesserai jamais de t'aimer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

REMERCIEMENTS  

Pour commencer, parce qu’il existe un début à tout, je souhaite tout particulièrement 

remercier mon directeur de thèse, Monsieur le Professeur Fabrice Prunier, pour 

m’avoir permis de réaliser cette thèse au sein du laboratoire MITOVASC. Merci pour 

votre soutien et pour la confiance que vous m’avez accordée en acceptant 

d’encadrer ce travail ainsi que pour tous vos conseils qui ont permis de mener à bien 

ce travail de recherche.  

J’adresse également mes vifs remerciements à ma co-encadrante de thèse, Madame 

le Docteur Sophie Tamareille, non seulement pour son investissement profond dans 

ce travail mais pour son encouragement continu, sa grande gentillesse et son bon 

esprit. Sophie, je te remercie vivement de m’avoir aidée à améliorer mes 

compétences et l’autonomie dans mon travail, et aussi pour toutes les discussions 

enrichissantes, ta patience, ton aide constante, ta disponibilité permanente, pour 

avoir consacré beaucoup de temps à relire et corriger maintes fois ce manuscrit. Plus 

personnellement, merci de m’avoir redonné confiance en moi et en mon projet 

quand j’étais un peu dans le noir. Je suis à jamais reconnaissante. 

J’exprime ma gratitude et mon profond respect à Monsieur le Professeur Denis 

Angoulvant, ainsi qu’à Monsieur le Professeur François Roubille pour avoir accepté 

d’être rapporteurs de ma thèse.  

Je tiens aussi à remercier Monsieur le Docteur Thomas Bochaton tout d’abord pour 

la collaboration faite dans ce travail de thèse et ensuite pour m’avoir fait l’honneur 

d’examiner ce travail. 

Je tiens à exprimer ma profonde reconnaissance à Madame le Professeur Pascale 

Jeannin d’avoir accepté de participer à mon jury de thèse en tant que président du 

jury, après avoir suivi l’avancée de mes travaux de recherche durant mes années de 

thèse, en tant que membre de mon comité de suivi de thèse. Je vous remercie aussi 

pour la collaboration faite dans ce travail de thèse, ce fut un grand privilège de 

pouvoir bénéficier de votre expertise et de vos conseils. 



 

Je souhaiterais aussi remercier Monsieur le Docteur Daniel Henrion, directeur de 

laboratoire MITOVASC, pour m’avoir accueillie dans son laboratoire, pour sa 

gentillesse et pour son soutien.  

Je remercie également Monsieur le Professeur Laurent Macchi d’avoir accepté d'être 

membre de mon comité de suivi de thèse et ainsi d'avoir évalué mon travail au cours 

de mes années de thèse.  

Je voudrais également remercier Monsieur le Docteur Yves Delneste pour ses 

conseils et ses remarques, toutes pertinentes durant toutes nos réunions.  

Je n’oublie pas Madame le Docteur Emilie Martinez et Monsieur le Docteur Jacques 

Noireaud, qui m’ont fait découvrir le monde de la recherche lors de mon stage de 2 

mois en Master 1 au laboratoire SOPAM (Stress Oxydant et PAthologies 

Métaboliques). C’est grâce à vous que mon envie de travailler dans la recherche s’est 

concrétisée et j’éprouve une profonde gratitude envers vous, pour m’avoir laissé ma 

chance.  

Je tiens à remercier Madame le Docteur Céline Beauvilain pour son aide précieuse 

et également pour nous avoir permis d'accéder au modèle de souris CLU.  

Je remercie aussi sincèrement Pascale Pignon et Simon Blanchard de l’équipe 4 du 

laboratoire Inserm U1307 – CNRS UMR 6075 - CRCI2NA (Centre de Recherche en 

Cancérologie et Immunologie Intégrée Nantes Angers) pour l’aide sur de 

nombreuses expériences et leur collaboration.  

Je souhaite remercier également Catherine Guillet et Jérôme cayon de la plateforme 

PACeM (Plateforme d’Analyse Cellulaire et Moléculaire) pour leur expertise et leurs 

conseils en cytométrie/Rt-qPCR.   

Je tiens à remercier Antoine Poirier pour toute l’aide apportée dans les travaux de 

cette thèse lors de son stage de master 2. Un tout grand merci. 

J'adresse mes remerciements à toutes les personnes de laboratoire MITOVASC qui 

ont contribué de près ou de loin à ces travaux de thèse : Agnès, Anne-Laure, Louis, 

Linda, Hélène et Aglaé, sans oublier les membres de SCAHU (Service Commun 

d’Animalerie Hospitalo-Universitaire) qui prennent soin de nos souris.  



 

Justine et Lucie, je voulais dire que c’était très agréable de travailler avec vous ! Merci 

pour votre participation à mes travaux de thèse, pour votre gentillesse. Merci pour 

tout le temps que vous m’avez accordé, qui parfois, retarde vos expérimentations. Je 

suis très reconnaissante. 

Je tiens tout particulièrement à remercier toutes celles et ceux qui ont fait de cette 

expérience une expérience joyeuse, mes amis de toujours : Samar, Rima, Ahmad, 

Jacinthe, Charbel, Mirvana, Hajar, Asmaa et Joudy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

SOMMAIRE 

LISTE DES FIGURES ................................................................................................................... I 

LISTE DES TABLEAUX ............................................................................................................... II 

LISTE DES ABREVIATIONS ....................................................................................................... III 

INTRODUCTION ......................................................................................................................1 

Chapitre 1 : Infarctus du myocarde et cardioprotection ................................................................................... 2 

I. Infarctus du myocarde ............................................................................................................................... 3 

A. Prise en charge ...................................................................................................................................... 4 

B. Lésions d’ischémie-reperfusion au décours de l’IDM ............................................................................ 5 

1. La surcharge calcique ........................................................................................................................ 8 

2. Le stress oxydant ............................................................................................................................... 9 

3. L’inflammation ................................................................................................................................ 10 

4. L’ouverture du mPTP ....................................................................................................................... 10 

5. La mort cellulaire ............................................................................................................................. 11 

II. Les stratégies de cardioprotection........................................................................................................... 17 

A. Cardioprotection mécanique par le conditionnement ischémique local ............................................ 20 

B. Cardioprotection mécanique par conditionnement ischémique à distance ....................................... 20 

C. Cardioprotection pharmacologique .................................................................................................... 21 

D. A la recherche de nouvelles cibles pour la cardioprotection .............................................................. 22 

Chapitre 2 : Réponse inflammatoire au cours de l’infarctus du myocarde ...................................................... 24 

I. Initiation de la réponse inflammatoire par les DAMPs ............................................................................ 26 

A. Les signaux de dangers endogènes ou DAMPs .................................................................................... 27 

1. HMGB1 ............................................................................................................................................ 28 

2. ATP extracellulaire .......................................................................................................................... 29 

3. ADN mitochondrial .......................................................................................................................... 29 

4. Protéines de choc thermique .......................................................................................................... 30 

5. Fibronectine .................................................................................................................................... 32 

6. ARN extracellulaire .......................................................................................................................... 33 

7. Histones extracellulaires ................................................................................................................. 34 

B. Les récepteurs de signaux de dangers endogènes ou PRRs ................................................................ 36 



 

1. Les TLRs ........................................................................................................................................... 37 

2. Le récepteur RAGE .......................................................................................................................... 40 

3. Les récepteurs de type NOD ........................................................................................................... 41 

4. Les récepteurs purinergiques P2X7 ................................................................................................. 43 

5. Les pentraxines ............................................................................................................................... 44 

C. Le facteur de transcription nucléaire κB (NF-κB) ................................................................................. 47 

II. Effecteurs cellulaires de la réponse inflammatoire ................................................................................. 48 

A. Les neutrophiles .................................................................................................................................. 49 

B. Les monocytes et les macrophages ..................................................................................................... 50 

C. Les fibroblastes cardiaques ................................................................................................................. 52 

D. Les lymphocytes .................................................................................................................................. 52 

III. Cytokines pro-inflammatoires ................................................................................................................. 54 

A. TNF-α ................................................................................................................................................... 55 

B. IL-1 ....................................................................................................................................................... 55 

C. IL-6 ....................................................................................................................................................... 56 

Chapitre 3 : La clusterine ................................................................................................................................ 57 

I. Synthèse et structure de la clusterine ..................................................................................................... 58 

II. Expression, demi-vie et régulation de la clusterine ................................................................................. 63 

III. Fonctions physiologiques de la clusterine ............................................................................................... 64 

A. La reproduction ................................................................................................................................... 64 

B. Le transport de lipides ......................................................................................................................... 65 

C. La clusterine entre apoptose et survie ................................................................................................ 66 

D. L’inhibition du complexe d’attaque membranaire du système du complément ................................ 70 

E. La clusterine : une protéine chaperonne extracellulaire ..................................................................... 70 

IV. La clusterine dans des situations physiopathologiques ........................................................................... 73 

A. Maladies neuro dégénératives ............................................................................................................ 73 

B. Cancer .................................................................................................................................................. 74 

C. Maladies cardiovasculaires .................................................................................................................. 75 

D. Pathologies ischémiques ..................................................................................................................... 76 

BUT DU TRAVAIL ................................................................................................................... 78 

MATERIELS ET METHODES .................................................................................................... 81 

I. Modèle in vitro d’hypoxie-réoxygénation ............................................................................................... 82 

A. Lignée cellulaire H9C2 ......................................................................................................................... 82 

B. Modèle d’hypoxie-réoxygénation ....................................................................................................... 82 

C. Quantification de la mortalité cellulaire .............................................................................................. 84 



 

II. Modèle in vivo d’ischémie-reperfusion ................................................................................................... 85 

A. Souris ................................................................................................................................................... 85 

B. Modèle d’ischémie-reperfusion myocardique .................................................................................... 85 

C. Quantification de la taille de l’infarctus .............................................................................................. 86 

III. Etude clinique .......................................................................................................................................... 87 

A. Cohorte HIBISCUS-STEMI ..................................................................................................................... 87 

B. Donneurs sains .................................................................................................................................... 88 

IV. Méthodes d’analyses ............................................................................................................................... 88 

A. Analyse de l’expression des protéines par western Blot ..................................................................... 88 

1. Extraction et dosage des protéines ................................................................................................. 88 

2. Western Blot ................................................................................................................................... 89 

B. Analyse de l’expression des gènes par RT-qPCR .................................................................................. 90 

1. Extraction et dosage des ARN ......................................................................................................... 90 

2. Transcription inverse et PCR quantitative ....................................................................................... 91 

C. Dosage immunologique ....................................................................................................................... 92 

1. Dosage de clusterine ....................................................................................................................... 92 

2. Dosage de nucléosomes .................................................................................................................. 93 

3. Dosage du complexe clusterine-histones ........................................................................................ 93 

V. Analyses statistiques des résultats .......................................................................................................... 93 

RESULTATS ET DISCUSSION ................................................................................................... 95 

Introduction ................................................................................................................................................... 96 

Résultats ........................................................................................................................................................ 98 

Discussion .................................................................................................................................................... 132 

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ........................................................................... 134 

CONCLUSION ...................................................................................................................... 141 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........................................................................................ 143 

ANNEXES ............................................................................................................................ 193 

 



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  I 

 

LISTE DES FIGURES 

FIGURE 1 : SCHEMA D’IDM MONTRANT UN CŒUR AVEC DES LESIONS TISSULAIRES DUES A UNE ARTERE 

OBSTRUEE .............................................................................................................................. 3 

FIGURE 2: PROGRESSION DE LA NECROSE MYOCARDIQUE « WFP » ......................................................... 5 

FIGURE 3: CINETIQUE D’EXTENSION DE L’IDM ..................................................................................... 7 

FIGURE 4 : LES DIFFERENTES MEDIATEURS A L’ORIGINE DES LESIONS D’I/R DANS L’IDM AIGU ...................... 8 

FIGURE 5 : CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DE LA NECROSE ........................................................... 11 

FIGURE 6 : CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DE L’APOPTOSE .......................................................... 12 

FIGURE 7: MECANISMES UNIVERSELS DE LA LIBERATION DE DAMPS ...................................................... 16 

FIGURE 8 : REPRESENTATION DES DIFFERENTES VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUES DANS LA 

CARDIOPROTECTION............................................................................................................... 18 

FIGURE 9 : DIFFERENTES STRATEGIES DE CARDIOPROTECTION ................................................................ 19 

FIGURE 10 : LES PHASES DE LA REPONSE INFLAMMATOIRE EN REPONSE A L'I/R MYOCARDIQUE ................... 25 

FIGURE 11 : SCHEMA RESUMANT L'INFLAMMATION MEDIEE PAR DAMP/PRR APRES UN IDM .................. 26 

FIGURE 12 : STRUCTURE DES HISTONES ET ASSEMBLAGE DES NUCLEOSOMES ............................................ 35 

FIGURE 13 : VOIES DE SIGNALISATION SIMPLIFIEES DES TLRS ................................................................ 38 

FIGURE 14 : STRUCTURE ET FONCTIONNEMENT DE L’INFLAMMASOME NLRP3 ......................................... 43 

FIGURE 15 : ÉVOLUTION TEMPORELLE DE L’INFILTRATION INFLAMMATOIRE AU SEIN DU MYOCARDE APRES 

L’IDM ................................................................................................................................ 54 

FIGURE 16 : CLU : GENE ET TRANSCRITS ............................................................................................ 59 

FIGURE 17 : : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA STRUCTURE DE LA CLU HUMAINE............................. 61 

FIGURE 18 : BIOGENESE DE LA CLU .................................................................................................. 62 

FIGURE 19 : LA CLU ENTRE APOPTOSE ET SURVIE ............................................................................... 69 

FIGURE 20 : ROLES DES CHAPERONS EXTRACELLULAIRES DANS LA PROTEOSTASE ....................................... 72 

FIGURE 21 : PARTIES DE TRAVAIL DE LA THESE .................................................................................... 80 

FIGURE 22 : CHAMBRE A HYPOXIE .................................................................................................... 83 

FIGURE 23 : PROTOCOLE EXPERIMENTAL IN VITRO D’HYPOXIE/REOXYGENATION. ..................................... 84 

FIGURE 24 : EVALUATION DE TAILLE DE L’INFARCTUS PAR PLANIMETRIE APRES LA SEQUENCE D’ I/R ............. 87 

  



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  II 

 

LISTE DES TABLEAUX 

TABLEAU 1 : AGENTS PHARMACOLOGIQUES INFLAMMATOIRES EVALUES CHEZ L’HOMME DANS LE CONTEXTE DE 

L’IDM ................................................................................................................................ 23 

TABLEAU 2 : PRINCIPAUX DAMPS ET LES RECEPTEURS IMPLIQUES DANS LEUR RECONNAISSANCE. ............... 36 

TABLEAU 3  : LISTE DES PRINCIPALES PROTEINES HOMOLOGUES A LA CLU. .............................................. 57 

TABLEAU 4  : ANTICORPS PRIMAIRES ET SECONDAIRES UTILISES EN WESTERN BLOT ................................... 90 

TABLEAU 5 : LISTE DES AMORCES UTILISES POUR LA PCR QUANTITATIVE. ................................................ 92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  III 

 

LISTE DES ABREVIATIONS 

a.a. : Acides aminés  

AAR :  Aire à risque 

ADNmt : ADN mitochondrial  

AIF : Apoptosis-inducing factor 

Akt : Protéine kinase B 

AN : Aire nécrosée 

AP-1 : Activator protein 1 

AP-2 : Activator protein-2 

APAF-1 : Apoptotic protease activationg factor 1 

ApoER2 : Apolipoprotein E receptor 2 

apoJ : Apolipoprotéine J 

AREs : Androgen response elements 

ARNex : ARN extracellulaires 

ASAP : Alternative Splicing Annotation Project 

ASC : Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain 

ATP : Adénosine triphosphate 

AVC : Accident vasculaire cérébral  

Aβ : Peptide β-amyloïde 

BID : BH3 interacting domain death agonist 

CAM : Complexe d’attaque membranaire  

CCL7 : C-C motif chemokine ligand 7 

CD8 : Lymphocytes T cytotoxiques  



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  IV 

 

cDAMPs : Constitutive DAMPs  

CLI : Complement lsis inhibitor  

CLU : Clusterine  

CO2 : Dioxyde de carbone  

COMMD1 : Copper metabolism (Murr1) domain containing 1 

CREs Cyclic-AMP response éléments 

CRP : C-reactive protein 

DAMPs : Damage associated molecular pattern 

EGCG : Gallate épigallocatéchine  

eNOS : Monoxyde d’azote synthase endothéliale   

ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinases 

FADD : Fas-associated death domain protein 

FasL : Fas ligand 

FN : Fibronectine 

FN-EDA: Fibronectine extra domaine A  

GBD : Global burden of disease 

GGA : Géranylgéranylacétone  

Gi/q : Protéines G inhibitrices 

GPX4 : Glutathione peroxydase de type 4 

Gs : Protéines G stimulatrices  

GSDMD : Gasdermine D 

GSH : Glutathion  

GSK-3β : Glycogene synthase kinase 3 β  

H/R : hypoxie-réoxygénation  



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  V 

 

HDL : High density lipoprotein 

HIBISCUS-STEMI : Cohort of patients to identify biological and imaging markers of cardiovascular outcomes 

in ST elevation myocardial infarction 

HMG : High mobility group 

HMGB :  High mobility group box 

HSF1 : Heat shock factor 1 

HSPs : Heat shock proteins 

I/R : Ischémie-reperfusion  

ICAMs : Intracellular adhesion molecules 

iCLU : Formes intracellulaires de CLU 

iDAMPs : inducible DAMPs 

IDM : Infarctus du myocarde 

IkB-α : Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha 

IKK : IkB kinase 

IL-1 : Interleukine-1  

IP : Iodure de propidium  

JAK: Janus kinase 

LDL : Low density lipoprotein 

MA : Maladie d’Alzheimer  

mKATP : Canaux potassiques ATP dépendants  

MKKs : MAP kinases  

MLKL : Mixed-lineage kinase domain-like 52 pseudokinase 

MMPs : Matrix metalloproteinases 

mPTP : Pore de transition de perméabilité mitochondrial 



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  VI 

 

mTOR : Mammalian target of rapamycin 

MyD88 :  Myeloid differenciation primary response protein 88 

N2 : Azote 

nCLU : Forme nucléaire de CLU  

NETs : Neutrophil extracellular traps 

NF-κB : Nuclear factor-kappa B 

NK : Natural killer 

NLR :  Nucleotide oligomerization domain receptors 

NLRP3 : NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

NO : Monoxyde d’azote 

O2 : Oxygène 

PAD4 : Peptidyl arginine déiminase 4  

PAMPs : Pathogen associated molecular patterns 

PI3K : Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 3-kinase 

PKA : protéine kinase A 

PKC : protéine kinase C 

PKG : protéine kinase G 

PMNs : Leucocytes polymorphonucléaires  

PostC : Postconditionnement ischémique 

PPADS : Pyridoxalphosphate-6′-azophény2′,4′-disulfonate 

PréC : Préconditionnement ischémique 

PRRs : Pattern recognition receptors 

PTX3 : Pentraxine-3  

RAGE : Receptor for advanced glycation end-products 



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  VII 

 

RE : Réticulum endoplasmique 

RIC : Conditionnement ischémique à distance 

RIPK1 : Receptor interacting protein kinase 1 

RIPK3 : Receptor interacting protein kinase 3 

RISK : Reperfusion injury salvage kinase 

ROS : Reactive oxygen species 

RSL3 : RAS-selective lethal 3 

SAFE : Survivor activating factor enhancement 

SAP : Serum amyloid P-component 

shARN : ARN en épingle à cheveux 

siRNA : Small interfering RNA 

SNP : Single nucleotide polymorphisms 

SP-1 : Specificity protein-1 

SPAM1 : Sperm adhesion molecule 1 

STAT : Transducteur de signal et activateur de transcription 

Système xc– : Système d’échange cystine/glutamate  

TGF-β : Transforming growth factor β  

TIRAP : TIR domain containing adaptator protein 

TLRs : Récepteurs Toll-like  

TNFR1 : Tumor necrosis receptor 1 

TNFR2 : Tumor necrosis receptor 2 

TNF-α : Tumor necrosis factor α 

TRAM : TRIF-related adaptator molecule 

Treg : Lymphocytes T régulateurs 



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  VIII 

 

TRIF : TIR-domain-containing adaptator inducing interferon beta 

TTC : Chlorure de Triphényltétrazolium 

UTR : Untranslated transcribed region 

VCAM1 : Vascular cell adhesion molecule-1  

VLDLR : Very low density lipoprotein receptor 

WFP : Wavefront phenomenon 

Δψm : Potentiel de membrane mitochondriale 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  1 

 

 

 

 

INTRODUCTION 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 1 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  2 

 

Chapitre 1 : Infarctus du myocarde et cardioprotection 

Les pathologies ischémiques myocardiques sont une des principales causes de mortalité dans 

les pays industrialisés. Malgré les stratégies de la reperfusion coronarienne interventionnelle, 

la morbidité et la mortalité après un infarctus du myocarde (IDM) reste encore importante. La 

taille de l’IDM est un déterminant majeur du pronostic chez ces patients. Ainsi, les stratégies 

de cardioprotection visent à réduire la taille de l'infarctus. Cependant, un écart troublant existe 

entre les nombreuses études précliniques présentant une réduction de la taille de l'infarctus avec 

des interventions pharmacologiques et la faible translation en de meilleurs résultats cliniques 

chez les patients. 

Pour cela, le principal objectif des axes de recherche au sein de notre équipe est d’étudier, à 

l’aide d’approches expérimentales et cliniques, les mécanismes moléculaires et cellulaires 

impliqués dans les lésions d’ischémie-reperfusion (I/R) cardiaques afin d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer la récupération fonctionnelle cardiaque, la 

qualité et la durée de vie après la survenue d’un IDM.  
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I. Infarctus du myocarde 

Les maladies cardiovasculaires restent la première cause de mortalité dans le monde (« Global, 

regional, and national age-sex-specific mortality for 282 causes of death in 195 countries and 

territories, 1980–2017 », 2018; Qureshi et al., 2012). Selon un rapport présenté en 2017 par 

l’étude « charge mondiale de la morbidité » (GBD, global burden of disease), ces maladies 

étaient responsables de 31,8 % de tous les décès dans le monde et au moins la moitié de tous 

les décès cardiovasculaires ont été causés par des cardiopathies ischémiques (« Global, 

regional, and national age-sex-specific mortality for 282 causes of death in 195 countries and 

territories, 1980–2017 », 2018). Une des manifestations aiguës des cardiopathies ischémiques 

est « l’IDM ». L’IDM se définit comme une mort massive des cellules myocardiques à la suite 

d’une ischémie prolongée. L’ischémie correspond à une inadéquation entre l’apport d’oxygène 

(O2) et de nutriments et les besoins énergétiques du cœur, liée ou non à une athéro-thrombose 

aiguë. Selon la quatrième définition universelle de l’IDM en 2018, l’IDM se définit 

par l’équation suivante : IDM = lésion myocardique aiguë (représentée par l’élévation de la 

troponine cardiaque) + clinique évocatrice d’une ischémie myocardique aiguë (représentée par : 

symptômes d’ischémie myocardique aiguë, modifications dynamiques de 

l’électrocardiogramme (ECG) ou apparition d’ondes Q pathologiques, apparition d’une 

anomalie de cinétique segmentaire ou de viabilité myocardique à l’imagerie, identification d’un 

thrombus coronaire spécifiquement pour l’IDM de type 1 (Figure1)) (Thygesen et al., 2018). 

 

Figure 1 : Schéma d’IDM montrant un cœur avec des lésions tissulaires dues à une artère obstruée. Modifié 

d’après (Reyes-Retana & Duque-Ossa, 2021). 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 1 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  4 

 

Plusieurs facteurs peuvent influencer la taille de l’infarctus. Parmi ces facteurs on retrouve : 

1) la taille de l’aire à risque (AAR) qui correspond à la surface myocardique normalement 

vascularisée par l’artère coronaire occluse,  

2) la durée de l’occlusion coronaire. Il a été montré qu’une ischémie de plus de 30 minutes 

provoque des lésions irréversibles chez le porc et l’homme (Spinale et al., 1989),  

3) l’importance de la circulation collatérale, qui correspond au débit sanguin existant dans le 

territoire myocardique ischémique après l’occlusion coronaire. Il est généralement admis que 

la taille de l’infarctus est maximale au-delà de 12 heures d’occlusion coronaire totale. 

Néanmoins, ce dogme se doit être nuancé en fonction de l’existence éventuelle d’une 

collatéralité et de son importance et certaines publications font état de bénéfices cliniques quand 

la reperfusion est obtenue même au-delà de 12 premiers heures  (Schaper et al., 1988; Schömig 

et al., 2005), 

4) la température. Il a été montré expérimentalement que chaque diminution de la température 

de 1°C induit une diminution d’environ 10% de la taille de l’infarctus (Chien et al., 1994). 

(Benhabbouche et al., 2011).  

 

A. Prise en charge 

Pendant l’ischémie, des lésions cellulaires irréversibles appelés « lésions ischémiques » 

aboutissent à la mort des cardiomyocytes de la zone AAR du manière temps-dépendante selon 

une onde de progression, nommée « wavefront phenomenon » (WFP), allant de la région sous-

endocardique vers l’épicarde (Reimer & Jennings, 1979) (Figure 2). La restauration du flux 

sanguin le plus précocement possible est donc nécessaire afin de sauver le myocarde. En 1972, 

Ginks et al. ont montré pour la première fois que la reperfusion limite l’extension  de la taille 

d’infarctus après 3 heures d’occlusion coronaire chez le chien (Ginks et al., 1972).  
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Figure 2: Progression de la nécrose myocardique « WFP ». La nécrose myocardique se prolonge et évolue 

progressivement du territoire sous endocardique vers l’épicarde proportionnellement à la durée de l’occlusion 

artérielle. Au bout de plusieurs heures, la nécrose occupe la totalité de la zone à risque. Modifié d’après  

(Frangogiannis, 2015).  

 

Durant les dernières décennies, la prise en charge de l’IDM a évolué vers le développement de 

différentes techniques afin d’assurer la restauration du flux sanguin au sein du myocarde 

ischémique. La stratégie thérapeutique est de revasculariser le myocarde le plus précocement 

possible c’est-à-dire réduire le temps d’ischémie afin de préserver les fonctions cardiaques à la 

reperfusion et d’assurer la survie des patients. La restauration du flux artériel peut être réalisée 

soit par des moyens pharmacologiques avec la thrombolyse soit par des moyens mécaniques 

avec une coronographie suivie d’une angioplastie. Le choix de la stratégie de reperfusion est 

guidé par le délai avant la désobstruction de l’artère, d’une manière que lorsque le délai entre 

les premiers symptômes et la reperfusion est de moins de 120 minutes alors l’angioplastie est 

privilégiée. Dans le cas contraire (un délai > 120 minutes), la thrombolyse intraveineuse sera 

réalisée (Braik et al., 2018). Cependant, il est à noter que la thrombolyse présente une efficacité 

moindre par rapport à l’angioplastie coronaire (Medkour et al., s. d.2001). 

 

B. Lésions d’ischémie-reperfusion au décours de l’IDM 

Paradoxalement, la reperfusion, bien que salvatrice, entraine elle-même la survenue d’autres 

lésions myocardiques que l’on appelle « lésions de reperfusion ». En effet, l’ensemble des 

lésions ischémiques et des lésions de reperfusion forment les lésions d’I/R et la taille d’infarctus 

finale sera définie par l’ensemble de ces lésions (Yellon & Hausenloy, 2007) (Figure 3). 
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Couramment, on considère les lésions dues à l’I/R comme une entité composite car la 

reperfusion ne peut jamais se produire indépendamment de l’ischémie. 

Les lésions d’I/R vont se manifester dès les premières minutes de la reperfusion en entrainant 

plusieurs manifestations cardiaques défavorables et en influençant le pronostic du patient. Ces 

lésions se présentent sous quatre formes différentes : 

 1) les arythmies de reperfusion, qui apparaissent dès les premières minutes de la reperfusion et 

qui sont de gravité plus ou moins sévère, allant de simples extrasystoles au déclenchement de 

fibrillations ventriculaires irréversibles (Manning & Hearse, 1984),  

2) la dysfonction contractile ventriculaire ou la sidération myocardique qui est un phénomène 

totalement réversible, a été décrite pour la première fois par Heyndrickx et al. (Heyndrickx et 

al., 1975) mais n’a été dénommée « sidération » qu’en 1982 (Braunwald & Kloner, 1982),  

3) les dommages vasculaires de reperfusion ou phénomène de « no-reflow » qui se définissent 

par l’absence de reperfusion myocardique post-ischémique survenant malgré la désobstruction 

de l’artère coronaire responsable de l’ischémie. Cette obstruction peut s’expliquer en termes de 

dommages « anatomiques » ou « structuraux » par la présence d’un œdème cellulaire 

comprimant les micro-vaisseaux Ce phénomène a été décrit pour la première en 1966 par Krug 

et al. (Krug et al., 1966).  

4) la mort cellulaire impliquée par ce phénomène qui est un déterminante directe de la zone 

infarcie (Yellon & Hausenloy, 2007).  
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Figure 3: Cinétique d’extension de l’IDM. Pendant l’ischémie et après une certaine durée, une partie des 

cardiomyocytes vont subir des lésions cellulaires irréversibles (zone A). Si cette ischémie n’est pas stoppée, la 

taille de l’infarctus va atteindre jusqu’à 100% de l’AAR (courbe pointillée). La reperfusion permet de sauver le 

myocarde ischémique en limitant ces lésions et aussi l’extension de l’infarctus, mais elle peut paradoxalement 

engendrer elle-même des lésions myocardiques, les lésions de reperfusion (zone B) qui s’additionnent à la taille 

d’infarctus finale. Modifié d’après (Cour & Argaud, 2010).  

 

A l’échelle cellulaire, les mécanismes contribuant aux lésions d’I/R sont multifactoriels. La 

surcharge calcique et le stress oxydant jouent un rôle majeur, aboutissant à l’ouverture du 

pore de transition de perméabilité mitochondrial (mPTP), un méga pore situé dans la 

membrane interne de la mitochondrie. L’ouverture de ce dernier permet de libérer plusieurs 

molécules dont le cytochrome c et la protéine AIF (apoptosis-inducing factor), des agents pro-

apoptotiques qui activent les caspases, aboutissant finalement à la mort cellulaire (figure 4). 
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Figure 4 : Les différentes médiateurs à l’origine des lésions d’I/R dans l’IDM aigu. Durant l’ischémie 

myocardique aiguë, l'absence d'O2 et de nutriments fait passer le cardiomyocyte dans un état respiratoire 

anaérobique produisant ainsi du lactate ce qui induit la baisse du pH (qui elle-même inhibe l'ouverture du mPTP). 

Cette modification du métabolisme cellulaire entraîne à son tour une surcharge intracellulaire en sodium et en 

calcium. Durant la reperfusion myocardique aiguë, la réintroduction brutale de l’O2 et de nutriments permet une 

ré-énergisation mitochondriale conduisant à une surcharge supplémentaire en calcium mitochondrial et à la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, reactive oxygen species) ce qui, avec la correction rapide du 

pH, aboutit à l'ouverture du mPTP, l’hypercontracture, un état inflammatoire aigu et la mort cellulaire. Modifié 

d’après (Gunata & Parlakpinar, 2021). 

 

1. La surcharge calcique  

Durant l’ischémie, la privation d’O2 et de nutriments entraîne une modification du métabolisme 

énergétique des cardiomyocytes. La principale source de la production d’adénosine 

triphosphate (ATP) dans les cellules devient la glycolyse anaérobie au lieu de la 

phosphorylation oxydative, aboutissant à un rendement énergétique d’ATP plus faible [2 ATP 

par molécule de glucose pour la glycolyse anaérobie versus 36 ATP par molécule de glucose 

pour la glycolyse aérobie] et par conséquence une diminution de l’activité contractile du 

myocarde. La conversion du pyruvate en lactate par le lactate déshydrogénase, liée à la 

glycolyse anaérobie, entraine une surcharge intracellulaire en ions H+ ce qui diminue le pH 

intracellulaire. L’acidose induite ou l’accumulation des protons H+ intracellulaires entraîne un 

dysfonctionnement des échangeurs Na+/H+, Na+/K+  ATPase et Na+/Ca2+ instaurant un état de 
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surcharge intracellulaire en sodium et en calcium. L’accumulation du calcium dans le cytosol 

entraine des lésions au niveau de protéines contractiles ce qui a pour conséquence une 

contracture ischémique. De plus, l’acidose intracellulaire inactive la glycolyse anaérobie et 

ralentit l’élimination des déchets métaboliques. L’accumulation de ces produits terminaux de 

différentes voies métaboliques aboutit à la désorganisation du cytosquelette et à un gonflement 

cellulaire. Durant la reperfusion, la restauration rapide du pH grâce aux échangeurs Na+/H+ et 

Na+/HCO3- conduit à la surcharge en calcium cytosolique mais aussi intra mitochondrial 

entrainant des lésions membranaires et un dysfonctionnement contractile. 

Les lésions d’I/R sont en partie secondaires à l’hypercalcémie intracytoplasmique.  Tout 

d’abord, l’hypercalcémie induit l’ouverture du mPTP conduisant à la mort cellulaire 

majoritairement par apoptose. Une deuxième cible de l’excès de Ca2+ est l’activation des 

calpaines, enzymes provoquant une protéolyse intracellulaire ce qui conduit à la dégradation du 

cytosquelette, du réticulum endoplasmique (RE) et des protéines mitochondriales aboutissant 

enfin à la mort cellulaire. La troisième cible de l’hypercalcémie est l’activation des précurseurs 

de l’inflammation ce qui aggrave encore les lésions d’I/R. 

 

2. Le stress oxydant  

Le stress oxydant joue un rôle majeur dans les lésions d’I/R. Durant la reperfusion, l’O2 est 

réintroduit brutalement et en grande quantité au niveau des cellules qui en étaient dépourvues 

durant l’ischémie. La chaîne respiratoire mitochondriale ne peut pas utiliser efficacement cette 

quantité brutale d’O2 et de substrats. Elle synthétise des espèces réactives de l’oxygène (ROS, 

reactive oxygen species) au lieu de synthétiser de l’ATP. En effet, l’excès de calcium, due à une 

correction rapide du pH induisant une surcharge sodique via l’échangeur Na+/H+ qui 

secondairement provoque une surcharge calcique via l’échangeur Na+/Ca2+, induit l’activation 

de nombreuses enzymes conduisant directement ou indirectement à la production de ROS. Cet 

excès de ROS va dépasser les capacités de défense antioxydante de la cellule entrainant des 

effets délétères pour le fonctionnement cellulaire et un état de stress oxydatif provoquant la 

peroxydation des lipides et des protéines membranaires à l’origine de dommages membranaires 

touchant le RE et les mitochondries.  
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3. L’inflammation 

En plus des dérégulations ioniques et métaboliques survenues lors de la reperfusion, la   

libération de nombreuses molécules endogènes dans le microenvironnement tissulaire tels que 

les ROS et les signaux de danger endogènes induit une réponse inflammatoire stérile qui 

exacerbe les lésions de reperfusion. Elle se compose de deux phases : la phase inflammatoire 

en elle-même caractérisée par le recrutement leucocytaire au sein de la lésion suivie de la phase 

de résolution de cette réponse caractérisée par des mécanismes de réparation tissulaires. La 

densité des neutrophiles qui ont migré sur le site de la lésion détermine notamment l’intensité 

de la phase inflammatoire. Les neutrophiles migrent vers le myocarde infarci dès les 6 

premières heures après la reperfusion. Par la suite, les monocytes et les macrophages dominent 

l’infiltration tissulaire et la libération des médiateurs inflammatoires, de ROS et d’enzymes 

protéolytiques. Cette partie sera détaillée dans le chapitre suivant « Réponse inflammatoire au 

cours de l’infarctus du myocarde ». 

 

4. L’ouverture du mPTP  

Le mPTP a été décrit pour la première fois par Hunter et Haworth en 1979 (Haworth & Hunter, 

1979). Il s’agit d’un méga canal non sélectif situé au niveau de la membrane interne de la 

mitochondrie. Le mPTP est fermé en conditions normales, et s’ouvre lors d’une souffrance 

intense de la mitochondrie L'ouverture de ce canal entraine un gonflement de la mitochondrie, 

la dissipation du potentiel de membrane mitochondriale (Δψm) induisant l’inhibition de la 

production d’ATP et même l’hydrolyse de l’ATP [puisque l’ATP synthase mitochondriale se 

met à fonctionner en sens inverse et dégrade l’ATP de la cellule], et le relargage de produits 

matriciels et intermembranaires mitochondriaux pour finir par la mort cellulaire. Au cours de 

l'ischémie myocardique, le mPTP est fermé. Cependant il s’ouvre lors de la reperfusion en 

réponse à la surcharge calcique mitochondriale, la production excessive de ROS et la correction 

de l’acidose intracellulaire. Le gonflement de la matrice mitochondriale peut aller jusqu’à la 

rupture de la membrane mitochondriale externe, et non pas la membrane interne due à sa 

structure en crêtes, aboutissant à la libération du cytochrome c et donc la mort cellulaire par 

apoptose. D’autre part, la perturbation du métabolisme et de l’homéostasie ionique [si un 

nombre important de mitochondries ouvrent leurs mPTP] induit la mort par nécrose.  
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5. La mort cellulaire 

L'IDM est traditionnellement considéré comme une manifestation de la mort cellulaire 

nécrotique, mais récemment différentes formes de mort des cardiomyocytes ont été identifiées 

pendant l'I/R et il est proposé qu'elles contribuent à la taille finale de l'infarctus (Del Re et al., 

2019; Ibáñez et al., 2015).  

 

La nécrose 

La nécrose est considérée comme un processus passif, non régulé et incontrôlable. Elle se 

caractérise par des changements morphologiques distincts, y compris un gonflement cellulaire 

et des organites [dû à la perte précoce du métabolisme énergétique nécessaire au maintien de 

l’homéostasie ionique], un dysfonctionnement mitochondrial, l’absence de fragmentation du 

noyau et une rupture de la membrane plasmique induisant le relargage du contenu intracellulaire 

ce qui engendre une réponse inflammatoire (Gong et al., 2020) (Figure 5). En absence de 

reperfusion, la nécrose se développe rapidement en raison d'un manque d'énergie ; sans O2 et 

sans glucose, la phosphorylation oxydative s'arrête et les cellules ne peuvent pas générer l'ATP 

nécessaire pour alimenter les pompes ioniques qui maintiennent les gradients ioniques à travers 

la membrane plasmique. Par conséquent, le sodium et le calcium s'accumulent dans le 

cytoplasme et ce qui provoque un gonflement, la dégénérescence des organites, la perte de 

l'intégrité membranaire et la dissolution de la cellule (Iadecola & Anrather, 2011; Nieminen, 

2003). 

 

 

Figure 5 : Caractérisation morphologique de la nécrose. (Capsule outil: L’apoptose, ou la mort cellulaire 

programmée, s. d.; Kroemer et al., 2007). 
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Une des voies mise en jeu dans le phénomène de nécrose impliquerait l’ouverture du mPTP 

situé dans la membrane interne de la mitochondrie. Il a également été montré que la stimulation 

des récepteurs de mort en présence d’inhibiteurs de caspase pouvait provoquer une mort 

cellulaire par nécrose (Holler et al., 2000; Matsumura et al., 2000).  

 

L’apoptose 

L’apoptose est définie comme un processus de mort cellulaire physiologiquement 

« programmée » (Kerr et al., 1972), dans lequel l’activation finale des protéases à cystéine de 

la famille des caspases provoque la mort cellulaire. Ce sont les travaux de Gottlieb et al. en 

1994 qui ont montré l’existence de l’apoptose dans les cardiomyocytes suite à une séquence 

d’I/R (Gottlieb et al., 1994) après avoir pensé depuis longtemps que la mort cellulaire était 

exclusivement nécrotique dans le cœur infarci.  D’un point morphologique, les cellules 

apoptotiques se caractérisent par : un rétrécissement cellulaire sans relargage de matériel 

intracellulaire, un cytoplasme dense, des organelles plus denses et une condensation de la 

chromatine suivie de la fragmentation du noyau. Les cellules bourgeonnent sous forme de corps 

apoptotiques qui seront phagocytés ultérieurement (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Caractérisation morphologique de l’apoptose. (Capsule outil: L’apoptose, ou la mort cellulaire 

programmée, s. d.; Kerr et al., 1972) 

 

On décrit généralement deux voies de mort par apoptose, la voie extrinsèque et la voie 

intrinsèque, aboutissant toutes les deux à l’activation des caspases dont l’activité protéolytique 

conduit à la digestion des protéines structurelles du cytoplasme et à la dégradation de l’ADN 

nucléaire.  
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La voie extrinsèque de l’apoptose, également connue sous le nom de « voie des récepteurs de 

mort cellulaire », est une voie médiée par la fixation des ligands tel que TNF-α (tumor necrosis 

factor α) et FasL (fas ligand) sur des récepteurs spécifiques exprimés à la surface des 

membranes. Ces récepteurs recrutent des protéines adaptatrices telles que FADD (fas-

associated death domain protein) entrainant l’activation de la caspase 8, dite caspase initiatrice, 

qui va cliver et activer les caspases effectrices 3 et 7 qui à leur tour activent d’autres caspases 

induisant la protéolyse intracellulaire.  

La voie intrinsèque de l’apoptose, également connue sous le nom de « voie mitochondriale ». 

Elle se produit en réponse à une grande variété de stimuli extracellulaires tels que les altérations 

de l'ADN, le stress oxydant et une concentration élevée de calcium. L'activation de protéines 

pro-apoptotiques, telles que la protéine Bcl-2–associated X (BAX), neutralise les effets des 

protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et conduit au relargage vers le cytosol des 

facteurs pro-apoptotiques, le cytochrome c et la protéine AIF, initialement présentes dans 

l’espace inter-membranaire mitochondrial. Ceci est dû à la perméabilisation mitochondriale en 

réponse au stress de la séquence d’I/R. Le relargage du cytochrome c cytosolique représente un 

point de non-retour pour la cellule.  Dans le cytosol, le cytochrome c se lie à la protéine APAF-

1 (Apoptotic protease activationg factor 1) pour former un complexe appelé apoptosome. Ce 

complexe se lie à la procaspase 9 et l’active. A son tour, la caspase 9 entraine l’activation des 

caspases effectrices déclenchant ainsi la mort cellulaire. D’autre part, la protéine AIF relarguée 

migre dans le noyau où elle exerce ses effets pro-apoptotiques indépendamment des caspases 

en induisant la condensation de la chromatine et le clivage de l’ADN.   

Il existe des points de convergence entre ces deux voies, comme la protéine BID (BH3 

interacting domain death agonist), membre de la famille Bcl-2. Lorsque BID est clivée par la 

caspase-8 activée, elle est transformée en sa forme tronquée t-BID qui se transloque à la 

membrane mitochondriale pour stimuler la voie mitochondriale en favorisant la libération du 

cytochrome c (Hengartner, 2000; Pistritto et al., 2016).  

Le choix de la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose est en partie dépendante des réserves 

énergétiques intracellulaires. En effet, l'apoptose nécessite une quantité minimale d’ATP 

intracellulaire alors que dans la nécrose, les cellules meurent d’une manière indépendante de 

l’énergie cellulaire (Nicotera et al., 1998). 
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 En plus de ces types bien connus de mort cellulaire, d’autres voies de mort cellulaire 

nouvellement identifiés ont été décrites dans l'IDM  telles que : la nécroptose, la pyroptose, la 

ferroptose, la NETose et l’autophagie (Del Re et al., 2019). 

 

La nécroptose 

La nécroptose, mode de mort cellulaire régulé d’aspect nécrotique, a été identifiée dans diverses 

pathologies cardiaques dont l’I/R myocardique (Adameova et al., 2016, 2017). La nécroptose 

peut être induite par la fixation de ligands des récepteurs aux TNF-α ou Fas. L’événement 

critique dans l'induction de la nécroptose est l’activation des kinases RIPK1 (receptor 

interacting protein kinase 1) et RIPK3 (receptor interacting protein kinase 3). RIPK3 

phosphoryle et active ensuite la pseudokinase effectrice de la nécroptose, MLKL (mixed-

lineage kinase domain-like 52 pseudokinase), qui s’oligomérise et perméabilise la membrane 

plasmique (Linkermann & Green, 2014).  

 

La pyroptose 

La pyroptose est une voie de mort cellulaire régulée induite par l’activation d’un senseur 

intracellulaire, l’inflammasome, complexe multiprotéique responsable de l’activation de la 

caspase 1 qui est la protéase effectrice principale dans cette voie de mort cellulaire. Un certain 

nombre de substances générées au cours de l'I/R déclenchent l'assemblage de l'inflammasome 

NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3), entraînant l'activation de la 

caspase-1. L’activation simultanée des récepteurs Toll-like (TLRs) augmente l'expression des 

pro-interleukines (pro- IL-1β et pro- IL-18) et du NLRP3 via le facteur de transcription NF-κB 

(nuclear factor-kappa B). La caspase-1 active les pro-interleukines et libère le domaine NH2-

terminal d’une protéine appelée gasdermine D (GSDMD), qui forme de larges pores au niveau 

de la membrane plasmique. Ces pores permettent aux interleukines pro-inflammatoires (IL-1β 

et IL-18) d'être sécrétées, et la perte de l'intégrité de la membrane induit la mort cellulaire par 

pyroptose. La caspase 1 attaque également de nombreuses autres protéines dans la cellule, y 

compris des enzymes vitales comme la GAPDH, ce qui pourrait également contribuer à sa 

toxicité (Mishra et al., 2019; Q. Wang et al., 2020).  
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La ferroptose 

La ferroptose est une nouvelle forme de mort cellulaire régulée qui a été décrite pour la première 

fois il y a moins d’une décennie (Dixon et al., 2012). Elle se caractérise morphologiquement 

par un rétrécissement des mitochondries avec une augmentation de la densité de la membrane 

mitochondriale ainsi que la dégénérescence et la rupture de crêtes mitochondriales, tandis que 

la morphologie du noyau reste inchangée. La ferroptose présente des caractéristiques qui sont 

distinctes des deux autres formes de mort cellulaire régulée (nécroptose et pyroptose) : sa 

dépendance au fer, les perturbations de l'équilibre redox médiées par le glutathion (GSH) et la 

glutathione peroxydase de type 4 (GPX4), et peroxydation lipidique (Cao & Dixon, 2016). Elle  

peut être induite de manière canonique par une inactivation directe ou indirecte de la GPX4, 

l’enzyme anti-oxydante clé protégeant les membranes biologiques contre les dommages liés au 

stress oxydatif et à la peroxydation des lipides en utilisant le GSH, ou de manière non canonique 

en augmentant le pool labile de fer dans laquelle le fer ferrique (Fe3+), produit par la réaction 

de Fenton, active les lipoxygénases et endommagent par la suite les membranes cellulaires 

(Dixon et al., 2012). La GPX4 peut être inactivée d’une manière indirecte par des inducteurs de 

la ferroptose (glutamate, érastine, sulfasalazine ou sorafénib) qui inhibent le système xc
– (le 

système d’échange cystine/glutamate). Le système xc
– importe normalement de la cystine, qui 

est convertie en cystéine générant ensuite du GSH, un cofacteur de la GPX4. GPX4 peut 

également être inhibée par des composés chimiques tels que le RSL3 (RAS-selective lethal 3). 

L’inhibition de GPX4 augmente l’accumulation d’hydropéroxydes lipidiques. Des études 

expérimentales ont montré que le traitement des souris soit par des chélateurs de fer 

(déféroxamine, dexrazoxan) soit par des inhibiteurs de la peroxydation des lipides (ferrostatin-

1) permettent de réduire la taille de l’infarctus (Fang et al., 2019; M. Gao et al., 2015).  

 

La NETose 

La NETose est la mort des neutrophiles, les leucocytes les plus abondants dans le myocarde 

pendant la reperfusion, par nécrose régulée conduisant à la libération contrôlée de « pièges » 

extracellulaires (NETs, neutrophil extracellular traps) en réponse à un processus dépendant des 

toll-like receptors (Silk et al., 2017). Cette forme unique de mort cellulaire immunitaire est 

médiée par la protéine peptidyl arginine déiminase 4 (PAD4), une enzyme qui facilite la 

citrullination (conversion de l’arginine en citrulline) des histones H3 et la décondensation de la 

chromatine (Y. Wang et al., 2009). Les contenus nucléaire (ADN et histones) et granulaire 
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(myélopéroxydase) des polynucléaires impliqués se liquéfient, se mélangent et sont libérés en 

extracellulaire formant un réseau fibrillaire. Les contenus nucléaires dérivés des NETs sont 

également impliqués dans la réponse inflammatoire après une ischémie cardiaque (Savchenko 

et al., 2014). De plus, les souris dépourvues de l’enzyme PAD4 fonctionnelle produisent des 

concentrations circulantes de nucléosomes (ADN et histones) plus faibles après un infarctus et 

ont une taille d’infarctus réduite par rapport au souris wild type (Savchenko et al., 2014). Une 

étude clinique récente à grande échelle a révélé une corrélation entre le niveau de NETose et la 

sévérité de l'accident vasculaire cérébral (AVC) et de l'IDM (Novotny et al., 2020).   

La mort de différents constituants du myocarde (cardiomyocytes, cellules endothéliales, 

fibroblastes, interstitium et cellules immunitaires) par différentes voies (nécrose, apoptose, 

nécroptose, pyroptose, ferroptose et NETose) jouent un rôle très important dans l’initiation de 

la réponse inflammatoire au cours de l’IDM (qui sera détaillé dans le chapitre suivant) suite à 

la libération de leurs contenues intracellulaires, les signaux de dangers endogènes (DAMPs, 

damage associated molecular pattern) (Figure 7).  

 

Figure 7: Mécanismes universels de la libération de DAMPs. Les différentes voies de mort cellulaire 

Nécrose/Nécroptose, Apoptose, Pyroptose, Ferroptose et NETose sont responsables à la libération de DAMPs. 

Modifié d’après (Murao et al., 2021).  
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L’autophagie 

 L’autophagie d’autre part, est considérée comme un mécanisme de survie cellulaire, permettant 

le recyclage d’éléments cellulaires en conditions délétères par un processus de dégradation 

lysosomale intracellulaire (Levine & Kroemer, 2008). Mais elle peut devenir délétère et être à 

l’origine de la mort cellulaire en cas de stimulation excessive induite par une ischémie 

prolongée et une surproduction de ROS au cours de la reperfusion (Gustafsson & Gottlieb, 

2009; Takagi et al., 2007). Elle permet, outre la dégradation et l’élimination des molécules 

endommagées, l’élimination des organites défectueux tels que les mitochondries : on parle alors 

de l’autophagie mitochondriale ou mitophagie  (Gustafsson & Gottlieb, 2009) entrainant la mort 

cellulaire.  

 

 

II. Les stratégies de cardioprotection  

L’objectif de la cardioprotection en phase aiguë d’IDM est de limiter les lésions engendrées par 

la reperfusion, vu le caractère imprévisible de l’IDM qui ne permet d’agir qu’après le 

déclenchement de la phase ischémique, dans le but de préserver la fonction cardiaque et réduire 

la taille finale de l’infarctus. Nombre de stratégies de cardioprotection développées dans ce 

contexte induisent l’activation de différentes voies de signalisation intracellulaires dont la voie 

RISK (reperfusion injury salvage kinase), la voie SAFE (survivor activating factor 

enhancement) et la voie du monoxyde d’azote (NO). La voie RISK résulte de l’activation des 

protéines G inhibitrices (Gi/q) et implique 2 voies de phosphorylation PI3K/Akt 

(phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 3-kinase/protéine kinase B) et ERK1/2 (extracellular 

signal-regulated kinases) ayant pour effecteur final une protéine kinase : la GSK-3β (glycogene 

synthase kinase 3 β). Alors que la voie SAFE résulte de l'activation des récepteurs de cytokines 

et est composée d’une voie de signalisation impliquant le TNF-α et JAK/STAT (janus 

kinase/transducteur de signal et activateur de transcription) visant à la phosphorylation du 

facteur de transcription STAT3, qui outre son rôle au niveau mitochondrial, se transloque dans 

le noyau et active l’expression des gènes anti-apoptotiques ou des facteurs anti-oxydants. 

Tandis que la voie du NO résulte de l’activation des protéines G stimulatrices (Gs) et impliquant 

la protéine kinase A (PKA), la protéine kinase G (PKG) et la protéine kinase C (PKC) ainsi que 

le monoxyde d’azote synthase endothéliale (eNOS). Ces  voies semblent converger vers la 
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mitochondrie, vers l’inhibition de l’ouverture du mPTP qui est, comme on vient de le voir, 

l’acteur central des lésions d’I/R ainsi que vers l’ouverture des canaux potassiques ATP 

dépendants (mKATP) (Heusch Gerd, 2015; Ovize et al., 2010) (Figure 8). 

La connaissance des voies de signalisation impliquées dans la cardioprotection a fait l’objet de 

recherches ces dernières décennies, en utilisant des agents pharmacologiques, que ce soit des 

déclencheurs de ces voies (comme l’adénosine, l’érythropoïétine) ou des molécules agissant 

directement au niveau de la mitochondrie en bloquant l’ouverture du mPTP (la cyclosporine 

A). Bien que ces molécules aient été très prometteuses dans de nombreux travaux 

expérimentaux, la translation clinique ne semble cependant pas efficace (Hausenloy & Yellon, 

2013; Heusch, 2020; Heusch & Gersh, 2017).  

 

  

 

Figure 8 : Représentation des différentes voies de signalisation impliqués dans la cardioprotection. La voie 

du NO affichée en vert, la voie RISK affichée en jaune et la voie SAFE affichée en rouge, Modifié d’après (Heusch 

Gerd, 2015).  
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Les stratégies de cardioprotection peuvent être divisées en plusieurs catégories en se basant sur 

: la modalité de protection, le temps d’application et les cibles cellulaires et/ou moléculaires. 

Les modalités cardioprotectrices les plus étudiées sont basées soit sur l’application mécanique 

de courtes périodes répétitives d’I/R (conditionnement ischémique), soit sur l’administration de 

substances pharmacologiques (conditionnement pharmacologique). Elles peuvent être aussi 

classées en fonction du moment où elles sont appliquées (pendant l’ischémie, au moment de la 

reperfusion et durant la phase de reperfusion) (Figure 9). Enfin, les stratégies peuvent être 

classées selon les cibles cellulaires (cardiomyocytes ou non cardiomyocytes) et les cibles 

moléculaires (voie RISK, voie SAFE ou les composants induisant la mort cellulaire tels que le 

mPTP, les ROS, les pompes de Ca2+ ) (Davidson et al., 2019). 

 

Figure 9 : Différentes stratégies de cardioprotection. Représentation schématique des conditionnements 

ischémique, local et à distance, (A) et du conditionnement pharmacologique (B) réalisés à différents temps lors 

d’un IDM. Pré : avant l’ischémie. Per : Pendant l’ischémie. Post : Après l’ischémie. Modifié d’après (Heusch, 

2020).  
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A. Cardioprotection mécanique par le conditionnement 

ischémique local 

En 1986, Murry et al. ont introduit pour la première fois le concept du conditionnement 

mécanique dans lequel de brèves périodes répétées d'I/R (4 cycles de 5 minutes d’occlusion 

coronaire séparées par 5 minutes de reperfusion) en amont d’une ischémie prolongée permettait 

de réduire la taille finale de l’infarctus chez le chien (Murry et al., 1986). Il s’agit de « 

préconditionnement ischémique » (PréC).  Cependant, l’application clinique du PréC est limitée 

dû au caractère imprévisible de l’IDM (Hausenloy & Yellon, 2009). Le concept du « 

postconditionnement ischémique » (PostC) a été décrit pour la première fois en 2003 par Zhao 

et al. (Z.-Q. Zhao et al., 2003). Ils ont démontré chez le chien que l’application de brèves 

séquences d’I/R après une longue période d’ischémie, au moment de la reperfusion, permettait 

d’obtenir une protection similaire au PréC par rapport à la taille de l’infarctus. Ensuite, ce 

phénomène a pu être reproduit chez de nombreuses espèces telles que : la souris (Gomez et al., 

2008), les lapins (X.-M. Yang et al., 2004), les cochons (Schwartz & Lagranha, 2006) et enfin 

chez l’homme (Sivaraman et al., 2007). En effet, le moment de l’application du PostC est 

critique dans l’obtention de l’effet cardioprotecteur mais aussi variable selon l’espèce étudiée. 

Un retard d’une minute dans l’application de la première réocclusion coronaire (chez le rat et 

le lapin) et de 180 secondes (chez la souris, le chien et l’homme) peut entrainer la perte de cet 

effet cardioprotecteur (Skyschally et al., 2009). Cependant, la translation clinique sur un grand 

nombre de patients a donné des résultats contradictoires sur la taille d’infarctus, parfois négatifs 

(Engstrøm et al., 2017; Hahn et al., 2013; E. K. Kim et al., 2015; Limalanathan et al., 2014), 

parfois positifs (Araszkiewicz et al., 2019; Mukherjee & Jain, 2019). Aucune large étude 

clinique n’a cependant pu mettre en évidence d’effet bénéfique sur la mortalité post-infarctus. 

 

B. Cardioprotection mécanique par conditionnement 

ischémique à distance 

Un autre concept de «conditionnement ischémique à distance » (RIC) a été mis en évidence 

(Przyklenk et al., 1993). Le principe de ce concept consiste à réaliser des séquences d’I/R au 

niveau d’un organe ou d’un tissu afin d’augmenter la résistance à l’ischémie d’un autre l’organe 

en ischémie. De la même façon que pour le conditionnement local, selon l’ordre chronologique 

où sont appliquées ces brèves séquences d’I/R par rapport à l’ischémie prolongée on peut 
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distinguer 3 types de RIC : préconditionnement à distance lorsque les séquences d’I/R sont 

réalisées avant l’ischémie prolongée, perconditionnement à distance lorsque les séquences sont 

réalisées durant l’ischémie prolongée et postconditionnement à distance lorsqu’elles sont 

appliquées après l’ischémie, c’est-à-dire au moment de la reperfusion myocardique (Figure 9). 

Les 3 types de RIC semblent être cardioprotecteurs dans des modèles expérimentaux d’infarctus 

et permettent de réduire la taille de l’infarctus (F et al., 2005; Gho et al., 1996; Przyklenk et al., 

1993; M. R. Schmidt et al., 2007). L’avantage de cette technique est que les brèves séquences 

d’I/R ne sont pas réalisées sur la même artère occluse ce qui facilite sa translation clinique. Elle 

se fait par gonflage/dégonflage à l’aide d’un brassard à tension au niveau d’un membre.  

Le conditionnement ischémique à distance implique le transfert de signaux du tissu exposé aux 

brèves séquences d’I/R vers le cœur (et d'autres organes cibles). Les mécanismes impliqués 

restent encore peu clairs, mais semblent mettre en jeu des facteurs nerveux et humoraux.  Ici 

encore, les résultats très prometteurs du postconditionnement ischémique à distance observés 

dans les modèles expérimentaux et dans des études cliniques avec de faibles effectifs n’ont pas 

été confirmés par des études cliniques de large envergure dessinées pour démontrer un impact 

sur la mortalité post-infarctus (Hausenloy et al., 2019).  

 

 

C. Cardioprotection pharmacologique 

Une autre façon de protéger le cœur contre les lésions d’I/R est « le conditionnement 

pharmacologique », un concept basé sur l'administration d’agents pharmacologiques imitant 

l'effet du conditionnement ischémique. Les médicaments qui sont évalués pour induire une 

cardioprotection sont en grande partie dérivés des voies de transduction des signaux 

cardioprotecteurs identifiés (Kleinbongard & Heusch, 2015). On peut distinguer 2 types de 

conditionnement pharmacologique : « Le PréC pharmacologique » et « le PostC 

pharmacologique ». Le premier consiste à l’administration d’une molécule avant la réalisation 

d’une ischémie prolongée suivie d’une reperfusion alors que le deuxième consiste à 

l’administration d’une molécule juste avant ou au début de la reperfusion. Dans notre équipe, 

l’érythropoïétine , déjà connue pour son effet cardioprotecteur dans l’IDM (Hanlon et al., 2005), 

a montrée de meilleurs effets cardioprotecteurs que le postC contre les lésions de reperfusion 

lorsqu’elle est administrée au début de la reperfusion chez les rats dans un modèle d’IDM. Ces 

effets sont représentées par une diminution de la taille d’infarctus et ceux-ci passent par une 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 1 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  22 

 

augmentation de la phosphorylation de GSK-3β (Tamareille et al., 2009). Pourtant, 

l’érythropoïétine ainsi que les agents anti-inflammatoires, les anti-oxydants et les bloqueurs de 

canaux calciques n’ont pas eu d’effet désirable sur la taille d’infarctus chez l’homme (Gunata 

& Parlakpinar, 2021; Hausenloy & Yellon, 2013; Heusch, 2020). Les agents ciblant la 

mitochondrie comme la ciclosporine A et le TRO40303 ont également été étudiés sans montrer 

un effet efficace chez l’homme, malgré les résultats prometteurs observés dans les modèles pré-

cliniques (Schaller et al., 2010; Skyschally et al., 2010), soulignant le défi de transférer les 

techniques de conditionnement pharmacologique en clinique humaine (Atar et al., 2015; Cung 

et al., 2015; Heusch, 2020). Une synthèse de principaux molécules testées dans le cadre du 

conditionnement pharmacologique est présentée dans le tableau 1.  

Malheureusement, il n’existe aucun traitement de conditionnement pharmacologique validé à 

ce jour pour utilisation en routine.  

 

D. A la recherche de nouvelles cibles pour la cardioprotection  

Le contraste entre les résultats précliniques et les résultats cliniques est vraisemblablement lié 

à de nombreux biais dans la démarche translationnelle, l’un des principaux étant que les travaux 

expérimentaux sont classiquement menés sur des modèles animaux jeunes et sans comorbidités, 

ce qui n’est pas le cas des patients pris en charge pour une maladie cardiaque aigue (Heusch, 

2017). Les recherches se poursuivent alors dans le but de découvrir de nouveaux agents 

thérapeutiques appliqués lors de la reperfusion pour protéger le cœur contre les lésions d’I/R, 

préserver la fonction cardiaque et améliorer le pronostic des patients.  

Puisque la réponse inflammatoire suite à l’IDM est un déterminant clé de la taille finale de 

l'infarctus et d’un remodelage ventriculaire gauche défavorable ultérieurement, les mécanismes 

liés aux réponses immuno-inflammatoires ont servi d’hypothèses à de nouvelles interventions 

thérapeutiques proposées à la phase aigüe d’un infarctus (Ruparelia et al., 2017).  
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Tableau 1 : Agents pharmacologiques inflammatoires évalués chez l’homme dans le contexte de l’IDM. ICP 

: intervention coronarienne percutanée, IL :  interleukine, STEMI : ST elevation myocardial infarction. 
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Chapitre 2 : Réponse inflammatoire au cours de l’infarctus 

du myocarde 

L'apparition d'une ischémie myocardique aiguë dans le cadre d'un IDM, induit une réponse pro-

inflammatoire initiale, dont le but est d'éliminer les débris cellulaires nécrotiques de la zone 

infarcie. Le début de la reperfusion myocardique exacerbe cette réponse pro-inflammatoire et 

contribue aux lésions de reperfusion myocardiques et à la mort des cardiomyocytes qui se 

manifestent entre 6 et 24 heures après la reperfusion (Z. Zhao, 2000; Z. Q. Zhao et al., 2001). 

La réponse pro-inflammatoire aiguë est initiée par l'action concertée de plusieurs processus, 

notamment l'activation de la cascade du complément, la production de ROS et la libération des 

DAMPs qui servent de ligands aux récepteurs PRRs (pattern recognition receptors), entraînant 

la libération de divers médiateurs pro-inflammatoires, tels que les cytokines et les chimiokines. 

Ces médiateurs pro-inflammatoires induisent le recrutement de cellules inflammatoires dans la 

zone infarcie et augmentent la réponse pro-inflammatoire post-IDM. Cette réponse 

inflammatoire, bien que nécessaire à la détersion complète du tissu infarci, peut paradoxalement 

aggraver les lésions myocardiques et donc peut être un déterminant clé de la taille finale de 

l'infarctus. Elle est ensuite suivie d'une phase de résolution, anti-inflammatoire, mettant en jeu 

des mécanismes de réparation tissulaire et qui est orchestrée par la suppression et la résolution 

de la réponse po-inflammatoire. Ceci est dû à l'activation de voies inhibitrices endogènes 

spécifiques qui suppriment l'inflammation, et à des changements dynamiques dans les rôles des 

leucocytes infiltrés dans la zone de l'infarctus. La transition entre ces deux phases est orchestrée 

par une interaction finement régulée mais aussi complexe entre de multiples acteurs au sein du 

cœur lui-même (notamment les cardiomyocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes et 

l'interstitium) et les composants de la réponse immunitaire (notamment les neutrophiles, les 

monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes). Les perturbations 

de l'équilibre et de la transition entre les phases pro-inflammatoire et anti-inflammatoire (phase 

de résolution) post-IDM peuvent exacerber les lésions I/R myocardiques aiguës et contribuer 

au remodelage ventriculaire défavorable et à une insuffisance cardiaque ultérieure (Figure 10) 

(Halade, 2013; Ong et al., 2018). 

Dans ce chapitre, nous allons décrire la réponse pro-inflammatoire post-IDM, ses effecteurs 

cellulaires ainsi que ses déterminants moléculaires.  
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Figure 10 : Les phases de la réponse inflammatoire en réponse à l'I/R myocardique. La première phase 

correspond à une phase pro-inflammatoire aiguë (~4 jours chez la souris) et est caractérisée par une infiltration 

robuste de cellules immunitaires : de macrophages M1 (Mϕ1), de monocytes Ly-6Chigh et de neutrophiles. La 

seconde phase correspond à une phase de résolution, de prolifération de myofibroblastes et de réparation de la 

lésion (qui dure de 10 à 14 jours chez la souris) au cours de laquelle les cellules immunitaires sont polarisées vers 

un état immunomodulateur. L'inflammation chronique peut résulter d'une inflammation persistante après la phase 

de résolution (une résolution incomplète de l’inflammation pendant la phase de réparation et une amplification 

ultérieure avec le temps) ou d'une seconde vague d’activation immunitaire en réponse à des facteurs mal connus. 

VG : Ventricule gauche. Modifié d’après (Riehle & Bauersachs, 2019).  
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I. Initiation de la réponse inflammatoire par les DAMPs 

Dans le cœur infarci, la nécrose massive de cardiomyocytes entraîne la libération de signaux de 

danger endogènes, les DAMPs, qui initient une intense réponse inflammatoire. Ils sont reconnus 

par des senseurs des signaux de danger, les PRRs. La liaison des DAMPs à leur récepteur induit 

l’activation de l’inflammasome et des voies de signalisation du facteur nucléaire NF-κB pour 

aboutir à la synthèse et à la sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires (Figure 

11). 

 

 

Figure 11 : Schéma résumant l'inflammation médiée par DAMP/PRR après un IDM. L'IDM conduit à la 

libération de DAMPs (comme HMGB-1, HSPs, FN-EDA, AH, ARN, ATP, calgranulines, ADNmt, MC, histones, 

etc.) qui agissent sur les PRRs (comme TLRs, RAGE et P2X7). La stimulation de ces récepteurs conduit à la 
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translocation dans le noyau du facteur de transcription NF-κB. Il en résulte la production de cytokines pro-

inflammatoires et l'activation de l'inflammasome NLRP3. MC :  Myosine cardiaque, FN-EDA : Fibronectine extra 

domain A, HA : Acide hyaluronique, HMGB-1 : High mobility group box-1, HSPs : Heat shock proteins, ADNmt : 

ADN mitochondrial, P2X7 : Récepteur purinergique, RAGE : Receptor for advanced glycation end-products. 

Modifié d’après (Silvis et al., 2020).  

 

 

A. Les signaux de dangers endogènes ou DAMPs 

Les DAMPs, nommés aussi « alarmines » (Pisetsky, 2013), sont des inducteurs de 

l’inflammation, responsables d’une inflammation dite « stérile », du fait de l’absence de 

stimulus d’agent infectieux, mettant en jeu au premier plan le système immunitaire inné mais 

aussi les cellules du système immunitaire adaptatif (G. Y. Chen & Nuñez, 2010). Ils initient et 

amplifient la réponse inflammatoire post-IDM (Zheng et al., 2011). Parmi les DAMPs, on 

retrouve principalement les protéines nucléaires et cytosoliques, comprenant les histones, la 

protéine HMGB1 (Scaffidi et al., 2002), les protéines de choc thermique et les protéines S100 

(Schiopu & Cotoi, 2013), ainsi que les ADN nucléaires et mitochondriaux, les ARN 

(Kaczorowski et al., 2012; Preissner & Herwald, 2017), les métabolites de la purine tels que 

l'ATP (Kurashima et al., 2012), les composants de la matrice extracellulaire tels que l'acide 

hyaluronique et la fibronectine. Ils peuvent être divisés en 2 groupes : les DAMPs constitutifs 

(cDAMPs, constitutive DAMPs,) et les DAMPs inductibles (iDAMPs, inducible DAMPs) (G. 

P. van Hout et al., 2016; Zindel & Kubes, 2020). Les cDAMPs sont des molécules normalement 

séquestrées au niveau intracellulaire, nucléaire ou cytoplasmique, et absents ou présents en très 

faible quantité dans le milieu extracellulaire et ils ne sont pas libérés d’une manière active par 

les cellules mais à la suite de la nécrose tels que l'ADNmt, l'ARN et la myosine cardiaque. Les 

iDAMPs quant à eux sont activement sécrétés par le tissu endommagé à la suite de la mort 

cellulaire programmée non apoptotique, tels que la nécroptose, la pyroptose et la NETose. Les 

iDAMPs les plus étudiés dans le contexte de l’IDM sont : les protéines de choc thermique HSPs, 

la protéine HMGB1 et la fibronectine. Nous allons discuter par la suite les différentes DAMPs 

qui ont été montrés être susceptibles de jouer un rôle dans la réponse inflammatoire post-IDM 

(Tableau 2).   
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1. HMGB1 

Les protéines HMG (high mobility group) constituent le principal groupe de protéines non-

histones associées à la chromatine, de faible poids moléculaire (10-30 kDa), découvertes dans 

les années 1970. Elles présentent une forte mobilité électrophorétique du fait qu’elles possèdent 

50 % d’acides aminés chargés (Goodwin et al., 1973). Les protéines HMG comprennent trois 

superfamilles : HMGA, HMGB et HMGN. La protéine HMGB1 appartient, avec HMGB2, 

HMGB3 et HMGB4, à la superfamille HMGB (high mobility group box) présentant au moins 

2 motifs « HMG box » de liaison à l’ADN ; elle est ubiquitaire et exprimée à des niveaux 

particulièrement élevés (106 molécules/cellule). La fonction de la protéine HMGB1  dépend de 

sa localisation nucléaire, cellulaire ou subcellulaire (Andersson et al., 2014). Dans le noyau, 

HMGB1 est la protéine de liaison à l’ADN non-histone la plus abondante. Elle permet la 

transcription, la réparation et la réplication de l’ADN (Bustin et al., 1990; Bustin & Reeves, 

1996). Dans le cytoplasme, HMGB1 régule de nombreux processus différents, tel que 

l’autophagie et l’apoptose. Elle est également un régulateur important de la fonction 

mitochondriale (Tsung et al., 2014).  Dans la cellule, HMGB1 détecte les acides nucléiques et 

contribue à l’activation immunitaire innée. La reconnaissance cytoplasmique des acides 

nucléiques se produit par liaison aux TLRs dont TLR3, TLR7 et TLR9 (Krieg, 2002). HMGB1 

peut se retrouver aussi dans le milieu extracellulaire, soit lors d’une sécrétion active par les 

cellules de l’inflammation soit lors d’une libération passive et rapide lorsque les cellules 

meurent par nécrose, c’est ce qui fait de la protéine HMGB1 une protéine classée en tant que 

DAMPs.  Après l’IDM, HMGB1 est libérée des cellules cardiaques nécrotiques où il a été 

démontré qu’elle agit sur plusieurs PRRs dont les TLRs (TLR2,TLR4 et TLR9) et les récepteurs 

aux produits terminaux de glycation avancée (RAGE) ce qui conduit à l’activation de NF-κB, 

qui non seulement déclenche la transcription des gènes codant pour des multiples cytokines 

pro-inflammatoires, mais régule également l'expression des TLRs et des RAGEs, assurant ainsi 

une réponse inflammatoire durable (Ding et al., 2013; Park et al., 2004). Son inhibition à la 

suite d'un IDM a été rapportée comme étant cardioprotectrice (Andrassy et al., 2008; Hu et al., 

2013). D'autre part, dans la phase de convalescence post-AMI, l'HMGB1, à de faibles 

concentrations, peut être bénéfique et contribuer à la récupération de la fonction ventriculaire 

gauche, à la réparation tissulaire, à l'angiogenèse et à la régénération (Kitahara et al., 2008; 

Takahashi et al., 2008) impliquant l'inhibition d'HMGB1 au moment de l'IDM et l'activation 

d'HMGB1 dans la phase de remodelage post-IDM comme stratégies thérapeutiques pour 

réduire la taille de l'infarctus et prévenir le remodelage défavorable du  ventricule gauche. 
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HMGB-1 a été également étudié chez l'homme et s'est révélée être significativement élevée 

dans le sérum après un infarctus aigu, dans les 24 heures suivant l'apparition des symptômes, 

par rapport aux sujets sains (Goldstein et al., 2006).  

 

2. ATP extracellulaire 

L'ATP est généré de manière intracellulaire par la phosphorylation oxydative mitochondriale et 

est stocké dans le cytoplasme. Dans les tissus sains, l'ATP peut être libéré à travers des canaux 

transmembranaires vers l'espace extracellulaire, de manière étroitement régulée pour favoriser 

la communication intercellulaire. Cet équilibre est perdu dans les cellules stressées car l'ATP 

est massivement transloqué vers l'espace péricellulaire. Des niveaux élevés d'ATP 

extracellulaire activent le récepteur purinergique membranaire P2X7 et induisent un efflux de 

potassium intracellulaire (Mariathasan et al., 2006). Cela entraine la libération de la cardiolipine 

mitochondriale, phospholipide de la paroi interne des mitochondries, et à l'activation ultérieure 

de l'inflammasome NLRP3, permettant la sécrétion d'IL-1β et d'IL-18 (Iyer et al., 2013).  

L’inhibition du récepteur P2X7 a empêché la formation de l'inflammasome et a limité la taille 

de l'infarctus dans les modèles de souris ayant subi un IDM (Mezzaroma et al., 2011). Ainsi , 

Lorsque les cœurs ont été isolés de souris déficientes en NLRP3, perfusés ex vivo et soumis à 

une ischémie globale suivie d’une reperfusion, une amélioration marquée de la fonction 

cardiaque et une réduction des dommages hypoxiques ont été constatés par rapport aux cœurs 

de type sauvages (Sandanger et al., 2013).  

 

3. ADN mitochondrial 

Les mitochondries ont été identifiées pour la première fois au 19ème siècle et d’après la théorie 

endosymbiotique largement acceptée, la mitochondrie serait le descendant d’une alpha-

protéobactérie ayant comme hôte une autre cellule.  En raison de son origine bactérienne, la 

mitochondrie possède son propre génome, l'ADN mitochondrial (ADNmt), et sa propre capacité 

d’autoréplication. Par conséquent, une fois libéré des cardiomyocytes lésés, l'ADNmt est 

reconnu par les TLRs en tant que signal de danger exogène (PAMPs, pathogen associated 

molecular patterns) et induit l’inflammation (Bliksøen et al., 2012; L. Xie et al., 2017; Q. Zhang 

et al., 2010). L’administration d’ADNmt provenant de patients présentant un infarctus dans des 

modèles in vivo et in vitro a entraîné l’internalisation de l’ADNmt extracellulaire par les 
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cardiomyocytes et l’activation de la voie TLR9/NF-κB, ce qui a entraîné une inflammation 

accrue par la transcription de cytokines pro-inflammatoires. De même, l'ADNmt a également 

induit la mort cellulaire d’une manière dose-réponse et un dysfonctionnement mitochondrial 

par des mécanismes qui ne sont pas encore clairs (Bliksøen et al., 2016). L'inhibition 

pharmacologique de l'ADNmt a été étudiée avec le gallate épigallocatéchine (EGCG), une 

catéchine aux propriétés anti-inflammatoires bien connues, dans un modèle d’I/R chez des rats. 

Des corrélations positives significatives ont été observées entre les niveaux d'ADNmt et les 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-6) dans le tissu myocardique de rats non traités. 

L'administration d'EGCG, avant la reperfusion, a significativement réduit les niveaux 

d'ADNmt, de TNF-α et d'IL-6 et a limité la taille de l’infarctus. Ceci suggère que les effets 

cardioprotecteurs ont été obtenus en inhibant la libération d'ADNmt, mais le mode d'action n'est 

pas encore complètement élucidé (C.-Y. Qin et al., 2017).  Les données ci-dessus ont encouragé 

les chercheurs à examiner si le taux sérique d'ADNmt est un biomarqueur plausible de la 

sévérité des événements cardiovasculaires. Cette hypothèse a été soutenue par de petites études, 

mais la question de savoir si l'ADNmt est un biomarqueur plausible du pronostic reste 

insaisissable (Kuznetsova & Knez, 2017; C. Qin et al., 2017; Sudakov et al., 2017; L. Wang et 

al., 2015).  

 

4. Protéines de choc thermique 

Les protéines de choc thermique (HSPs, heat shock proteins) font partie d'une famille de 

protéines synthétisées en réponse au choc thermique et ont été découvertes pour la première 

fois au niveau des glandes salivaires chez la drosophile en 1962 (Ritossa, 1962; Tissières et al., 

1974). Depuis lors, plusieurs HSPs ont été découvertes et sont divisées en familles en fonction 

de leur poids moléculaire (Binder, 2014). Dans des conditions physiologiques normales, les 

HSPs sont abondamment présentes dans le cytosol et fonctionnent comme des « chaperones 

moléculaires » dans le repliement et la translocation des protéines (de Haan et al., 2013). Lors 

d'une lésion tissulaire, les HSPs sont libérées dans le milieu extracellulaire où ils se lient aux 

récepteurs TLR4 des cellules adjacentes et au CD14 des lymphocytes circulants. Ces 

interactions aboutissent à l’activation de NF-κB et des MAP kinases (MKKs) ce qui augmente 

l'expression des cytokines pro-inflammatoires et rend la récupération cardiaque inefficace (Y. 

Li et al., 2011; J. Tian et al., 2013, p. 60; Zou et al., 2008). La question de savoir si les HSPs 

sont de véritables DAMPs est discutable, car des niveaux détectables de certaines HSPs existent 
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dans des environnements extracellulaires normaux, tandis que les DAMPs sont des molécules 

intracellulaires, exprimées en cas de stress ou de dommage et qui ne sont normalement pas 

exposées à l'environnement extracellulaire  (Broere et al., 2011). 

Les HSPs ont montré à la fois des effets bénéfiques et néfastes après une ischémie myocardique. 

Par exemple, les HSP20 et HSP70 protègent les cardiomyocytes contre les lésions dues à 

l'ischémie myocardique chez les rongeurs, avec une amélioration de la récupération de la 

performance contractile cardiaque et une diminution de la taille de l'infarctus (Fan et al., 2005). 

Cependant, la HSP60 a été fortement associée au développement de l'insuffisance cardiaque 

ischémique (Tanonaka et al., 2001) et l'activation de TLR4 médiée par HSP60 a induit 

l'apoptose myocardique et l'expression de cytokines pro-inflammatoires à la suite des lésions 

I/R myocardiques (S.-C. Kim et al., 2009).  

Le rôle de la HSP70 dans l'IDM s'est révélé complexe puisque des résultats opposés ont été 

publiés. HSP70 peut induire la libération de cytokines pro-inflammatoires dans les monocytes 

humains (Asea et al., 2000). Cependant, le traitement pharmacologique avec le co-inducteur 

HSP (bimoclomol) a augmenté les niveaux de HSP70, mais a diminué le taille de l’infarctus 

dans un modèle d'IDM chez le rat (Lubbers et al., 2002). De plus, l'induction de l'expression de 

HSP70 après prétraitement avec l'agent pharmacologique géranylgéranylacétone (GGA), a 

également révélé des effets cardioprotecteurs dans des modèles d'IDM chez le rat (Ooie et al., 

2001; C. Zhou et al., 2017). En outre, une cohorte de 26 patients subissant un pontage 

coronarien a reçu un prétraitement de 3 jours avec le GGA (400 mg/jour) ou un placebo. Le 

traitement avec GGA a entraîné des niveaux plus élevés de HSP70 et d'autres petites HSPs dans 

les fractions de myofilaments de tissu des appendices auriculaires droit et gauche. Cela pourrait 

indiquer que le traitement par le GGA entraîne une régulation à la hausse des HSPs bénéfiques 

qui pourraient potentiellement atténuer les lésions d’I/R après un IDM (van Marion et al., 2020).  

A noter que le bimoclomol et le GGA sont toutes les deux des régulateurs indirects de la HSP70 

et ces études ne parviennent pas à établir un rôle causal clair entre la régulation positive de 

HSP70 et les effets observés du traitement. Une étude récente menée chez des patients STEMI 

a observé que les niveaux sériques de HSP70 étaient significativement augmentés à la suite d'un 

IDM et qu’ils étaient associés à une augmentation de la taille d’infarctus, un remodelage 

défavorable et un pronostic clinique plus mauvais. Cette étude indique que HSP70 peut servir 

de biomarqueur prédictif, bien que cela ne prouve pas un rôle causal de la HSP70 en tant 

qu'acteur clé de la réponse inflammatoire post-IDM (Bochaton et al., 2020).  
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De plus, aucune interaction moléculaire directe claire des HSPs avec des PRRs spécifiques 

autres que TLR2 et TLR4 a été rapportée jusqu'à présent et l'interaction avec des PRRs non 

identifiés pourrait expliquer le rôle ambigu de ces HSPs. Ce n’est pas encore complètement 

compris si ces HSPs sont des spectateurs innocents qui augmentent lors d'une lésion 

myocardique ou si elles sont impliquées dans la réponse inflammatoire après un infarctus. Pris 

dans leur ensemble, ces résultats discordants révèlent une lacune dans les connaissances sur le 

rôle des HSPs dans l'IDM. Par conséquent, cibler directement les HSPs à ce stade ne sera 

possible que lorsque des études mécanistiques découvriront le rôle complexe des différentes 

HSPs dans les lésions I/R.  

 

5. Fibronectine 

La fibronectine (FN) est une glycoprotéine dimérique essentielle de la matrice extracellulaire. 

De nombreuses isoformes de FN existent en raison de l’épissage alternatif. Le variant 

d’épissage, fibronectine extra domaine A (FN-EDA), est fortement exprimé pendant 

l'embryogenèse et est régulé à la hausse en cas de lésion. La FN-EDA peut se lier aux intégrines 

𝛼9𝛽1 et 𝛼4𝛽1, médiant ainsi l'adhésion cellulaire (Liao et al., 2002). En outre, la FN-EDA peut 

activer les leucocytes par le biais de TLR2 et TLR4 in vitro (Okamura et al., 2001; Schoneveld 

et al., 2008). La FN-EDA est régulée à la hausse après l’IDM chez la souris (Arslan, Smeets, et 

al., 2011). De plus, les souris déficientes en FN-EDA présentent une diminution de 

l’inflammation, une réduction du recrutement des monocytes et une amélioration de la fonction 

cardiaque après un IDM (Arslan, Smeets, et al., 2011). Il a également été démontré que la FN-

EDA pouvait contribuer aux lésions d’I/R myocardique via la signalisation médiée par TLR4 

chez des souris hyperlipidémiques (Chorawala et al., 2018) et que l'administration d'un 

anticorps anti-fibronectine, 15 min après la reperfusion, a réduit la taille de l’infarctus après I/R 

dans le même modèle de souris  (Chorawala et al., 2018). En outre, dans le cas d'un AVC 

ischémique, l'expression constitutive de la protéine FN-EDA a augmenté de manière 

significative l'infiltration des neutrophiles et des macrophages, ainsi que les cytokines 

inflammatoires et les lésions cérébrales. Il est intéressant de noter que le traitement par un 

inhibiteur spécifique de TLR4 abolit ces effets ce qui suggère que la protéine FN-EDA, en 

activant la voie de signalisation liée par TLR4, favorise l'inflammation et les lésions ultérieures 

(Khan et al., 2012). Bien qu'il n'y ait pas encore de preuves, on peut supposer que la protéine 
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FN-EDA fonctionne comme un signal de danger inductible après un IDM en attirant et en 

activant les leucocytes par l'intermédiaire du TLR et/ou la signalisation des intégrines. 

 

6. ARN extracellulaire 

Les molécules d'ARN peuvent être sécrétées activement ou passivement dans le milieu 

extracellulaire après les lésions d’I/R et il a été démontré qu'elles agissent comme des DAMPs 

en induisant des réponses pro-coagulatoires et pro-inflammatoires (Noll et al., 2017). Ces 

molécules d'ARN extracellulaires circulantes (ARNex) déclenchent une forte réponse 

immunitaire en stimulant la signalisation TRIF, l'induction de la sécrétion d'interféron 

(indépendamment de la signalisation TLR2/4-MyD88) et par interaction avec des différents 

TLRs, tels que TLR3, TLR7 et TLR8, à la fois in vitro et in vivo dans les lésions d’I/R  

myocardiques (Cavassani et al., 2008; C. Chen et al., 2014; Feng et al., 2015; Tatematsu et al., 

2018). Il a également été démontré que le traitement par la RNase atténue la production de 

cytokines induite par la nécrose dans les cardiomyocytes et protège les souris contre les lésions 

I/R, marquée par une taille d’infarctus plus petite (C. Chen et al., 2014). Cet effet protecteur de 

l'inhibition de l'ARNex a été confirmé par l'administration de RNase1 non toxique, qui a 

entraîné une réduction de la taille d’infarctus et une préservation de la fonction cardiaque dans 

des modèles expérimentaux d’I/R myocardique chez des souris in vivo ainsi que dans le cœur 

de rat isolé et perfusé selon la technique de Langendorff (Cabrera-Fuentes et al., 2014). La 

même équipe a testé ce concept dans une étude clinique sur des patients subissant un pontage 

coronarien et a démontré qu’après un préconditionnement ischémique à distance, par quatre 

cycles de 5 minutes de gonflage et dégonflage d’un brassard de tensiomètre au niveau du bras 

gauche, avant l'intervention chirurgicale, les niveaux de RNase1 cardioprotecteurs ont 

augmenté, tandis que les concentrations d'ARNex et de TNF-α ont diminué. Cette étude ne 

rapporte pas les effets directs sur la fonction cardiaque ni ne prouve une causalité entre 

l'augmentation de RNAse1 et la réduction de l'ARNex et du TNF-α. Le mécanisme exact de la 

cardioprotection induite par la RNase1 reste à clarifier (Cabrera-Fuentes et al., 2015).  D'autres 

études ont mis au point une nanosonde multivalente de piégeage des acides nucléiques, le 

fluorochrome thiazole orange conjugué à un support de dextran (Dex-TO), pour piéger les 

acides nucléiques. Dex-TO a été administré par voie intraveineuse à des souris soumises à un 

IDM, initialement au début de l’I/R et à nouveau 4 heures plus tard, ce qui a entraîné une 

réduction de l’inflammation et une diminution de la taille d’infarctus chez les souris traitées au 
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Dex-TO (H. H. Chen et al., 2017). Ces données indiquent que les lésions tissulaires induites par 

l'ARN peuvent potentiellement être réduites par RNase, des inhibiteurs de TLR et d'autres 

composés chimiques piégeant l'ARN. Cependant, d'autres études expérimentales in vivo sur des 

modèles animaux et des données cliniques sont nécessaires pour soutenir ces effets bénéfiques 

observés dans les études expérimentales précliniques. 

 

7. Histones extracellulaires 

Il existe cinq types d'histones, classés en deux groupes : les histones centrales (H2A, H2B, H3 

et H4) et les histones de liaison (H1 et sa variante H5). Les quatre histones centrales partagent 

des structures similaires avec un motif commun structurellement conservé appelé "pliage des 

histones " et une région de queue étendue mobile. La fonction la plus importante des histones 

dans le noyau est de construire les nucléosomes, qui sont les sous-unités de base de la 

chromatine. Le nucléosome est constitué de 147 paires de bases d'ADN enroulé sur environ un 

tour et demi autour d'un noyau protéique octamérique contenant deux dimères H2A-H2B et un 

tétramère (H3-H4) (Figure 1) (Andrews & Luger, 2011). L’histone de liaison H1 s'associe avec 

le nucléosome et facilite la construction de nombreux nucléosomes en structures 

chromatiniennes d'ordre supérieur. De plus, H5, une variante de H1, est l'histone lieur 

prédominante chez les érythrocytes aviaires. Les histones et leurs modifications post-

traductionnelles ont des rôles clés dans le remodelage de la chromatine et la transcription des 

gènes.  
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Figure 12 : Structure des histones et assemblage des nucléosomes. Un nucléosome contient un octamère de 

molécules d'histones. Un octamère contient un tétramère de H3-H4 et deux dimères H2A-H2B. Modifié d’après 

(R. Chen et al., 2014).  

Leur libération dans le milieu extracellulaire est consécutive à des situations pathologiques 

comme le sepsis, les maladies auto-immunes, les cancers ou les coronaropathies (Borissoff et 

al., 2013; Holdenrieder et al., 2001; Zeerleder et al., 2003, 2012). Outre leur fonction nucléaire, 

les histones sont également connues pour être des DAMPs, ce qui a été d'abord démontré par 

l'observation que les souris meurent rapidement lorsque des histones libres sont administrées 

par voie intraveineuse (Xu et al., 2009). Dans un modèle d'AVC ischémique, la perfusion 

d'histones augmente la taille de l'infarctus cérébral et inversement, la neutralisation des histones 

par perfusion d'anticorps (anti-histone H2A/H4) réduit la taille de l'infarctus (De Meyer et al., 

2012). Des effets cytotoxiques similaires des histones ont été démontrés dans des lésions rénales 

(Allam et al., 2012), dans le choc septique (Xu et al., 2009) et même dans le follicule pileux 

(Shin et al., 2012). Dans un modèle murin, il a été démontré que les histones provoquaient une 

toxicité des cardiomyocytes et dans un modèle d'I/R cardiaque in vivo, le traitement par la 

DNAse 1 a perturbé la chromatine cytotoxique extracellulaire, entraînant une réduction de la 

concentration d'histones dans le myocarde (Vogel et al., 2015). Ce phénomène est corrélé à une 

amélioration significative du remodelage du ventricule gauche et de la survie des 

cardiomyocytes. En particulier, l'histone H4 a été récemment identifié comme le médiateur 

toxique de la mort des cellules musculaires lisses dans un modèle murin d'athérosclérose 

(Silvestre-Roig et al., 2019). L'effet cytotoxique des histones extracellulaires suggère qu'elles 

pourraient représenter une cible potentielle pour limiter les lésions I/R myocardiques (Shah et 

al., 2020).  
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DAMPs PRR(s) Référence(s) 

HMGB1 RAGE, TLR2,  

TLR4, TLR9 

(Andrassy et al., 2008; Egaña-Gorroño et al., 2020; F.-Y. Liu 

et al., 2019; Park et al., 2004; Y. Tian et al., 2019; Timmers 

et al., 2012) 

ATP extracellulaire P2X7/ NLRP3 (de Haan et al., 2013; Guerra Martinez, 2019; Mann, 2015; 

Newton & Dixit, 2012; Swanson et al., 2019) 

ADN mitochondrial TLR9,  

NLRP3, RAGE 

(Arslan, de Kleijn, et al., 2011; de Haan et al., 2013; Newton 

& Dixit, 2012; Riley & Tait, 2020; Y. Tian et al., 2019; 

Timmers et al., 2012) 

HSP70 TLR2, TLR4 (Arslan, de Kleijn, et al., 2011; de Haan et al., 2013; Mann, 

2015; Satoh et al., 2006; Timmers et al., 2012) 

HSP60 TLR2, TLR4 (Arslan, de Kleijn, et al., 2011; de Graaf et al., 2006; de Haan 

et al., 2013; S.-C. Kim et al., 2009, p. 60; Mann, 2015; 

Timmers et al., 2012) 

FN-EDA TLR2, TLR4 (Arslan, de Kleijn, et al., 2011; Arslan, Smeets, et al., 2011; 

Chorawala et al., 2018; de Haan et al., 2013; Okamura et al., 

2001; Timmers et al., 2012) 

ARN extracellulaire TLR3, TLR7 (de Haan et al., 2013; Feng et al., 2015; Tatematsu et al., 

2018; Timmers et al., 2012) 

Histones extracellulaires TLR2, TLR4,  

TLR9, NLRP3 

(Allam et al., 2012, 2013; Ekaney et al., 2014; H. Huang et 

al., 2011; X. Yang et al., 2016; Zindel & Kubes, 2020) 

 

Tableau 2 : Principaux DAMPs et les récepteurs impliqués dans leur reconnaissance.  

 

B. Les récepteurs de signaux de dangers endogènes ou PRRs 

Les DAMPs sont reconnus par les PRRs, un ensemble hétérogène de récepteurs de l’immunité 

innée présents à la surface des cellules ou à l’intérieur des cellules ou sous forme solubles, 

induisant généralement la production de cytokines pro-inflammatoires. Les DAMPs peuvent 

agir sur plusieurs PRRs et plusieurs PRRs peuvent partager le même ligand. De même, 

l'activation de différents PRRs peut conduire à la même voie commune finale et à une réponse 

inflammatoire similaire (Feng & Chao, 2011; Lamkanfi & Dixit, 2012; Timmers et al., 2012).  
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1. Les TLRs 

Les TLRs ont été identifiés en 1997 par Medzhitov et al. comme une partie importante du 

système immunitaire inné (Medzhitov et al., 1997). Les TLRs sont des récepteurs 

transmembranaires hautement conservés avec un motif extracellulaire répété riche en leucine, 

qui sont exprimés par les cellules phagocytaires (cellules dendritiques, 

monocytes/macrophages, neutrophiles), également par les cellules de l’immunité adaptative 

(lymphocyte T et B) et par les cellules non immunitaires y compris les cardiomyocytes (Iwasaki 

& Medzhitov, 2004) . À ce jour, 10 TLRs fonctionnels ont été identifiés chez l'homme dont six 

sont exprimés à la membrane cytoplasmique et sont activés par une variété de ligands 

exogènes/endogènes (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10) et quatre sont 

intracytoplasmiques et sont exprimés à la surface des endosomes (TRL3, TLR7, TLR8 et 

TLR9) qui sont surtout activés par des acides nucléiques (Mann, 2011; Y. Wang et al., 2010). 

L'expression de l'ARNm de tous les 10 TLR a été identifiée dans le tissu cardiaque humain avec 

une plus haute expression de TLR4, tandis que TLR8, TLR9 et TLR10 sont les moins exprimés 

(Nishimura & Naito, 2005).  

Après interaction ligand-récepteur, un élément clé de l’activation du TLR est le recrutement 

des protéines adaptatrices au domaines cytoplasmiques du récepteur telles que : MyD88 

(myeloid differenciation primary response protein 88), TRIF (TIR-domain-containing 

adaptator inducing interferon beta), TIRAP (TIR domain containing adaptator protein) et 

TRAM (TRIF-related adaptator molecule). On peut distinguer deux voies de signalisation 

selon la molécule adaptatrice qui est utilisée par le TLR : une voie dépendante de MyD88 et 

une voie indépendante de MyD88. Certains TLRs, dont TLR4, utilisent des voies mixtes 

dépendantes et indépendantes de MyD88. Ces protéines adaptatrices sont recrutées suite au 

changement de conformation du TLR par formation d’homo ou hétéro dimères après interaction 

ligand-récepteur. Ceci va induire une cascade de signalisation intracellulaire aboutissant à la 

translocation de facteurs de transcription comme NF-κB, AP-1 (activator protein 1) et IRF 

(interferon regulatory factor), conduisant à la transcription de multiples gènes impliqués dans 

la réponse inflammatoire dont les cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-α, IL-1), des 

chimiokines et les interférons de type 1. Leur sécrétion dans le milieu extracellulaire va induire 

le recrutement des cellules immunocompétentes supplémentaires ainsi que l’infiltration du 

myocarde infarci par les leucocytes (Figure 13) (de Haan et al., 2013) .   
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Figure 13 : Voies de signalisation simplifiées des TLRs. D’après (El-Zayat et al., 2019).  

 

Les récepteurs TLR et leurs ligands endogènes peuvent être une potentielle cible pour le 

traitement contre les lésions d’I/R. Les récepteurs les plus étudiés dans l’I/R myocardique sont 

les TLR2 et TLR4 (Feng & Chao, 2011). Des manipulations soit génétiques soit 

pharmacologiques de ces deux récepteurs montrent des effets cardioprotecteurs dans un modèle 

d’infarctus myocardique en diminuant la taille d’infarctus (Feng & Chao, 2011; Zuurbier et al., 

2019).  

 

TLR2  

Plusieurs études ont indiqué que le TLR2 est impliquée dans les lésions I/R du myocarde. Dans 

un modèle ex vivo d’I/R, des souris KO pour TLR2 ont présenté une meilleure récupération de 

la fonction cardiaque par rapport aux souris wild type (Sakata et al., 2007). TLR2 est également 

impliqué dans le dysfonctionnement endothélial après I/R (Favre Julie et al., 2007). De plus, 

Arslan et ses collègues ont démontré que les leucocytes exprimant TLR2 jouent un rôle 

important dans les lésions myocardiques d’I/R. Ils ont montré que les souris wild type avec des 

cellules circulatoires dérivées d’une moelle osseuse de souris KO TLR2-/- ont été protégées 
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contre les lésions d’I/R (Arslan Fatih et al., 2010). Ces résultats prometteurs ont conduit au 

développement et à l'étude d'un anticorps monoclonal anti-TLR2, OPN-305 (OPN-301 chez la 

souris). L’administration d’OPN-301 chez des souris subissant un IDM induit une réduction de 

la taille d’infarctus, une diminution de l’inflammation et une meilleure récupération de la 

fonction cardiaque par rapport aux souris témoins (Arslan Fatih et al., 2010; Mersmann et al., 

2011). Cet effet a été attribué à la réduction de l'afflux de leucocytes, à la diminution de la 

production de cytokine pro-inflammatoires et à une meilleure survie des cardiomyocytes 

((Arslan Fatih et al., 2010). Dans un modèle d'I/R myocardique chez le porc, l'administration 

intraveineuse d'OPN-305 15 minutes avant la reperfusion a entraîné une réduction dose-

dépendante de la taille d’infarctus (45% de réduction avec la dose la plus élevée d'OPN-305 

(12.5 mg/kg)) et a préservé la fonction systolique. Cependant, les auteurs n'ont pas observé des 

signes de réduction d'inflammation myocardique (Arslan et al., 2012). 

 

TLR4 

Oyama et ses collègues ont démontré qu’après une ischémie d’une heure par occlusion de 

l'artère coronaire suivie de 24 h de reperfusion, les souris déficientes en TLR4 présentent une 

réduction de plus de 50 % de la taille d’infarctus par rapport aux souris témoins ainsi qu’une 

diminution de l’inflammation (Oyama Jun-ichi et al., 2004). Dans un modèle similaire 

d’occlusion coronaire d’une heure suivie d’une reperfusion, Chong et al. ont montré une 

protection cardiaque avec une réduction de 40% de la taille d’infarctus chez des souris 

C3H/HeJ, exprimant un TLR4 non fonctionnel, par rapport aux souris wild type (Chong et al., 

2004). L’I/R chez les souris C3H/HeJ induit aussi une réduction significative de l’activité de 

protéine JNK ainsi que la translocation des facteurs de transcription NF-κB  et AP-1 et les 

niveaux d’ARNm de cytokines pro-inflammatoires par rapport aux souris WT (Chong et al., 

2004). De plus, le traitement par un antagoniste spécifique de TLR4, l’eritoran, induit une 

cardioprotection objectivée par une diminution de la taille de l’infarctus et une diminution de 

la réponse inflammatoire par une phosphorylation réduite de JNK, une translocation nucléaire 

de NF-κB atténuée et une diminution des niveaux d’ARNm de cytokines pro-inflammatoires 

(Shimamoto Akira et al., 2006).  TLR4 est impliqué aussi dans la production systémique de 

cytokines pro-inflammatoires après une I/R myocardique. Kim et al. ont mesuré le taux de 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β et IL6) dans le myocarde et dans le sérum chez 

des souris C3H/HeJ et leurs congénères wild type après une I/R myocardique (S.-C. Kim et al., 

2007). Une augmentation de taux sérique et myocardique de cytokines pro-inflammatoires en 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 2 

 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  40 

 

réponse à 1 h d'ischémie et 2 h de reperfusion in vivo alors que l’absence du TLR4 fonctionnel 

induit une réduction sérique significative de cytokines pro-inflammatoires, et une réduction 

myocardique significative seulement de l'IL-6 avec diminution de la taille d’infarctus (S.-C. 

Kim et al., 2007). 

 

Autres TLRs 

Bien que les autres TLRs fassent l'objet d'une étude moins approfondie, certains de ces 

récepteurs se sont révélés être impliqués dans l'inflammation post-IDM. Les souris déficientes 

pour TLR3 et TLR7 ont développé des IDM plus petits, avaient moins d'afflux de cellules 

inflammatoires et une meilleure fonction cardiaque par rapport aux souris sauvages (de Kleijn 

et al., 2019; Lu et al., 2014). Récemment, il a également été démontré que TLR9 contribue à la 

réponse inflammatoire post-IDM dans un modèle de souris par une stimulation par HMGB-1 et 

l’ADNmt (Y. Tian et al., 2019). Cependant, une autre étude a observé que TLR9-HMGB-1 était 

essentiel à la survie des cellules myocardiques, à la cicatrisation et à l'angiogenèse dans un 

modèle d’IDM chez la souris (F.-Y. Liu et al., 2019). Des études expérimentales sur le rôle de 

TLR5 ont également été réalisées et il est bien exprimé dans le cœur des souris, des rats et des 

humains (Rolli et al., 2010).  La déficience en TLR5 dans les modèles knock out a augmenté la 

taille de l’infarctus et le stress oxydatif myocardique, ce qui suggère que TLR5 est impliqué 

dans la signalisation cardioprotectrice (Parapanov et al., 2015) . Le rôle de TLR8 n'est pas 

complètement clair, mais la myosine cardiaque humaine, une fois libérée après une lésion des 

cardiomyocytes, peut agir comme un ligand pour TLR8 (P. Zhang et al., 2009). Les voies qui 

sont induites par d'autres TLRs, contribuant aux lésions I/R myocardiques ou les entravant, 

n’étant pas entièrement étayées, des recherches plus approfondies seront nécessaires avant que 

ces PRRs puissent être évalués en tant que cibles thérapeutiques. 

 

2. Le récepteur RAGE  

En 1992, le récepteur RAGE a été mentionné pour la première fois comme un récepteur 

impliqué dans la liaison des produits de glycation non enzymatiques et d'oxydation des 

protéines et des lipides (Egaña-Gorroño et al., 2020; A. M. Schmidt et al., 1992). D'autres 

recherches ont révélé que RAGE est exprimé par de multiples types de cellules, notamment les 

cardiomyocytes, les cellules vasculaires, les fibroblastes et les cellules inflammatoires infiltrées 
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et peut agir comme un PRR pour une variété de DAMPs, tels que le HMGB-1 et les protéines 

S100 (Egaña-Gorroño et al., 2020). Une fois activé, le RAGE facilite la translocation du NF-

κB vers le noyau entraînant la transcription de cytokines pro-inflammatoires(J. Xie et al., 2013). 

Les preuves du lien entre RAGE et l'IDM et les lésions I/R remontent à 2006. Des souris knock-

out pour RAGE ont montré des caractéristiques cardioprotectrices dans le cadre des lésions I/R 

et une augmentation de l'expression de RAGE a été montrée dans les cœurs de rats ischémiques. 

En outre, le prétraitement par blocage pharmacologique de RAGE a réduit les lésions d’I/R 

(Bucciarelli et al., 2006). Il a été démontré que l'administration d’HMGB1 recombinant aggrave 

les lésions myocardiques induites par une I/R suggérant l'implication de RAGE dans la réponse 

inflammatoire post-IDM (Andrassy et al., 2008). En outre, les souris déficientes pour RAGE 

sont protégées contre l'IDM, protection associée à une moindre accumulation de cellules 

inflammatoires dans la zone infarcie (Volz et al., 2012). Par conséquent, le blocage combiné de 

la signalisation de RAGE par siRNA (small interfering RNA) et le RAGE soluble a protégé de 

manière synergique contre les lésions myocardiques après l’IDM (Ku et al., 2015).  

 

3. Les récepteurs de type NOD 

Les récepteurs de type NOD (NLR, nucleotide oligomerization domain receptors) sont des 

récepteurs intracellulaires qui peuvent reconnaître une grande variété de DAMPs. Certains sont 

connus pour former des complexes multiprotéiques appelés « inflammasomes » (Platnich & 

Muruve, 2019). L'activation de l'inflammasome est un processus qui nécessite deux étapes : 

amorçage (priming) et activation. Le signal d'amorçage est fourni par l'interaction des DAMPs 

avec les PRRs, tels que les TLRs, ce qui conduit à la régulation positive des différents 

composants de l'inflammasome via l'activation du NF-κB (Swanson et al., 2019). Le signal 

d'activation est à nouveau fourni par des multiples DAMPs, y compris l'ATP extracellulaire et 

les DAMPs intracellulaires comme les ROS (Swanson et al., 2019). Cela conduit à l'assemblage 

des multiples composants de l'inflammasome, ce qui entraîne un changement de conformation 

de la caspase-1. A son tour, cela permet la maturation et la libération de cytokines, les 

interleukines IL-1β et IL-18, induisant ainsi une puissante réponse inflammatoire (Swanson et 

al., 2019). De plus, la caspase-1 va induire la pyroptose, qui est une forme pro-inflammatoire 

de la mort cellulaire régulée (décrite ci-dessus).  

L'inflammasome le plus étudié est l'inflammasome NLRP3 et il a été associé à de nombreuses 

maladies cardiovasculaires (Mauro et al., 2019; Toldo & Abbate, 2018; Weigt et al., 2017). Il 
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est constitué de trois composants : (1) NLRP3, (2) la protéine adaptatrice ASC (apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD domain) et (3) la caspase-1 (Figure 14). Les 

modèles de knock-out et l'administration d'ARNs interférents pour des composants de 

l'inflammasome NLRP3 ont révélé un rôle possible de l'inflammasome NLRP3 dans les lésions 

I/R myocardiques (Kawaguchi et al., 2011; Mezzaroma et al., 2011). En outre, il a été démontré 

que les lésions I/R induisent une forte expression de NLRP3 et de la caspase-1 dans le cœur de 

la souris (Mastrocola, Collino, et al., 2016). Ces résultats expérimentaux ont conduit au 

développement d'inhibiteurs sélectifs de NLRP3 qui ont été testés sur des modèles animaux de 

lésions I/R. Plusieurs composés ont montré qu'ils préservaient la fonction cardiaque et 

réduisaient la taille de l’infarctus.  

Le prétraitement avec INF4E, un composé qui inhibe l'activité ATPase de NLRP3, réduit la 

taille de l’infarctus et  améliore la pression ventriculaire gauche post-ischémique chez des rats 

(Mastrocola, Penna, et al., 2016). 16673-34-0, un inhibiteur de l'inflammasome NLRP3 dérivé 

du glyburide, a réduit l'activité de la caspase-1 dans les cardiomyocytes après stimulation par 

le LPS (amorçage) et l'ATP (activation) in vitro. Dans un modèle murin d’IDM, le traitement 

avec le 16673-34-0 induit une réduction de 40 % de la taille de l’infarctus (Marchetti et al., 

2015). Plus récemment, l'OLT1177 (le dapansutrile), un inhibiteur de l’inflammasome NLRP3, 

a montré qu'il réduisait la taille de l’infarctus jusqu'à 70 % dans plusieurs scénarios 

expérimentaux d’I/R chez les souris (temps d'ischémie plus ou moins long, administration 

pendant la reperfusion et après 1 h de reperfusion) (Toldo et al., 2019). De plus, la fonction 

cardiaque 24 heures et 7 jours après la reperfusion était significativement améliorée par rapport 

au placebo et l'activité de la caspase-1 dans le cœur réduite de 50 %. Une étude a testé l'effet de 

l'inhibition de l'inflammasome NLRP3 chez le porc (G. P. J. van Hout et al., 2017). 

L’administration quotidienne pendant 7 jours de MCC950, inhibiteur de l’inflammasome 

NLRP3, a permis de réduire la taille de l’infarctus jusqu'à 16 % et préserver la fonction 

cardiaque de manière dose-dépendante dans un modèle porcin d'occlusion de l'artère 

descendante antérieure gauche pendant 75 minutes (G. P. J. van Hout et al., 2017).  
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Figure 14 : Structure et fonctionnement de l’inflammasome NLRP3. 1 : La présence de PAMPs ou de DAMPs 

entraîne la synthèse de pro-IL-1 (signal 1); 2 : Les PAMPs/DAMPs activent aussi NLRP3 (signal 2) et entraînent 

un changement conformationnel de ce récepteur intra-cytoplasmique; 3 : Ce changement conformationnel permet 

son interaction avec la protéine adaptatrice ASC et de ASC avec la procaspase-1; 4 : Ces trois partenaires 

s’oligomérisent pour former un hétéro-heptamère qui constitue la plateforme de « l’inflammasome NLRP3 » dans 

laquelle est activée la caspase-1; 5 : Caspase-1 active (C1) clive le pro-domaine des pro-cytokines IL-1 et IL-18 

inactives. Ce clivage entraîne leur activation et leur sécrétion ; 6 : Dans le même temps, la caspase-1 déclenche la 

mort inflammatoire de la cellule par pyroptose. D’après (Jamilloux et al., 2014).  

 

4. Les récepteurs purinergiques P2X7 

Dans une cellule saine, l'ATP est généré au niveau intracellulaire et est libéré à travers des 

canaux transmembranaires vers l'espace extracellulaire de manière régulée. Cependant, en cas 

de danger, de dommages et/ou de stress, des niveaux très élevés d'ATP sont transloqués vers 

l'espace extracellulaire, agissant comme des DAMPs en activant le récepteur purinergique P2X7 

(P2X7  R) (Mariathasan et al., 2006).  L'activation de P2X7 entraîne un efflux de potassium qui 

conduit à l'activation de voies de signalisation intracellulaires provoquant la libération de 

cytokines pro-inflammatoires (Guerra Martinez, 2019). La fonction la plus étudiée de P2X7 

dans les lésions I/R est probablement son rôle dans l'assemblage de l'inflammasome NLRP3 et 

sa maturation ultérieure (Guerra Martinez, 2019). 
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Dans un modèle d'IDM chez le rat, il a été démontré que l'injection intramyocardique d'un petit 

ARN en épingle à cheveux (shARN) spécifique de P2X7 directement après la ligature coronaire 

et l'induction ultérieure de l'IDM entraîne le blocage de la signalisation P2X7, ce qui se traduit 

par les résultats suivants : une réduction de l'infiltration des cellules circulantes, une réduction 

de la taille de l’infarctus et une amélioration de la fonction cardiaque. Il a été démontré que cet 

effet était associé à l'inhibition des voies Akt et ERK1/2 et à l'activation du NF-kB (H. Gao et 

al., 2017). Une autre étude réalisée sur des cœurs de rats a montré qu’un siARN long non codant 

(NONRATT021972) a diminué l’expression de P2X7 dans le ganglion cervical supérieur et 

améliorait la fonction cardiaque chez le rat après un infarctus dans un modèle de ligature 

coronaire permanente (Tu et al., 2016). Ces résultats ont été étayés par une étude portant sur le 

PPADS (pyridoxalphosphate-6′-azophény2′,4′-disulfonate), un inhibiteur pharmacologique de 

P2X7. In vitro, le PPADS a significativement réduit la mort cellulaire des cellules exposées à 

l'ischémie. In vivo, le PPADS a réduit la taille de l’infarctus et amélioré la fonction cardiaque 

chez les souris dans un modèle de ligature permanente (Mezzaroma et al., 2011).  

 

5. Les pentraxines 

Les pentraxines font partie des PRRs solubles. Cette famille de PRRs est composée des 

molécules solubles de reconnaissance fonctionnant comme des récepteurs sériques dont le rôle 

est d’opsoniser les microbes ou des éléments du soi modifié (cellules apoptotiques ou 

nécrotiques) afin de faciliter leur élimination par les phagocytes permettant ainsi d’activer et/ou 

d’amplifier le système du complément. Les pentraxines appartiennent à une famille de protéines 

phylogénétiquement conservées et sont divisées en deux groupes selon la longueur de leur 

structure primaire : les pentraxines courtes et les pentraxines longues (Garlanda et al., 2005). 

La famille des pentraxines courtes, représentées par la protéine C-réactive (CRP, C-reactive 

protein) et le composant sérique amyloïde P (SAP, Serum amyloid P-component), sont 

produites dans le foie sous l'effet de stimuli pro-inflammatoires, principalement l’IL-6. La CRP 

et le SAP se lient toutes les deux à différents ligands des microbes et des composants de l'hôte 

de manière dépendante du calcium, un mécanisme associé à l'immunité innée contre les 

pathogènes et également à l'élimination des débris cellulaires (Pepys & Hirschfield, 2003). Les 

pentraxines longues dont le prototype est la molécule pentraxine-3 (PTX3), est fortement 

sécrétée à la phase aiguë de l’inflammation en réponse à de nombreux stimuli y compris les 

cytokines pro-inflammatoires, IL-1, TNF-α et IL-6 (Latini et al., 2004; Muller et al., 2001). 
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PTX3 

Le PTX3 peut être libéré par les neutrophiles en phase précoce et par les macrophages et les 

cellules endothéliales en phase tardive de l'IDM (Nebuloni et al., 2011, p. 3) et des preuves 

suggèrent que le cœur est un site majeur d'expression de PTX3 (Introna et al., 1996) ce qui 

pourrait contribuer à son implication dans de multiples maladies cardiovasculaires. Une analyse 

transcriptomique du sang complet obtenue après une chirurgie cardiaque a permis d'identifier 

PTX3 comme un marqueur potentiel d'infarctus et de lésions irréversibles du myocyte dans la 

cardiopathie ischémique (Liangos et al., 2010). En utilisant un modèle expérimental d'IDM et 

des échantillons de sang de patients IDM, Maugeri et ses collaborateurs ont démontré que les 

neutrophiles étaient la principale source d'augmentation du PTX3 pendant la phase précoce de 

l'infarctus (dans les 6 heures post-IDM) dans le sang des patients ayant subi un IDM. De plus, 

les plaquettes activées étaient responsables du déclenchement de la libération de PTX3 par les 

neutrophiles. En effet, une fraction substantielle de PTX3 a été observée sur les membranes 

cellulaires des plaquettes circulantes chez les patients atteints d'IDM. En présence de PTX3, la 

formation d'une agrégation plaquettes-neutrophiles a été inhibée, ce qui a été associé à une 

moindre efficacité des plaquettes à réguler l'expression des intégrines CD11b/CD18, une étape 

critique pour que les leucocytes adhèrent et transmigrent dans les tissus endommagés (Maugeri 

et al., 2011). Ces résultats suggèrent que le PTX3 diminue la réponse inflammatoire déclenchée 

par les plaquettes activées, limitant ainsi les effets délétères des neutrophiles dans le cœur.  

D'autres études ont également suggéré que PTX3 a des fonctions protectrices importantes dans 

le cadre de l’IDM. Par exemple, la protéine exogène PTX3 joue un rôle protecteur dans les 

lésions d’I/R myocardiques en prévenant l'apoptose des cardiomyocytes et en réduisant la 

production de troponine chez les souris, ce qui a été associé à une amélioration de la 

performance hémodynamique (Zhu et al., 2014). Cette étude a également démontré un 

important effet de PTX3 sur la fonction cellulaire en limitant l'expansion et l'activation des 

cellules Tγδ et en diminuant l'expression locale des cytokines pro-inflammatoires IL-23 et IL-

17A et l'infiltration des neutrophiles dans le tissu. En outre, en utilisant un modèle expérimental 

d’IDM chez les souris, les chercheurs ont identifié une cinétique de l'ARNm de PTX3 dans la 

circulation qui atteint un pic après 24 heures et revient à son niveau basal après 3 jours (Salio 

et al., 2008). Dans la même étude, des souris déficientes pour PTX3 ont présenté des lésions 

myocardiques accrues après un IDM, avec extension de la zone no-reflow, une accumulation 

intense de leucocytes dans la zone lésée, et un nombre élevé de cardiomyocytes apoptotiques. 

Il est intéressant de noter que la perfusion de PTX3 exogène chez ces souris a inversé ce 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 2 

 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  46 

 

phénotype (Salio et al., 2008).  Ainsi, PTX3 semble jouer un rôle protecteur pour réduire les 

dommages du myocarde en réduisant l’inflammation. En plus de son rôle potentiel 

thérapeutique, il est suggéré que le PTX3 pourrait être utilisé comme une composante 

inflammatoire importante de la cardiopathie ischémique chez l'homme. Peri et ses collègues ont 

démontré que les taux plasmatiques de PTX3 s'élevaient après un IDM plus rapidement que la 

CRP, ce qui suggère que le PTX3 pourrait être utilisé comme un indicateur précoce des lésions 

d’I/R cardiaques (Peri et al., 2000). Le PTX3 est présent dans les cardiomyocytes normaux 

(Peri et al., 2000). L'augmentation du PTX3 dans le sang pourrait être une conséquence de sa 

libération à partir de cardiomyocytes nécrotiques en raison d’une perméabilité membranaire 

accrue (Lagrand et al., 1997).  

 

CRP 

La CRP est un marqueur de la phase aiguë de l’inflammation. Son taux plasmatique augmente 

dans les heures qui suivent le début de l'inflammation. Elle a une demi-vie de 24-48 heures au 

cours de laquelle l'inflammation prend fin. Son taux de production est directement corrélé à la 

sévérité de l'inflammation. Les valeurs de la CRP peuvent être utiles pour déterminer l'évolution 

de la maladie ou l'efficacité des traitements (Di Napoli et al., 2011).  Sa concentration sérique 

augmente en réponse à une inflammation. Il se lie à la phosphocholine avec une haute affinité 

en présence de calcium et active le système du complément via C1q (Gershov et al., 2000; 

Yadav et al., 2014). Cela favorise ensuite la phagocytose par les macrophages afin de cibler une 

série d'agents pathogènes ainsi que les membranes des cellules hôtes endommagées et 

nécrosées. La CRP, ainsi que d'autres protéines de la phase aiguë, est une composante 

importante de la première ligne de défense innée de l'hôte.  

Ces dernières années, le point de vue sur le rôle de la CRP est passé d'une innocente protéine 

de la phase aiguë à un médiateur des dommages tissulaires (Emerging Risk Factors 

Collaboration et al., 2012). Il a été observé que des niveaux élevés de CRP circulants après un 

infarctus étaient corrélés au pronostic des événements cardiovasculaires (Ridker, Hennekens, 

et al., 2000). La CRP peut directement interagir avec les vaisseaux athérosclérotiques ou le 

myocarde ischémique par l'activation du système du complément, favorisant ainsi 

l'inflammation et la thrombose (Dutta et al., 2012; Riedemann & Ward, 2003).  Paraskevas et 

Mikhailidis (Paraskevas & Mikhailidis, 2008) ont fait remarquer que la CRP n'est pas seulement 

un spectateur innocent mais qu'elle participe activement au processus pathogène de l'IDM et 
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des lésions de reperfusion et que la CRP est également localisée dans le myocarde infarci des 

lapins. Des travaux  ont permis de découvrir que la CRP et les fragments de complément activés 

sont co-localisés dans le myocarde infarci mais pas dans le myocarde normal des patients 

atteints d'IDM (Nijmeijer et al., 2004). Des études ont également montré que des taux élevés 

de CRP correspondaient à une augmentation de la taille de l'infarctus (Mihlan et al., 2011; 

Pearson et al., 2003). L'injection de CRP humaine à des rats après la ligature de l'artère 

coronaire a augmenté la taille de l'infarctus d'environ 40 % (Kluft, 2004). La CRP, entre autres 

facteurs, sert également de médiateur à l'activation du complément dans le myocarde infarci 

(Krijnen et al., 2006; Mihlan et al., 2011). Il a été  constaté que les complexes CRP-C3d et 

CRP-C4d sont plus élevés chez les patients atteints d'IDM que chez les contrôles (groupe sujets 

sains) ou chez les patients présentant une angine de poitrine instable (Nijmeijer et al., 2002).  

 

C. Le facteur de transcription nucléaire κB (NF-κB) 

Bien que NF-κB ne soit ni un DAMP ni un PRR, il est considéré comme un facteur crucial dans 

la cascade de signalisation, en aval, après l'activation des PRRs, en particulier les TLRs et les 

RAGEs. Les dimères NF-κB sont généralement situés dans le cytoplasme sous forme d'un 

complexe inactif avec son inhibiteur naturel, IkB-α (nuclear factor of kappa light polypeptide 

gene enhancer in B-cells inhibitor alpha) (Akira & Takeda, 2004). L'activation du NF-κB 

nécessite la libération d'IkB-α, suivie d'une translocation vers le noyau. La libération d'IkB-α 

est médiée par IKK (IkB kinase). IKK se compose de deux parties catalytiques, IKK- α et IKK-

β, et d'une partie régulatrice IKK-g. Après l'activation par la liaison DAMP-PRR en amont, 

IKK phosphoryle rapidement IkB, ce qui permet au complexe d'entrer dans le noyau (Akira & 

Takeda, 2004). Après translocation, la liaison du NF-κB à l'ADN se produit et la transcription 

des cytokines inflammatoires est initiée (Akira & Takeda, 2004; G. P. van Hout et al., 2016).  

Des études utilisant des modèles de rongeurs déficients en NF-κB ou en ses sous-unités ou des 

modèles de souris surexprimant IkB-α ont montré une réduction de la libération de cytokines 

inflammatoires (IL-1β, TNF-α) et des tailles d’infarctus plus petits après une I/R myocardique 

(Maimaitiaili et al., 2018; Squadrito et al., 2003; X. Q. Zhang et al., 2013). En outre, divers 

inhibiteurs (directs et indirects) du NF-κB ont été développés et testés dans des modèles 

précliniques d'I/R myocardique (Y. S. Kim et al., 2010; Pye et al., 2003; Stansfield et al., 2007; 

Zingarelli et al., 2002). Une étude a montré que le BAY 11-7082, un composé qui est connu 

pour réguler négativement l'activation du NF-κB, administré dans un modèle d'I/R chez le rat 
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réduit l'inflammation cardiaque et la taille de l’infarctus (Y. S. Kim et al., 2010). Des effets 

similaires ont été observés chez la souris avec le BAY 65-1942, un inhibiteur qui cible 

sélectivement l'activité de kinase de IKK-β (Moss et al., 2007).  

En outre, l'inhibition pharmacologique du protéasome qui est nécessaire à la libération d' IkB-

α, a également préservé de façon significative la fonction cardiaque, a réduit la taille de 

l’infarctus et a atténué l'expression des gènes inflammatoires dans un modèle murin d'I/R 

(Stansfield et al., 2007). De même, l'administration du tacrolimus, un inhibiteur de la 

calcineurine, après une reperfusion bloque l'activation précoce du NF-κB dans un modèle d'I/R 

chez le rat, avec une réduction ultérieure de la nécrose myocardique, de l'activité de la 

myélopéroxydase, de l'activation du gène ICAM-1 et de l'accumulation de leucocytes 

(Squadrito et al., 2000).  

Ces résultats suggèrent un rôle potentiel de l'inhibition du NF-κB dans l'IDM. En accord avec 

de nombreuses cibles thérapeutiques précédemment discutées, la traduction en clinique n'a pas 

été couronnée de succès jusqu'à présent. Une raison potentielle de l'entrave à la traduction 

clinique pourrait être l'activation d'autres facteurs de transcription, parallèlement au NF-κB 

après l'interaction DAMP-PRR. Un exemple est la translocation du facteur IRF3 après 

l'activation du TLR. Cette voie entraîne une augmentation de l'apoptose cardiaque et la 

libération de cytokines inflammatoires, telles que les interférons de type 1, qui pourraient 

également jouer un rôle dans l'I/R myocardique lorsque NF-κB est inhibé (C. Chen et al., 2014; 

King et al., 2017; ter Horst et al., 2019).  

 

II. Effecteurs cellulaires de la réponse inflammatoire 

Le recrutement des cellules inflammatoires est un processus dynamique et orchestré 

comprenant une infiltration séquentielle du myocarde lésé par des neutrophiles, des phagocytes 

mononuclées, des cellules dendritiques et des lymphocytes (Figure 15). Cependant, il existe 

déjà un nombre important de cellules immunitaires résidentes même dans le cœur sain (Bajpai 

et al., 2018; Pinto et al., 2012) dont certaines sont connues pour initier la réponse du cœur à 

l’I/R. Dans les cœurs de souris, il y a environ 2300 leucocytes résidents/mg de tissu (Bönner et 

al., 2012). Ceux-ci sont constitués d'environ 25% de cellules lymphoïdes [principalement des 

cellules B et T mais aussi de certaines cellules tueuses naturelles (NK pour natural killer)] et 

d'environ 75% de cellules myéloïdes (principalement des macrophages, certains neutrophiles et 
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un faible nombre de monocytes, de cellules dendritiques, d'éosinophiles et de mastocytes) (Yu 

et al., 2016).  Les macrophages résidents semblent avoir un rôle dans l’activité contractile du 

cœur (Hulsmans et al., 2017).  

 

A. Les neutrophiles 

Les neutrophiles constituent normalement la première ligne de défense contre les envahisseurs, 

les microorganismes et les lésions tissulaires (Prabhu & Frangogiannis, 2016). Après l’IDM, 

les leucocytes polymorphonucléaires (PMNs) de la moelle osseuse se mobilisent dans le sang 

et sont la première sous-population leucocytaire à arriver au niveau du myocarde lésé. Ils sont 

présents dans les heures qui suivent l'IDM atteignant un pic d’accumulation entre le 1er et le 

3ème jour post-IDM et commençant à diminuer au 5ème jour.  Les neutrophiles ont tendance à 

cibler la zone bordant le territoire ischémique et leur accumulation est accentuée lors de la 

reperfusion. Les PMNs sont recrutés dans le myocarde lésé en réponse à une forte concentration 

de facteurs chimiotactiques ainsi qu’aux DAMPs générés par le myocarde lésé, entraînant 

l’activation des cellules endothéliales locales favorisant leur adhésion et leur recrutement. Ici, 

ils quittent la circulation et s'infiltrent dans le myocarde lésé à travers l'endothélium des veinules 

post-capillaires en 3 étapes séquentielles, un processus appelé extravasation : 

(1) Les PMNs adhèrent d'abord aux cellules endothéliales et roulent dessus en se liant à la 

sélectine P, à la sélectine E, aux molécules d'adhésion intercellulaire (ICAMs, 

intracellular adhesion molecules) et aux molécules d'adhésion cellulaire vasculaire 

exprimées sur les cellules endothéliales activées. 

(2) Une adhésion ferme se produit ensuite par l'interaction des intégrines, α1β2 et αMβ, 

présentes sur les PMNs avec leurs ligands, ICAM-1 et ICAM-2, présents sur les cellules 

endothéliales. 

(3) Enfin, la migration transendothéliale ou diapédèse des PMNs à travers les cellules 

endothéliales est également médiée par les intégrines α1β2 et αMβ, ICAM-1 et ICAM-2. 

Une fois dans le myocarde lésé, les PMNs jouent de multiples rôles notamment la phagocytose 

des débris cellulaires, la dégradation de la matrice extracellulaire par la libération de granules 

contenant des métalloprotéinases matricielles (MMPs, matrix metalloproteinases), la 

production de ROS et la sécrétion de facteurs chimiotactiques permettant le recrutement 

d’autres cellules immunitaires. Une infiltration excessive de PMNs et/ou leur élimination 

tardive peut exacerber les lésions myocardiques en prolongeant la réponse pro-inflammatoire. 
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Ma et al. en 2016 ont récemment suggéré que les neutrophiles infiltrants peuvent être polarisés 

après l’IDM, ce qui ouvre des possibilités de modulation thérapeutique de la polarisation des 

neutrophiles en tant que stratégie pour prévenir l'inflammation et donc de cardioprotection. Ils 

ont constaté que les neutrophiles prélevés dans le myocarde au jour 1 après l'IDM avaient une 

expression élevée de marqueurs pro-inflammatoires et étaient polarisés par l'activation de TLR4 

(appelés neutrophiles N1 et induits par le lipopolysaccharide et l'interféron-γ), tandis que ceux 

prélevés dans le cœur aux jours 5-7 post-IAM, étaient anti-inflammatoires (appelés neutrophiles 

N2 et induits par l'interleukine-4)  (Y. Ma et al., 2016).  Il a été démontré que la perte de 

l’intégrine CD11/CD18 (qui permet aux neutrophiles de se lier à l'endothélium et de le 

traverser) a permis de réduire la taille de l'infarctus dans des modèles d'IDM chez le petit et le 

gros animal ((Arai et al., 1996; Aversano et al., 1995; Lefer et al., 1993; Tanaka et al., 1993).  

La durée de vie des neutrophiles est courte. Les neutrophiles apoptotiques sécrètent des signaux 

« trouvez-moi», les médiateurs lipidiques tels que les lipoxines et les résolvines, les nucléotides, 

et des signaux « mangez-moi», le lysophosphatidylcholine, (Bratton & Henson, 2011; 

Frangogiannis, 2012) induisant la migration des phagocytes. La clairance de ces cellules mortes 

par les phagocytes, mécanisme appelé efferocytose, reprogramme les macrophages vers un 

phénotype anti-inflammatoire qui mène à la résolution de la cascade pro-inflammatoire 

(Soehnlein & Lindbom, 2010). Cependant, les médiateurs lipidiques tels que la lactoferrine et 

l'annexine A1, libérés par les neutrophiles apoptotiques, inhibent l'afflux des neutrophiles tout 

en favorisant la migration des monocytes (Maddox et al., 1997) dans le tissu infarci. D’autre 

part, certaines molécules relarguées depuis les granules des neutrophiles infiltrants (cathepsin 

G, azurocidin et peptide antimicrobien cathelicidine) favorisent le recrutement de la deuxième 

vague du population leucocytaire : les monocytes et les macrophages (Soehnlein & Lindbom, 

2010). 

 

B. Les monocytes et les macrophages 

Les monocytes produits dans la moelle osseuse et la rate pénètrent dans le sang après l’IDM et 

sont recrutés dans le myocarde lésé en deux phases :  

- La première phase est dominée par la sous-population monocytaire à phénotype pro-

inflammatoire, les monocytes Ly-6Chigh chez la souris, avec un pic d’accumulation entre 

le 3ème et le 4ème jour post- IDM. Les monocytes Ly-6Chigh correspondent aux 
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monocytes CD14+ CD16- humains. Ils sont recrutés via l’interaction entre leur récepteur 

membranaire CCR et la chimiokine MCP-1 exprimé par le myocarde (Dewald et al., 

2005; Nahrendorf et al., 2007), suivie d'une augmentation de l'expression endothéliale 

de molécules d'adhésion telles que la sélection et la VCAM1 (vascular cell adhesion 

molecule-1) (W. W. Lee et al., 2012). Ils expriment des cytokines po-inflammatoires 

(TNF-α, IL-1β, MMPs et les myéloperoxydases) et des médiateurs protéolytiques, 

participant à la digestion du tissu infarci et l’élimination des débris nécrotiques (Swirski 

& Nahrendorf, 2013).  

- La deuxième phase est dominée par la sous-population monocytaire anti-inflammatoire, 

les monocytes Ly-6Clow chez la souris, qui atteint son maximum environ le 7ème jour 

post-IDM. Les monocytes Ly-6Clow murins correspondent aux monocytes CD14+ 

CD16+ humains. Elles expriment des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-β 

(transforming growth factor β)) et des facteurs de croissance comme le VEGF (vascular 

endothelial growth factor), et participent à l’accumulation de myofibroblastes, au 

développement d’un environnement pro-angiogénique et au dépôt de collagène, 

nécessaires à la phase de résolution de l’inflammation (Nahrendorf et al., 2007). 

 Les monocytes infiltrés se différencient ensuite en macrophages de phénotype M1, également 

appelés macrophages inflammatoires, qui sont responsables de l'élimination des débris 

cellulaires de la zone d'infarctus. Par la suite, des cytokines, des chimiokines et des facteurs de 

croissance sécrétés par les macrophages M1 influencent la phase de réparation ou de résolution 

coordonnée par les macrophages de phénotype M2, également appelés macrophages 

réparateurs. Cependant, la présence prolongée de macrophages M1 pourrait prolonger la phase 

pro-inflammatoire et provoquer une expansion de la zone infarcie retardant ainsi la phase de 

résolution et la formation de tissu cicatriciel médiée par les macrophages M2 et exacerbant le 

remodelage défavorable du ventricule gauche. Par conséquence, la modulation thérapeutique 

de la polarisation des macrophages peut constituer une nouvelle stratégie thérapeutique pour 

réduire la taille de l'infarctus et prévenir le remodelage défavorable du ventricule gauche (ter 

Horst et al., 2015). Des études expérimentales ont montré que le fait de cibler les monocytes 

pro-inflammatoires ou les macrophages M1 pour supprimer la phase pro-inflammatoire post-

IDM, est cardioprotecteur (Courties et al., 2014; Harel-Adar et al., 2011; Leuschner et al., 

2011). Inversement, il a été démontré que favoriser la polarisation des macrophages M2 facilite 

la résolution de l'inflammation et prévient le remodelage défavorable du ventricule gauche  

après l’IDM (Weirather et al., 2014; L.-S. Zhou et al., 2015).  
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Bien que les neutrophiles soient la première population leucocytaire à infiltrer le myocarde, le 

recrutement des monocytes/macrophages débute plus précocement, dès les premières minutes 

de l’ischémie. Une étude récente a permis de montrer que les monocytes Ly-6clow également 

appelés « monocytes patrouilleurs » infiltraient la zone bordant le territoire ischémique et le 

myocarde infarci dès la première demi-heure, en nombre plus important que les neutrophiles 

(Jung et al., 2013). Ces monocytes et les macrophages résidents détectent les DAMPs et 

produisent des cytokines et des chimiokines attirant les neutrophiles (Soehnlein & Lindbom, 

2010). 

 

C. Les fibroblastes cardiaques 

Les fibroblastes cardiaques sont des cellules mésenchymateuses, abondamment distribuées 

dans le cœur et protectrices de l'intégrité de la matrice extracellulaire (Prabhu & Frangogiannis, 

2016).  Outre leur contribution à la formation d’une cicatrice et au remodelage de la matrice, 

les fibroblastes cardiaques jouent un rôle important dans la réponse inflammatoire post-IDM et 

dans le remodelage ultérieur du ventricule gauche (Shinde & Frangogiannis, 2014). Ils sont 

activés par les DAMPs libérés par les cardiomyocytes endommagés. Dans les 24 à 72 heures 

suivant l'IDM, les fibroblastes cardiaques agissent comme des médiateurs pro-inflammatoires, 

en activant l'inflammasome et en produisant des cytokines et des chimiokines et présentent des 

propriétés de dégradation de la matrice, contribuant ainsi à débarrasser la plaie des cellules 

mortes et à éliminer les débris la matrice. Ce processus est facilité par des cytokines pro-

inflammatoires spécifiques (comme l'interleukine-1 qui inhibe l'expression d'α-SMA par les 

fibroblastes), qui retardent la transformation des fibroblastes en myofibroblastes. 

 

D. Les lymphocytes 

Des modèles expérimentaux sur des petits et grands animaux ont démontré l'infiltration des 

lymphocytes T et B dans la zone infarcie après l’IDM (Frangogiannis et al., 2000; Yan et al., 

2013; Zouggari et al., 2013). Il a été démontré que les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) 

circulants augmentent une semaine après l'IDM, et lorsqu'ils ont été prélevés à des rats soumis 

à un IDM ils exercent un effet cytotoxique sur les cardiomyocytes néonataux sains (Varda-

Bloom et al., 2000). Il a été démontré qu'à la suite d'un IDM, des lymphocytes B matures 

s'infiltrent dans la zone infarcie (avec un pic au 5ème jour post-IDM), et augmentent la réponse 
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pro-inflammatoire en sécrétant la chimiokine CCL7 (C-C motif chemokine ligand 7), qui induit 

à son tour la mobilisation à partir de la moelle osseuse des monocytes Ly-6Chigh pro-

inflammatoires (Zouggari et al., 2013). La déplétion génétique des lymphocytes B à l'aide 

d'anticorps spécifiques dirigés contre CD20 (marqueur spécifique des lymphocytes B) ou contre 

le facteur de survie des lymphocytes B (BAFF, a-proliferation-inducing ligand) atténue 

l'inflammation systémique (mesurée par les taux systémiques d'IL-1β, TNF et IL-18), réduit la 

taille de l'infarctus et améliore la fonction du ventricule gauche au 14ème jour post-IDM 

(Zouggari et al., 2013), ce qui fait des lymphocytes B une nouvelle cible thérapeutique pour 

prévenir l'inflammation post-IDM.  

A côté des lymphocytes conventionnels effecteurs, il existe une sous-population des 

lymphocytes T aux propriétés anti-inflammatoires puissantes exprimant notamment le CD25 et 

FOXP3 (forkhead box P3), les lymphocytes T régulateurs (Treg), qui ont été récemment 

reconnus comme étant impliqués dans le changement de phénotype monocyte/macrophage 

après un infarctus. La déplétion génétique ou à l'aide d'anticorps (anti-CD25) des cellules Treg 

a entraîné une polarisation des macrophages M1 ainsi qu'une inflammation prolongée et un 

remodelage cardiaque défavorable après un infarctus. L'activation thérapeutique des cellules 

Treg a induit une différenciation des macrophages M2 associée à des effets bénéfiques, en 

termes de résolution de l’inflammation et de réparation myocardique (Weirather et al., 2014).  
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Figure 15 : Évolution temporelle de l’infiltration inflammatoire au sein du myocarde après l’IDM. Modifié d’après 

(Shinagawa & Frantz, 2015).  

 

 

III. Cytokines pro-inflammatoires 

Après l'IDM, des cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées par les cellules résidentes 

cardiaques et par les cellules inflammatoires circulantes suite à l’activation des PRRs par leurs 

ligands endogènes. Les cytokines jouent un rôle essentiel dans l'amplification de la réponse pro-

inflammatoire en réponse aux lésions d’I/R myocardiques par le recrutement des cellules 

inflammatoires dans la zone infarcie (Frangogiannis, 2014). De plus, les cytokines stimulent 

l'apoptose des cardiomyocytes (Abbate et al., 2008). D'autre part, les médiateurs pro-

inflammatoires peuvent également induire des signaux réparateurs clés. En plus de leur rôle 

dans la clairance des tissus nécrotiques, les cytokines stimulent l'expression de facteurs de 

croissance fibrogéniques et angiogéniques ce qui initie la formation de cicatrice (Kurrelmeyer 

et al., 2000).  
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A. TNF-α 

Le TNF-α est libéré au cours de l’IDM (Frangogiannis et al., 1998) induisant la synthèse de 

molécules d’adhésion et le recrutement des cellules inflammatoires dans la zone infarcie du 

cœur (Maekawa et al., 2002).  Les effets en aval du TNF-α dépendent fortement du fait que 

cette cytokine se lie au récepteur TNFR1 (tumor necrosis receptor 1) ou au récepteur TNFR2 

(tumor necrosis receptor 2). En se liant au TNFR1, il active la voie SAFE aboutissant à 

l’inhibition de l’ouverture du mPTP (Lecour et al., 2005). La stimulation passant par le 

récepteur TNFR1 induit également l’apoptose (Moe et al., 2004). Cependant la stimulation du 

récepteur TNFR2 a elle un effet protecteur contre les lésions d’I/R, illustré par la diminution de 

la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et de l’apoptose (Kishore et al., 2011; Monden et 

al., 2007).   

 

B. IL-1 

La famille interleukine-1 (IL-1) se compose de 11 membres parmi lesquels IL-1α, IL-1β, IL-18 

et IL-33. Ces cytokines possèdent une similarité dans leurs structures géniques et dans la 

transduction du signal à travers un groupe de récepteurs d’IL (Sims & Smith, 2010). Les 

membres de la famille IL-1 jouent un rôle essentiel dans la réponse inflammatoire post-IDM 

(Bujak & Frangogiannis, 2009). Récemment, il a été découvert que l'IL-1α est un médiateur 

puissant de la réponse inflammatoire post-infarctus (Lugrin et al., 2015). L'IL-1β est également 

un acteur essentiel, puisqu'il est augmenté dans le myocarde infarci, associé à l’activation de 

l’inflammasome (Bujak et al., 2008). A la fois l'inhibition génétique et pharmacologique de 

l'IL-1 réduit la taille de l’infarctus et prévient le remodelage indésirable du ventricule gauche 

(Abbate et al., 2008; Bujak et al., 2008). Cependant, le blocage du récepteur d’IL-1 par 

l’anakinra, une protéine recombinante analogue de l’antagoniste endogène du récepteur de l’IL-

1, réduit l'apoptose des cardiomyocytes et atténue le remodelage cardiaque après un IDM aigu 

dans des modèles expérimentaux chez les rongeurs (Abbate et al., 2008; Salloum et al., 2009). 

Des essais cliniques ont examiné l'efficacité de l’anakinra chez des patients atteints d’IDM mais 

les données n’ont pas montré des résultats concluants. Dans une étude clinique portant sur 182 

patients, ils ont montré que le traitement quotidien des patients pendant 14 jours avec l’anakinra 

entraînait une réduction de l’inflammation objectivée par la mesure de la CRP. En revanche, le 

groupe traité a eu plus d’évènements cardiovasculaires à un an (Morton et al., 2015). Une étude 
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récente offre un certain espoir pour ce traitement puisque l’administration d’anakinra chez des 

patients STEMI, bien que non associée à une réduction de la mortalité, a entraîné une 

diminution de la CRP et une diminution du nombre d’hospitalisations pour insuffisance 

cardiaque (Abbate et al., 2020). 

Récemment, l’étude CANTOS fut la première immunothérapie à montrer des résultats positifs 

dans les maladies cardiovasculaires. Dans cette étude, un traitement anti-inflammatoire ciblant 

la voie de l'immunité innée de l’IL-1β avec le canakinumab, administré à la dose de 150 mg 

tous les 3 mois, entraîne une diminution de la concentration plasmatique de la protéine CRP et 

un taux significativement plus faible d'événements cardiovasculaires, indépendamment d’une 

réduction de bilan lipidique, chez des patients traités pour athérosclérose ayant déjà subi un 

IDM (Ridker et al., 2017).  

 

C. IL-6 

Il a été rapporté que l'interleukine-6 (IL-6) joue à la fois un rôle pro- et anti-inflammatoire et 

est libéré après l’IDM aiguë (Gwechenberger et al., 1999). Des taux circulants élevés d'IL-6 

sont associés au syndrome coronarien aigu (Empana et al., 2010). Cependant, la modulation 

génétique ou pharmacologique de l'IL-6 dans le cadre expérimental de l'infarctus myocardique 

montre des résultats contradictoires. Les souris déficientes pour le gène IL-6 présentent une 

taille d'infarctus similaire (M. Fuchs et al., 2003; Kamiński et al., 2009) ou une taille d’infarctus 

plus petite (Jong et al., 2016) par rapport aux souris wild type. A l’inverse, il a été démontré que 

le blocage du récepteur de l’IL-6 par l’administration d’un anticorps monoclonal, MR16-1, 

avant la reperfusion et chaque semaine pendant 1 mois, a aggravé le remodelage indésirable du 

ventricule gauche dans un modèle murin d'IDM (Hartman et al., 2016), suggérant un rôle 

bénéfique pour IL-6. Malgré des données expérimentales contradictoires, des essais cliniques 

ciblant l’IL-6 ont été réalisés. L’administration du tocilizumab,  anticorps monoclonal humanisé 

qui bloque l’action des récepteurs d’IL-6, en une simple dose avant l’angiographie coronaire a 

atténué la réponse inflammatoire et principalement la libération de la troponine chez les patients 

hospitalisés pour IDM sans sus-décalage du segment ST ayant reçu une intervention coronaire 

percutanée primaire (ICP) (Kleveland et al., 2016). 
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Chapitre 3 : La clusterine 

La clusterine (CLU) a été isolée pour la première fois en 1983 par Fritz et al. à partir du fluide 

testiculaire de bélier. C’est une glycoprotéine hétérodimérique de poids moléculaire 80 kDa, 

capable de se dissocier en 2 sous-unités de 40 kDa dans des conditions réductrices, et de point 

isoéléctrique 3.6 (Blaschuk et al., 1983; Fritz et al., 1983).  Ses noms ont été multiples (Tableau 

3), selon le tissu où elle était découverte ainsi que sa fonction (Rosenberg and Silkensen,1995). 

Il a finalement été déterminé que toutes ces protéines étaient produites à partir du même gène 

(Wong et al., 1993) et il a été convenu d’adopter le nom « CLU » universellement à Cambridge 

en 1992 (Fritz & Murphy, 1993) bien que certains des noms alternatifs apparaissent encore dans 

la littérature.  

Nom Source Espèce Fonction Références 

Clusterine Fluide testiculaire Bélier Reproduction (Blaschuk et al., 1983) 

TRPM-2 Prostate Rat Apoptose (Léger et al., 1987) 

Gp80 Rein Chien Sécrétion (Hartmann et al., 1991) 

SGP2 Testicules Rat Reproduction (Bettuzzi et al., 1989) 

CLI Sérum Homme Régulation du complément (Jenne & Tschopp, 1989) 

APOJ Sang Homme Transport de lipides (de Silva et al., 1990) 

pADHC-9 Cerveau Homme Maladie d’Alzheimer (May et al., 1989) 

 

Tableau 3  : Liste des principales protéines homologues à la CLU. TRPM-2: Testosterone-repressed prostatic 

messenger-2, SGP-2: Sulphated glycoprotein 2, CLI: Cytolysis inhibitory protein, APOJ: Apolipoprotein J, 

pADHC-9: Alzheimer disease hippocampus clone 9. (E. Rosenberg & Silkensen, 1995). 
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I. Synthèse et structure de la clusterine 

Le gène codant pour la CLU est hautement conservé entre les différentes espèces avec un degré 

d’homologie élevé de l’ordre 70 à 80% chez les mammifères (Jones & Jomary, 2002).  Chez 

l’homme, il est situé sur le chromosome 8p21-12 s’étendant sur une région de 16580 pb (Wong 

et al., 1994). Il est organisé en 9 exons, dont la taille varie de 47 pb (exon I) à 412 pb (exon V), 

séparés par huit introns de 207 bp (intron VIII) à 4377 bp (intron VI) (Wong et al., 1994). Cette 

organisation génétique est bien conservée chez la souris et le rat dont le gène de CLU se localise 

respectivement sur le chromosome 14 s’étalant sur une région de 12923 pb et sur le 

chromosome 15p12 s’étalant sur une région de 13750 bp  (Birkenmeier et al., 1993; Wong et 

al., 1993). 

Jusqu’en 2006, un seul transcrit de taille 1,9 kb, contenant deux ATGs dont le premier est situé 

sur l’exon 2 et le deuxième sur l’exon 3, était décrit pour la CLU (de Silva et al., 1990). 

Actuellement, au moins deux transcrits distincts d’ARNm de la CLU existent suite à une 

initiation alternative de la transcription qui pourrait être contrôlée par deux promoteurs 

distincts. Ces 2 isoformes, diffèrent par leur exon 1, sont nommées Isoforme 1 et Isoforme 2 

dont les numéros d’accès dans la banque de données sont respectivement NM_001831.2 et 

NM_203339.1. Ces 2 transcrits sont produits uniquement chez l’homme et le chimpanzé 

(Cochrane et al., 2007). Un troisième transcrit appelé Isoforme 11036 (Andersen et al., 2007) a 

été mis en évidence par ASAP (Alternative Splicing Annotation Project) database (C. Lee et 

al., 2003). 

 Il est bien connu que de nombreux gènes codent pour plusieurs variantes de protéines en raison 

d’un promoteur alternatif aussi d’un épissage alternatif.  Ce qui produit différentes isoformes 

d’ARNm codants pour la même protéine mais avec une région 5’ UTR (untranslated 

transcribed region) différente. Dans certains cas, lorsque le site d’initiation de la traduction 

existe dans le premier exon, ils codent pour une protéine distincte avec des activités biologiques 

différentes, alternatives ou opposées. Le gène de CLU semble être un exemple paradigmatique 

pour un telle régulation complexe. Les trois transcrits primaires (pré-ARNm) de la CLU 

produits par l’ARN polymérase possèdent tous 9 exons, 8 introns et une région 3’UTR 

terminale dont l’exon 1 est unique pour chaque isoforme alors que les exons 2 à 9 sont similaires 

pour tous les types. L’Isoforme 1 contient son premier codon d’initiation ATG au niveau de 

l’exon 1 alors que l’Isoforme 2 possède un exon 1 non traduit et son premier codon d’initiation 

ATG se situe au niveau de l’exon 2 (le deuxième pour l’Isoforme 1), localisé juste en amont de 
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la séquence de localisation dans le RE. L’exon 1 de l’Isoforme 11036 est localisé entre l’exon 

1 de l’Isoforme 1 et l’isoforme 2 résultant d’un épissage alternatif. Son premier codon ATG se 

trouve au niveau de l’exon 1. Les 3 Isoformes contiennent un dernier ATG situé au niveau de 

l’exon 3 (Figure 16). En conclusion, l’Isoforme 1 et l’isoforme 11036 codent pour des protéines 

intracellulaires de 501 acides aminés (a.a.) et 460 a.a. respectivement alors que l’Isoforme 2 

code pour une protéine secrétéé de 449 a.a. (Rizzi, Coletta, et al., 2009). 

 

 

 

Figure 16 : CLU : gène et transcrits. A. Représentation schématique de l'organisation du gène CLU sur le 

chromosome humain 8. Les blocs noirs représentent les exons de 2 à 9, communs à tous transcrits, tandis que les 

blocs (bleu, jaune et vert) représentent l'exon 1 unique de différentes variantes transcriptionnelles de la CLU. 

L’exon 1 de l’Isoforme 1 (1_1) est indiqué en bleu, l’exon 1 de l’Isoforme 2 (1_2) est indiqué en vert et l’exon 1 

de l’Isoforme 11036 (1_3) est indiqué en jaune. Les sites d’initiation de la transcription sont représentés par des 

flèches noires. B. Représentation schématique des variantes connues de l’ARNm de CLU. Modifié d’après (Rizzi, 

Coletta, et al., 2009). 

 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 3 

 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  60 

 

Plusieurs travaux ont montré alors l’existence de différentes formes protéiques de la CLU 

dérivant toutes du même gène. Ces formes se distinguent par leur localisation cellulaire, une 

forme extracellulaire (la forme secrétée) et des formes intracellulaires (la forme nucléaire et la 

forme cytoplasmique), mais aussi par leurs fonctions (Bettuzzi & Rizzi, 2009; Trougakos et al., 

2009).  

 

La forme secrétée de la CLU  

Depuis sa découverte au début des années 1980 jusqu’au milieu des années 1990, CLU était 

considérée uniquement comme une protéine secrétée. La transcription du gène CLU produit un 

ARNm d’environ 2 Kb dont la traduction, initiée à partir du codon initiateur (AUG) situé au 

niveau de l’exon 2, donne un pré-protéine composée de 449 acides aminés. Les 22 premiers 

acides aminés représentent une séquence-signal assurant la translocation co-traductionnelle 

vers le RE où se fait le clivage du peptide signal, la N-glycosylation de la pré-protéine au niveau 

de six résidus d’asparagine (Asn) (Asn86, 103, 145, 291, 354, 374) et la formation de 5 ponts 

disulfure (Choi-Miura et al., 1992). Ces modifications transforment la pré-protéine en CLU pré-

sécrétoire (psCLU) de poids moléculaire 60 kDa qui se transloque vers l'appareil de Golgi où 

il va subir une glycosylation et un clivage par une proprotéine convertase, la furine, entre les 

résidus d’arginine et serine (Arg227 et Ser228) produisant la forme secrétée (sCLU) mature, 

complexe hétérodimérique de 80 kDa composé d’une chaîne alpha (résidus de 228 à 449) et 

d’une chaîne beta (résidus 23 à 227). Elle possède 3 hélices α amphiphiles (une au niveau de la 

chaîne alpha et 2 au niveau de la chaîne beta) et deux hélices α de type « coiled-coil », c’est-à-

dire torsadées et enroulées sur elles-mêmes (Jones & Jomary, 2002). Cette structure de CLU 

est responsable de son affinité relative à une grande variété de ligands ainsi que de son activité 

chaperonne (Bailey et al., 2001; D. T. Humphreys et al., 1999). La représentation schématique 

de la structure de la CLU est montrée dans la Figure 16. Enfin, la sCLU mature est sécrétée 

sous la forme d'un complexe hétérodimérique de deux sous-unités de 40 à 45 kDa (Kapron et 

al., 1997; Urban et al., 1987) (Figure 17). 
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Figure 17 : : Représentation schématique de la structure de la CLU humaine. La chaîne polypeptidique 

précurseur (en haut) est clivée pour éliminer la séquence-signal de 22 acides aminés (en rose) et ensuite entre les 

résidus 227-228 pour générer la chaîne alpha (en orange) et la chaîne beta (en bleu clair). Ceux-ci sont assemblés 

de façon antiparallèle et reliés par cinq ponts disulfure (ellipses rouges) pour générer une molécule hétérodimérique 

(en bas). Les zones en bleu foncé et en vert représentent respectivement les 3 hélices α amphiphiliques et les 2 

hélices α de type « coiled-coil ». Modifié d’après (Jones & Jomary, 2002).  

 

Les formes intracellulaires de CLU : nucléaire et cytoplasmique 

Ce n'est qu'en 1996 que les chercheurs ont observé une accumulation d’une forme nucléaire de 

CLU (nCLU) dans le noyau de cellules de lignées épithéliales de poumon (HepG2 et CCL64) 

après l’induction de la mort cellulaire avec du TGF-β (Reddy et al., 1996). Quelques années 

plus tard, Yang et al. ont identifié une forme nucléaire de CLU de 55  kDa induite par des 

rayonnements ionisants dans la lignée de cellules de cancer du sein (MCF-7:WS8) (C.-R. Yang 

et al., 2000). Autre que la sCLU non sécrétée, des formes intracellulaires de CLU (iCLU) ont 

été trouvées dans les cellules stressées. Les fonctions, les propriétés, la localisation subcellulaire 

et la biogenèse de ces protéines ne sont pas encore claires. Plusieurs mécanismes quant à leur 

biogenèse sont en cours de discussion : 1) la rétrotranslocation de la forme psCLU du RE au 

cytosol après induction de stress par la voie de dégradation des protéines associées au RE (voie 

ERAD : Endoplasmic-Reticulum-Associated protein Degradation) (N. Li et al., 2013; Nizard 

et al., 2007) 2) l'initiation de la traduction au niveau du codon AUG situé dans l’exon 3 en aval 

de la région codant pour la séquence-signal générerait des isoformes CLU non sécrétées 



                                                                                                                                             Introduction – Chapitre 3 

 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  62 

 

(Moretti et al., 2007; Reddy et al., 1996) 3) l'initiation de la traduction au niveau du codon AUG 

situé dans l’exon 1, en amont de la séquence-signal, ce qui pourrait entraîner la synthèse de 

protéines CLU allongées à l'extrémité N terminale avec la séquence-signal non fonctionnelle  

(Rizzi, Coletta, et al., 2009) et 4) l’épissage alternatif de l'ARNm de CLU pourrait générer un 

ARNm dépourvu d'exon 2 qui comprend la séquence-signal. La traduction de cet ARNm à partir 

du codon AUG situé au niveau de l'exon 3 conduit à la synthèse d'une isoforme CLU non 

sécrétée. Un tel événement d'épissage a été observé dans la lignée de cellules tumorales 

mammaires MCF-7 exposés aux radiations ionisantes. Cette isoforme CLU est appelée nCLU, 

de poids moléculaire de 55 kDa,  possédant une séquence de localisation nucléaire fonctionnelle 

qui lui permette l’adressage au noyau des cellules où elle pourrait agir comme un facteur pro-

apoptotique (Bettuzzi & Rizzi, 2009; Leskov et al., 2003, 2011; Prochnow et al., 2013). Toutes 

les formes intracellulaires sont à chaîne unique (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Biogenèse de la CLU. La forme secrétée de CLU (sCLU) subit certaines modifications post-

traductionnelles (flèches noires) telles que la formation de liaisons disulfures, le clivage protéolytique et une 

glycosylation au niveau du RE et de l’appareil de Golgi pour être secrétée dans le milieu extracellulaire. Lors d'un 

stress cellulaire, des formes de CLU non secrétées (intracellulaires) émergent (flèches pointillées), principalement 

dérivées de la translocation échouée, de l’épissage alternatif ou de l’initiation de la traduction à partir de l'exon 3 

ainsi que de la rétrotranslocation du RE vers le cytoplasme. Modifié d’après (Rohne et al., 2016). 
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II. Expression, demi-vie et régulation de la clusterine 

Bien qu'exprimée de façon ubiquitaire dans presque tous les tissus de mammifères, CLU est 

principalement fabriquée par les tissus épithéliaux pendant le développement embryonnaire et 

dans les testicules, les ovaires, la glande surrénale, le foie, le cœur et le cerveau chez les adultes 

(Wong et al., 1993, 1994).  Cependant, CLU n'est pas exprimée par toutes les cellules d'un 

organe donné. sCLU est également abondante dans les fluides biologiques tel que le plasma, le 

liquide séminal, le lait et le liquide céphalo-rachidien (E. Rosenberg & Silkensen, 1995; Jones 

& Jomary, 2002). La concentration moyenne de la CLU dans le plasma humain est de 100 ± 50 

µg/ml alors qu'elle est environ 10 fois plus élevée dans le liquide séminal humain (Jenne et al., 

1991; Murphy et al., 1988). CLU est une protéine à demi-vie très courte, inférieure à 2h (115 

minutes) (Rizzi, Caccamo, et al., 2009).  

Les récepteurs identifiés de CLU sont variés et souvent spécifiques aux tissus et comprennent 

le récepteur des lipoprotéines de haute densité (HDL, high density lipoprotein), la protéine 2 

liée au récepteur des lipoprotéines de basse densité (lipoprotein receptor-related protein 2, 

LRP2) également connue sous le nom de mégaline (Bradley et al., 2019), le récepteur 2 de 

l'apolipoprotéine E (ApoER2, apolipoprotein E receptor 2) (Leeb et al., 2014) et le récepteur 

de la lipoprotéine de très basse densité (VLDLR, very low density lipoprotein receptor), dont 

beaucoup sont essentiels à la santé cardiovasculaire.  

La variation du niveau d'expression des différentes isoformes de CLU dans les différents tissus 

suggère que l'expression de CLU doit être spécifique du tissu et finement régulée (N. Kim & 

Choi, 2011; Wong et al., 1994) au niveau transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel 

(N. Kim & Choi, 2011) par divers mécanismes moléculaires, voies de signalisation ou 

modifications épigénétiques (Deb et al., 2015).  Un certain nombre d’éléments régulateurs 

peuvent contribuer au contrôle de l’expression de la CLU. Ces éléments comprennent la 

protéine activatrice-1 (AP-1, activator protein-1), la protéine activatice-2 (AP-2, activator 

protein-2), des motifs de la protéine SP-1 (specificity protein-1) (Wong et al., 1993), des 

éléments de réponse aux androgènes (AREs, androgen response elements) (Cochrane et al., 

2007) et les éléments de réponse à l'AMP cyclique (CREs, cyclic-AMP response éléments) 

(Rosemblit & Chen, 1994). Les signaux de mort cellulaire et d'apoptose régulent également la 

protéine CLU. On a observé que l'expression de l'ARNm de CLU était augmentée dans 

l'hippocampe de rat après une lésion néocorticale et hippocampique (May et al., 1990) et après 

une ischémie (May et al., 1992).  
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La CLU peut être régulée aussi de manière différentielle par différentes molécules telles que 

les cytokines (Trougakos & Gonos, 2002). Les hormones et les facteurs de croissance sont aussi 

les régulateurs les plus importants de l'expression de CLU (Rizzi, Coletta, et al., 2009). De 

même, la régulation transcriptionnelle de la CLU est très complexe et controversée selon les 

tissus impliqués. IL-1β et IL-2 induisent une augmentation de la transcription de l'ARNm-CLU 

dans les astrocytes (Zwain et al., 1994).  Dans les différents stades des carcinomes colorectaux 

humains, la production accrue d'IL-6 est trouvée en même temps que la surexpression de Bax 

et de l'isoforme pro-survie sCLU, ainsi que la perte de Ku86 et de nCLU (Pucci et al., 2009). 

La CLU est surexprimée par le TNF-α alors que le TGF-β diminue son expression dans les 

cellules musculaires lisses porcines (D. Humphreys et al., 1997; Thomas-Salgar & Millis, 

1994). A l’inverse, le TGF-β induit l'expression de CLU dans les astrocytes de rat (Laping et 

al., 1994).  

 

III. Fonctions physiologiques de la clusterine 

Les fonctions physiologiques exactes de CLU restent énigmatiques bien que la CLU ait été 

clonée depuis des décennies, ceci pour 2 raisons : sa capacité à interagir avec une variété de 

molécules (protéines amyloïdes, lipides, immunoglobulines, composants de complexe 

d’attaque membranaire) (Trougakos & Gonos, 2002) et sa sécrétion au cours de nombreux états 

biologiques et pathologiques.  CLU est impliquée dans de nombreux processus physiologiques 

mais aussi physiopathologiques. A noter que les souris invalidés pour la CLU (CLU KO) se 

développent et vivent normalement (McLaughlin et al., 2000).  

 

A. La reproduction  

La protéine CLU a été initialement isolée à partir du fluide testiculaire comme une protéine 

induisant une agrégation des cellules de Sertoli (Blaschuk et al., 1983; Fritz et al., 1983). La 

synthèse de la sCLU séminale se fait au niveau des testicules, l’épididyme et les vésicules 

séminales (O’Bryan et al., 1990).  La fonction exacte de la sCLU séminale n'est pas encore bien 

connue. Fukuda et al. ont prouvé que la concentration de sCLU dans le liquide séminal chez les 

patients infertiles est significativement diminué par rapport aux hommes sains. De plus, le 

niveau de sCLU chez les hommes présentant une azoospermie non obstructive était plus faible 
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que chez les patients oligozoospermiques (Fukuda et al., 2016). Ce qui est conforme aux 

résultats menés par Salehi et al. qui ont démontré une corrélation négative entre la concentration 

de sCLU séminale (dans le groupe des hommes infertiles : 15,5 ± 9,7 ng/mL vs. dans le groupe 

des hommes fertiles : 48,31 ± 38,59 ng/mL) et la morphologie anormale des spermatozoïdes, 

l’insuffisance de protamine (protéine essentielle à la condensation et à la stabilisation de l’ADN 

dans la tête des spermatozoïdes) et la fragmentation d’ADN (Salehi et al., 2013). Cependant, 

certains travaux contredisent ceux mentionnés ci-dessus. Zalata et al. ont trouvé que 

l'expression génique de CLU a été significativement augmentée dans les échantillons de sperme 

d'hommes infertiles et qui est corrélée négativement avec le nombre de spermatozoïdes, la 

motilité, l’activité de l’acrosine, l'indice de linéarité et la vitesse linéaire, et positivement avec 

le pourcentage de formes anormales des spermatozoïdes et la fragmentation de l'ADN (Zalata 

et al., 2012).  

L'expression de CLU dans le sperme était plus élevé aux premiers stades du processus de 

maturation des spermatozoïdes (Cui et al., 2016). Cependant,  un niveau élevé de CLU aux 

stades ultérieurs du développement des spermatozoïdes suggère sa maturation anormale et 

correspond à une diminution de l'agrégation et de la motilité des spermatozoïdes, provoquant 

l'infertilité (Cui et al., 2016). Griffiths et al. ont étudié le rôle de la sCLU en tant que facteur de 

transport pour la protéine SPAM1 (sperm adhesion molecule 1), marqueur de maturité du 

sperme, vers la membrane plasmique des spermatozoïdes sur un modèle de souris et dans du 

sperme humain (Griffiths et al., 2009). Toutefois, une fertilité normale est trouvée chez les 

souris CLU KO  mais une spermatogenèse perturbée dans ses stades terminaux (Bailey et al., 

2002).  

 

B. Le transport de lipides 

CLU participe également au transport du cholestérol et est présente dans les complexes de HDL 

dans le plasma humain (Jenne et al., 1991) et pour cette raison, CLU est parfois appelée 

apolipoprotéine J (apoJ). La classification de CLU comme une apolipoprotéine s’appuie sur 

plusieurs raisons : (i) elle est associée aux lipides dans le plasma et le liquide céphalo-rachidien 

(de Silva et al., 1990) (ii) elle est sécrété par les hépatocytes et les astrocytes en tant que 

lipoprotéine (Burkey et al., 1992; LaDu et al., 1998) et (iii) elle se lie à la protéine gp330 

(mégaline), un membre de la famille des récepteurs aux lipoprotéines à faible densité (LDL,  
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low density lipoprotein) (Kounnas et al., 1995, p. 330) bien qu’il ait été initialement considéré 

que l'apoJ n'était présente que dans les HDL.  

Dans le plasma, apoJ forme des particules HDL avec apoA‑I et apoE et peut jouer un rôle 

important dans le transport inverse du cholestérol des tissus périphériques vers le foie (Bettuzzi, 

2009), qui est considéré comme le principal rôle des HDL dans la protection contre 

l'athérosclérose. Cependant la chaîne beta individuelle de CLU provoque une augmentation 

significative de l’accumulation de lipides cellulaires (Matukumalli et al., 2017). Les lapins 

ayant reçu une injection de la chaîne beta de CLU mais pas de la chaîne alpha présentent une 

augmentation de poids d'environ 40 % avec une hypertrophie des adipocytes et une stéatose 

hépatique et rénale (Matukumalli et al., 2017).  

 

C. La clusterine entre apoptose et survie 

Bien que l'expression de la CLU soit liée à des processus biologiques tels que la formation de 

cicatrices, le remodelage membranaire ou la maturation des spermatozoïdes (Wong et al., 

1994),  qui n'impliquent pas l'apoptose, les premières études ont révélé une corrélation entre la 

surexpression de l'ARNm-CLU et la mort cellulaire après différents signaux de stress toxiques 

(Buttyan et al., 1989; Léger et al., 1987, 1988). Cependant, par la suite des études ont montré 

des résultats contradictoires, établissant une relation entre la surexpression de CLU et la 

protection cellulaire (Schwochau et al., 1998; Sensibar et al., 1995).  

L’identification de deux isoformes de CLU (sCLU et nCLU), avec une localisation cellulaire 

différente et des rôles opposés concernant la survie cellulaire, a contribué à clarifier ces 

divergences (Leskov et al., 2003; C.-R. Yang et al., 2000). Ainsi, alors que l'expression de 

nCLU est liée aux tissus sains, la surexpression de sCLU serait liée à la plupart des tumeurs 

malignes (Tellez et al., 2016). À cet égard, les cellules tumorales sont apparemment 

caractérisées pour présenter un microenvironnement favorable à la survie avec un rapport 

sCLU/nCLU accru (Essabbani et al., 2013; Leskov et al., 2011, p. 1). 

Les modifications post-traductionnelles régulent apparemment les rôles différentiels de CLU 

(N. Kim & Choi, 2011), car la présence ou l'absence d'une séquence leader dans le peptide CLU 

déterminerait le type d'isoforme à exprimer, soit sCLU ou nCLU (survie ou apoptotique 

respectivement). À cet égard, il a été suggéré que la présence de la séquence leader agirait 

comme "function -switch" des différentes formes de CLU (Q. Zhang et al., 2006). Étant donné 
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que l'inhibition de l'exon 2 de l'ARNm-CLU induit le silencing de l'isoforme sCLU et que la 

résistance à l'apoptose est l'une des principales caractéristiques du cancer, cette découverte a 

été essentielle pour la conception de thérapies ciblées contre le cancer qui sont actuellement à 

l'étude.  

Dans les cellules saines, Ku70 cytosolique, une protéine de réparation de l'ADN, se lie à la 

protéine BAX. BAX est une protéine pro-apoptotique qui subit un changement de conformation 

pendant le processus apoptotique, puis se transloque vers la membrane mitochondriale 

favorisant sa perméabilité ce qui entraîne la mort cellulaire (Alibek et al., 2014). La liaison de 

Ku70 à BAX forme un complexe inhibant le déplacement de BAX vers la mitochondrie. sCLU 

peut modifier cette interaction en se liant au complexe Ku70-BAX ce qui le stabilise, réduisant 

ainsi la quantité de BAX libre qui peut transloquer vers la mitochondrie pour induire l'apoptose 

(Trougakos et al., 2009; H. Zhang et al., 2005). La déplétion de CLU a permis de réduire la 

liaison de Ku70-BAX et d'augmenter les niveaux de BAX dans les mitochondries (Trougakos 

et al., 2009) avec l'accumulation résultante de protéines pro-apoptotiques, une augmentation de 

la libération de cytochrome C et l'expression accrue de la caspase 9. Cela s'accompagne d'une 

réduction des protéines anti-apoptotiques, dont Bcl-2, ce qui rend les cellules plus vulnérables 

aux effets pro-apoptotiques de BAX (Trougakos et al., 2009). Puisque sCLU est généralement 

localisée dans l'espace extracellulaire, le mécanisme permettant cette interaction intracellulaire 

reste peu clair. Cependant, l'internalisation de sCLU peut se produire après la liaison à des 

récepteurs tels que le récepteur de la mégaline (Ghiso et al., 1993; Zlokovic et al., 1996), et 

plusieurs groupes ont rapporté la présence de la CLU glycosylé dans le cytosol pendant le stress 

cellulaire (Nizard et al., 2007). En revanche, certaines données indiquent que la iCLU pourrait 

favoriser l'apoptose. Précédemment, Leskov et al. ont décrit nCLU comme un signal de mort 

cellulaire et on pense que nCLU se lie directement à Ku70 (Leskov et al., 2003; C.-R. Yang et 

al., 2000) bloquant l'interaction entre Ku70 et BAX favorisant ainsi la translocation de BAX 

vers la mitochondrie et donc la mort cellulaire. L'interaction et la liaison avec Ku70 ont été 

observées avec une protéine de CLU de 60 kDa mais pas avec la CLU mature et sécrétée. Ceci 

suggère que cette liaison est spécifique à la iCLU (C. R. Yang et al., 1999; C.-R. Yang et al., 

2000).  

Bien que l'on ait cru à l'origine que la iCLU provenait d'un transcrit d'ARNm distinct de celui 

de la sCLU, il est maintenant largement admis que ces deux protéines partagent le même 

transcrit d'ARNm et que la iCLU peut exister en raison d'une localisation altérée de la sCLU. 

Le stress peut altérer la capacité d'une cellule à sécréter la sCLU, ce qui entraîne sa localisation 
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à l'intérieur de la cellule. Autre possibilité, sCLU peut ne pas subir la biogénèse canonique, 

entraînant une glycosylation et/ou un clivage incomplet, ce qui peut conduire la sCLU immature 

à échapper à la voie sécrétoire et à rester à l'intérieur de la cellule. D'autres théories suggèrent 

que l'ARNm de la CLU peut subir un épissage alternatif induit par le stress et une traduction 

non canonique pour produire une protéine CLU tronquée, non glycosylée, dépourvue de l'exon 

2, qui ne serait donc pas sécrétée mais s'accumulerait dans la cellule. En outre, sCLU peut être 

introduite dans les cellules par des mécanismes d'absorption. Les recherches indiquent une 

fonction pro-survie pour sCLU et une fonction pro-apoptotique pour iCLU. En revanche, iCLU 

entre en compétition avec BAX pour la liaison avec Ku70 et inhibe ainsi la formation de leur 

complexe, ce qui entraîne une augmentation de BAX libre qui peut transloquer vers les 

mitochondries. D’autre part, sCLU interagit avec les protéines Bcl-xl en favorisant sa fonction 

anti-apoptotique, alors que iCLU interagit avec cette même protéine pour réduire sa fonction 

anti-apoptotique. iCLU pourrait interagir avec la protéine kinase dépendante de l’ADN (DNA-

PK) et inhibe ainsi la réparation de l'ADN, ce qui entraîne des lésions de l'ADN et un stress et 

alors une mort cellulaire. 

Dans le cœur, les cardiomyocytes sont protégés de l'apoptose induite par H2O2 lorsqu’ils sont 

traités avec de la CLU. Les cellules montrent une expression accrue des protéines Bcl-2 et une 

expression réduite de BAX et les cellules traitées par la CLU présentent également une 

protection accrue contre la mort cellulaire induite par H2O2 (Jun et al., 2011). Après une 

transplantation cardiaque, l'expression de la CLU réduit l'expression des protéines 

inflammatoires, y compris TNF-α et BAX, en augmentant en outre l'expression de Bcl-xl à la 

fois in vivo et in vitro. Cela réduit la mort cellulaire et les lésions dues à l'ischémie et à la 

reperfusion après une transplantation cardiaque (G. Liu et al., 2018). En plus des interactions 

de la CLU avec les voies apoptotiques, il existe certaines preuves soutenant son interaction avec 

les voies pro-survie. PI3K active et phosphoryle l’Akt, qui se localise à la membrane plasmique 

et peut influencer plusieurs effecteurs en aval tels que mTOR (mammalian target of rapamycin). 

Dans plusieurs lignées cellulaires, la CLU a été observée comme interagissant avec la voie de 

signalisation PI3K-Akt-mTOR et favorisant la survie cellulaire. Dans le cœur, la CLU protège 

les cardiomyocytes H9C2 de la mort cellulaire induite par le stress oxydatif, probablement en 

régulant la signalisation PI3K-Akt et GSK-3β (Jun et al., 2011). D’autre part, l'inactivation de 

CLU stabilise également COMMD1 (copper metabolism (Murr1) domain containing 1) et IκB, 

qui se complexent avec NF-κB pour le retenir dans le cytoplasme. En revanche, la surexpression 

de CLU facilite le recrutement du complexe E3 ubiquitine ligase, le complexe SCF 
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(Skip/Cullin/F-box), à I-κB et COMMD1 facilitant ainsi leur dégradation via le protéasome. 

Ceci, à son tour, libère le NF-κB pour se transloquer dans le noyau et activer l'expression des 

gènes spécifiques de survie cellulaire (Zoubeidi et al., 2010). Les interactions entre les protéines 

de CLU et les voies apoptotiques/pro-survie sont mises en évidence dans la figure 19. 

 

 

Figure 19 : La CLU entre apoptose et survie. Modifié d’après (Foster et al., 2019; Wilson & Zoubeidi, 2017). 
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D. L’inhibition du complexe d’attaque membranaire du 

système du complément 

La capacité de CLU à inhiber l'activation du complément a été découverte tôt (Choi et al., 1990; 

Murphy et al., 1988, 1989). La CLU a été dénommée à cette occasion CLI (complement lysis 

inhibitor). Le système du complément fait référence à un ensemble de protéines sériques 

(± 30), jouant un rôle primordial dans l’immunité innée, qui complémentent la capacité des 

anticorps et des cellules phagocytaires à éliminer les microbes pathogènes et les cellules 

endommagées (Rus et al., 2005). Le système du complément peut être activé en cascade selon 

trois voies : la voie classique, la voie des lectines ou la voie alterne. Ces trois voies convergent 

pour aboutir à la formation de complexes enzymatiques (C3 convertases) (C pour complément), 

capable de cliver le composant C3 et l’activer aboutissant par une voie finale commune à la 

formation d’un complexe macromoléculaire : le complexe d’attaque membranaire (CAM, C5b-

9). Le CAM est à l’origine de la lyse des pathogènes [en s’ancrant à la membrane de la cellule 

permettant de former un pore lytique] ou de l’activation de certaines cellules de l’hôte. La CLU 

a été identifiée dans les dépôts immunitaires glomérulaires comme faisant partie du CAM 

(Murphy et al., 1988). Il a été démontré que la CLU purifiée inhibe l'hémolyse initiée par le 

C5b-6 de manière dose-dépendante (Murphy et al., 1989) en se liant au composant du 

complément C5b-9 (Choi et al., 1990; Daugan et al., 2017; Tschopp et al., 1993). Toutefois, les 

souris invalidées pour CLU ne développent pas spontanément de lésions liées à une activation 

dérégulée du complément, ce qui suggère que des mécanismes compensateurs existent ou que 

les rôles de CLU sur le système du complément sont accessoires (Bailey et al., 2002; Rosenberg 

et al., 2002). 

  

E. La clusterine : une protéine chaperonne extracellulaire 

Avant la découverte que la CLU était une chaperonne moléculaire, un rapport est apparu 

décrivant un élément d'ADN de 14 paires de bases strictement conservé entre les promoteurs 

proximaux du gène CLU de différentes classes de vertébrés. Cette région est spécifiquement 

reconnue par le facteur de transcription HSF1, le facteur de choc thermique 1 (HSF1, heat shock 

factor 1) (MICHEL et al., 1997). HSF1 était bien connu pour sa capacité à activer l'expression 

d'une famille de chaperones intracellulaires, les protéines de choc thermique (Miller & Fort, 

2018). Comme mentionné ci-dessus, les premiers rapports décrivaient la régulation à la hausse 
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de l'expression de CLU dans de nombreux modèles différents de maladies et de stress. Ces 

observations ainsi que d'autres, ont servi à étayer les suggestions selon lesquelles (i) l'élément 

de réponse HSF1 expliquait la forte sensibilité de l'expression de CLU aux conditions de stress, 

et (ii) la CLU était une version extracellulaire d'une protéine de choc thermique (MICHEL et 

al., 1997).  Deux ans plus tard, cette dernière hypothèse a été confirmée par l'équipe de Wilson 

lorsqu'ils ont montré que CLU inhibe spécifiquement l'agrégation des protéines in vitro (D. T. 

Humphreys et al., 1999).  

En fonction de la protéine individuelle et des conditions physiques et chimiques qui prévalent, 

les protéines mal repliées peuvent interagir pour former des agrégats dépourvus de toute 

structure définissable (agrégats amorphes), ou s'assembler en structures fibrillaires ordonnées 

riches en feuillets bêta (amyloïde), comme le montrent les exemples suivant (Bettens et al., 

2012; Khurana et al., 2001). Des essais in vitro ont démontré que la CLU est capable d'inhiber 

puissamment les deux formes d'agrégation de protéines, et est classée comme une chaperonne 

"holdase" (D. T. Humphreys et al., 1999; Poon et al., 2000; Yerbury et al., 2007). Le terme 

holdase signifie que, comme les petites protéines de choc thermique intracellulaires, CLU se 

lie aux protéines mal repliées d'une manière indépendante de l'ATP, afin de les stabiliser sous 

une forme soluble et d'empêcher leur agrégation.  

Une démonstration de l'importance physiologique de la fonction chaperonne de CLU est 

l'observation que son immunodéplétion du plasma sanguin humain rend les protéines 

plasmatiques sensibles à la précipitation induite par le stress (Poon et al., 2002). En outre, les 

souris knock-out pour CLU présentent des dommages tissulaires accrus après un choc thermique 

(Bailey et al., 2002),  une myocardite auto-immune induite par la myosine (McLaughlin et al., 

2000), ou après une lésion cérébrale post-ischémique (Wehrli et al., 2001). Le vieillissement 

des souris knock-out pour CLU développe des dépôts de protéines dans les reins, ce qui entraîne 

une neuropathie glomérulaire, impliquant directement CLU dans la clairance des protéines mal 

repliées (Rosenberg et al., 2002).  

Il a été suggéré que la sCLU facilite la clairance des protéines extracellulaires mal repliées et 

des agrégats qu'elles forment en se liant à elles et en favorisant leur internalisation via des 

récepteurs spécifiques de la surface cellulaire (Wyatt et al., 2011) pour une dégradation 

ultérieure via le système ubiquitine-protéasome et/ou l'autophagie (Nizard et al., 2007; F. Zhang 

et al., 2014). L'injection de complexes formés entre CLU et les protéines mal repliées dans les 

veines de la queue des rats, a montré leur absorption rapide par des hépatocytes et leur trafic 

ultérieur vers les lysosomes pour leur dégradation (Wyatt et al., 2011). Il a également été 
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proposé que la CLU travaille avec le système d'activation du plasminogène pour promouvoir la 

clairance des agrégats de protéines pathologiques de l'espace extracellulaire (Constantinescu et 

al., 2017). Les agrégats protéiques amorphes activent la plasmine in vitro et la plasmine activée 

facilite à son tour la décomposition protéolytique des agrégats de protéines en fragments 

protéiques de taille hétérogène générés par la plasmine qui contiennent des régions hydrophobes 

exposées (Constantinescu et al., 2017). Il a été proposé que la CLU fait partie d'un système de 

contrôle qualité des protéines extracellulaires qui contribue au maintien de la protéostase 

(Yerbury et al., 2005) (Figure 20).  

 

Figure 20 : Rôles des chaperons extracellulaires dans la protéostase. Les protéines mal repliées dans les fluides 

corporels peuvent se lier directement aux récepteurs de la surface cellulaire pour être internalisées puis dégradées 

dans les lysosomes (a). Par ailleurs, les protéines clientes mal repliées (sous forme de monomères ou d'oligomères 

potentiellement toxiques) peuvent être liées à un chaperon extracellulaire (CE) tel que la CLU qui neutralise leur 

toxicité, inhibe leur agrégation ultérieure et facilite leur absorption par les récepteurs et leur dégradation 

intracellulaire dans les lysosomes (b). Enfin, la CLU peut se lier à des fragments de protéines cytotoxiques générés 

par la plasmine (PGPF, plasmin-generated protein fragments) libérés par la dégradation protéolytique d'agrégats 

protéiques amorphes afin de neutraliser leur toxicité et de faciliter leur absorption/dégradation, comme décrit 

précédemment (c). Modifié d’après (Wilson et al., 2021).  
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IV. La clusterine dans des situations 

physiopathologiques  

L'objectif principal dans cette partie est d'explorer le rôle de la CLU dans les pathologies 

ischémiques spécifiquement au niveau du cœur. Cependant, la compréhension du rôle de la 

CLU dans d'autres pathologies, tissus et cellules permet de mieux comprendre le mécanisme 

d'action de la CLU qui peut éclairer davantage son rôle dans l’I/R myocardique.    

 

A. Maladies neuro dégénératives 

La maladie d’Alzheimer (MA) est marquée par deux caractéristiques pathologiques, des 

plaques neuronales contenant la protéine β-amyloïde et des dégénérescences neurofibrillaires 

qui sont constituées de paires hélicoïdales de filaments contenant la protéine tau (Selkoe, 2004). 

Les mécanismes de la pathogenèse de la maladie d'Alzheimer ont fait l'objet d'une étude 

approfondie et la principale hypothèse soutenue par des preuves génétiques et 

neuropathologiques est l'hypothèse de la cascade amyloïde. Elle suggère que la MA est causée 

en partie par la surproduction et l'absence de clairance du peptide β-amyloïde (Aβ). L'Aβ est 

générée par des clivages séquentiels de la protéine précurseur amyloïde par les β- et γ-

sécrétases. L'oligomère Aβ est l'espèce la plus toxique et cause une lésion directe aux neurones, 

accompagnée d'une neuro-inflammation accrue, d'une astrocytose, d'une gliose et finalement 

d’une perte neuronale. Les études d'association pangénomique ont révélé plusieurs 

polymorphismes mononucléotidiques (single nucleotide polymorphisms, SNP) au sein du gène 

CLU qui sont des facteurs de risque de la MA (Bertram et al., 2007; Harold et al., 2009). En 

outre, des mutations dans la séquence codant pour la chaîne β de la CLU ont également été 

identifiées comme un facteur de risque génétique de la MA (Bettens et al., 2012). La CLU est 

surexprimée dans le cerveau des patients atteints de la MA par rapport aux sujets sains (Bertrand 

et al., 1995) et est physiquement associée aux plaques extracellulaires riches peptide en Aβ 

(Calero et al., 2000; May et al., 1990). La CLU est distribuée à des niveaux élevés dans les 

régions du cerveau présentant une pathologie de plaque, reflétant approximativement la 

distribution régionale d'Aβ, et les niveaux de CLU sont corrélés positivement avec la gravité de 

l’angiopathie amyloïde cérébrale (Miners et al., 2017).  
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Les effets de CLU sur l'agrégation du peptide Aβ sont complexes. Dans un modèle murin de la 

MA, le knockout de la CLU a réduit le dépôt amyloïde Aβ fibrillaire et la neurotoxicité 

(DeMattos et al., 2002). Un résultat similaire a été montré pour les souris déficientes pour 

l'apolipoprotéine E (apo E), mais le double knock-out de la CLU et de l'apo E a entraîné une 

apparition précoce de la maladie, une augmentation marquée des taux de peptides Aβ et la 

formation d’amyloïdes (DeMattos et al., 2004). In vitro, la CLU peut soit inhiber puissamment 

la formation de l'amyloïde Aβ soit à des rapports très faibles de CLU:Aβ (par exemple, 1:500) 

augmenter la formation d'amyloïdes (Yerbury et al., 2007).  

 

B. Cancer 

La surexpression de CLU a été trouvée dans la majorité des tumeurs étudiées, notamment 

cancer gastrique (Mu et al., 2020), de la prostate (Zellweger et al., 2003), du sein (Yom et al., 

2009), du poumon (July et al., 2004) et du mélanome (Mustafi et al., 2017), sans corrélation 

avec le sexe, l'âge ou le type histologique (Niu et al., 2007),  et elle a été proposée comme une 

cible valable dans la recherche sur le cancer (Shannan et al., 2006; Tellez et al., 2016). Un 

niveau élevé de sCLU était significativement lié au stade pathologique et au grade de la tumeur 

avancée dans le cancer, ainsi qu'à une faible survie sans récidive des patients (Kurahashi et al., 

2005; Miyake et al., 2005). De nombreuses études certifient aussi que CLU est un biomarqueur 

utile et prometteur dans différents types de cancer, notamment le cancer de l'œsophage (W. Guo 

et al., 2014), le carcinome hépatocellulaire (Nafee et al., 2012), le cancer colorectal (Artemaki 

et al., 2020), l'ostéosarcome (J. Ma et al., 2019), le cancer de l'ovaire (Lyu et al., 2018), le cancer 

de la prostate (Blumenstein et al., 2013) et le cancer gastrique (Bi et al., 2010). Cependant, son 

rôle précis au cours de l'apparition et de la progression du cancer n'est toujours pas clair et fait 

l'objet d'études intensives.  

Les cellules tumorales semble perdre leur capacité à accumuler la nCLU (Leskov et al., 2011) 

et peuvent rapidement dégrader la CLU par l'intermédiaire du protéasome pour éviter l'apoptose 

(Rizzi & Bettuzzi, 2010). Elles deviennent également plus agressives et plus résistantes aux 

cytotoxiques et à plusieurs cytokines dont le TGF-β et le TNF-α (Flanagan et al., 2010).  Dans 

cette optique, les cellules tumorales sont caractérisées par la surexpression de sCLU et par la 

régulation négative de nCLU. Cette augmentation du rapport sCLU/nCLU a été liée à l'initiation 

et à la progression spontanée de la tumeur (Hassan et al., 2011; Koltai, 2014; Redondo et al., 

2000; B. Sun et al., 2007). 
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C. Maladies cardiovasculaires 

Comme évoqué ci-dessus, la CLU possède à la fois des fonctions pro-survie et pro-apoptotiques 

et elle est cytoprotectrice dans les cellules tumorales. Le rôle de la CLU dans le cœur est 

considéré principalement comme protecteur dans les cellules cardiaques lors de dommages et 

des maladies. On observe fréquemment une augmentation de l'expression de la CLU dans le 

cœur après un dommage (Ishikawa et al., 1998; G. Liu et al., 2018; McLaughlin et al., 2000; 

Swertfeger et al., 1996). Cette élévation de la CLU est un marqueur potentiel de pronostic pour 

les lésions cardiaques : les patients ayant subi une greffe de cœur qui se rétablissent présentent 

une augmentation de la CLU plasmatique par rapport à ceux qui ne se rétablissent pas 

(Hollander et al., 2014). Des preuves solides suggèrent que le rôle protecteur de la CLU est lié 

à sa fonction de transport de lipides et de graisses. Premièrement, la CLU n'est exprimée que 

dans des artères endommagées dans les premiers stades de l'athérosclérose, où elle peut agir 

pour augmenter le transport des graisses et des lipides, et non pas dans les artères saines 

(Ishikawa et al., 1998). Deuxièmement, la CLU et l'APOE forment des particules HDL dans le 

plasma sanguin avec l'APOA-I et la paraoxonase (Baralla et al., 2015), favorisant leur transport 

et leur transformation dans le foie (Rizzi, Coletta, et al., 2009). Troisièmement, la CLU élimine 

le cholestérol des macrophages spumeux, qui sont un type cellulaire clé dans les lésions 

d’athérosclérose (Gelissen et al., 1998). Cela ne veut pas dire que les fonctions anti-

apoptotiques et anti-oxydantes de la CLU ne contribuent pas également à son rôle protecteur. 

Il a été démontré que la CLU inhibe l'apoptose et protège les cellules cardiaques de l'I/R après 

une transplantation cardiaque (G. Liu et al., 2018), et elle est associée à une réduction des 

signaux pro-inflammatoires tels que le TNF-α et le signal pro-apoptotique BAX, et à une 

augmentation du gène anti-apoptotique BCL-XL (Foglio et al., 2015; Jun et al., 2011; G. Liu et 

al., 2018). La CLU peut également agir comme un anti-oxydant dans le cœur (Mackness et al., 

1997), fonction qui semble dépendante de la phosphorylation des voies Akt/GSK-3β et PI3K 

(Jun et al., 2011; X. Liu et al., 2015).  

Il existe de multiples preuves suggérant que la CLU humaine peut avoir une association clinique 

significative avec de multiples facettes du risque cardiovasculaire. Les niveaux de CLU 

plasmatique circulante (sCLU) sont fortement associés au facteur pro-inflammatoire, la CRP 

(Won et al., 2014), à divers marqueurs lipidiques de risque cardiovasculaire accru et à 

l'augmentation de la pression artérielle systolique et diastolique (Aronis et al., 2011; Bradley et 

al., 2019). La CLU circulante est aussi associée négativement avec la leptine dans les maladies 

cardiovasculaires liées à l'obésité (Poulakou et al., 2008). L'analyse protéomique a montré des 
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niveaux plus élevés de CLU dans les plaques athérosclérotiques  carotidiennes par rapport aux 

plaques non athérosclérotiques (Aragonès et al., 2016). Toutes les études, cependant, n'ont pas 

confirmé un rôle bénéfique de la CLU dans les maladies cardiovasculaires. Une étude récente 

a montré qu'un taux plus faible de CLU sérique était associé à des taux plus élevés de mortalité 

chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque (Koller et al., 2017), indiquant une 

incertitude sur l’importance de la CLU circulante dans le processus des maladies 

cardiovasculaires.  

 

D. Pathologies ischémiques 

La CLU est impliquée dans les pathologies ischémiques et pourrait jouer un rôle protecteur vis-

à-vis des lésions secondaires liés à l’I/R. Au niveau cérébral et rénal, des souris invalidées pour 

CLU et soumises à une I/R développent des lésions plus sévères et une cicatrisation 

pathologique (Imhof et al., 2006; W. Zhou et al., 2010). Des études menées sur des modèles 

animaux confirment le rôle neuroprotecteur de la CLU dans les événements ischémiques 

précoces et ont démontré que cette glycoprotéine joue un rôle central dans le remodelage des 

dommages ischémiques (Imhof et al., 2006). De même, la perfusion intraventriculaire de CLU 

a un effet protecteur en cas de lésion cérébrale traumatique en supprimant la réponse 

inflammatoire (activation gliale, expression des cytokines), la rupture de la barrière hémato-

encéphalique et l'œdème cérébral chez les souris (Z. Huang et al., 2016). En outre, Song et al. 

ont mesuré la CLU sérique chez des patients ayant subi un AVC ischémique aigu dans les 24 

heures suivant l'apparition de l'AVC et ont observé des concentrations sériques de CLU 

significativement plus élevées chez les patients ayant subi un AVC que chez les témoins sains 

(Song et al., 2019). 

 

Au niveau rénal, la CLU supprime l'infiltration des macrophages et le M1 pro-inflammatoire 

pendant la période de récupération suivant les lésions I/R, ce qui peut être en partie responsable 

de la réparation des tissus dans les reins des souris wild type après une lésion (J. Guo et al., 

2016; Sarkar et al., 2021; Weng et al., 2021). Il est intéressant de noter que la surexpression de 

la CLU semble être protectrice, car les souris knockout pour la CLU ont montré une plus grande 

sensibilité au lésions I/R rénale et une altération de la réparation rénale par les lésions I/R 

(Nguan et al., 2014; W. Zhou et al., 2010).  
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Les taux plasmatiques de CLU ont été montrés soit augmentés soit diminués selon le stade de 

l’infarctus (Cubedo et al., 2011; Trougakos et al., 2002). Récemment, des études montrent des 

résultats contradictoires :  des niveaux élevés de CLU plasmatique ont été détectés 120 minutes 

après le début de l'IDM suggérant la CLU comme un biomarqueur précoce supplémentaire de 

l'ischémie myocardique (Traxler et al., 2020), ou des niveaux circulants de CLU réduits très tôt 

après le début de l'ischémie. Sa diminution continue serait un marqueur de mauvais pronostic, 

et permettrait d’identifier les patients présentant une ischémie prolongée après l’IDM (Cubedo 

et al., 2022). En outre, des taux plasmatiques élevés de CLU seraient associés au remodelage 

du ventricule gauche (Turkieh et al., 2018). De plus, l’expression de la  CLU serait plus élevé 

dans la zone d’infarctus et la zone bordant le territoire ischémique que dans la zone saine 

(Krijnen et al., 2005; Silkensen et al., 1998). Outre son rôle diagnostique, la CLU a également 

été utilisée à des fins thérapeutiques dans des études animales. L’injection répétée de CLU 

pendant 3 jours débutant dès la reperfusion pourrait diminuer la taille de l’infarctus chez le rat 

(Dijk et al., 2010). 
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Nous avons vu dans les chapitres précédents que des approches thérapeutiques, telles que la 

prévention de libération de DAMPs, la neutralisation des DAMPs ou le blocage de leurs 

récepteurs et/ou de leurs voies de signalisation pourraient être envisagées comme stratégie de 

cardioprotection (Zuurbier et al., 2019). Parmi les DAMPs, les histones ont été associés à des 

effets cytotoxiques dans le cadre d’une I/R myocardique (Vogel et al., 2015). Il a récemment 

été démontré que la CLU pouvait neutraliser les effets pro-inflammatoires et cytotoxiques des 

histones dans le cadre du choc septique (données non publiées du laboratoire Inserm U1307 – 

CNRS UMR 6075 - CRCI2NA - Equipe 4). Cependant, le rôle physiopathologique de la CLU 

dans le contexte de l’I/R myocardique n’est pas connu. Nous avons émis l’hypothèse que la 

CLU, par son rôle de protéine chaperonne sur les histones, pouvait jouer un rôle 

régulateur/protecteur au décours de l’IDM.  

 

Les travaux de la thèse sont donc organisés en trois parties (Figure 21) : 

Première partie : L’objectif est de déterminer la cinétique de la libération de la CLU, des 

histones et de la formation des complexes CLU-histones au décours de l’IDM. 

 

Deuxième partie : L’objectif est d’analyser l’existence d’un effet cardioprotecteur de la CLU 

dans des modèles in vitro et pré-clinique d’IDM.  

 

Troisième partie : L’objectif est de rechercher les voies de signalisation inflammatoire 

modulées par la CLU dans le contexte de l’IDM.  
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Figure 21 : Parties de travail de la thèse. 
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I. Modèle in vitro d’hypoxie-réoxygénation 

L’ischémie correspond à une diminution ou même un arrêt de la circulation sanguine au niveau 

d’un organe aboutissant à une diminution de l’apport d’O2 et de nutriments aux cellules. La 

reperfusion consiste à rétablir cette circulation et donc à un afflux brutal d’O2 et des nutriments. 

Afin de mimer une ischémie in vitro, deux conditions sont essentielles : priver les cellules en 

O2 et en nutriments. Ceci est assuré respectivement par une chambre à hypoxie et en remplaçant 

le milieu de culture nutritif par une solution isotonique (Tyrode) dépourvue de nutriments. 

 

A. Lignée cellulaire H9C2 

Nous avons travaillé sur la lignée cellulaire H9C2 (American Type Culture Collection [ATCC], 

CRL-1446). La lignée H9C2 constitue une lignée immortalisée de cardiomyoblastes dérivées 

de cœurs embryonnaires de rats. Les cellules H9C2 se sont avérées proches des cardiomyocytes 

primaires normaux en ce qui concerne leurs caractéristiques de métabolisme énergétique. 

Comme les cardiomyocytes primaires, elles sont sensibles à l'hypoxie, par conséquent elles 

peuvent être adaptées à la conception du modèle in vitro d'IDM. En outre, il est approprié de 

les utiliser pour étudier les mécanismes des lésions d’I/R et évaluer l'efficacité de diverses 

interventions thérapeutiques (Kuznetsov et al., 2015). 

Les cellules H9C2 sont cultivées dans du milieu de culture standard (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) – high glucose 4,5 g/L) supplémenté avec 10% de sérum de veau 

fœtal (SVF) (Eurobio) et 1% d’antibiotiques (Penicilline/Streptomycyne 10 000 U/10 mg/mL, 

PAN-Biotech) dans un incubateur à dioxyde de carbone (CO2) (21% O2, 5% CO2, 74% azote 

(N2)) à 37°C. Les cellules sont détachées lorsqu’elles atteignent 70 à 80% de confluence afin 

d’éviter la dédifférenciation des cellules H9C2 en myotubes polynucléés et elles sont 

réensemencés de nouveau (Kimes & Brandt, 1976). 

 

B. Modèle d’hypoxie-réoxygénation 

Pour réaliser l’hypoxie-réoxygénation (H/R), nous avons utilisé une chambre à hypoxie 

(O2Sens box, ADELBIO SAS, Clermont-Ferrand, Auvergne, France). Cette enceinte 

hermétique en plexiglas est alimentée par un mélange de 95% de N2 et 5% de CO2. Le taux 
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d’O2 dans la chambre est monitoré en continu pour être inférieur à 1% grâce à un logiciel (O2 

sens monitor) et une sonde sensible à l’O2 reliée à la chambre (Figure 22).   

 

 

Figure 22 : Chambre à hypoxie. 

 

Les cellules ont été ensemencées la veille de l’expérience dans des plaques de culture à 12 puits 

à une densité de 60% soit une densité cellulaire moyenne de 8000 cellules/cm2. Le lendemain, 

les cellules du groupe H/R sont mises dans la chambre à hypoxie (1% O2, 5% CO2, 94% N2) à 

37°C en présence d’une solution de Tyrode (130 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM HEPES, 1 mM 

MgCl2, 1.8 mM CaCl2, pH =7.4) après 3 lavages avec cette même solution pendant une 

séquence appelée « séquence d’hypoxie ». La réoxygénation consiste ensuite à ajouter dans 

chaque puit un milieu complet (DMEM + 10% SVF + 1% d’antibiotiques) et mettre les cellules 

dans un incubateur à CO2 (21% O2, 5% CO2, 74% N2) à 37°C pendant une séquence appelée 

« séquence de réoxygénation ». Les cellules du groupe contrôle (CTL) sont laissées en parallèle 

dans du DMEM complet et dans l’incubateur à CO2 pendant toute la séquence d’H/R.  

Nous avons mis au point une séquence d’H/R pour nos conditions expérimentales in vitro. Cette 

séquence a été obtenue en testant différentes durées d’hypoxie et différentes durées de 

réoxygénation. Pour chaque séquence d’H/R, la mortalité cellulaire des cellules était le critère 

de référence. Une mortalité cellulaire entre 20% et 30% était considérée convenable pour 

l’évaluation de l’efficacité des traitements. Dans nos conditions expérimentales, une hypoxie 
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de 6 heures suivie de 2 heures de réoxygénation s’est révélée la séquence d’H/R optimale 

(Figure 23).   

 

Figure 23 : Protocole expérimental in vitro d’hypoxie/réoxygénation. 

 

C. Quantification de la mortalité cellulaire 

La quantification de la mortalité cellulaire est faite après que les cellules ont été décollées à la 

fin de la séquence d’H/R et de la séquence contrôle (CTL) par l’analyse du marquage à l’iodure 

de propidium (IP) (5µg/ml) en cytométrie en flux (MACSQuant Analyzer). L’IP, marqueur de 

l’intégrité membranaire, est un agent intercalant des acides nucléiques capable de pénétrer dans 

les cellules en cas de membrane cellulaire endommagée, c’est-à-dire qui présentent une 

membrane perméabilisée ou fragilisée. Une fois fixé à l’ADN, l’IP émet une fluorescence ce 

qui permet sa détection en cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules positives à l’IP est 

considéré comme le pourcentage de cellules mortes. L’analyse de la mortalité cellulaire est 

effectuée sur un total de 10000 évènements. 
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II. Modèle in vivo d’ischémie-reperfusion 

Nous avons utilisé un modèle expérimental d’IDM chez la souris. Cette technique consiste à 

induire chirurgicalement une I/R myocardique in vivo par ligature de l’artère coronaire.  

 

A. Souris  

Les animaux utilisés sont des souris mâles âgées de 12 à 16 semaines et pesant 25 à 30 

grammes :  

Souris C57BL/6J provenant de l’élevage Janvier Labs (Le Genest St Isle, France)  

Souris déficientes en CLU (CLU -/-) et leurs compagnons de portée wild type (WT) 

provenant de l’élevage Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) en collaboration avec l’équipe 

(Innate Immunity and Immunotherapy - CNRS 6299 - INSERM U892 – Angers – France).  

Les autorisations de projet utilisant des animaux ont été obtenues auprès du Ministère de 

l’Enseignement Supérieur de la Recherche et de l’Innovation sous le numéro APAFIS # 14109-

2018031514075152 v4. 

 

B. Modèle d’ischémie-reperfusion myocardique 

Les souris sont anesthésiées par une injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique (80 

mg/kg, Céva Santé Animale). Elles sont intubées et ventilées avec un ventilateur Minivent 

Typ845 (Hugo-Sachs Elektronik, March Hugstetten, Allemagne). La température corporelle 

des souris est monitorée par un thermomètre rectal relié à un monitor (Harvard Apparatus, Les 

Ulis, France) et elle doit être maintenue entre 36.5 et 38°C à l’aide d’un tapis chauffant et d’une 

couverture. Les souris reçoivent une injection intra-péritonéale d’héparine (1,000 IU/kg, 

Heparine Choay, Sanofi aventis, Paris, France) avant la procédure chirurgicale. Une 

thoracotomie gauche est réalisée au niveau du 4ème espace intercostal avec ouverture du 

péricarde. Un fil chirurgical PREMIO 7-0 (Péters Surgical, Domalain, France) est placé autour 

de l’artère interventriculaire antérieure (IVA) et la ligature est maintenue grâce à un tube de 

polyéthylène de 0,5 cm de long (Cole-Parmer, Vernon Hills, Etats-Unis).  
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Une séquence d’I/R est réalisée avec occlusion de l’artère IVA pendant 40 minutes suivie d’une 

reperfusion soit de 3 heures soit de 24 heures [une séquence d’I/R (40 minutes/3 heures) est 

utilisé pour étudier les voies inflammatoires au niveau du tissu cardiaque après IDM]. 

L’ischémie est confirmée visuellement par l’apparition d’une cyanose à la surface du myocarde. 

La phase de reperfusion débute une fois les 40 minutes d’ischémie réalisées en relâchant le tube 

de polyéthylène d’autour de l’IVA. Le thorax est refermé en laissant le fil chirurgical autour de 

l’IVA et les souris sont placées dans une couveuse chauffée jusqu’à leur réveil complet. Une 

injection post-opératoire en sous-cutané d’un analgésique, la buprénorphine (0,1 mg/kg, 

Buprécare, Animalecare Ldt, York, Royaume-Unis) est effectuée. 

 

C. Quantification de la taille de l’infarctus 

Après 40 minutes d’ischémie et 24 heures de reperfusion, les souris sont de nouveau 

anesthésiées et ventilées selon le protocole décrit précédemment. Le thorax est réouvert et 

l’IVA est ré-occluse à l’aide du fil laissé en place. Une solution de colorant bleu, le Bleu 

d’Evans à 4% (400 µl, Sigma-Aldrich Co, Missouri, Etats-Unis) est injectée au niveau de l’apex 

du cœur afin de délimiter l’AAR. Le Bleu d’Evans permet de délimiter la partie du cœur non 

soumise à l’ischémie (en bleu) de celle soumise à l’ischémie (AAR) qui apparaitra non colorée. 

Ensuite, le cœur est prélevé et le ventricule gauche (VG) est récupéré afin de le sectionner 

parallèlement au sillon auriculo-ventriculaire en 6 coupes transversales. Toutes les coupes sont 

photographiées grâce au logiciel Leica Application Suite V3.8 (LAS) permettant la mesure de 

l’AAR. Les coupes sont ensuite incubées pendant 4 minutes dans une solution de Chlorure de 

Triphényltétrazolium 1% (TTC, Sigma-Aldrich) à 37°C et elles sont fixées dans une solution 

de formol à 10 % pendant 24 heures. Les coupes de myocarde sont de nouveau photographiées 

et pesées. Le TTC permet de séparer l’AAR en deux parties : en blanc l’aire nécrosée (AN) et 

en rouge brique l’aire non nécrosée où le myocarde viable. L’AAR et l’AN sont quantifiées à 

l’aide du logiciel de planimétrie ImageJ (National Institutes of Health, MD, Etats-Unis). 

L’AAR et l’AN sont rapportées au poids des coupes, exprimé en milligrammes. Les rapports 

AN/AAR, AN/VG, AAR/VG sont alors calculés. (Figure 24).   
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Figure 24 : Evaluation de taille de l’infarctus par planimétrie après la séquence d’I/R. La figure de gauche 

montre la coupe du ventricule gauche après coloration de Bleu d’Evans alors que la figure de droite montre la 

coupe après coloration au TTC. TTC : Chlorure de Triphényltétrazolium, AAR : aire à risque. 

 

III. Etude clinique  

Le travail sur la cohorte HIBISCUS-STEMI est faite en collaboration avec Dr Thomas 

Bochaton (Unité de soins intensifs cardiologiques USIC - Hospices Civils de Lyon /CarMeN 

Laboratory - INSERM U1060 – Lyon – France). Les autorisations du travail sur cette cohorte 

ont été obtenues auprès de l’ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des 

Produits de santé) ainsi que des avis favorables auprès du CPP (Comité de Protection des 

Personnes) Sud-Est III. Cette étude fait partie du RHU (projet de Recherche Hospitalo-

Universitaire en Santé) Marvelous (ANR-16-RHUS-0009).  

 

A. Cohorte HIBISCUS-STEMI 

Les patients étudiés sont issus de la cohorte HIBISCUS-STEMI (coHort of patients to Identify 

Biological and Imaging markerS of CardiovascUlar outcomes in ST Elevation Myocardial 

Infarction). Ils ont été hospitalisés pour un syndrome coronarien aigu avec sus-décalage du 

segment ST et ont bénéficié d’une coronarographie en urgence avec revascularisation par 

angioplastie coronaire. Des prélèvements sanguins ont été réalisés au moment de la 

http://www.agence-nationale-recherche.fr/investissements-d-avenir/appels-a-projets/2016/recherche-hospitalo-universitaire-en-sante/
http://www.agence-nationale-recherche.fr/investissements-d-avenir/appels-a-projets/2016/recherche-hospitalo-universitaire-en-sante/
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revascularisation, après 4 heures, 24 heures, 48 heures et 1 mois ainsi qu’une IRM (Imagerie 

par Résonnance Magnétique) cardiaque au 30ème jour.  

 

B. Donneurs sains 

Les sérums et les plasmas des donneurs sains proviennent du centre de collecte de sang (EFS 

Pays de la Loire, Angers, France, accord ANG-2003-2). 

 

IV. Méthodes d’analyses 

 

A. Analyse de l’expression des protéines par western Blot 

1. Extraction et dosage des protéines 

Les échantillons ventriculaires congelés ont été broyés à l’aide d’un homogéniseur (Polytron® 

PT2100) dans un tampon d’extraction (30 mM HEPES, 2.5 mM EGTA, 2.5 mM EDTA, 20 

mM KCl, 40 mM B-glycérophosphate, 40 mM NaF, 4 mM NaPPi, Glycérol 10 %, Nonidet P4 

0 0.1 % + 1% inhibiteur de protéase et phosphatase 100 X (Thermo scientific)) à 4°C. 

L’homogénat obtenu a ensuite été centrifugé à 1300 tours/minute pendant une heure à 4°C. Le 

surnagent était ensuite récupéré et congelé à - 80°C.  Les protéines des cellules H9C2 sont 

extraites par grattage des cellules dans du tampon RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris-base, 

Triton X-100 1%, Na déoxycholate 0.5%, SDS 0.1% + 1% inhibiteur de protéase et phosphatase 

100 X (Thermo scientific)) après les avoir rincées 2 fois avec du PBS 1X froid. L’homogénat 

obtenu était ensuite centrifugé à 12000 rpm pendant 20 minutes à 4°C. Le surnagent était ensuite 

récupéré et congelé à - 80°C. 

Le dosage des protéines est fait à l’aide d’un kit de dosage BCA (bicinchonidic acid) (Pierce 

Micro BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). La concentration en protéines de 

l’échantillon est déterminée par rapport à une gamme étalon BSA (Bovine Serum Albumine) 

de concentrations protéiques connues (de 0 à 50 µg/ml). Le dosage des protéines était réalisé 

par spectrophotométrie à 562 nm.  
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2. Western Blot 

Les échantillons étaient préparés avec du β-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich) et bouillis 

pendant 5 minutes à 95°C afin de dénaturer les protéines. Une même quantité de protéines (15 

à 75 μg) de chaque échantillon était déposée et séparée par électrophorèse sur un gel 

polyacrylamide-SDS (10-15%) puis transférées sur une membrane nitrocellulose ou PVDF 

(polyvinylydène difluoride). Le transfert des protéines est vérifié au Rouge Ponceau. Un 

marqueur de poids moléculaire (New England BioLabs) était également déposé sur chaque gel. 

Pour la CLU, toutes les procédures ont été réalisées en condition non-dénaturante. Pour cela les 

échantillons étaient préparés à froid, sans agent dénaturant β- mercaptoéthanol. Ensuite les 

membranes étaient incubées pendant 1 heure dans une solution de blocage TBS-T (Tris-

buffered saline, 0.1 % Tween 20) avec du lait à 5 % ou de la BSA à 5%. Une fois cette étape 

terminée, les membranes étaient rincées 3 fois dans du TBS-T puis incubées sous agitation lente 

avec l’anticorps primaire spécifique pendant toute la nuit à 4°C (Tableau 3). Ensuite les 

membranes étaient rincées 3 fois au TBS-T puis incubées avec l’anticorps secondaire approprié 

couplé à la peroxidase (HRP pour HorseRadish Peroxidase) (Tableau 4) sous agitation lente 

pendant 1 heure à température ambiante. A nouveau les membranes étaient rincées 3 fois au 

TBS-T puis exposées à un réactif luminescent : soit le Clarity Western ECL Substrate (BioRad) 

soit le SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity substrate (Thermo Scientific TM). 

Enfin, la révélation des protéines se faite à l’aide de la caméra à détection chimioluminescente 

( ChemiDocTM MP imaging system de BioRad). Les bandes des protéines ont été quantifiées 

par le logiciel Image Lab (BioRad). Les niveaux d’expression des protéines évaluées ont été 

exprimées en fonction de la quantité de GAPDH de l’échantillon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bio-rad.com/chemidocmpsystem
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Anticorps primaire Espèce Fournisseur Référence Dilution 

Anti-Clusterin Souris R&D systems #AF2747 1/2000 

Anti-GAPDH Souris Sigma-Aldrich G8795 1/10000 

Anti-GAPDH Lapin Cell signaling #2118 1/1000 

Anti-p-p65 Lapin Cell signaling #3033 1/1000 

Anti-p65 Lapin Cell signaling #4764 1/1000 

Anticorps secondaire Espèce Fournisseur Référence Dilution 

Anti-rabbit HRP Chèvre Thermo Fisher 

Scientific 

#31460 1/5000 

Anti-mouse HRP Chèvre Thermo Fisher 

Scientific 

#31430 1/5000 

 

Anti-goat HRP  Âne Thermo Fisher 

Scientific 

#31402 1/5000 

 

Tableau 4  : Anticorps primaires et secondaires utilisés en Western Blot. Anti-GAPDH: Anti-Glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase, Anti-JNK : Anti-c-Jun N-terminal Kinase, HRP : HorseRadish Peroxidase. 

 

B. Analyse de l’expression des gènes par RT-qPCR 

1. Extraction et dosage des ARN  

L’extraction des ARN à partir des tissus ventriculaires et des cellules H9C2 est réalisée à l’aide 

du kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) selon les instructions du fabricant. Les échantillons 

ventriculaires congelés sont d’abord broyés et homogénéisés dans le tampon de lyse Qiazol 

(Qiagen) avec un broyeur-homogénéiseur, l’ultra turrax (PRO scientific PRO250). Après ajout 

de chloroforme, les extraits ont été centrifugés à 4°C à 12 000 g durant 15 min. La phase 

aqueuse est récupérée, mélangée avec un volume égal d'éthanol 70%, et déposée sur une mini 

colonne de spin ARN fournie avec le kit. Pour les H9C2, les cellules lavées avec du PBS sont 

d’abord lysées dans un tampon de lyse supplémenté de β-mercaptoéthanol 1% (v/v). Elles sont 

mélangées avec un volume égal d'éthanol 70%, et déposées sur la mini colonne de spin ARN. 

Après plusieurs lavages dans différentes tampons, l’ARN purifié est élué dans de l’eau RNase-
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free (30-50µl). Les ARN ainsi obtenus ont été dosés par spectrophotométrie sur un NanoDrop® 

2000 (Thermo Scientific), puis conservés à -20°C.   

2. Transcription inverse et PCR quantitative 

Les ARN extraits ont été ensuite rétrotranscrits en ADN complémentaire (ADNc) en utilisant 

le kit Quantitect Reverse Transcription (Qiagen). L'ADN génomique est éliminé par incubation 

des échantillons avec le mix gDNA Wipeout pendant 2 min à 42°C dans le thermocycleur. 

Après l’ajout du mix réactionnel, la synthèse d’ADNc a été effectuée en plaçant de nouveau les 

échantillons dans l’appareil en utilisant le programme suivant : 30 min à 42°C, 3 min à 95°C. 

Les ADNc ainsi obtenus ont été amplifiés par PCR quantitative en utilisant le SYBRTM Select 

Master Mix (Applied biosystems). Les amorces utilisées sont listées dans le tableau 5. La 

réaction d’amplification a été réalisée dans le thermocycleur LightCycler® 480 II (Roche) selon 

la séquence suivante : 3 min à 95°C puis 40 cycles d’amplification de 15s à 95°C et de 1 min à 

60°C. La valeur de Ct (Cycle threshold ou encore cycle de seuil) du gène d’intérêt obtenue pour 

chaque échantillon est soustraite de la moyenne de la valeur des Ct des gènes de référence 

(Gapdh, Gusb et Hprt) et utilisée pour une quantification relative du niveau d’expression du 

gène d’intérêt par rapport au groupe contrôle in vitro ou par rapport à la zone non ischémique 

in vivo (2-ΔΔCt). 
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Gènes Espèce Séquence sens Séquence anti-sens 

Gapdh Souris GACAATGAATACGGCTACAGCA GGCCTCTCTTGCTCAGTGTC 

Gusb Souris CTCTGGTGGCCTTACCTGAT CAGTTGTTGTCACCTTCACCTC 

Hprt Souris TGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGA AAGACATTCTTTCCAGTTAAAGTTGAG 

Il-1β Souris TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 

Il-6 Souris CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA GATGGATGCTACCAAACTGGA 

Nlrp3 Souris TTTGTACCCAAGGCTGCTATCT GTCTCGGGGCTTAGGTCCAC 

Gusb Rat CTCTGGTGGCCTTACCTGAT CAGACTCAGGTGTTGTCATCG 

Il-18 Rat ACGGAGCATAAATGACCAAGTTC TCTGGGATTCGTTGGCTGTT 

Il-6 Rat GTATGTATGAACAGCGATGATG CTCCAGGTAGAAACGGAACTC 

 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisés pour la PCR quantitative. Gapdh : Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, Gusb : glucuronidase beta, Hprt : Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, Nlrp3 : 

NOD-like receptor family pyrin domain containing 3, Il-1β : Interleukine 1β, Il-18 : Interleukine 18, Il-6 : 

Interleukine 6, Tnf-α : Tumor necrosis factor-α. 

 

C. Dosage immunologique 

1. Dosage de clusterine 

Le dosage de CLU dans le sérum humain et murin est réalisé en utilisant des kits ELISA 

commercialisés respectivement human clusterin immunoassay et mouse clusterin immunoassay 

(R&D systems). Le principe de ces kits repose sur des plaques déjà coatées avec l’anticorps de 

capture, l’anticorps monoclonal anti-clusterin, sur lesquelles les échantillons dilués au 1/2000 

ont été ajoutés. Après incubation de 2 heures à température ambiante, l’anticorps conjugué, 

l’anticorps polyclonal anti-clusterin couplé à la peroxydase, est ajouté. Après 2 heures 

d’incubation à température ambiante, le substrat TMB est ajouté. La réaction est enfin stoppée 

par l’ajout de solution stop et la plaque est lue à une longueur d’onde de 450 nm et 570 nm. 
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2. Dosage de nucléosomes 

Le dosage de nucléosomes dans le sérum humain et murin ainsi que dans le milieu du culture 

cellulaire est réalisé en utilisant le kit cell death detection ELISAplus (Roche Diagnostics). Le 

principe de ce kit repose sur l’ajout de la solution d’anticorps (anti-histone-biotine et anti-ADN 

couplé à la peroxydase) et 20 µl d’échantillons sur des plaques recouvertes de streptavidin. 

Après incubation de 2 heures à température ambiante, les plaques sont lavées 3 fois avec la 

solution de lavage avant d’ajouter le substrat. La réaction est ensuite stoppée et la plaque est 

lue à une longueur d’onde de 405 nm. 

3. Dosage du complexe clusterine-histones 

Le complexe CLU-histones est dosé qualitativement dans le plasma humain en utilisant la 

technique ELISA (homemade). Les plaques 96 puits (Nunc Maxisorp®) sont incubées pendant 

une nuit à 4°C avec l’anticorps de capture, l’anti-CLU (anti clusterine humain, MAB 29372, 

R&D systems) à 5µg/ml (100 µl/puit). Le lendemain, les puits sont saturés avec du PBS-BSA 

5% pendant 2 heures à température ambiante. Après 2 heures, les échantillons dilués au ½ 

incubés avec de la solution anti (H3-H4) -HRP, préparée avec le diluant (PBS-BSA 1%, 0,05% 

tween 20) à la dilution finale 1/1000 (anti-histone-H3-HRP et anti-histone-H4-HRP, 

respectivement ab53528 et ab 197517, Abcam) ont été ajoutés dans les puits coatés avec l’anti-

CLU (150 µl/puit) pour une incubation de 24 heures à température ambiante. Ensuite, les 

plaques sont lavées 3 fois avec la solution de lavage (PBS, 0,05 % tween 20) avant d’ajouter le 

3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) comme révélateur de la réaction. La réaction est ensuite 

stoppée par l’ajout d’acide sulfurique H2SO4 et la plaque est lue à une longueur d’onde de 450 

nm et 570 nm. 

 

V.   Analyses statistiques des résultats  

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 8.0.1.  Les niveaux 

de CLU, d'histones et de complexes CLU-histones ont été identifiés comme ne suivant pas une 

distribution normale. Par conséquent, ces variables ont été exprimées en valeurs médianes avec 

écart interquartiles (IQR) et des tests non paramétriques ont été utilisés pour la comparaison 

entre les groupes. Le test Wilcoxon matched-pairs signed rank a été utilisé pour comparer entre 

les différents temps chez les patients STEMI ou les souris et le test Kruskal-Wallis a été utilisé 

pour comparer les patients STEMI aux donneurs sains. Les différences entre deux groupes ont 
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été évaluées avec un test de Mann-Whitney. Lorsque la distribution normale a été vérifiée, les 

différences entre plusieurs groupes ont été évaluées avec un test d’ANOVA suivie d’un test post-

hoc, le test de différence significative minimale (LSD) Fisher. Les résultats sont exprimés en 

valeurs moyenne ± SEM (écart à la moyenne). Une valeur de p <0,05 a été considérée comme 

significative.  
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Introduction  

Bien que la reperfusion soit le moyen le plus efficace connu pour sauver le myocarde 

ischémique et diminuer les lésions d’ischémie post-IDM, elle peut paradoxalement induire des 

lésions tissulaires irréversibles au sein du myocarde. Le stress induit par l’I/R entraine la mort 

massive des cardiomyocytes, associée à la libération de signaux de danger, les DAMPs. Ces 

derniers sont responsables de l’initiation d’une réponse inflammatoire stérile qui occupe 

récemment une place centrale dans le développement des stratégies thérapeutiques 

cardioprotectrices. Parmi les DAMPs, les histones extracellulaires peuvent induire l’activation 

des récepteurs de l’immunité innée, comme les TLR2/TLR4, TLR9 et NLRP3, induisant des 

voies de signalisation inflammatoires et stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(Allam et al., 2012, 2013; H. Huang et al., 2011; X. Yang et al., 2016). D’où la nécessité de 

développer une stratégie de cardioprotection capable de neutraliser les effets cytotoxiques et 

pro-inflammatoires des histones extracellulaires et d’inhiber l’activation de NLRP3, source 

majeure d’IL-1β.  De nombreux essais cliniques ont testé divers agents anti-inflammatoires 

dans le contexte de l’IDM aigu afin de limiter la réponse inflammatoire post-infarctus. 

Cependant, aucune de ces stratégies ne s’est avérée capable d’atténuer la réponse inflammatoire 

et de montrer un bénéfice significatif. 

La CLU, également appelée apolipoprotéine J, est une protéine chaperonne extracellulaire qui 

se trouve d’une manière quasi-ubiquitaire dans les tissus et les fluides biologiques. Dans des 

conditions de stress cellulaire et de lésions tissulaires telles que l'IDM, les niveaux de CLU sont 

augmentés. Plusieurs études ont montré une augmentation de taux de CLU dans le cœur et le 

plasma à une stade précoce après un IDM (Traxler et al., 2020) ainsi que dans le ventricule 

gauche de patients souffrant d'insuffisance cardiaque, associée à un remodelage ventriculaire 

gauche (Turkieh et al., 2018). De plus, un effet protecteur de la CLU contre les lésions d’I/R 

myocardiques a été démontré chez le rat (Dijk et al., 2010). Cependant, les mécanismes 

moléculaires de la protection induite par la CLU n’ont pas été entièrement élucidé à ce jour. Il 

est intéressant de noter que les histones, qui s'accumulent à la surface des cellules apoptotiques 

tardives (Radic et al., 2004), ont été identifiées comme des éléments de liaison à la CLU (Cunin 

et al., 2016).  

Dans ce travail, nous avons essayé en premier lieu de mettre en évidence le rôle protecteur de 

la CLU contre les lésions d’I/R myocardiques par différentes approches expérimentales, dans 

un modèle préclinique d’IDM chez la souris et un modèle d’H/R sur les cellules de la lignée 

H9C2 ainsi que dans une étude clinique portant sur des patients de la cohorte HIBISCUS-
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STEMI. Ensuite, nous nous sommes intéressés aux potentiels mécanismes par lesquels la CLU 

pourrait protéger le cœur en testant l’hypothèse que la CLU, en tant que chaperonne 

extracellulaire, est capable de neutraliser les effets cytotoxiques et pro-inflammatoires des 

histones extracellulaires.  
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Résultats  

Les résultats obtenus de cette étude sont présentés sous forme d’un article, qui sera soumis à 

Basic Research in Cardiology, intitulé :  

 

Cardioprotective effects of the extracellular chaperon clusterin in myocardial 

infarction 
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Abstract  

Acute myocardial infarction (AMI) remains one of the leading causes of mortality worldwide. 

Recently, a cardioprotective effect of clusterin (CLU), a highly ubiquitous extracellular 

chaperone, has been reported. However, the underlying mechanisms remain unresolved. We 

hypothesized that CLU exerts its protective effect on AMI by neutralizing cytotoxic and 

proinflammatory properties of extracellular histones, a new class of damage-associated 

molecular pattern (DAMPs), that are released after massive cell injury. In vitro, we showed that 

exogenous CLU reduces histone-induced cell death in H9C2 cells after hypoxia/reoxygenation. 

Moreover, we found increased CLU protein levels in the ischemic zone vs. non-ischemic zone 

after AMI in mice. Correspondingly, CLU-deficient (Clu-/-) mice presented significantly 

increased infarct size vs. wild type (Clu+/+) mice. This cardioprotective effect of CLU is 

accompanied by an attenuation of the post-AMI proinflammatory response, through a decrease 

in the expression of proinflammatory cytokines IL-6 and IL-1, a decrease in phosphorylated 

NF-B p65, as well as a decrease in the activation of the NLRP3 inflammasome. Also, we 

found that in patients with acute ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI), 

circulating CLU-histone complexes were significantly increased. From these results, CLU 

protects the heart from inflammatory injury in AMI and this cardioprotection is due at least in 

part to its ability to neutralize extracellular histones released from the damaged tissue.  

 

Key words Myocardial infarction, clusterin, inflammation, cardioprotection, extracellular 

histones, clusterin-histone complexes 
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Abbreviations  

AAR: Area at risk 

AMI: Acute myocardial infarction 

AN: Area of necrosis 

CLU: Clusterin  

DAMPs: Associated Molecular Patterns  

HR: Hypoxia-reoxygenation  

IR: Ischemia-reperfusion  

LV: Left ventricle 

MI: Myocardial Infarction 
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Introduction 

Acute myocardial infarction (AMI) remains a leading cause of morbidity and mortality 

worldwide [18, 33]. While prompt reperfusion of the myocardium is essential to limit excessive 

cardiomyocyte death, it can itself induce myocardial damage, called reperfusion injury [14].  

Inflammation is a hallmark of AMI and reperfusion injury [2]. AMI triggers an intense local 

and systemic inflammatory response, which leads to deterioration of cardiac function. There is 

increasing evidence that inflammation induced by myocardial ischaemia-reperfusion may 

contribute to cardiomyocyte death [24]. Thus, it is important to find new cardioprotective 

strategies to limit inflammation and ameliorate prognosis of AMI patients.  

During AMI, the dying cells release endogenous danger molecules called damage-associated 

molecular pattern (DAMPs) [40]. DAMPs stimulate the innate immune response, generating 

severe inflammation which in turn exacerbates myocardial tissue damage leading to 

deterioration of cardiac function [16].  

Among the DAMPs, extracellular histones have emerged as major mediators of tissue injury in 

a variety of disease including AMI [35]. When released in excess, histones are recognized as 

highly cytotoxic, detrimental molecules with potent inflammatory properties [36]. In addition 

to triggering the secretion of inflammatory cytokines, extracellular histones also induce cell 

death [1]. Based on these observations, extracellular histones may represent an anti-

inflammatory therapeutic target of specific interest for treating AMI patients. Therefore, there 

is a crucial need for drugs that neutralize the damaging effects of extracellular histones. 

Clusterin (CLU), also known as apolipoprotein J, is a highly conserved extracellular chaperone 

constitutively expressed in almost all mammalian tissues and secreted in a variety of biological 

fluids [47]. Depending on isoform, localization and cellular type, CLU is involved in multiple 
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physiological processes including cell differentiation, cell-cycle regulation, DNA repair, 

transcription, apoptosis, lipid transport, tissue remodelling and regulation of protein 

degradation [31, 42, 43]. In pathological conditions, it can exert anti-inflammatory, 

cytoprotective and anti-apoptotic effects [32]. Under conditions of cell stress and tissue injury, 

CLU levels are up-regulated [48]. Several studies have shown increased CLU levels in the heart 

and plasma at early stage after myocardial infarction [42], and also in left ventricle (LV) of 

heart failure patients, associated with left ventricular remodeling [44]. CLU has been shown to 

exert an antiapoptotic effect and to protect cardiac cells from ischemia-reperfusion (IR) after 

heart transplantation [29]. In animal studies, CLU has been shown to exert a protective effect 

against myocardial IR in rats [46]. Interestingly, it has also been associated with a reduction in 

pro-inflammatory signals [29]. Nevertheless, the molecular mechanism of CLU-induced 

cardioprotection has not been fully elucidated to date. As a chaperone, CLU has been shown to 

interact with and to stabilize a broad range of proteins, including extracellular histones released 

by dying cells, inducing their rapid clearance [8].  

The aim of the present study was to investigate the role of CLU in myocardial IR injury by 

different experimental approaches including in vivo AMI in mice, in vitro hypoxia-

reoxygenation (HR) in H9C2 cell line and in a cohort of STEMI patients. We sought to 

investigate the molecular mechanisms of CLU-induced cardioprotection. We evaluated the 

hypothesis that CLU, as a protein chaperone, is capable of neutralizing the cytotoxic effect of 

extracellular histones, thus attenuating myocardial damage.   
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Material and methods 

In vitro H9C2 HR 

We used the rat cardiomyoblasts cell line H9C2 as an in vitro HR model. Cells were cultured 

in a standard cell culture medium, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) with high 

glucose (4.5 g/L), antibiotics (penicillin and streptomycin 1%) and 10% of Fetal Calf Serum 

(FCS).   

Cells were seeded in 12-well plates. Hypoxia was induced by replacing the complete medium 

by a glucose- and serum-free isotonic solution (Tyrode’s solution [mM]) (NaCl 130, KCl 5, 

Hepes 10, MgCl2 1, CaCl2 1.8, pH 7.4). The cells were placed into a hypoxia chamber 

(Adelbio; Clermont-Ferrand, France) for 6 hours at 37°C (Fig. 1A). Hypoxia was obtained by 

flushing a stream of gas composed of 95% N2 and 5% CO2 until oxygen rate reaches a value 

between 0.5 to 1%. Reoxygenation was achieved by replacing Tyrode’s solution with the 

complete medium in a standard incubator under normoxic conditions for 2 hours. 

Cells were subjected to HR  in the absence or presence of 20 µg/ml recombinant human CLU 

[25] (R&D Systems, Minneapolis, MN) and  100 µg/ml calf thymus histones (Sigma Aldrich, 

Missouri, United States). Histone concentration was determined based on its toxicity on H9C2 

(data not shown). 

 

Cell death assessment 

At the end of reoxygenation (i.e., 2 hours), the cells were detached from the plates using 

trypsin/EDTA. Cell death was quantified using a MACSQuant flow cytometer (Miltenyi 

Biotec, San Diego, CA) using 5 µg/ml propidium iodide (PI) (Sigma Aldrich, Missouri, United 

States). Cell death in the HR group was considered equal to one, and other data were expressed 
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as relative mortality compared to HR. A total of 10,000 events were acquired by fluorescence-

activated cell sorting (FACS) for each sample. 

Myocardial infarction model 

All experimental procedures with animals conforms to the European Parliament Directive 

2010/63/EU and were approved by the regional ethics committee “Comité d’Ethique en 

Experimentation Animale des Pays de la Loire” and by the French Ministry of Higher Education 

and Research. C57BL6/J, CLU-deficient (Clu-/-) and wild type (Clu+/+) mice were anesthetized 

by intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (80 mg/kg, Ceva Santé Animale, France) 

and ventilated via endotracheal intubation on a rodent ventilator (Minivent type 845, Harvard 

Apparatus, Germany). Body temperature was maintained at a constant 37 °C using a 

homeothermic warming blanket (Harvard Apparatus, Germany). The mice received an injection 

of heparin (1,000 IU/kg, Heparine Choay1, Sanofi, Gentilly, France) prior to thoracotomy. 

Following skin incision, the chest was opened using a left lateral thoracotomy and the 

pericardium was removed. Coronary ligation was performed using a 7–0 prolene monofilament 

suture (Ethicon) placed around the left coronary artery 1.5mm under the tip of the left auricle 

and passed through a short piece of polyethylene tubing in order to create a reversible snare, as 

previously described [6, 21]. Coronary occlusion was initiated by clamping the snare onto the 

epicardial surface directly above the coronary artery. Ischemia was confirmed through 

observations of dyskinesia and epicardial cyanosis of the myocardial region below the suture. 

For myocardial infarct size, mice were undergoing 40min coronary artery occlusion followed 

by 24h reperfusion (Fig. 1B). For inflammatory markers evaluation mice underwent 3h 

reperfusion. After 40 min of coronary occlusion, reperfusion was achieved by loosening the 

snare and confirmed by a marked hyperemic response at the time of reperfusion. For sham 

group, animals underwent the same surgical procedure without coronary artery ligation.  

 



                                                                                                                                                Résultats et Discussion 

 

ALLAWA Louwana | Rôle de la clusterine à la phase aigüe de l’infarctus du myocarde  106 

 

 

Fig. 1 In vitro and in vivo experimental design.  (A) In vitro: H9C2 control cells underwent no intervention, cells 

from the HR groups were submitted to 6 hours of hypoxia followed by 2 hours of reoxygenation and were either 

treated with vehicle (PBS) or with CLU (20 µg/ml) or with histones (100 µg/ml) or with both during hypoxia. Cell 

death quantification, RNA as well as protein extraction was performed 2 hours after reoxygenation. (B) In vivo: 

Sham mice underwent no coronary artery ligation. Mice from the IR groups were subjected to 40 min coronary 

occlusion followed by 24 hours reperfusion for infarct size assessment and tissue sampling was performed after 

either 3 hours or 24 hours. 

 

Infarct size assessment 

At the end of the 24-hour reperfusion period, coronary ligation was repeated using the 

monofilament suture kept in place, and 400μl of Evans Blue 4% (Sigma Aldrich, Missouri, 

United States) were injected through the left-ventricular apex, coloring the perfused (non-

ischemic) myocardium blue while the area at risk (AAR) remained unstained. The area-at-risk 

(AAR) was then identified as the non-blue myocardium area and expressed as a percentage of 

LV area. The LV was cut into six to seven equal slices and incubated with 1% 2,3,5-
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triphenyltetrazolium chloride (TTC, Sigma Aldrich, Missouri, United States) pH 7.4 at 37 °C 

for 4 min to distinguish non-viable (pale) from viable (red) myocardium. The slices were 

subsequently fixed in 10% formalin, thereby delimiting the viable myocardium in red and area 

of necrosis (AN) in pale white. Quantification of infarct size (planimetry) was performed 

blindly using ImageJ 1.47 software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Infarct size 

was expressed as a percentage of the area at risk (AN/AAR) and AAR as a percentage of total 

ventricular area (AAR%LV). 

Analysis of CLU, nucleosomes and CLU-histone complexes 

Human and mouse serum CLU were quantified using commercial ELISA (RD Systems). 

Serum and cell culture medium levels of nucleosomes were determined using the Cell Death 

Detection ELISAPLUS assay (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).  

Complexes formed by the interaction of CLU with histones H3 and H4 were evaluated in human 

plasma using a homemade immunoassay using an anti-human CLU mAb as capture Ab (RD 

Systems) and HRP-conjugated anti-H3 and anti-H4 pAbs as detection Abs (Abcam, Cambridge, 

UK). Briefly, 96-wells plates (MaxiSorp®; Nunc, Roskilde, Denmark) were either uncoated or 

coated (overnight at 4°C) with 5 µg/ml anti-CLU mAb (100 µL/well; RD Systems). After 

saturation with 5% BSA for 2h, plates were incubated for 24 h at room temperature with plasma 

(150 µl/well) diluted 1:2 in anti-(H3-H4)-HRP solution, prepared with diluent (PBS containing 

1% (w/v) BSA and 0.05% (v/v) Tween 20) at final dilution 1/1000. After washing, bound Abs 

were detected using the chromogenic substrate 3,3,5,5’-tetramethyl-benzidine (TMB). Results 

are expressed as OD values (after subtraction of the OD value obtained with uncoated wells). 

Western blot analysis 

Western blots were performed on total protein extracts from either freeze-clamped LV 

myocardium or cell lysates (H9C2 cell line) as previously described [41]. Briefly, 15µg-75µg 
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of total proteins were separated on a 10-15% SDS-PAGE gel and transferred to a nitrocellulose 

membrane (Amersham Bioscience). After the nonspecific binding sites were blocked with 5% 

nonfat milk for 1 h in Tris-buffered saline Tween (TBST), the membranes were incubated 

overnight at 4°C with rabbit antibodies against CLU (1/1000, RD Systems), phosphorylated 

(p-)p65 (1/1000, Cell Signaling Technology), p65 (1/1000, Cell Signaling Technology). 

GAPDH (1/10000, Sigma Aldrich, Missouri, United States) was used as a loading control. After 

being washed in TBST, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with 

appropriate (rabbit or mouse) horseradish peroxidase-conjugated appropriate (rabbit or mouse) 

secondary antibodies (1/5000, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, United States). The 

bound antibody was detected using an enhanced chemiluminescence Western blotting kit (Santa 

Cruz Biotechnologies). The band densities with appropriated molecular mass (80 kDa for CLU, 

65 kDa for p65) were determined semi-quantitatively using Chemidoc imaging system (Biorad, 

California, United States). 

RT-qPCR 

We quantified the expression of IL-6, NLRP3, IL-1, and IL-18 in H9C2 or LV. Genes 

encoding hypoxanthine phosphoribosyltransferase (hprt), glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (gapdh) and glucuronidase beta (gusb) were employed as a reference. Total 

RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) according to the 

manufacturer's instructions. The cDNA was synthesized using the Quantitect Reverse 

Transcription Kit (Qiagen, Germany) following the manufacturer's instructions. In a total 

volume of 20μl reaction system (10ng of cDNA), SYBR™Select Master Mix (Applied 

Biosystems,California, United States) was applied to perform qPCR using a Lightcycler®480 

II Thermocycler (Roche,Switzerland). The thermal cycling conditions were as follows: 95°C 

for 3 min, followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and 60 °C for 1 min. The relative expression 

of target genes was calculated using the 2–ΔΔCt method, normalized to the reference genes, and 
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then compared with the control group in vitro or the non-ischemic zone in vivo. Primer 

sequences are presented in Table 1. 

Table 1 Forward and reverse primer sequences for target and reference genes. 

Genes Species Forward sequence Reverse sequence 

Gapdh Mice GACAATGAATACGGCTACAGCA GGCCTCTCTTGCTCAGTGTC 

Gusb Mice CTCTGGTGGCCTTACCTGAT CAGTTGTTGTCACCTTCACCTC 

Hprt Mice TGATAGATCCATTCCTATGACTGTAG

A 

AAGACATTCTTTCCAGTTAAAGTTGA

G 

Il-1β Mice TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 

Il-6 Mice CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA GATGGATGCTACCAAACTGGA 

Nlrp3 Mice TTTGTACCCAAGGCTGCTATCT GTCTCGGGGCTTAGGTCCAC 

Gusb Rat CTCTGGTGGCCTTACCTGAT CAGACTCAGGTGTTGTCATCG 

Il-18 Rat ACGGAGCATAAATGACCAAGTTC TCTGGGATTCGTTGGCTGTT 

Il-6 Rat GTATGTATGAACAGCGATGATG CTCCAGGTAGAAACGGAACTC 

 

Clinical study 

The HIBISCUS-STEMI (coHort of patients to Identify Biological and Imaging markerS of 

CardiovascUlar outcomes in ST elevation myocardial infarction) is a multicentric cohort 

composed of patients admitted for an acute STEMI. The trial design and protocol have been 

registered ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02823886. All patients gave written in formed 

consent and the study protocol conforms to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of 

Helsinki. STEMI was defined according to the European Society of Cardiology guidelines by 

the presence of clinical symptoms (chest pain) associated with an ST-segment elevation of more 

than 2mm in two contiguous leads on a standard 12-lead electrocardiogram, and significant 

troponin-I elevation. Urgent reperfusion was achieved in all patients by primary percutaneous 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02823886
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intervention (PCI) at admission. Blood from HIBISCUS patient cohort were collected at five 

time-points: admission (H0), 4 h (H4), 24 h (H24), 48 h (H48), and 1 month (M1) after 

reperfusion. Plasma or serum samples were frozen at -80°C and stored at the local hospital 

biobank (NeuroBioTec Biological Resource Center, Hospices Civils de Lyon).  

Serums and plasmas from healthy donors were from the blood collection center (EFS Pays de 

la Loire, Angers, France, agreement ANG-2003-2). 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 8.0.1.  Levels of CLU, histones 

and CLU-histone complexes were identified as not normally distributed. Therefore, those 

variables were expressed as medians, and interquartile range (IQR) and non-parametric tests 

were used for comparison between groups. Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used 

to compare at different points of STEMI patients or mice and Kruskal-Wallis test was used to 

compare each time of STEMI patients to healthy donors. Differences between two groups were 

evaluated using the Mann–Whitney U test. When the normal distribution is verified, one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Fisher’s least significant difference (LSD) 

was performed for multiple group comparisons. Data are reported as mean±standard error of 

the mean (SEM). A p-value <0.05 was considered significant.  
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Results 

Exogenous CLU reduces histone-induced cell death during HR in vitro. 

 

Extracellular histones have been shown to be cytotoxic and to induce cell death [50]. We thus 

investigated whether CLU could protect cardiomyocytes from histone-induced cell death. Fig. 

2A shows that free histones derived from calf thymus, which contain a range of histones 

including histone H4 and H3, added in culture medium are significantly toxic to cultured H9C2 

cells, a rat cardiomyoblasts cell line. Histones dose-dependently induced cell death in H9C2, as 

measured by IP staining in flow cytometry. We determined histone concentration which led to 

50% of cell death (lethal concentration 50, LC50= 275 µg/mL). The cytotoxicity of 275 µg/ml 

histones (LC50) to H9C2 cells was reduced when CLU was added to 100 µg/ml in culture 

medium (36.71±3.53% vs. 46.43±3.07%, p=0.0565) (Fig. 2B). These data indicate that CLU 

can protect cardiomyocytes from extracellular histone-induced cell death.  

Thus, we evaluated, in an experimental model of HR in H9C2, histones release in the culture 

medium. After 6 hours hypoxia followed by 2 hours reoxygenation, we observed a significant 

release of nucleosomes in the culture medium, as a reflect of extracellular histones release (Fig. 

2C). We next examined HR-induced mortality in H9C2. Relative mortality was significantly 

increased in HR group compared to control group (p=0.0008). We next investigated whether 

exogenous CLU was able to prevent HR-induced cell death in H9C2. Fig. 2D shows that HR-

induced cell death was significantly inhibited by 20 µg/mL CLU added in the culture medium 

during hypoxia (0.67±0.04 vs. HR group, p=0.0334). Thus, exogenous CLU protects H9C2 

cells from HR. Exogenous histones added to the culture medium during HR could potentiate 

HR-induced cell mortality (1.48±0.18 vs. HR group, p=0.0035). Interestingly, histones and HR 

act in concert to induce cell mortality. CLU also significantly reduced HR-induced cell death 

in the presence of exogenous histones added to the culture medium during HR (0.98±0.10 vs. 
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1.48±1.18, p=0.0025). This set of experiments confirmed that CLU is able to suppress the 

cytotoxic properties of extracellular histones in an HR cellular model. 

 

 

Fig. 2 (A) The toxic effects of different histone concentrations on H9C2 cells (n=3 individual experiments). Values 

are expressed as mean±SEM.  *p < 0.05 vs. untreated cells.  (B) CLU (100 µg/ml) in protecting H9C2 cells treated 

with 275 µg/ml histones (LC50) (n=7 individual experiments). Values are expressed as mean±SEM.  (C) 

Measurement of levels of nucleosomes in the culture supernatants of H9C2 control cells and HR cells (n=8 

individual experiments). Values are expressed as mean±SEM. *p < 0.05 versus CTL. (D) Quantification of cell 

death in control (CTL), HR, HR + CLU, HR + histones and HR + histones + CLU groups (n=4 individual 

experiments). Values are expressed as mean±SEM. *p < 0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.  

 

Exogenous CLU reduces HR-induced pro-inflammatory cytokine expression. 

 

HR has been shown to induce the production of inflammatory cytokines [15]. We then 

evaluated the capacity of CLU to modulate the production of IL-6 in H9C2 cells subjected to 6 

hours hypoxia followed by 2 hours reperfusion. IL-6 and IL-18 mRNA expression was 
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significantly increased after HR (Fig 3A, 3B). CLU significantly reduced HR-induced IL-6 and 

IL-18 mRNA levels. Levels of phosphorylated NF-κB p65, a potent transcription factor of IL-

6, was also significantly increased after HR and was reduced in the presence of CLU, although 

it did not reach significance (Fig 3C). Collectively, these above results indicate that CLU can 

inhibit the inflammatory effects of HR in vitro.  

 

 

Fig. 3 Inflammatory markers mRNA and protein expression, respectively by means of RT-qPCR and western blot. 

IL-6 (A), IL-18 (B) mRNA expression in control (CTL), HR and HR + CLU sample cells (n=3). (B) Representative 

immunoblots and histogram quantification of protein expression for NF-κB p-p65 and NF-κB p65 in CTL, HR 

and HR +CLU groups (n=3). Values are expressed as mean±SEM. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.  

 

CLU levels are increased following myocardial IR in mice. 
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We first evaluated circulating CLU levels in serum of C57BL6/J mice subjected to 40min 

coronary artery ligation followed by 24-h reperfusion. CLU levels were significantly increased 

at 24H post-AMI compared to baseline (80.80 µg/ml IQR [68.96–92.91] vs. 48.83 µg/ml IQR 

[40.77–52.42], p=0.002) (Fig 4A). 

We next measured CLU protein levels in LV myocardial tissue from sham mice and mice 

subjected to 40-min myocardial ischemia followed by 24-h reperfusion. CLU was significantly 

increased in ischemic zone compared to non-ischemic zone (5.28±2.19 vs. 2.15±0.72, 

p=0.0244) (Fig 4B).  

 

 

Fig. 4 (A) Circulating levels of CLU were quantified in mice at baseline (before ischemia), R0 (at the time of 

reperfusion) and R24 (24 hours after reperfusion) (n=11). (B) Representative immunoblots and histogram 

quantification of protein expression for CLU in LV myocardial tissue from sham group (n=4) and in ischemic zone 

(IZ) and non-ischemic zone (NIZ) after 24 hours of reperfusion (n=11). GAPDH was used as loading control. 

Values are expressed as median IQR (25–75 percentiles).* p<0.05, ** p<0.01. 

Clu-/- mice are more susceptible to myocardial IR in vivo. 
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We next evaluated the protective role of CLU in an experimental mouse model of AMI. Clu-/- 

mice were more susceptible to acute myocardial infarction than Clu+/+ mice (Fig 5A). Infarct 

size was significantly higher in Clu-/- compared to Clu+/+ mice (46.29±5.13% vs. 27.47±1.92%, 

p=0.0176), whereas area at risk did not significantly differ between the two groups 

(43.94±2.15% vs. 46.32±3.2%, p=0.670) (Fig 5B). Of note, the percentage of mortality induced 

by the AMI experimental model was significantly higher in Clu-/- compared to Clu+/+ mice (data 

not shown), further highlighting the protective role of CLU during AMI.  

 

 

Fig. 5 Scatter dot blot showing (A) area of necrosis (AN) as a percentage of area at risk (AAR), and (B) AAR as 

a percentage of total LV area after 24 hours of reperfusion (n=6-9); Values are expressed as mean±SEM. * p<0.05. 

Pro-inflammatory cytokines and NLRP3 inflammasome are upregulated in Clu-/- mice subjected 

to myocardial IR 

To investigate whether inflammation was upregulated in ischemic LV Clu-/- mice. Mice were 

subjected to 40 min ischemia and 3h reperfusion, and NLRP3, IL-1β, and IL-6 mRNA levels 

were evaluated at 3-h reperfusion duration. IL-6 mRNA expression was significantly increased 

in Clu-/- mice compared to Clu+/+ mice (Fig 6A). Clu-/- mice also showed increased levels of 

phosphorylated NF-B p65 compared to Clu+/+ mice (Fig 6B). Moreover, the ischemic hearts 
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of Clu-/- exhibited enhanced inflammasome activation as evidenced by increased NLRP3 and 

IL-1β expression compared to Clu+/+ mice (Fig. 6 C and D).  

 

Fig. 6 Inflammatory markers mRNA and protein expression, respectively by means of RT-qPCR and western blot. 

IL-6 (A), IL-1β (B) and NLRP3 (C) mRNA expression in Clu +/+ and Clu-/- mice left ventricle samples after 3 hours 

of reperfusion (n=5). (D) Histogram quantification of protein expression for p-p65, p65 in Clu+/+ and Clu-/- mice 

left ventricle samples after 3 hours of reperfusion (n=5). Values are expressed as mean±SEM. * p<0.05. 

Levels of CLU, histones and CLU-histone complexes in AMI patients 

In order to evaluate the implication of CLU in the context of AMI in human STEMI patients, 

we first quantified serum CLU levels in a large cohort of 36-40 STEMI patients with acute 

coronary syndrome at five time-points: admission (H0), and 4 h (H4), 24 h (H24), 48 h (H48), 
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and 1 month (M1) after revascularization (Fig 7A). After coronary angioplasty, serum CLU 

levels of STEMI patients (acute coronary syndrome with ST- segment elevation) were 

significantly lower compared to healthy donors, at H0, H4, H24 and H48 after revascularization 

(323.9 µg/ml IQR [290.6–380.8]; 213.1 µg/ml IQR [178.7–269.3]; 220.8 µg/ml IQR [191.5–

258.9]; 227.2 µg/ml IQR [181.3–257.4]; 215.6 µg/ml IQR [177.8–256.7]; vs. 346.0 µg/ml IQR 

[315.4–401.6], p<0.0001). Interestingly, one-month post-AMI, circulating CLU levels were 

significantly increased compared to early stage of AMI, reaching the levels of healthy subjects.  

We then evaluated levels of circulating histones in AMI patients (Fig. 7B). The levels of 

nucleosomes released by dying cells reflect the severity of tissue injury [38], especially during 

AMI [35], and can be used as a biomarker to monitor the levels of circulating histones. Serum 

nucleosomes levels were significantly increased in the STEMI patients at H4, H24 and H48 

compared to healthy subjects (arbitrary unit (AU)= 1.63 IQR [0.57–2.53]; 2.10 IQR [1.20–

3.70]; 2.90 IQR [1.26–6.24]; vs. 0.68 IQR [0.26–1.07], p=0.0227, p=0.0004 and p<0.0001 

respectively). Nucleosome levels were significantly decreased 1 month after reperfusion 

compared to H48 (arbitrary unit (AU)= 2.30 IQR [1.02–4.53] vs. 2.90 IQR [1.26–6.24], 

p=0.0491) 

In order to analyse the ability of CLU to interact with histones in AMI patients, we evaluated 

the presence of CLU-histone complexes in the plasma of STEMI patients and healthy control 

subjects, using a home-made ELISA which detects H3 and H4 bound to CLU (Fig. 7C). The 

levels of CLU-histone complexes were significantly increased in STEMI patients compared to 

healthy subjects (OD values = 0.15 IQR [0.06–0.38]; 0.15 IQR [0.08–0.42]; 0.14 IQR [0.06–

0.36]; 0.13 IQR [0.06–0.45]; 0.16 IQR [0.06–0.43] vs. 0.03 IQR [0.00–0.12] respectively; 

p<0.0001, p<0.0001, p=0.0002, p=0.0002 and p<0.0001 respectively).  Interestingly, the levels 

of CLU-(H3-H4) complexes parallel circulating nucleosomes levels up to 48h. 
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Fig. 7 Measurement of circulating levels of CLU (A), nucleosomes (B) and CLU-histones complexes (C) in 

STEMI patients at different time points after coronary angioplasty (n=36-40) and healthy subjects (CTL) (n=17-

29). Values are expressed as median IQR (25–75 percentiles). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001. 
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Discussion 

In the present study, we sought to examine the cardioprotective role of the extracellular 

chaperone CLU in AMI and to explore the underlying cellular and molecular mechanisms. 

Using an in vitro model of HR, we showed that exogenous CLU is able to suppress the cytotoxic 

and pro-inflammatory properties of extracellular histones in H9C2 cardiac cells. Moreover, we 

observed that Clu-/- mice are more susceptible to myocardial IR injuries in vivo. In patients, we 

showed that CLU levels decrease after AMI, which is associated with circulating histones and 

CLU-histone complexes increase. Our results suggests that CLU is likely to neutralize 

extracellular histones released by dying cells during AMI, therefore preventing histone-induced 

myocardial damage. 

Extracellular histones released by dying cells have emerged as major DAMPs in several 

diseases including sepsis [28], ischemic stroke [9] and AMI [35]. Circulating extracellular 

histones have been implicated in multiple organ injury pathogenesis [23]. Myocardial IR has 

been shown to cause an increase in circulating nucleosomes, which correlated with infarct size 

[34]. Interestingly, released nucleosomes likely originate from Netosis [22]. Recent evidence 

suggest that extracellular histones trigger sterile inflammation and exert potent cytotoxic effects 

in cardiomyocytes in vitro [11, 35]. Histones are known to stimulate TLR2/TLR4, TLR9 and 

NLRP3 [3, 4, 17, 51]. Considering the critical role of inflammation in response to cardiac injury, 

their neutralization appears as an interesting therapeutic strategy in AMI.  

 

Several studies have reported the value of neutralizing extracellular histones in various 

pathological conditions [26, 30, 37]. Negatively–charged agents, including heparin, 

albumin, pentraxin 3 (PTX3), and C-reactive protein (CRP), which can bind histones through 

a charge interaction to neutralize their positive charge have been shown to attenuate histone 

cytotoxicity [23]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pentraxin-3
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CLU is an ubiquitous, multifunctional secreted glycoprotein that is present in almost all tissues 

and biological fluids [47, 48]. It plays numerous and contrary roles in a number of physiological 

and pathophysiological situations, which makes it an enigmatic protein. The secreted form of 

CLU is increased in response to a wide variety of stress conditions, including IR injury. In brain 

IR injury, CLU has been identified as a potential biomarker in patients undergoing carotid 

endarterectomy [19]. In AMI, both an increase and decrease of plasma CLU levels have been 

reported, depending on the stage of MI. Several studies have shown increased circulating CLU 

levels at the early stage of AMI [12, 43, 45]. On the contrary, some studies found lower CLU 

levels in AMI patients immediately after the event than in healthy subject [7]. Elevated plasma 

CLU levels have also been reported in plasma of patients at late stage after MI and were 

associated with left ventricular remodeling [44]. In a preclinical porcine model of reperfused 

AMI, plasma CLU levels have been shown to be increased 120 min after the onset of AMI and 

returned to normal levels after 3 days [42]. Here, in STEMI patients, we found decreased 

circulating levels of CLU that returned to normal until 1 month. Those reduced levels were 

associated with a parallel increase in circulating histones. Thus, the decrease of CLU plasma 

levels seen in our study in STEMI patients might be due to its binding to cytotoxic histones 

released in the plasma by dead myocardial cells. Histones would be subsequently removed form 

circulation as CLU-histones complexes. Cubedo et al related the alterations in ApoJ proteomic 

profile in AMI patients to a differential glycosylation pattern [7]. In our work, we noticed a 

higher mortality rate in Clu-/- mice compared to Clu+/+ following AMI, suggesting that the 

capacity of CLU to neutralize histones was overwhelmed, leaving histones available to exert 

their cytotoxicity.  

We showed that CLU heart tissue levels were upregulated in the ischemic area of infarcted 

mice. Interestingly, CLU plasma levels were also higher in mice 24-hours after reperfusion. 

Our results are in accordance with earlier studies showing higher CLU expression in the infarct 
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and border zone tissue after AMI [12, 39, 45]. The origin of this cardiac expression remains to 

be elucidated. It could result from a local synthesis of CLU by cardiomyocytes in response to 

ischemia (tissue injury). Indeed, Krijnen et al showed that CLU was rapidly expressed in 

response to ischemia in H9C2 cells [25]. Alternatively, Väkevä et al. suggested that CLU could 

originate form circulation following reperfusion. They observed CLU deposits in infarcted 

regions of human myocardium [45]. The authors suggest a likely selective accumulation due to 

diffusion form plasma in infarcted lesions.  

 

Multiple lines of evidence suggest that CLU exerts cytoprotective effects [48]. However, the 

mechanism whereby CLU protects injured cardiomyocytes is not yet clear. CLU cytoprotective 

properties have been earlier related with anti-apoptotic and anti-inflammatory processes [32]. 

Following cardiac transplantation, CLU reduces the expression of the pro-inflammatory 

cytokines IL-1beta and TNF-α through inhibition of the NF-κB signaling pathway, reducing 

apoptosis and IR injury [10, 29]. CLU has also been shown to protect cardiomyocytes against 

H2O2-induced oxidative stress through activation of Akt/ GSK-3β signaling pathway [20]. In 

infarcted human heart, CLU was found to colocalize with complement on jeopardized human 

cardiomyocytes after AMI [45]. CLU was also found to protect cardiomyocytes against 

ischemic cell death via a complement-independent pathway [25].  

Besides its role in activating survival signalling pathways, CLU is thought to function as an 

extracellular chaperone which binds (interact) to a wide variety of ligands, including misfolded 

or damaged proteins, toxic molecules, components of the complement membrane attack 

complex, or lipids [47]. It was also suggested that CLU binds to cellular debris and thereby 

protects cells from debris-inflicted damage [5]. However, little is known about how CLU exerts 

its potent chaperone action to stabilize stressed proteins. CLU forms stable, soluble high-

molecular-weight complexes with misfolded client proteins [49]. CLU would interact with 
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hydrophobic domains present in histones [8] through amphipathic alpha helices with higher 

hydrophobic moments [13]. The question remains unresolved as to whether CLU acts both 

intracellularly and extracellularly to protect cells from myocardial IR injury. 

Here we show, for the first time, that Clu-/- mice are more susceptible to myocardial IR than 

Clu+/+ mice. This cardioprotective effect is accompanied by a decrease in local pro-

inflammatory response at the early phase of reperfusion. Our data indicate that a loss of CLU 

expression results in an increase in inflammation and aggravate mice susceptibility to IR 

injury. We also showed an increase in the pro-inflammatory cytokine IL-1β in the ischemic area 

of Clu-/- mice at the early phase of reperfusion. This reflects the activation of the NLRP3 

inflammasome and its involvement in the installation of IR injury in Clu-/- mice. Similarly, a 

recent study showed that overexpression of CLU attenuates cholesterol crystal-induced 

inflammation through inhibition of the NLRP3 inflammasome pathway while preventing 

excretion of the inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β, and IL-18 [27]. The protective effect of 

exogenous CLU administered in vivo in rats after acute myocardial infarction was shown to be 

protective, independently of its receptor megalin [46]. Taken together, our data indicate a 

cardioprotective role of CLU in the context of AMI, through neutralisation of extracellular 

histones released form injured cells. 
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Discussion  

Dans cette étude, nous avons montré que la CLU protégeait le cœur contre les lésions 

inflammatoires dans le modèle d’I/R myocardique et que cette protection est due en partie à sa 

capacité à neutraliser les histones extracellulaires libérés par le tissu endommagé. Les 

principaux résultats de cette étude sont : 1) La CLU présente un effet cardioprotecteur à la phase 

aigüe de l’IDM, objectivé par une taille d’infarctus significativement plus importante chez les 

souris déficientes en CLU par rapport aux souris wild type ; 2) L’effet cardioprotecteur de la 

CLU in vivo s’accompagne d’une atténuation de la réponse pro-inflammatoire post-IDM, par 

la diminution de l’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1β) et par une 

diminution de l’activation de l’inflammasome NLRP3 ; 3) La CLU neutralise in vitro l’effet 

pro-inflammatoire et cytotoxique des histones, qui sont libérés en grande quantité dans notre 

modèle d’H/R par les cellules de la lignée cellulaire H9C2. La fixation de CLU aux histones 

inhibe leur entrée dans les cellules et donc l’induction de la mort cellulaire. De plus, CLU 

diminue la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL-6) par les H9C2 stimulées par 

l’H/R ; 4) Des complexes CLU-histones sont détectés dans le plasma des patients STEMI, ce 

qui est corrélé à une diminution de la CLU circulante. Ceci pourrait être dû à sa consommation 

par les histones extracellulaires.  Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent l’effet 

cardioprotecteur de la CLU à la phase aiguë de l’IDM et cela au moins en partie en protégeant 

le cœur contre les lésions induites par la réponse inflammatoire stérile dans l’I/R myocardique.  

 

Nous avons pu montrer pour la première fois que les souris déficientes en CLU étaient plus 

sensibles aux lésions d’I/R myocardiques par rapport à leurs wild type dans notre modèle 

d’ischémie de 40 minutes suivie de 24 heures de reperfusion. Cet effet cardioprotecteur 

s’accompagne d’une diminution de la réponse pro-inflammatoire local à la phase précoce de la 

reperfusion (3 heures). La CLU a déjà été montrée comme capable de supprimer l’infiltration 

des macrophages et la polarisation pro-inflammatoire M1 et d’améliorer l’activité phagocytaire 

dans le modèle d’I/R rénale (Weng et al., 2021). Dans un modèle de transplantation cardiaque, 

la CLU est associée à une réduction des signaux pro-inflammatoires dans un modèle de 

transplantation cardiaque (G. Liu et al., 2018). La CLU pourrait donc exercer son effet 

cardioprotecteur en diminuant l’expression d’IL-6 inhibant ainsi l’infiltration des macrophages 

dans le myocarde infarci. Cependant, l’infiltration des macrophages est l’élément manquant 

dans notre démonstration. Il serait donc judicieux d’explorer cette piste pour compléter la 

compréhension du mécanisme cardioprotecteur in vivo de la CLU.  
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Nous montrons également que la cytokine pro-inflammatoire IL-1β est augmentée dans la zone 

infarcie des souris déficientes en CLU par rapport à leurs wild type à la phase précoce de la 

reperfusion. Ceci reflète l’activation de l’inflammasome NLRP3 et son implication dans 

l’installation des lésions d’I/R chez les souris déficientes en CLU. De manière similaire, une 

étude récente a montré que la surexpression de la CLU atténue l'inflammation induite par les 

cristaux de cholestérol par l'inhibition de la voie de l'inflammasome NLRP3/caspase-1 tout en 

empêchant l'excrétion des cytokines inflammatoires TNF-α, IL-1β et IL-18 (Y. Li et al., 2021a).  

 

Toujours dans la description des scénarios de potentiels mécanismes protecteurs de la CLU à 

la phase aiguë de l’IDM et vu que la CLU a été identifiée capable de se lier aux différents types 

d’histones (données non publiées (Augusto et al.)), nous nous sommes intéressés à doser en 

premier lieu les histones libérées par les cellules mourantes après la séquence d’I/R. Dans notre 

modèle, nous avons montré que l’IDM induisait une libération importante et précoce d’histones 

dès le début de la reperfusion. Pendant l'ischémie, l’environnement pro-inflammatoire créé par 

les fragments d’ADN induit l'activation des TLRs des cellules cardiaques survivantes dans la 

zone bordant le myocarde infarci conduisant à l'activation des voies de signalisation 

intracellulaires en aval, médiée par le facteur de transcription NF-κB, et les composants 

protéiques qui constituent l'inflammasome NLRP3 (Boyd et al., 2006; Hall et al., 2006). De 

plus, nous avons détecté des complexes CLU-histones dans le plasma des patients STEMI. 

Plusieurs études ont rapporté l’intérêt de neutraliser les histones extracellulaires au cours de la 

phase aigu de l’IDM. L'héparine en se liant aux histones protège l'endothélium coronaire et le 

myocarde des lésions d'I/R (Kouretas et al., 1998, 1999; Pevni et al., 2005; Thourani et al., 

2000). Les dérivés de l'héparine réduisent la taille de l'infarctus dans un modèle d’I/R chez le 

rat (Collino et al., 2012). Pour étudier l’effet neutralisant de la CLU sur les histones, nous avons 

traité avec de la CLU exogène les cellules H9C2, incubées avec les histones, dans un modèle 

d’H/R, et un effet cytoprotecteur est observé par rapport aux cellules incubées avec les histones 

seuls. Cependant, d’autres études seront nécessaires pour étudier l’effet anti-inflammatoire de 

CLU en présence d’histones avec des doses d’histones plus faibles. Néanmoins, nos résultats 

n’excluent pas l’effet immunomodulateur de la CLU sur l’inflammasome.  
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Dans ce travail de thèse, nos objectifs étaient d’une part d’analyser l’existence d’un effet 

cardioprotecteur de la CLU, par son rôle de protéine chaperonne sur les histones (H3/H4) et, 

d’autre part de rechercher les voies de signalisation inflammatoire modulées par la CLU au 

décours de l’IDM. Les résultats des expérimentations in vivo chez la souris et in vitro sur les 

cellules de la lignée H9C2 nous ont permis de mettre en évidence un rôle crucial de la CLU 

dans les mécanismes de protection du cœur face aux lésions liées à l’I/R.  

Le rôle physiologique de CLU est complexe et dépend de ses isoformes, de sa localisation et 

des types cellulaires (Rohne et al., 2016). Plusieurs données suggèrent un rôle cytoprotecteur 

de CLU dans la phase précoce après un IDM. Dans un modèle de rat d'I/R myocardique par 

ligature coronaire, l'administration de CLU pendant 3 jours débutée dès la reperfusion a permis 

de réduire de façon significative la taille de l’infarctus et le taux de mortalité des rats (Dijk et 

al., 2010). En outre, le traitement avec la CLU après un infarctus aigu chez la souris a réduit 

l’apoptose des cardiomyocytes et a augmenté l’induction de la transition épithélio-

mésenchymateuse, l’angiogenèse et la préservation de la fonction cardiaque (Foglio et al., 

2015). In vitro, CLU protégeait les cardiomyocytes de la mort cellulaire induite par l'ischémie 

(Krijnen et al., 2005) ou des lésions cardiaques induites par l'éthanol (Y. Li et al., 2007). Nos 

résultats in vitro, sur les H9C2 dans notre modèle d’H/R, mettent en évidence cet effet 

cytoprotecteur de CLU en réduisant la mortalité cellulaire induite par l’H/R. De plus, notre 

travail a permis de valider pour la première fois le rôle cardioprotecteur de CLU sur des souris 

déficientes en CLU (CLU -/-). Nous avons montré que ces souris présentent une sensibilité plus 

importante aux lésions d’I/R myocardiques, objectivée par une taille d’infarctus 

significativement plus importante chez les souris CLU -/- par rapport aux souris wild type. Dans 

un modèle d’I/R rénale, un travail avait montré que les souris déficientes en CLU présentent en 

plus des lésions sévères un taux de survie réduit (W. Zhou et al., 2010). Dans notre étude, la 

mortalité des souris CLU -/- après I/R était également significativement augmentée par rapport 

aux souris wild type (données non montrées). 

Chez des patients atteints d’IDM, les niveaux de CLU augmentent dans le plasma après 24 

heures (Trougakos et al., 2002) et CLU a été récemment identifiée dans les exosomes isolés du 

fluides péricardique (Foglio et al., 2015). De plus, au stade tardif de l’infarctus, les données 

protéomiques ont montré une augmentation de niveau d’expression de CLU dans le ventricule 

gauche. Cette augmentation est associée  au remodelage ventriculaire gauche (Turkieh et al., 

2018). De plus, chez des rats soumis à une I/R myocardique, la CLU a également été détectée 

dans la zone péri-infarcie (Silkensen et al., 1998). Ces données appuient nos résultats, observés 
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in vivo, représentés par une augmentation du taux sérique de CLU ainsi que du niveau 

d’expression dans la zone ischémique chez des souris infarcies après 24 heures. Toutefois, 

l’origine de cette expression cardiaque reste à élucider. Elle pourrait résulter d’un dépôt 

tissulaire ou bien d’une synthèse locale.  

Chez les patients STEMI, une diminution de CLU circulante est trouvée à différents temps 

après la revascularisation (H0, H4, H24, H48) par rapport aux sujets sains. De façon 

intéressante, une normalisation des niveaux plasmatiques est observée à 1 mois avec un retour 

aux niveaux des individus sains. Ceci suggère une consommation des stocks de CLU présents 

à l’état basal avec ou sans nouvelle synthèse. Cette diminution s’accorde avec les résultats 

précédents de Cubedo et al. qui montrent aussi cette diminution précoce de CLU plasmatique 

chez des patients STEMI après la revascularisation (Cubedo et al., 2011, 2022). Cependant 

selon l’étude de Cubedo et al., la diminution de CLU circulante, sous sa forme glycosylée, était 

due à l'ischémie elle-même qui induit un changement du profil de glycosylation de CLU en 

accumulant des variants intracellulaires non glycosylés de CLU (Cubedo et al., 2022). Cette 

accumulation pourrait être liée à l'activité chaperonne accrue des variants intracellulaires de 

CLU dans un milieu hautement oxydatif pour faciliter le trafic, la liaison et/ou le repliement 

des protéines dénaturées dans le contexte de l’ischémie (Heusch, 2020; Heusch & Gersh, 2017; 

N. Li et al., 2013; Rohne et al., 2014). Alors que, Augusto et al. ont rapporté que CLU en tant 

que protéine chaperonne extracellulaire pourrait se lier aux histones circulantes, libérées par les 

cellules mortes, et réduit leurs propriétés inflammatoires et cytotoxiques dans le cadre du choc 

septique (données non publiées (Augusto et al.)). 

Toutefois les résultats contradictoires que nous avons observées entre les souris infarcies et les 

patients STEMI peuvent être expliquées et interprétées par le fait que la technique de ligature 

coronaire choisie pour induire l’infarctus chez les souris provoque elle-même des dommages 

tissulaires et une augmentation de l’inflammation dû à la thoracotomie et la ventilation (Q. Sun 

et al., 2018) d’une part. Et d’autre part, la CLU, en tant qu’une molécule anti inflammatoire, 

pourrait être secrétée en quantité importante afin d’atténuer l’inflammation induite par 

l’intervention chirurgicale dans notre modèle (De Miguel et al., 2021).  

Les résultats obtenus nous ont amenés à clarifier le mécanisme par lequel la protection 

cardiaque est assurée par la CLU. Pour cela, nous nous sommes intéressés dans un premier 

temps à étudier le rôle chaperonne de CLU sur les histones extracellulaires, libérées par les 

cellules mortes suite aux lésions d’I/R et à rechercher dans un second temps les voies de 

signalisation inflammatoire modulées par la CLU dans le contexte de l’IDM.  
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Après une I/R, les débris cellulaires libérés par les cellules mortes agissent comme des DAMPs 

et contribuent à la mort excessive des cardiomyocytes et à l'inflammation (Andreadou et al., 

2019; Zuurbier et al., 2019). Les histones sont connues pour être des DAMPs majeurs, un fait 

démontré pour la première fois par l'observation que les souris meurent rapidement lorsque des 

histones libres sont administrées par voie intraveineuse (Xu et al., 2009). La toxicité des 

histones a été démontrée dans une grande variété de pathologies. Il a déjà été démontré que les 

histones extracellulaires sont cytotoxiques pour les cellules endothéliales (Silvestre-Roig et al., 

2019) et les cellules rénales (Allam et al., 2012) et elles ont également été impliquées dans la 

pathogenèse de la cardiomyopathie septique (Kalbitz et al., 2015). Chez l'homme, la 

concentration maximale d'histones circulantes cliniquement détectée dans un trouble 

inflammatoire tel qu'un sepsis sévère se situe entre 200 et 400 µg/mL (Ekaney et al., 2014). Il 

a été démontré précédemment que l'exposition des cardiomyocytes de rats à 50 µg/mL 

d'histones pendant 3 heures était toxique in vitro (Fattahi et al., 2018). Ici, nous montrons que 

l'exposition des cellules de la lignée cellulaire H9C2 à différentes concentrations d’histones 

(50-800 µg/ml) en condition de normoxie et (25-100 µg/ml) pendant une séquence d’hypoxie 

de 6 heures induisait une mortalité cellulaire d’une manière concentration-dépendante [avec 

une concentration létale 50 (CL50) de 275 µg/ml et une concentration de 100 µg/ml induisant 

une mortalité cellulaire de 35 %, les 2 concentrations choisies dans l’ensemble de notre travail 

en condition de normoxie et en condition d’hypoxie respectivement]. Il est intéressant de noter 

que la capacité des histones extracellulaires à favoriser l'inflammation et l'agrégation 

plaquettaire et à induire la mort cellulaire dépend de leur concentration : de faibles 

concentrations d'histones stimulent, par l'intermédiaire des récepteurs de l'immunité innée,  la 

production de cytokines (T. A. Fuchs et al., 2011; H. Huang et al., 2011, 2013) tandis que des 

concentrations élevées d’histones entraînent la mort cellulaire (Allam et al., 2012; H. Wang et 

al., 1999, p. 1; Xu et al., 2011).  

Les histones extracellulaires sont significativement élevés après une I/R hépatique (H. Huang 

et al., 2011), rénale (Allam et al., 2012),  pulmonaire (Bosmann et al., 2013), cérébrale (De 

Meyer et al., 2012) et myocardique (Shah et al., 2022). Dans notre étude, nous avons obtenu 

des résultats comparables pour la libération des histones dans le milieu extracellulaire après 

l’I/R myocardique, in vivo et in vitro. Les histones circulantes augmentent de façon marquée 

chez les patients STEMI à partir de la 4e heure pour atteindre un pic à 48 heures après 

revascularisation et une diminution à 1 mois. De façon intéressante, l’augmentation du taux 

d’histones circulantes s’accompagne d’une augmentation du taux de leucocytes et plus 
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particulièrement de neutrophiles, qui représentent une des sources d’histones extracellulaires 

par le processus de NETose  (Kaplan & Radic, 2012; Shah et al., 2020) (Bochaton et al., 2021, 

2022). Ces résultats sont en accord avec une étude faite en 2016 qui a montré une augmentation 

de la libération des histones dans le sérum de patients STEMI avec un pic à 12 heures après 

revascularisation et une corrélation positive avec le nombre des leucocytes (Helseth et al., 

2016). 

D’autre part, les taux d’histones circulantes sont corrélés avec le taux de CRP et d’IL-6, qui 

sont des marqueurs systémiques de l’inflammation au décours de l’IDM (Bochaton et al., 2021, 

2022). Il est bien connu que des taux élevés d'IL-6 en circulation dans les syndromes 

coronariens aigus ont une valeur pronostique (Lindmark et al., 2001; Miyao et al., 1993; Ridker, 

Rifai, et al., 2000). IL-6 en se liant aux récepteurs membranaires dans le cœur induit l'activation 

de deux cascades de signalisation majeures, les voies SHP2/ERK et STAT, qui sont importantes 

pour le processus de remodelage du myocarde (Fischer & Hilfiker-Kleiner, 2008). De plus, il a 

été démontré que les niveaux circulants d'IL-6 et de CRP sont associés à l'étendue de la nécrose 

myocardique (Ritschel et al., 2014).  

A noter que le taux faible d’histones circulantes détecté chez les sujets sains est présumé en lien 

avec la mort cellulaire physiologique (Pemberton et al., 2010).  

Ces données fournissent une preuve de principe que le ciblage des histones extracellulaires 

pourrait être un thérapie complémentaire utile pour contrer les lésions d’I/R, soit 

individuellement soit en combinaison avec d'autres traitements cardioprotecteurs (Davidson et 

al., 2019). Des études ont rapporté que la neutralisation des histones extracellulaires pourrait 

avoir un potentiel thérapeutique. Plusieurs molécules ont été identifiées dans ce contexte : des 

anticorps (De Meyer et al., 2012), des polyanions [vu que les histones extracellulaires sont 

hautement cationiques en raison du grand nombre de résidus basiques exposés à leur surface 

Par conséquent, les polyanions peuvent interagir électro statiquement avec les histones et les 

neutraliser] comme l’héparine (Iba et al., 2015; Y. Zhang et al., 2014), ou même des polyanions 

non anticoagulants (sulfate de sodium-b-O-Méthyl cellobioside, mCBS) (Meara et al., 2020; 

Shah et al., 2022), l’albumine (Cet effet inhibiteur est lié à la différence de charge entre 

l'albumine et les histones) (Lam et al., 2013), la thrombomoduline (Nakahara et al., 2013), et 

les pentraxines CRP et PTX3 (Abrams et al., 2013; Daigo et al., 2014). Cependant, les niveaux 

élevés de CRP observé dans le contexte de l’IDM sont liés à une augmentation de la mortalité 

hospitalière et un mauvais pronostic ((Berk et al., 1990; Heeschen et al., 2000; Toss et al., 
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1997). Ces données suggèrent que, durant l’IDM, l’augmentation de cette molécule 

neutralisante n’est pas suffisante pour protéger les cellules et les tissus des histones.  

Récemment, la CLU a été identifiée comme agent permettant l’opsonisation des cellules 

apoptotiques tardives et favorisant leur élimination par les phagocytes, ce qui suggère qu'elle 

pourrait agir comme un PRR soluble (Cunin et al., 2016). De plus, il est intéressant de noter 

que les histones, qui s'accumulent à la surface des cellules apoptotiques tardives (Radic et al., 

2004), ont été identifiées comme des éléments de liaison à la CLU (Cunin et al., 2016). A partir 

de ces données, Augusto et al. ont montré que CLU se lie spécifiquement aux histones parmi 

les autres DAMPs (HSP70, HMGB1, ADN et la calréticuline) in vitro (données non publiées 

(Augusto et al., en révision)). En particulier, la toxicité des histones était principalement due 

aux histones H3 et H4 par rapport aux autres sous-types des histones (Xu et al., 2009) et 

récemment H4 a été identifiée comme le médiateur toxique de la mort des cellules musculaires 

lisses dans un modèle murin d'athérosclérose (Silvestre-Roig et al., 2019). La liaison de CLU 

aux différents sous-types des histones a été alors analysée et les résultats ont montré que la CLU 

se fixe aux histones recombinants H2A, H2B, H3 et H4 (données non publiées (Augusto et 

al.)). Dans notre travail, des complexes CLU-histones (H3 et H4) circulantes ont été trouvés 

chez des patients STEMI aux différents temps après la revascularisation. De plus, la CLU 

permet de neutraliser les effets toxiques des histones exogènes dans notre modèle d’H/R in vitro 

ce qui évoque la liaison de CLU aux histones. Nous suggérons que l’interaction de CLU avec 

les histones se fait au niveau des groupements carbohydrates anioniques de la CLU qui 

représentent 30% de son poids moléculaire (Fritz et al., 1983). Il est intéressant de noter que la 

capacité de liaison de CLU à ses ligands est renforcée dans un milieu acide (Poon et al., 2002) 

une condition communément observée lors de l’IDM (Preusse et al., 1982; Sosunov et al., 

2013). Une question qui se pose désormais est comment se fait l’élimination de ces complexes 

par la suite ? Des études chez le rat ont montré que la clairance des ligands de la CLU se fait 

par un mécanisme d’endocytose et de dégradation hépatique  (Wyatt et al., 2011).  

Compte tenu de l’effet anti-inflammatoire de CLU, nous montrons qu’elle pourrait diminuer 

l’inflammation post-IDM, soit d’une façon directe ou d’une façon indirecte par sa capacité à 

neutraliser les histones. Les propriétés pro-inflammatoires des histones semblent dépendre de 

l’activation des PRRs, tels que TLR2/ TLR4, TLR9 et NLRP3, qui induisent la sécrétion des 

cytokines pro-inflammatoires (Allam et al., 2012, 2013; H. Huang et al., 2011; X. Yang et al., 

2016). Dans notre travail, la CLU induit une diminution de l’activation du facteur de 

transcription NF-κB et de l’expression en aval d’IL-6 in vivo et in vitro. Nous avons également 
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étudié la voie de signalisation inflammatoire de l’inflammasome NLRP3 et les cytokines en 

aval de cette voie, et nous avons constaté que la CLU est capable de réduire de manière 

significative les niveaux de NLRP3 tout en diminuant la sécrétion de cytokines inflammatoire 

IL-1β. Une étude récente montre que la surexpression de CLU pourrait atténuer l'inflammation 

induite par les cristaux de cholestérol par l'inhibition de la voie de l'inflammasome NLRP3 (Y. 

Li et al., 2021b). Cette surexpression de CLU pourrait être due à l’activation des TLRs eux-

même. C’est ce qu’ont suggéré les travaux de Baiersdörfer et al. qui ont montré que l'activation 

de TLR3 induisait l'expression de CLU cytoprotectrice et anti-inflammatoire par les cellules 

musculaires lisses et in vivo chez les souris, pour potentiellement contrer l’athérosclérose 

(Baiersdörfer et al., 2010).  

Il est important de souligner que la modulation / l’inhibition de l'inflammation dans le contexte 

d’IDM n'est pas simple et pourrait donner des résultats inattendus en raison de la présence de 

multiples effecteurs. Dans notre étude, la neutralisation des histones extracellulaires par la CLU 

pourrait être une piste thérapeutique intéressante. Cependant, les histones partagent avec des 

autres types de DAMPs les mêmes récepteurs, TLRs et NLRP3, d’une part. Et d’autre part, 

malgré la grande variété des PRRs, la liaison des DAMPs au PRRs déclenchent des voies de 

signalisation communes qui convergent vers la production de cytokines pro-inflammatoires et 

d'interférons de type I. De plus, on ne connait pas l’impact de CLU sur les cellules 

inflammatoires dans le contexte de l’IDM. Dans un modèle d'I/R rénale chez la souris, la CLU 

pourrait supprimer l'infiltration des macrophages et la polarisation pro-inflammatoire M1 

pendant la période de récupération qui suit les lésions d’I/R (Weng et al., 2021). Ce qui 

encourage à continuer les recherches expérimentales utilisant la CLU dans l’IDM afin de 

dévoiler toutes les voies inflammatoires impliquées dans l’effet protecteur de CLU observé 

dans notre étude et de tester le timing idéal de l’injection de CLU durant la séquence d’I/R pour 

obtenir un effet protecteur maximal.   

 

 

 

https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/?term=Baiersd%C3%B6rfer+M&cauthor_id=20692254
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Les lésions d’I/R myocardiques restent à ce jour une réalité et découvrir de nouvelles cibles 

thérapeutiques est une priorité pour améliorer le pronostic des patients après un IDM. Ce travail 

de thèse a permis d’étudier l’effet protecteur de la protéine chaperonne extracellulaire CLU, 

dans le contexte d’I/R myocardique.  

Ces travaux montrent que la CLU atténue les effets pro-inflammatoires et cytotoxiques des 

histones extracellulaires libérés au décours d’une I/R cardiaque. Les résultats in vivo mettent en 

évidence le rôle cardioprotecteur de la CLU dans un modèle d’IDM chez la souris déficiente en 

CLU. Nous montrons, que le niveau de CLU circulante est diminué au décours de l’IDM, 

probablement en rapport avec la formation des complexes CLU-histones.  

Une approche consistant à moduler la réponse inflammatoire post-infarctus par une 

administration de protéines chaperonant les DAMPs pourrait ainsi représenter une stratégie 

thérapeutique prometteuse.  
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• FOXO3α phosphorylation is decreased after kynurenic acid treatment 

• Mitophagy and antioxidant markers are implicated in observed cardioprotection 
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ABSTRACT 

INTRODUCTION: Cardioprotective effect of Kynurenic acid (KYNA), a metabolite of the kynurenine 

pathway, has recently been reported.  However, the mechanisms by which it may be protective are 

unknown. Hence, we sought to investigate its cardioprotective mechanisms in the context of myocardial 

ischemia/reperfusion. 

 

METHODS: H9C2 cells hypoxia/reoxygenation (H/R) and rat in vivo myocardial ischemia/reperfusion 

models were used to test KYNA cardioprotective effect. H/R and H/R+KYNA groups were subjected 

to H/R and treated with vehicle or KYNA (1µM) respectively, at different times (pre=10 minutes before 

hypoxia, per=during hypoxia, post=during reoxygenation). MI and MI+KYNA groups underwent left 

coronary artery ligation and treated with vehicle (1M) or KYNA (300mg/Kg) respectively. Cell death 

was quantified by flow cytometry using propidium iodide and infarct size was quantified after TTC 

staining. Mitochondrial respiratory chain complexes activites were measured by spectrophotometry. 

Protein expression was evaluated by western blot and mRNA was quantified by RT-qPCR. 

 

RESULTS: In vitro, KYNA treatment in pre, pre+per, pre+per+post groups significantly reduced H9C2 

relative mortality by an average of 30% compared to vehicle group (p=0.024, p=0.006, p=0.007, 

respectively). Infarct size was significantly reduced in MI+KYNA group compared to MI group 

(p=0.023). KYNA treatment did not have any effect on the mitochondrial respiratory chain complex 

activity. GPR35, and SOD2 mRNA levels were increased in MI+KYNA group compared to MI group 

(p=0.022 and p=0.049 respectively for GPR35 and SOD2). A significant increase in PARK2 protein 

levels (p=0.036) marked a mitophagic stimulation. Additionally, ERK1/2, Akt and FOXO3α 

phosphorylation levels were significantly reduced after KYNA treatment (p=0.005, p=0.047 and 

p<0.001 respectively for ERK1/2, Akt, FOXO3α). 

 

CONCLUSION: KYNA reduced ischemia/reperfusion injuries in both, in vitro and in vivo models. 

KYNA-mediated cardioprotection was associated with decreased ERK1/2 and Akt phosphorylation 

levels, which led to a decrease in FOXO3α phosphorylation, a mechanism that was associated with an 

increase in mitophagy and antioxidant defense mechanisms. 
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1. INTRODUCTION 

Myocardial infarction remains one of the leading causes of mortality in developed countries 

(Montrief et al. 2019). Reperfusion is paramount to the salvage of ischemic myocardium. However final 

infarct size is due to two components: ischemic damages and reperfusion injuries. Whilst several 

pharmacological or ischemic conditioning strategies were capable of reducing myocardial reperfusion 

injuries in animal models and prove-of-concept clinical studies, (with limited number of patients) no 

effective cardioprotective strategy was translated to the clinical arena. 

In previous works, we have shown a plasmatic kynurenine concentration increase in rats and 

humans after remote ischemic conditioning, suggesting a link between the kynurenine pathway and 

cardioprotection (Chao de la Barca et al. 2016; Kouassi Nzoughet et al. 2017). Moreover, rats receiving 

a kynurenine intraperitoneal injection 10 minutes before a myocardial ischemia/reperfusion exhibited a 

reduced infarct size compared to vehicle treated group. The kynurenine pathway is one of the main 

routes of tryptophan degradation, an essential amino acid. Approximatively, 95% of free tryptophan is 

oxidized into kynurenine, a rate limiting step controlled by Indolamine-2,3-Dioxygenase (IDO) or 

Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) in the liver. Afterwards, kynurenine is either transformed into 

kynurenic acid (KYNA) or into quinolinic acid, reactions catalyzed by kynurenine aminotransferase 

(KAT) and kynurenine 3-monooxygenase (KMO) respectively (Wang et al. 2015). 

KYNA is a metabolite with pleiotropic effects (Wirthgen et al. 2017). In 2016, Olenchock et al. 

reported a cardioprotective effect of KYNA in an ex vivo and an in vivo myocardial ischemia/reperfusion 

mouse model (Olenchock et al. 2016). Altogether, these findings suggest a potential major role of 

kynurenine pathway in protecting the heart against ischemia/reperfusion injuries. However, mechanisms 

by which it is cardioprotective are largely unknown. KYNA has antioxidant properties (Lugo-Huitron 

et al. 2011; Perez-Gonzalez, Alvarez-Idaboy, and Galano 2015) and has been identified as a ligand of 

the recently de-orphanized G protein-coupled receptor 35 (GPR35) (Wirthgen et al. 2017). An emerging 

importance of GPR35 in cardiovascular diseases was recently documented (Ronkainen et al. 2014; 

Mackenzie et al. 2011). Like other G protein-coupled receptors, GPR35 has been shown to modulate 

signaling pathways which may be implicated in myocardial damage. 

Mitophagy (mitochondrial autophagy), cell death, mitochondrial respiration, antioxidant 

defense being key targets of cardioprotective strategies (Yang and Hung 2009). In the present study, we 

sought to investigate the cardioprotective effect of KYNA and to elucidate potential implicated 

cardioprotective mechanisms in both in vivo rat myocardial infarction model and in vitro 

hypoxia/reoxygenation H9C2 cell model. 
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2. METHODS 

2.1. In vitro H9C2 hypoxia/reoxygenation 

H9C2-SV40 cells, an immortalized rat cardiomyoblasts cell line, were used for in vitro 

hypoxia/reoxygenation (Bochaton et al. 2015) in order to mimic myocardial ischemia/reperfusion. Cells 

were cultured in a standard cell culture media, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) high 

glucose (4.5 g/L) with antibiotics (Penicillin and Streptomycin 10 mL/L) and 10% of Fetal Bovine 

Serum (FBS) (Dutscher, Brumath, France). Hypoxia was induced by washing away DMEM complete 

medium three times and by replacing it with a glucose and serum free isotonic solution (Tyrode’s 

solution (mM)) (NaCl 130, KCl 5, Hepes 10, MgCl2 1, CaCl2 1.8, pH 7.4). Cells were placed in a hypoxia 

chamber flushed with a stream of pure nitrogen during 4 hours and 50 minutes at 37°C. Oxygen rate 

was kept at 0.5%. Reperfusion was mimicked by replacing the Tyrode’s solution with complete medium 

in a standard incubator under normoxic conditions for 2 hours. Groups were defined as following (Fig. 

1A): 

- Control group: Cells did not undergo any intervention. Cells were kept in normoxic conditions 

and culture medium for 7 hours. 

- H/R group: Cells underwent hypoxia/reoxygenation with DMSO (vehicle) treatment, 10 

minutes before hypoxia and all through the procedure. 

- H/R+KYNA group: Cells underwent hypoxia/reoxygenation with KYNA treatment (1µM) 

either 10 minutes before hypoxia (pre), or pre + during hypoxia (pre+per), or pre + per + during 

reoxygenation (pre+per+post). 

 

2.2. Cell death and mitochondrial membrane potential (ΔΨm) assessment  

At the end of reoxygenation (i.e 2 hours), cells were detached from the plates using Accutase (PAA 

Laboratories, Ontario, Canada). Cell death was quantified by flow cytometry (LSR-Fortessa X-20 BD 

Biosciences, New jersey, United states) using 1µg/mL Propidium Iodide (PI) (ex: 488 nm; em: 590 nm) 

(Sigma Aldrich, Missouri, United States). Cell death in H/R group was considered equal to 1, and other 

data was expressed as relative mortality compared to H/R. ΔΨm was quantified with 20mM of DilC1 

(1,1',3,3,3',3'-Hexamethylindodicarbocyanine Iodide) (ex: 633 nm; em: 658 nm) (Enzo Life Sciences, 

Villeurbanne, France). Triplicate samples were prepared for each condition and a total of 10 000 events 

were acquired by FACS. 

2.3. Animal studies 

Male adult Wistar rats, aged 8 to 10 weeks and weighing 250 to 300g, were used in this study. 

They were kept in a temperature-controlled room (22°C±2°C) with an adequate 12 hours light-12 hours 

dark cycle. Food and water were available ad libitum.  All experiments were conducted in agreement 

with the guidelines from EU Directive 2010/63/EU; French Decree no. 2013–118 of the European 
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Parliament on the protection of animals used for scientific purposes. The protocol was approved by the 

Ethics Committee in Animal Experimentation of Pays de la Loire and by the French Ministry of Higher 

Education and Research (APAFIS#8668-20 170 12417473589 v3). 

Hearts were excised under deep anesthesia (60 mg/kg of sodium pentobarbital (Exagon®, 

Axience, France). Afterwards, in one set of experiments the hearts were excised for infarct size 

assessment and, in another set of experiments, freeze-clamped and stored at -80◦C for RNA messenger 

expression analysis, Western blot (WB) analysis, and assessment of the mitochondrial respiratory chain 

complexes activity. 

 

2.4. Myocardial ischemia/reperfusion rat model 

Rats were anesthetized by means of intraperitoneal injection of 60 mg/kg of sodium 

pentobarbital (Exagon®, Axience, France), orotracheally intubated, and mechanically ventilated with 

room air by means of a small animal ventilator (SAR-830 A/P, CWE, United states). Body core 

temperature was maintained at 37 ± 0.5°C (HB101/2 RS; Bioseb, France). The pericardium was 

removed to expose the heart after a median sternotomy. Coronary occlusion was induced by realizing a 

left anterior descending coronary artery (LAD) ligature. Using a 7.0 monofilament suture (Premio 7.0, 

Peters Surgical, France) passed through a short length of tubing (PE50), a reversible snare was realized 

and clamped onto the epicardial surface directly above the coronary artery. The appearance of epicardial 

cyanosis and dyskinesis of the ischemic region confirmed ischemia. Following 40 minutes of occlusion, 

reperfusion was achieved by loosening the snare and confirmed by observing an epicardial hyperemic 

response. The depth of anesthesia was checked by toe pinch before and during surgery. An extra dose 

of 30 mg/kg pentobarbital was injected in case of positive nociceptive response. Rats were randomly 

assigned to one of the following groups (Fig. 1B): 

- Sham group: animals undergoing all the surgical procedure except ligature of the coronary artery. 

- MI group: animals undergoing myocardial ischemia/reperfusion and injected 10 minutes before 

ischemia with NaOH 1M (vehicle). 

- MI+KYNA group: animals undergoing myocardial ischemia/reperfusion and injected 10 minutes 

before ischemia with 300mg/Kg KYNA (Sigma Aldrich, Missouri, United States). The dose was chosen 

based on previously published data (Germano et al. 1987; Leib et al. 1996). 
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Fig. 1: In vitro and in vivo experimental design of protocols and groups. (A) In vitro: H9C2 control cells 

underwent no intervention, cells from the hypoxia/reoygenation (H/R) groups were submitted to 4 hours 50 

minutes of hypoxia followed by 2 hours of reoxygenation and were either treated with vehicle (DMSO) or with 

kynurenic acid (1µM) 10 minutes before hypoxia, or before and during hypoxia, or before, during and after 

hypoxia. Cell death quantification as well as mitochondrial membrane potential were performed 2 hours after 

reoxygenation. (B) In vivo: Sham animals underwent no injection and no left anterior descending coronary artery 

(LAD) ligation, MI group underwent 40 minutes of ischemia followed by 2 hours of reperfusion. 10 minutes 

before coronary artery occlusion vehicle (NaOH 1M) or kynurenic acid (300mg/Kg) was administrated 

intraperitoneally. Infarct size assessment using 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining after 2 hours 

of reperfusion, tissue sampling was performed after either 15 minutes or 2 hours of reperfusion. 

 

2.5. Area-at-risk and infarct-size determination 

Following 120 minutes of reperfusion, the hearts of the vehicle and the KYNA-treated groups 

were excised and the LAD was re-occluded using the monofilament suture kept in place. The area at 

risk (AAR) was outlined after a retrograde perfusion with Evans blue (1%). From the apex to the base, 

the heart was cut into five equal slices and then incubated with a 1% solution of 2.3.5-

triphenyltetrazolium chloride (TTC, Sigma-Aldrich, Missouri, United states) in phosphate buffer at pH 

7.4 and 37°C. TTC staining allows the distinction between infarcted myocardium in white and viable 

myocardium colored brick red. The slices were photographed. Infarct size was quantified using 

planimetry with Image J software (NIH, Maryland, United states). Area of necrosis (AN) was expressed 

as a percentage of the AAR (AN%AAR) and the AAR as a percentage of total left ventricular area 

(AAR%LV). 
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2.6. Real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

We quantified the expression of genes encoding Catalase, GPR35 and Superoxide Dismutase 1, 

2, 3 (SOD1, 2, 3) following 120 minutes of reperfusion. Genes encoding hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase (hprt) and glucuronidase, beta (Gusb) were used as reference. Primer 

sequences are listed in Table 1. 

Total RNA was extracted using RNeasy MiniKit (Qiagen, Germany) according to the 

manufacturer's instructions from approximately 30 µg of frozen left ventricular tissue samples from the 

ischemic zone of MI and MI+KYNA animals, or non-ischemic zone in sham. cDNA was synthesized 

using Quantitect Reverse Transcription kit (Qiagen, Allemagne) following the manufacturer's 

instructions. In a total volume of 20 μl reaction system (10 ng of cDNA), SYBR™ Select Master Mix 

(Applied biosystems, California, United states) was used to perform qPCR using a Lightcycler® 480 II 

thermocycler (Roche, Switzerland). Thermal cycling conditions were as following: 95°C for 3 min, 

followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60 °C for 1 min. Results of target genes mRNA were 

normalized on the average of the Ct value of the reference genes mRNA and expressed as 2ΔCt where 

ΔCt is the difference between Ct of reference genes and Ct of target gene. 

Gene NCBI Genbank Forward sequence Reverse sequence 

Cat NM_012520.2 5’-ttgccaaccacctgaaagat-3’ 5’-agggtggacgtcagtgaaat-3’ 

Gpr35 NM_001037359.1 5’-ccaacttggccgtgtttatc-3’ 5’-cctgcactgtcaggatcaaat-3’ 

Gusb NM_017015.2 5’-ctctggtggccttacctgat-3’ 5’-cagactcaggtgttgtcatcg-3’ 

Hprt NM_012583.2 5’-gaccggttctgtcatgtcg-3’ 5’-acctggttcatcatcactaatcac-3’ 

Sod1 NM_017050.1 5’-ggtccagcggatgaagag-3’ 5’-ggacacattggccacacc-3’ 

Sod2 NM_017051.2 5’-attgccgcctgctctaatc-3’ 5’-gatagtaagcgtgctcccaca-3’ 

Sod3 NM_012880.1 5’-cttgggagagcttgtcaggt-3’ 5’-caccagtagcaggttgcaga-3’ 

Table 1: Forward and reverse primer sequences for target and reference genes. 

2.7. Western blot (WB) analysis 

Freeze-clamped ischemic (MI and MI+KYNA animals) and non-ischemic (sham) LV rat hearts 

were used following 15 minutes or 120 minutes of reperfusion for WB analysis. 40 μg of total proteins 

were separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose or PVDF membrane. Membranes were 

incubated with antibodies diluted in TBS buffer containing 5% non‐fat dried milk, against p-ERK1/2, 

ERK1/2, p-Akt, Akt, phosphorylated AMP-activated protein kinase (p-AMPKα), AMPKα, p-FOXO3α, 

FOXO3α (1/1000; Cell Signaling Technology, Massachusetts, Unites states), catalase (1/1000; Sigma-
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Aldrich, Missouri , Unites states), Total OXPHOS Rodent WB antibody Cocktail (1/250; Abcam, 

Cambridge, United Kingdom), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1alpha 

(PGC1α), Superoxide dismutase 2 (SOD2) (1/1000, abcam, Cambridge, United kingdom) SOD1 (1/500, 

Enzo Life Sciences, New York, United states), SOD3, Nucleoporin p62 (p62) (1/1000, Enzo Life 

Sciences, New York, United States), Parkin (PARK2) (1/1000, Abnova,Taïwan). GAPDH (1/10000; 

Sigma-Aldrich, Missouri, Unites States) and β-actin (1/1000; Sigma-Aldrich, Missouri, United States) 

were used as loading controls. Membranes were incubated with appropriate (rabbit or mouse) secondary 

antibodies (1/5000, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, United States) conjugated to horseradish 

peroxidase. The blots were developed using the enhanced chemi-luminescence method. The band 

densities were analyzed using Image Lab (BioRad, California, United States). 

 

2.8. Mitochondrial respiratory chain complex enzymatic activity assessment 

Activities of Lactate dehydrogenase (LDH), citrate synthase (CS) and the electron transport 

chain complexes (complexes I–IV) were spectrophotometrically measured at 37°C with a UV 

spectrophotometer (SAFAS, UVmc2, Monaco) in sham, MI and MI+KYNA left ventricle muscle 

homogenates after 2 hours of reperfusion. Homogenates were obtained after repeating two times the 

homogenization and centrifugation step (20 minutes at 650g) while discarding the pellet. 

The activity of CS was measured in reaction medium consisting of 100 mM Tris·HCl pH 8.1, 

150 µM 5,5′-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 50 µM oxaloacetate, 30 µM acetyl-CoA, and 0,1% 

Triton X-100. After 2 minutes of incubation, the reaction was initiated by adding 10µL/mL of 

homogenate, and the change in optical density at 412 nm was recorded over 1 min. 

NADH ubiquinone reductase (complex I) activity was assayed in KH2PO4 buffer pH 7.5, 3.75 mg/mL 

bovine serum albumin (BSA), 100 µM decylubiquinone, 10 µL/mL homogenate, with (to determine 

background rates, subsequently subtracted) or without 10 µM rotenone. After 2 minutes of incubation 

at 37°C, the reaction was initiated by adding 0.1 mM NADH. The activity was measured at 340 nm by 

monitoring the oxidation of NADH over 2 min. 

The activity of succinate dehydrogenase (complex II) was measured after the reduction of 2,6-

dichlorophenolindophenol (DCPIP) at 600 nm in a buffer containing 50 mM KH2PO4, 2,5 mg/mL BSA, 

6.5 µM rotenone, 5 µmg/mL antimycin, 25 mM succinate, 1 mM KCN, and 100 μM DCPIP, pH 7.5. 

After 2 minutes of incubation at 37°C with 15 µL of homogenate, the reaction was initiated by the 

addition of 100 μM decylubiquinone, and the optical density was recorded for 2 min. 

The activity of ubiquinone-cytochrome c reductase (complex III) was determined by monitoring 

the reduction of cytochrome c at 550 nm. Ten µL/mL of homogenate were incubated for 60 s in a 

reaction medium consisting of 100 mM KH2PO4 pH 7.5, 250 µM Ethylenediaminetetraacetic acid 
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(EDTA), 1mg/mL BSA, 1mM KCN, 100 μM oxidized cytochrome c with or without 5µg/mL antimycin 

(non-enzymatic reduction of cytochrome c). The reaction was initiated by adding 100 μM 

decylubiquinol, and the optical density was measured over 40 seconds. The specific activity of complex 

III was calculated by subtracting the activity of the non-enzymatic reaction from that of the total activity. 

The activity of cytochrome-c oxidase (complex IV) was measured by monitoring the oxidation 

of reduced cytochrome c at 550 nm. An 80 μM solution of reduced cytochrome c (92–97% reduced 

using dithionite) in 55 mM KH2PO4, pH 7.0, was pre-incubated over 2 min. The reaction was initiated 

by adding 10 µL/mL of homogenate, and the change in optical density was measured over 40 seconds. 

The activity of LDH was measured by monitoring the oxidation of NADH at 340 nm. The 

reaction was assayed in a buffer medium containing 95 mM KH2PO4 pH 7.1, 0.15% Triton 10X, 2.5 

mM pyruvate, and 5 µL of homogenate. After 5 minutes incubation at 37°C, the reaction is initiated by 

addition of 100 µM NADH and measured over 30 to 60 seconds. 

A control with beef heart mitochondria was executed in parallel with each set of samples to 

ensure proper running of experiment. The cellular protein content was determined using the BCA protein 

assay kit (Thermo scientific, Massachusetts, United States) with bovine serum albumin as standard. 

Specific complex activities were expressed as ratio of and normalized to citrate synthase activity. 

 

2.9. Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using SPSS Statistics v.17.0 software (SPSS Inc, Chicago, 

IL, USA). Differences between two groups (for AAR%LV and AN%AAR) were evaluated using the 

Mann–Whitney U test. One-way ANOVA followed by a LSD post-hoc test was performed for multiple 

group comparisons. Data are reported as mean ± standard error of the mean (SEM). p<0.05 was 

considered significant. 
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3. RESULTS 

3.1. KYNA reduced in vitro cell death and prevented mitochondrial membrane potential decrease 

after hypoxia/reoxygenation 

To evaluate cytoprotective effects of KYNA in vitro, H9C2 cells were subjected to 4 hours 50 

minutes of hypoxia followed by 2 hours of reoxygenation with either DMSO or KYNA treatments (Fig. 

1A). As shown in figure 2, hypoxia/reoxygenation increased cell death compared to control (1.00 vs. 

0.11±0.02; p<0.001). Relative mortality was significantly reduced in KYNA-treated groups compared 

to H/R group (0.69±0.10, 0.63±0.17, 0.64±0.19 for KYNA pre, KYNA pre+per, KYNA pre+per+post 

vs. 1.00 in H/R, p=0.024, p=0.006, and p=0.007 respectively). Hypoxia/reoxygenation led to a 

significant decrease in the number of cells with conserved mitochondrial membrane potential (ΔΨm) 

(46.8±7%) compared to control (91.5±7%, p=0.003). KYNA treatment was able to significantly increase 

number of cells with conserved ΔΨm (72.72±1.82%, 78.74±9.50%, 80.97±10.50%, p=0.035, p=0.011, 

p=0.007 vs. H/R; for KYNA pre, KYNA pre+per, KYNA pre+per+post respectively) (Fig. 2). 

 

Fig. 2: Histograms showing (A) relative mortality and (B) percentage of cells with conserved mitochondrial 

membrane potential in control cells, that did not undergo hypoxia/reoxygenation (H/R), and cells that underwent 

hypoxia/reoxygenation either vehicle or KYNA (1µM)-treated. Treatment was performed either 10 minutes 

before hypoxia in DMEM medium (pre), or pre + during hypoxia (pre+per), or pre + per + during reoxygenation 

(pre+per+post) for KYNA, whereas vehicle (DMSO) treatment was performed at pre+per+post (n=3-9); Values 

are expressed as mean±SEM; * p<0.05. 

 

 

3.2. KYNA reduced infarct size in vivo 
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In order to confirm results obtained in vitro, KYNA or NaOH was injected to male Wistar rats 

10 minutes before a myocardial ischemia/reperfusion. Both MI and MI+KYNA groups were subjected 

to 40 minutes myocardial ischemia followed by 2 hours reperfusion (Fig. 1B). Infarct size was 

significantly lower in animals receiving KYNA as compared to those receiving vehicle only (AN%AAR 

= 53.3±3% in MI+KYNA vs. 62.2±2 % in MI, p=0.012), whereas AAR%LV was similar in the two 

groups (Fig. 3). 

 

Fig. 3: Scatter dot plot showing area at risk (AAR) as a percentage of the total left ventricle (LV) and area of 

necrosis (AN) as a percentage of AAR after 2 hours of reperfusion (n=6-7); Values are expressed as mean±SEM; 

* p<0.05. 

 

3.3. KYNA did not influence the mitochondrial respiratory chain complex activity 

KYNA treatment did not influence mitochondrial respiratory chain complex protein expression. 

As shown in figure 4A, complex I and III proteins expression were increased, but did not reach statistical 

significance, in the MI group compared to sham, except for complex III (0.279±0.085 in MI vs. 

0.076±0.023 in sham for complex I, p=0.08; 0.214±0.050 in MI vs. 0.144±0.017 in sham for complex 

III, p<0.001). PGC1-α protein expression, a transcription factor mediating mitochondrial biogenesis and 

oxidative phosphorylation, was not different in sham, MI and MI+KYNA groups (Fig. 4B). Afterwards, 

we evaluated activities of complex I, II, III and IV spectrophotometrically. We found a complex I 

deficiency (0.41±0.04 in MI vs. 0.53±0.03 in sham, p=0.052) and a complex III over-activation after 

ischemia (0.42±0.04 in MI vs. 0.29±0.03 in sham, p=0.04). Accordingly, complex ratio were 

significantly different between MI and sham group (0.92±0.06 in MI vs. 1.21±0.07 in sham for complex 

ratio I/II, p=0.01; 1.13±0.06 in MI vs. 0.55±0.04 in sham for complex ratio III/I, p=0.039; 2.30±0.21 in 
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MI vs. 1.25±0.16 in sham for complex ratio IV/I, p=0.01). However, KYNA treatment did not correct 

complex I deficiency or complex III over-activation (Fig. 4C). 

 

Fig. 4: Mitochondrial respiratory chain complex and PGC1α protein expression by means of western blot and 

mitochondrial respiratory chain complex activity by spectrophotometry. Representative immunoblots and 

histograms showing quantification of protein expression for (A) mitochondrial respiratory chain complex and 

(B) PGC1α in non-ischemic (sham), ischemic + vehicle (MI), and ischemic + kynurenic acid (MI+KYNA) left 

ventricle samples after 2 hours of reperfusion (n=5-10). β-actin was used as loading controls. (C) histograms 

showing complex over citrate synthase activity ratio (I/CS, II/CS, III/CS, IV/CS) or complex ratio activity (I/II, 

III/I, IV/I) in sham, MI, MI+KYNA left ventricle samples after 2 hours of reperfusion (n=5-10). Values are 

expressed as mean ± SEM; * p<0.05, *** p<0.001. 

 

3.4. KYNA stimulated antioxidant defense after myocardial ischemia/reperfusion 

KYNA has been reported having reactive oxygen species (ROS) scavenger properties. Thus, we 

evaluated mRNA as well as protein expression for SOD1, SOD2, SOD3, and catalase. SOD1 and 

catalase mRNA were significantly decreased after ischemia (28.50±1.81 in MI vs. 38.33±1.95 in sham 

for SOD1, p=0.004; 17.21±1.39 in MI vs. 26.08±1.24 in sham for catalase, p<0.001). SOD2 and SOD3 
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mRNA were not changed after ischemia. KYNA treatment induced a significant increase in SOD2 

mRNA expression (59.68±2.96 in MI+KYNA vs. 49.33±4.61 in MI, p=0.049) and an increase, although 

not significant, in SOD3 mRNA levels (2.64±0.18 in MI+KYNA vs. 2.24±0.15 in MI, p=0.08) (Fig. 

5A). SOD1 and SOD2 protein levels were comparable among all groups. SOD3 protein levels were 

significantly higher in MI group (1.02±0.16) vs. sham group (0.44±0.02; p=0.005). Catalase protein 

levels were also significantly higher in MI group (0.42±0.03) vs. sham group (0.25±0.01; p=0.007). 

Finally, KYNA treatment showed a trend in increasing catalase protein levels compared to MI group 

(0.53±0.05 in MI+KYNA vs.0.42±0.03 in MI, p=0.055) (Fig. 5B).  

 

Fig. 5: Antioxidant markers mRNA and protein expression, respectively by means of RT-qPCR and western 

blot. (A) SOD1, 2, 3 and catalase mRNA expression in non-ischemic (sham), ischemic + vehicle (MI), and 

ischemic + kynurenic acid (MI+KYNA) left ventricle samples after 2 hours of reperfusion (n=6-11). (B) 

Representative immunoblots and histogram quantification of protein expression for SOD1, 2, 3 and catalase in 

sham, MI and MI + KYNA groups after 2 hours of reperfusion (n=6-9). GAPDH was used as loading control. 

Values are expressed as mean ± SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

 

3.5. KYNA increased the mitophagy marker PARK2 after myocardial ischemia/reperfusion 

We assessed whether KYNA was capable of stimulating mitophagy as a cardioprotective 

mechanism. P62 protein levels were significantly decreased after myocardial ischemia/reperfusion 
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compared to sham intervention (0.650±0.078 in MI vs. 0.399±0.041 in sham, p=0.005) with a trend to 

be even more reduced after KYNA treatment (0.268±0.050 in MI+KYNA vs. MI, p=0.094). In addition, 

PARK2 protein levels were significantly increased in MI group compared to sham group (0.157±0.012 

in MI vs. 0.377±0.059 in sham, p=0.039). KYNA treatment significantly increased PARK2 protein 

levels compared to MI (0.590±0.095 in MI+KYNA, p=0.036) (Fig. 6). 

 

Fig. 6: Mitophagy protein markers expression using western blot. Representative immunoblots and histogram 

quantification of protein expression for p62 and PARK2 in non-ischemic (sham), ischemic + vehicle (MI), and 

ischemic + kynurenic acid (MI+KYNA) left ventricle samples after 2 hours of reperfusion (n=6-7). GAPDH was 

used as loading control. Values are expressed as mean ± SEM. * p<0.05, ** p<0.01. 

 

3.6. KYNA increased GPR35 mRNA expression and reduced ERK1/2 and Akt phosphorylation 

levels after myocardial ischemia/reperfusion  

KYNA is a known ligand of the G protein-coupled receptor GPR35. GPR35 mRNA expression 

was significantly increased in MI+KYNA group compared to MI group (0.0421±0.0082 in MI+KYNA 

vs. 0.0218±0.0037 in MI, p=0.022) (Fig. 7A). ERK1/2 and Akt kinases are known targets of G protein-

coupled receptors; hence we evaluated the potential effect of GPR35 mRNA upregulation on their 

phosphorylation levels after 15 minutes of reperfusion. Myocardial ischemia/reperfusion induced an 

increase in ERK1/2 phosphorylation levels (1.61±0.36 in MI group vs. 0.07±0.04 in sham group, 

p<0.001). KYNA treatment induced a significant decrease in ERK1/2 phosphorylation (0.56±0.14 in 

MI+KYNA, p=0.005) as well as a significant decrease in Akt phosphorylation compared to MI group 

(0.67±0.06 in MI+KYNA vs. 0.92±0.10 in MI, p=0.047) (Fig. 7B). 
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Fig. 7: GPR35 mRNA expression and protein expression levels for p-ERK1/2, ERK1/2, p-Akt, Akt respectively 

by means of RT-qPCR and WB. (A) GPR35 mRNA expression in sham, MI, and MI+KYNA left ventricle 

samples after 2 hours of reperfusion (n=6-11). (B) Representative immunoblots and histogram quantification of 

protein expression for p-ERK1/2, ERK1/2, p-Akt, Akt in sham, MI and MI + KYNA groups after 15 minutes of 

reperfusion (n=6-9). GAPDH was used as loading control. Data are expressed as mean ± SEM. * p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001. 

 

3.7. KYNA inhibited FOXO3α phosphorylation 

FOXO3α is a transcription factor known to regulate the expression of genes implicated in important 

cell functions (including oxidative stress, mitophagy…) and is regulated by AMPKα. Therefore we 

evaluated phosphorylation levels of both proteins. After 15 minutes of reperfusion, FOXO3α 

phosphorylation levels were significantly increased in MI group compared to sham group (6.22±1.61 

vs. 1.68±0.51, p=0.017), whereas KYNA treatment significantly reduced FOXO3α phosphorylation 

levels (0.89±0.36, p<0.001 vs. MI). AMPKα phosphorylation levels were not significantly different 

among the groups. 
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Fig. 8: Western blot analysis of AMPKα and FOXO3α phosphorylation. Representative immunoblots and 

histogram showing quantification of protein expression for AMPKα and FOXO3α in non-ischemic (sham), 

ischemic + vehicle (MI), and ischemic + kynurenic acid (MI+KYNA) left ventricle samples after 15 minutes of 

reperfusion (n=6-11). GAPDH was used as loading control. Values are expressed as mean ± SEM. * p<0.05, *** 

p<0.001. 
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4. DISCUSSION 

Tryptophan is mainly catabolized through the kynurenine pathway. The first metabolite 

generated is kynurenine which in turn can be metabolized into KYNA. Previous studies demonstrated 

neuroprotective abilities of KYNA. In a neonatal rat cerebral ischemia/reperfusion model (left carotid 

artery ligation), KYNA was administrated at 300 mg/Kg 2 hours after cerebral hypoxia. This induced a 

reduction in brain lesions (Andine et al. 1988). In another model, a middle cerebral artery occlusion rat 

model, a pre-treatment with KYNA, also at 300 mg/Kg, reduced cerebral infarct size (Germano et al. 

1987). Little is known regarding the ability of KYNA to protect the heart in the context of myocardial 

ischemia-reperfusion. We previously reported that increased plasmatic concentrations of kynurenine, 

the precursor of KYNA, were associated with the cardioprotection induced by remote ischemic 

conditioning (Chao de la Barca et al. 2016; Kouassi Nzoughet et al. 2017). Moreover, a protective role 

of KYNA was recently described in a mice model of myocardial ischemia/reperfusion injury (Olenchock 

et al. 2016). Olenchock et al. generated a mouse model with an alpha-ketoglutarate (αKG)-dependent 

dioxygenase’s (Egln1) somatic gene ablation. EGLN1 senses oxygen and regulates the hypoxia-

inducible factor (HIF) transcription factor, thus coordinating adaptive cellular response to 

hypoxia/ischemia (Kaelin and Ratcliffe 2008). These mice were protected against myocardial 

ischemia/reperfusion injuries via a KYNA increase. Authors reported that EGLN1 downregulation 

induced an accumulation of circulating α-ketoglutarate, which is the co-factor for KYNA production. 

KYNA, in its turn, was increased and mediated cardioprotection against myocardial 

ischemia/reperfusion injuries. They confirmed their findings by re-injecting KYNA to mice 2 hours 

before and 2 hours after a myocardial ischemia/reperfusion, and were capable of stimulating 

cardioprotection (Olenchock et al. 2016). However mechanisms and signaling pathways by which 

KYNA can mediate cardioprotection were unknown. In the present study, we showed that KYNA was 

capable of reducing ischemia/reperfusion injuries in both in vitro rat cardiomyoblast H9C2 

hypoxia/reoxygenation cell model and in vivo myocardial infarction rat model. In addition, our results 

suggest that KYNA-induced cardioprotection may be associated with ERK1/2 and Akt phosphorylation 

inhibition, which leads to a decrease in FOXO3α degradation, hence increasing mitophagy and 

antioxidant defense mechanisms (Fig. 9). 
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Fig. 9: Schematic representation summarizing proposed signaling pathways activated by KYNA to decrease 

myocardial ischemia/reperfusion injuries. KYNA inhibits ERK1/2 and Akt phosphorylation, kinases known to 

phosphorylate FOXO3α, thus promoting its degradation. Once, FOXO3α’s inhibition is lifted, it can stimulate 

transcription of gene implicated in antioxidant defense and mitophagy. In turn, these proteins ensure a decrease 

in reactive oxygen species (ROS) and an adequate elimination of defective mitochondria respectively, which will 

allow myocardial ischemia/reperfusion injuries decrease. Moreover, KYNA up-regulates GPR35 expression. The 

latter’s role in mediating ERK1/2 and Akt inhibition remains to be confirmed. 

 

Ischemia/reperfusion injuries are associated with a dysfunction in oxidative phosphorylation 

(Lesnefsky et al. 1997). Indeed complex I and III’s activity is modulated after ischemia (Rouslin 1983; 

Lesnefsky et al. 2001). These complexes are key sites generating ROS responsible for mitochondrial 

and eventual myocardial damage (Chen et al. 2003; Ambrosio et al. 1993) . A reversible blockage of 

complex I (e.g. by amobarbital) during ischemia largely avoided reperfusion injury (Chen et al. 2006; 

Chen et al. 2018). Cardioprotection is partly related to a lesser ROS damage, a better cytochrome c 

retention and a preservation of the outer membrane integrity (Chen et al. 2006). In a previous work, 

KYNA effect on mitochondrial respiration was assessed by oxygraphy (Baran et al. 2016; Baran et al. 

2001; Baran et al. 2003). KYNA was capable of acting as an oxidative phosphorylation uncoupler thus 

decreasing mitochondrial respiration in mitochondria isolated from rat heart under basal conditions, i.e. 
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without ischemia/reperfusion. Hence, we tested the hypothesis that KYNA could decrease myocardial 

ischemia/reperfusion injuries by modulating mitochondrial function. In our model, KYNA did not 

influence mitochondrial respiratory chain complex I, II, III and IV protein expression or activities after 

ischemia/reperfusion, suggesting that KYNA-induced cardioprotection may not act through 

mitochondrial respiratory chain complexes modulation. 

 

KYNA was identified as an endogenous ligand for GPR35, a G protein-coupled receptor, using 

inositol phosphate production and calcium mobilization assays (Wang et al. 2006). More importantly, 

KYNA was screened to show its effectiveness and selectiveness in activating approximately 40 other G 

protein-coupled receptors. KYNA did not activate other receptors, even GPR55, the closest homologue 

of GPR35, showing a certain specificity of KYNA towards GPR35. GPR35 was found positively 

regulated in the acute phase of myocardial infarction and in cultured cardiomyocytes hypoxia cell 

models (HL-1 and neonatal mouse cardiomyocytes) (Ronkainen et al. 2014). In 2014, Ronkainen et al. 

reported an increase in GPR35 mRNA after hypoxia that was concomitantly associated with an increase 

in HIF-1α mRNA expression (Ronkainen et al. 2014). Similarly with other G protein-coupled receptors, 

GPR35 has been suggested to modulate ERK1/2 and Akt phosphorylation levels (Oka et al. 2010; Deng, 

Hu, and Fang 2011). Indeed, using phospho-ERK1/2 immunoblotting, ligand activation of GPR35 was 

demonstrated (Oka et al. 2010; Deng, Hu, and Fang 2011). In these studies, 2-oleoyl lysophosphatidic 

acid and tyrphostin-51 were recognized as GPR35 agonists using this type of experiment. Use of 

pertussis toxin, which abolishes Gαi/0 mediated response, confirmed ERK1/2 phosphorylation 

stimulation by GPR35 (Zhao et al. 2010). KYNA has been shown to either stimulate or inhibit ERK1/2 

or Akt phosphorylation. In a work conducted on inguinal primary adipocytes, KYNA induced an 

increase of phosphorylation of ERK1/2. In contrast, KYNA decreased phosphorylation of Akt and 

ERK1/2 on colon adenocarcinoma HT-29 cells, (Walczak, Turski, and Rajtar 2014). Hence, the exact 

link between KYNA, GPR35 and ERK1/2, Akt is yet to be established. Furthermore, to the best of our 

knowledge, KYNA effect on cardiomyocytes has not been reported before the present study. In our in 

vivo model, KYNA-induced cardioprotection was associated with an upregulation of GPR35 mRNA, 

and an inhibition of ERK1/2 and Akt phosphorylation. 

 

FOXO3α is a transcription factor known for its role in promoting transcription of genes implicated 

in mitophagy and antioxidant defense (Sundaresan et al. 2009; Yang and Hung 2009). FOXO3α’s 

activity is regulated by multiple post-translational modifications. FOXO3α phosphorylation by ERK1/2 

and Akt (Yang and Hung 2009) is a signal ensuring its degradation (Ronnebaum and Patterson 2010; 

Wang, Hu, and Liu 2017). Moreover, AMPKα activates FOXO3α translocation to the nucleus by 

inhibiting its Akt-induced phosphorylation (Yung et al. 2013). In our work the decrease in FOXO3α 
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phosphorylation was associated with an ERK1/2 and Akt phosphorylation levels decrease. However, we 

did not highlight AMPK α activation at 15 min of reperfusion. We found a SOD2 mRNA levels 

significant increase and a high trend of increase in catalase protein expression levels in the KYNA-

treated group compared to vehicle-treated group. In a study by Wang et al. FOXO3α has been reportedly 

associated with increased antioxidant genes transcription, thus decreasing myocardial 

ischemia/reperfusion injuries (Wang et al. 2016). Furthermore, we found an increase in PARK2 levels 

suggesting an increase in mitophagy, associated with a decrease, although not significant, in p62 protein 

levels. Several studies showed the importance of FOXO3α in regulating Parkin-mediated mitophagy 

(Yu et al. 2017; Das et al. 2014; Mei et al. 2009). Indeed, Mei et al. demonstrated a direct interaction 

between FOXO3α and (PTEN)-induced putative kinase 1 (PINK1) promoter. PINK1 is an important 

factor in the Parkin-mediated mitochondrial autophagic pathway. Moreover, the importance of 

mitophagy has been highlighted in cardioprotection (Moyzis, Sadoshima, and Gustafsson 2015). For 

instance, Parkin-deficient mice presented larger infarct size compared to wild type, which was 

associated with a reduced mitophagy, and accumulation of defective mitochondria (Kubli et al. 2013). 

Moreover, Parkin loss in mice abolished cardioprotective effect of ischemic preconditioning (Huang et 

al. 2011). This proves that maintaining the integrity of mitophagy in cardiomyocytes is crucial. 
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5. LIMITS 

Herein, our in vitro work demonstrated cytoprotective effects of KYNA in H9C2 cells, a widely 

used immortalized cardiomyoblast cell line. These cells present a phenotype different than that of adult 

cardiomyocytes. However, we confirmed KYNA-induced cardioprotection in an in vivo rat myocardial 

ischemia/reperfusion model and proposed possible mechanisms. 

In order to decipher underlying mechanisms, we chose to work in a pre-treatment model with a 

high dose of KYNA. Hence, we will need further studies to translate our findings in the clinical arena. 

 

6. CONCLUSION 

KYNA reduced ischemia/reperfusion injuries in both in vitro and in vivo models. KYNA-

mediated cardioprotection was associated with decreased ERK1/2 and Akt phosphorylation levels, 

which may have led to a decrease in FOXO3α phosphorylation, mechanism that was associated with an 

increased mitophagy and antioxidant defense mechanisms.  
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Résumé :  L’infarctus du myocarde (IDM) est 
une pathologie décrite comme étant la mort 
massive des cellules myocardiques à la suite 
d’une ischémie prolongée. La reperfusion, bien 
qu’elle soit essentielle pour sauver le myocarde 
ischémique, est elle-même à l’origine de lésions 
irréversibles. Les recherches se poursuivent 
dans le but d’identifier de nouvelles cibles 
thérapeutiques pour protéger le cœur contre les 
lésions d’ischémie/reperfusion (I/R). 
Récemment, un effet cardioprotecteur de la 
clusterine (CLU) exogène, une chaperonne 
extracellulaire, a été démontré in vivo. L’objectif 
de cette thèse était de tester l’hypothèse que la 
CLU exerce son effet cardioprotecteur en 
neutralisant les propriétés cytotoxiques et 
inflammatoires des histones extracellulaires, 
signaux de dangers endogènes libérés par les 
cellules mortes post-IDM. 

Dans ce travail, nous avons déterminé la 
cinétique de la libération de la CLU, des 
histones et de la formation des complexes 
CLU-histones au décours de l’IDM. Nous 
avons ainsi analysé l’effet cardioprotecteur de 
la CLU dans des modèles in vitro et pré-
clinique d’IDM. Enfin, nous avons recherché 
les voies de signalisation inflammatoire 
modulées par la CLU dans le contexte de 
l’IDM. Les résultats montrent que la CLU forme 
des complexes avec les histones 
extracellulaires et exerce son effet 
cardioprotecteur en réduisant la cytotoxicité 
induite par les histones extracellulaires et 
l’activité de l’inflammasome dans le contexte 
des lésions d’I/R. Ces données suggèrent 
qu’une stratégie thérapeutique impliquant la 
CLU et ciblant les histones extracellulaires 
pourrait diminuer les lésions d’I/R.  

 

Title :  Role of clusterin in the acute phase of myocardial infarction  
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Abstract:  Myocardial infarction (MI) is defined 
as a massive myocardial cell death following 
prolonged ischemia. Reperfusion, although 
essential for ischemic myocardium salvage, can 
itself induce irreversible myocardial injury. 
Therefore, research is ongoing to discover new 
therapeutic targets to protect the heart against 
ischemia/reperfusion (I/R) injuries. Recently, a 
cardioprotective effect of exogenous clusterin 
(CLU), an extracellular chaperone, in reducing 
myocardial infarct size has been demonstrated 
in vivo. The aim of this thesis was to 
hypothesize that CLU exerts its protective effect 
on MI by neutralizing the cytotoxic and 
inflammatory properties of extracellular 
histones, damage-associated molecular 
patterns released by dead cells after MI. 

In this work, we determined the kinetics of CLU 
and histone release and CLU-histone 
complexes formation during MI. We thus 
analyzed the existence of the cardioprotective 
effect of CLU in vitro and preclinical models of 
MI. Finally, we investigated the inflammatory 
signaling pathways modulated by CLU in the 
context of MI. The results show that CLU forms 
complexes with extracellular histones and 
exerts its cardioprotective effect by reducing 
histone-induced cytotoxicity and inflammasome 
activity in the context of I/R injuries. These data 
suggest that a therapeutic strategy involving 
CLU and targeting extracellular histones could 
reduce I/R injuries. 
 

 


