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INTRODUCTION

L’ischémie-reperfusion (IR) myocardique est un phénomene bien connu
responsable de la premiére cause de morbi-mortalité péri-opératoire en chirurgie
cardiaque et non cardiaque '. L’étude et la compréhension de ses mécanismes
lésionnels sont d’un intérét majeur afin de prévenir et limiter les lésions induites
par I'IR.

Parmi les moyens de protection connus, le préconditionnement ischémique (IPC)
découvert en 1986 par Murry et Jennings 2 a longtemps été considéré comme
I'unique méthode de cardioprotection vis-a-vis de I'lR. L'IPC était alors réalisée par
de bréves séquences d’IR réalisées avant une occlusion coronaire prolongée,
suivie d’une reperfusion. Expérimentalement, le préconditionnement ischémique
est le phénoméne connu le plus puissant pour limiter la taille de linfarctus du
myocarde et ses effets bénéfiques ont été largement reproduits aussi bien chez
I'animal que chez ’homme. Malheureusement, les applications cliniques de I'lPC
ne sont pas sans danger et ne sont pas toujours réalisables.

Pour cela, des méthodes de préconditionnement pharmacologique ont été
recherchées, telle que le préconditionnement anesthésique (APC) par les agents
anesthésiques volatiles de la famille des éthers halogénés (halothane, enflurane,
isoflurane, sévoflurane et desflurane) rapporté la premiere fois par Bland et
Lowenstein ® en 1976. Depuis la publication de cet article référence, de trés
nombreuses études ont fait la preuve de I'effet cardioprotecteur de ’APC vis-a-vis

de I'IR myocardique tant chez I'animal *°°7® que chez 'homme ° 011 121314151617
18

Les mécanismes responsables de la protection myocardique par les agents
anesthésiques ressemblent partiellement a ceux impliqués dans I'lPC. La plupart
de ces mécanismes ont été largement étudié expérimentalement dans des
modeéles animaux. L’activité des récepteurs couplés aux protéines G, la fonction
des canaux ioniques, les kinases de signalisation intracellulaire, la régulation de
I'apoptose, la production d’espéces réactives de I'oxygéne (Reactive Oxygen
Species ROS) et de l'azote (Reactive Nitrogen Species RNS), I'expression
génique et la physiologie mitochondriale ont montré jouer un réle important dans
I'effet protecteur de I’APC vis-a-vis de I'IR myocardique.

En I'état actuel des connaissances, aucun mécanisme décrit ne fait consensus en
dehors du réle des ROS qui se comporteraient comme des initiateurs des voies de
signalisation et des effecteurs intracellulaires responsables de [Ieffet
cardioprotecteur de I’APC par les agents anesthésiques volatiles 9202122232425
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Les données actuelles suggérent que les agents anesthésiques sont capables
d’induire plusieurs voies de signalisation et plusieurs effecteurs intracellulaires
dont l'effet global est cardioprotecteur de maniéere synergique.

Parmi les voies de signalisation potentiellement impliquées dans I’APC, la voie de
signalisation de I'’AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) est une hypothése
reposant sur son réle connu : TAMPK est une enzyme cruciale jouant un réle de
senseur métabolique dans le métabolisme énergétique cellulaire, en régulant
toutes les fonctions vitales de la cellule (métabolisme glucidique, lipidique,
protéique, prolifération, croissance et mort cellulaire) en situation de stress
énergétique (hypoxie, déprivation en glucose, ischémie, exercice) 2°. Néanmoins,
a ce jour, son implication dans les mécanismes de '’APC n’a pas été évaluée.

Parmi les agents volatiles, le sévoflurane est I'halogéné le plus étudié pour ses
propriétés préconditionnantes en clinique humaine. Son effet préventif vis-a-vis

des conséquences de I'lR myocardique a été particuliérement documenté ° 01" 12
131516

L’hypothése de notre travail repose sur I'implication de la voie de signalisation de
’AMPK dans I’APC par le sévoflurane, de maniére ROS dépendante.
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PRE-REQUIS

I. L’ischémie-reperfusion

A. Généralités

L’ischémie-reperfusion (IR) fait partie, avec linflammation, des 2 grands
mécanismes Iésionnels physiopathologiques observés en anesthésie et en
réanimation. Elle est rencontrée dans diverses pathologies aigués et intéresse
divers organes. Parmi celles-ci, on retrouve l'infarctus du myocarde, les accidents
vasculaires cérébraux, les traumatismes craniens, les insuffisances circulatoires
aigués, les arréts cardio-circulatoires... Ce phénomene d’ischémie-reperfusion est
€galement trés fréquent en chirurgie programmeée, en rapport avec des techniques
chirurgicales nécessitant des clampages artériels, comme la chirurgie cardiaque a
coeur arrété, la chirurgie vasculaire, la transplantation d’organe, mais aussi la
chirurgie de membre réalisée sous garrot pneumatique.

Donc la compréhension des mécanismes lésionnels et protecteurs de I'ischémie-
reperfusion est d’un intérét majeur et quotidien pour les médecins, notamment
anesthésiste-réanimateurs.

Sur le plan physiopathologique, I'ischémie-reperfusion est composée de 2 phases
successives et distinctes : I'ischémie puis la reperfusion #’.

B. Ischémie

La premiére phase, I'ischémie, est définie par une diminution de I'apport en sang
artériel d’un tissu ou d’'un organe. Ceci est donc responsable d’'une baisse de
I’oxygénation, appelée hypoxie (faible niveau d’oxygéne) puis anoxie (absence
d’oxygeéne), associée a une suppression des apports en substrats énergétiques
(glucose, lactate, pyruvate, acides gras, glycérol, acides aminés) et une altération
de ’homéostasie électrolytique (calcium, potassium, proton). L’ensemble de ces
privations conduit a une altération voire un arrét du fonctionnement du tissu et de
I'organe.

L’arrét du débit sanguin artériel, responsable de I'ischémie, peut étre secondaire a
diverses étiologies. Les causes les plus frequemment retrouvées sont soit une
obstruction directe de la lumiére de I'artére par un thrombus (appelé thrombose ou
embolie), soit une compression extrinseque de l'artere (garrot pneumatique,
clampage artériel chirurgical, tumeur...) ou soit par une baisse ou un arrét du débit
cardiaque (insuffisance circulatoire aigué, arrét cardio-circulatoire).
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A Péchelle cellulaire, les cardiomyocytes nécessitent une importante production
d’ATP pour maintenir ’homéostasie cellulaire et permettre l'activité contractile.
Cette production d’énergie est assurée principalement par la phosphorylation
oxydative (OXPHOS) dont le fonctionnement est dépendant de la présence
d’oxygene.

En situation d’ischémie, dés les premiéres minutes, 'absence d’apport en oxygéne
a pour conséquence un arrét de 'OXPHOS. La glycolyse devient alors la
principale source de production d’ATP. Malheureusement, cette voie énergétique
est peu rentable et rapidement épuisable aprés consommation des réserves de
glycogene intracellulaire responsable d’une déplétion profonde en ATP. La
glycolyse est suivie par la fermentation lactique qui conduit a la production d’acide
lactique entrainant une surcharge cellulaire en proton.

Afin de limiter I'acidose intracellulaire, les protons sont expulsés hors de la cellule
par lintermédiaire des échangeurs Na'/H" (NHE) entrainant une surcharge
sodique ?®. Compte-tenu de la déplétion en ATP, les pompes ioniques Na*/K* et
Ca®** ATP-dépendantes sont déficientes et les échangeurs Na'/Ca®* (NCX)
assurent I'expulsion du sodium au prix d’'une surcharge calcique intracellulaire.

Au final, 'ensemble de ces troubles métaboliques intracellulaires (chute ATP +
acidose + surcharge calcique) induit un arrét de l’activité contractile myocardique,

une ouverture du pore de transition mitochondriale (MPTP) et une initiation de la
mort cellulaire par apoptose et nécrose (Figure 1) 29303132
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Figure 1 : REPRESENTATION DES LESIONS INDUITES PAR L’ISCHEMIE ET LA
REPERFUSION (Hausenloy et al, JCI, 2013) *'
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C. Reperfusion

La seconde phase, la reperfusion, est définie par une restauration de I'apport en
sang artériel d’un tissu apres la phase d’ischémie. Ceci est donc responsable d’un
rétablissement de I'oxygénation « normale » du tissu mais aussi des apports en
substrats énergétiques et de ’homéostasie électrolytique.

Malheureusement, la restauration compléte des apports physiologiques chez des
cellules qui se sont adaptées au métabolisme en anaérobie, engendre des Iésions
propres, dites de reperfusion.

La reperfusion survient le plus souvent apres une intervention médicale entrainant
une désobstruction de I'artere (thrombolyse, angioplastie endoluminale, pontage
vasculaire, déclampage artériel) ou par la normalisation du débit cardiaque
(reprise d’une activité circulatoire apres un arrét cardiaque).

A I'échelle cellulaire, la réintroduction brutale d’oxygéne induit une reprise du
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale qui a été endommagé lors
de l'ischémie (notamment par la fuite du cytochrome c). Les réactions d’oxydo-
réduction sont alors incompléetes au sein de la chaine du transport d’électron
aboutissant a une production massive d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) au
lieu de la production d’ATP. Selon le niveau de production de ROS, le systéme
anti-oxydant peut étre dépassé empéchant alors la neutralisation des ROS
excédentaires.

Parallelement, la réactivation des pompes ioniques ATP-dépendantes permet une
correction rapide du pH intracellulaire par expulsion des protons, au prix d’une
surcharge calcique persistante 2.

L’ensemble de ces troubles métaboliques (excés ROS + surcharge calcique) induit
une hypercontracture myocardique (sidération myocardique) et un stress oxydant.
Le stress oxydant engendre alors des Iésions propres dites de reperfusion pouvant
conduire & la mort cellulaire par apoptose (Figure 1) 303122,

A l'échelle dun organe, on observe des Iésions d’ischémie-reperfusion
hétérogenes. Au sein d’'une zone globale de souffrance, appelée aire a risque
(AAR : area at risk), on retrouve donc des cellules en nécrose, en nécroptose ou
en apoptose selon leur degré de vascularisation de suppléance résiduelle.

De plus, l'inflammation induite par I'ischémie-reperfusion participe a I’'aggravation
des Iésions notamment lors de la reperfusion .

Au final, 'ensemble des Iésions d’ischémie puis de reperfusion altere le
métabolisme cellulaire et induit la mort cellulaire par nécrose ou apoptose, qui
représentent le stade ultime du phénomeéne d’ischémie-reperfusion. A I'échelle
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d’'un organe, la mort de groupes cellulaires forme linfarcissement tissulaire,
appelé linfarctus.

D. Ischémie-reperfusion en anesthésie

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

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

Ainsi, la chirurgie cardiaque a coeur arrété représente un véritable modele
d’ischémie-reperfusion myocardique clinique avec une phase d’ischémie lors du
clampage aortique suivie d’une phase de reperfusion lors du déclampage aortique.
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Il.Le métabolisme énergétique des
cardiomyocytes

A. Généralités

Le métabolisme énergétique cellulaire est défini par I'ensemble des réactions
chimiques intracellulaires permettant la production d’énergie chimique (ATP)
directement utilisable par la cellule. Ces réactions sont toutes des réactions
d'oxydoréduction au cours desquelles les nutriments (sources d’énergie prélevées
dans le milieu extracellulaire) sont oxydés. Ces oxydations cataboliques
conduisent d'une part a la production de coenzymes réduits (NADH,H" et FADH,)
dont I'oxydation permanente est indispensable pour la pérennité du systeme et
d'autre part a la production d'ATP dont I’hydrolyse libére I'’énergie nécessaire aux
réactions chimiques.

Dans les cellules cardiaques, la production d’ATP et la réduction des co-enzymes
(NADH,H* et FADH,) sont assurées par 3 voies métaboliques : la glycolyse, la
béta-oxydation et la phosphorylation oxydative (Figure 2).

Il existe d’autres voies métaboliques mineures permettant la production d’ATP et
la réduction des co-enzymes : la voie des pentoses phosphates et 'oxydation des
acides aminés (glutamine, glycine, aspartate...) que nous n’aborderons pas ici.
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Figure 2 : REPRESENTATION DU METABOLISME GLUCIDIQUE
Le métabolisme glucidique comporte un segment commun, la glycolyse qui transforme une mole
de glucose en 2 moles de pyruvate avec la production de 2 moles d’ATP. Selon les conditions
d’oxygénation, le pyruvate est soit fermenté en lactate, processus appelé fermentation lactique
(glycolyse anaérobie), ou soit transformé en acétyl-CoA pour étre incorporé au cycle de krebs
(TCA) dans la mitochondrie et permettre la production de 34 moles d’ATP par la phosphorylation
oxydative.
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B. Glycolyse

La glycolyse est une des voies cataboliques du glucose qui se déroule dans le
cytoplasme de la cellule indépendamment de la présence d’oxygéne. Au cours de
cette réaction, le glucose (molécule a 6 atomes de carbone) est oxydé en deux
molécules d'acide pyruvique (3 atomes de carbone). La glycolyse comprend 10
réactions successives dont les enzymes clés sont la phosphofructokinase 1
(PFK1), 'héxokinase et la pyruvate kinase qui sont responsables du caractere
limitant et irréversible de la réaction. Le bilan énergétique net de la glycolyse est la
production de deux moles d’ATP pour I'oxydation d’une mole de glucose oxydée.

De plus, la glycolyse ne peut exister qu’en présence de deux moles de co-
enzymes oxydées NAD* impliquant I'existence d’un systéme de réduction des co-
enzymes pour pérenniser la réaction. Cette réduction de co-enzymes se fait grace
a la fermentation lactique ou la phosphorylation oxydative en fonction de I'état
d’oxygénation de la cellule. De méme, le devenir du pyruvate, produit final de la
glycolyse, dépend également de I'état d’oxygénation de la cellule qui est utilisé soit
pour la fermentation lactique en I'absence d’oxygéne, soit pour la phosphorylation
oxydative en présence d’oxygene.

C. Fermentation lactique

En I'absence d’oxygéne, la fermentation lactique est une simple réaction d’oxydo-
réduction entre le pyruvate et la co-enzyme réduite (NADH,H") permettant la
régénération du (NAD") indispensable pour la pérennisation de la glycolyse. Ainsi
I'acide pyruvique sert d’accepteur final d’électron et est oxydé en acide lactique
grace a l'action de I'enzyme lactate déshydrogénase (LDH) (Figure 3).

Compte-tenu de la faible différence de potentiel redox entre le (NAD*/NADH,H") et
pyruvate/lactate, cette réaction produit une oxydation partielle du glucose et est
donc responsable d’un faible rendement énergétique. Le bilan énergétique net de
la fermentation lactique est le méme que celui de la glycolyse : deux moles d’ATP
pour I'oxydation d’'une mole de glucose oxydée.
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Figure 3 : REPRESENTATION DE LA FERMENTATION LACTIQUE
La fermentation lactique a un rendement énergétique trés faible avec la production deux moles
d’ATP pour une mole de glucose oxydée par la glycolyse en I'absence d’oxygene. La fermentation
lactique permet uniquement la régénération du (NAD") pour pérenniser la glycolyse au prix d’une
acidification.

D. Phosphorylation oxydative (OXPHOS)

En présence d’oxygeéne, la phosphorylation oxydative, appelée aussi respiration
cellulaire, est un ensemble complexe de réaction chimique d'oxydo-réduction qui a
lieu dans la mitochondrie, organite spécialisé dans la production énergétique, et
qui permet une oxydation compléte du glucose, responsable d’un rendement
énergétique maximal (20 fois supérieur a la fermentation lactique). Cette réaction
met en jeu le cycle de l'acide citrique (ou cycle de Krebs) permettant la
régénération des co-enzymes réduites (NADH,H") et (FADH,), et la chaine de
transport d’électron mitochondriale permettant la production d’ATP.

A lissu de la glycolyse, le pyruvate est internalisé dans la mitochondrie pour subir
une carboxylation oxydative en acétyl-CoA qui permet le transfert du groupe
acétyle sur I'oxaloacétate (produit final du cycle de krebs) pour reconstituer le
citrate.

Le reste du cycle de krebs consiste en série de 8 réactions chimiques d’oxydo-
réduction et de carboxylation responsable de la régénération des co-enzymes
réduites (NADH,H") et (FADH,) et de I'oxydation compléte du pyruvate en COs..

La chaine de transport d’électron mitochondriale est constituée d’'une succession
de 4 complexes (3 complexes transmembranaires enchassés dans la membrane
interne de la mitochondrie et 1 complexe membranaire a la face matricielle) au
potentiel d’oxydo-réduction croissant dont les complexes I, Il et Ill forment des
pompes a proton (Figure 4). Les complexes | et |l sont oxydés par les co-enzymes
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réduites (NADH,H*) et (FADH,) issues du cycle de Krebs entrainant ainsi la
création d’'un gradient transmembranaire de proton. Les réactions d’oxydo-
réduction se poursuivent aux complexes Il et IV ou I'accepteur final est 'oxygéne
qui est réduit en eau.

Au final, un puissant gradient transmembranaire de proton de part et d’autre de la
membrane interne de la mitochondrie est créé. Le complexe V, appelé ATP
synthase (FoF1 ATPase), est un canal a proton convertissant I’énergie osmotique
du gradient électrochimique a proton en énergie mécanique de transconformation
permettant la synthése ATP a partir de I’ADP.

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

NTERMEMBR ANE
SPACE

Figure 4 : REPRESENTATION DE LA CHAINE DE TRANSPORT D’ELECTRON
MITOCHONDRIALE

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

E. p-oxydation des acides gras

La p-oxydation est la principale voie de dégradation des acides gras qui sont
transformés en acyl-CoA en présence d’ATP. Ainsi I'acyl-CoA pénétre dans la
mitochondrie pour étre transformé en acétyl-CoA et rejoindre la phosphorylation
oxydative. Cette voie énergétique est plus énergétique que la dégradation du
glucose mais elle est plus lente et nécessite la consommation initiale d’ATP.
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M. Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS)

A. Généralités

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

Parmi les radicaux libres, on distingue les radicaux primaires dérivés, soit de
'oxygéne appelés espéces réactives de 'oxygéne (ROS), soit de I'azote appelés
especes réactives oxygéno-azotées (RONS) et les radicaux secondaires formés
par la réaction des radicaux primaires avec des composés biochimiques de la
cellule, comme la péroxydation lipidique.

B. Production des ROS

Chez tous les organismes vivants en aérobie, la cellule produit de fagon
physiologique des ROS en faible quantité sous forme d’anion superoxyde
principalement (O2") représentant 2% de la consommation d’oxygéne de la cellule.
Cette production, maitrisée par un systeme anti-oxydant, joue un réle majeur dans
de nombreux mécanismes physiologiques, tel que la transmission du signal
intracellulaire ou la phagocytose par les macrophages.

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

La chaine de transport d’électron (ECT) dans la mitochondrie représente la
principale source de production de ROS de la cellule. L'ECT est composé de 5
complexes dont 4 complexes représentent une succession de réactions d’oxydo-
réduction avec I'oxygene comme accepteur final d’électron, pour former de I'eau.

En situation physiologique, les complexes | (NADH-Ubiquinone réductase) et lli
(Ubiquinone-cytochrome ¢ réductase) de 'ECT produisent la totalité de ROS par
une réaction d’oxydoréduction incompléte de I'oxygéne.
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En situation d’ischémie-reperfusion, la membrane externe de la mitochondrie est
perméabilisée par I'activation Bax-Bak responsable d’une libération du cytochrome
¢ de I'espace inter-membranaire vers le cytosol. Ainsi, le transport d’électron dans
’ECT est interrompu au niveau du complexe Il induisant une oxydation incompléte
d’oxygéne responsable d’une production d’ion superoxyde (O2") lors de la reprise
du fonctionnement du cycle ce Krebs et de 'ECT a la reperfusion *° ',

La roténone est un composé organique d’origine végétal utilisé dans des
pesticides et insecticides. Elle agit en diminuant I'activité du complexe | de 'ECT
bloquant le flux d’électron du complexe | vers le complexe lll. Il en résulte une
production de ROS, essentiellement ion superoxyde, par un flux d’électron inverse
du complexe lll vers le complexe |, initié par le complexe Il (Succinate-Ubiquinone
reductase).

De plus, il a été montré que la Metformine, anti-diabétique orale de la famille des
biguanides, et les agents anesthésiques halogénés (sévoflurane, desflurane,
isoflurane) possedent les mémes propriétés inhibitrices de 'activité du complexe |
de 'ECT responsable d’une production de ROS 9202122232425

Chez les mammiféres, a I'’échelle d’'un organisme, il existe une production de ROS
extracellulaire par l'intermédiaire de I'hypoxanthine oxydo-réductase dans le
sérum et une production de ROS par les polynucléaires neutrophiles recrutés via
la NAPDH oxydase **.

En situation de stress énergétique, 'ADP issu de I'hydrolyse de I’ATP, est a son
tour hydrolyser en AMP pour maintenir la production d’ATP. L’AMP est alors
catabolisée en adénosine et IMP (acide inosinique) qui sont expulsés dans le
milieu extracellulaire, diminuant ainsi le stock en phosphate intracellulaire. Dans le
milieu extracellulaire, I'MP et adénosine sont dégradés en inosine et
hypoxanthine. Lors de la reperfusion, I’hnypoxanthine réagit avec I'eau et I'oxygéne
pour produire I'acide urique et des ROS par l'intermédiaire de la xanthine oxydo-
réductase *°.

C. Systéme anti-oxydant

La cellule dispose d’'un systéme complexe de détoxification contre les ROS
comprenant des enzymes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
péroxydase...) et des petites molécules (vitamine E, vitamine C...) (Figure 5).

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines (Cuivre-Zinc,
Manganése) avec une activité enzymatique qui catalyse la dismutation de l'ion
superoxyde O, en dioxygéne et péroxyde d’hydrogéne H.O,. Elles sont
localisées dans le cytosol, I'espace intermembranaire et la matrice mitochondriale
pour permettre une neutralisation rapide des ROS produits par la mitochondrie.
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La catalase est également une métalloprotéine (Fer) qui catalyse la dismutation du
péroxyde d’hydrogene H.O, en eau H2O et dioxygene O.. Elle est localisée dans
le cytosol et les péroxysomes.

Le glutathion existe dans le cytosol a I'état réduit (GSH) et oxydé (GSSG) formant
un couple d’oxydoréduction important permettant un échange d’électron. Il permet
I’élimination du péroxyde d’hydrogene H.O. et des hydropéroxydes ROOH en eau
H.O et dioxygéne O,. L’enzyme glutathion péroxydase (GPx) accélere la réaction
de détoxification. Le glutathion oxydé est réduit grace a I'enzyme glutathion
réductase afin de maintenir la détoxification.

Au total, les SOD et les péroxydases (GPX et Catalase) sont complémentaires et
constituent un systéeme anti-oxydant performant. Malheureusement, dans
certaines situations physiopathologiques, telle que Iischémie-reperfusion, le
systeme de détoxification peut étre dépassé, empéchant la neutralisation des ions
superoxydes produits qui sont source de Iésions cellulaires.

D. Lésions induites par le stress oxydant

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

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

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

L’oxydation des protéines par les ROS induit la formation de groupement
sulfhydryle (SH), de pont, de coupure et d’amas protéique qui conduisent a une
inactivation des protéines par une modification de leur conformation spatiale.
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L’ensemble des Iésions induites par les ROS peut conduire a la mort cellulaire par
apoptose *°.

E. Ro6le ambivalent des ROS

Les ROS sont bien connus pour leur effet toxique sur la cellule mais il y a un
nombre croissant de preuve démontrant un effet bénéfique des ROS. lIs agiraient
comme des seconds messagers et seraient impliqués dans de nombreuses voies
de signalisation et d’activation de la transcription.

0,
Jl Catalase
H-0 +4:0,
_ SOD /
NO i
ONOO 02 — HEOE +1,0

\/ \ 2H,0 + GSSG

GSH-Peroxydase
[ Cu +GSH

‘Ol R-+H20

On
vitamine E

ROO-

Reéaction de détoxification des ROS GSH-Peroxydase
— = Reaction aboutissant & des ROS +GSH

ROH + H,0 + GSSG

Figure 5 : CARACTERISATION DES ROS ET DU SYSTEME ANTI-OXYDANT
L’ion superoxyde 0, estle principal radical libre primaire produit a partir de I'oxygene au niveau
de la chaine de transport d’électron de la mitochondrie. Le systéme anti-oxydant comprend
plusieurs protéines et enzymes permettant la neutralisation des ROS. La superoxyde dismutase
permet la transformation de I 0, en Hy0 qui est ensuite transformé en eau par la catalase et le
glutathion. L’ 0," peut réagir avec le NO produit par la NO synthase et formé des espéces
réactives oxygéno-azotéees RONS (ONOO)).
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V. La mort cellulaire

A. Généralités

La mort cellulaire est un événement qui survient en condition physiologique pour
maintenir ’homéostasie tissulaire ou en situation de stress physique ou chimique.
Elle est divisée en 2 deux groupes : d’'une part la mort cellulaire programmée,
appelée apoptose, qui permet I'élimination d’'une cellule sans endommager son
environnement, et d’autre part la mort cellulaire non programmée, appelée
nécrose, qui résulte d’une rupture de la membrane cytoplasmique contaminant le
milieu extracellulaire induisant une réaction inflammatoire délétére ¥

Ces dernieres années, de nombreux mécanismes de mort cellulaire ont été
identifiés et regroupés dans une classification par la NCCD (Nomenclature
Committe on Cell Death) 2.

B. Apoptose

L’apoptose est un mécanisme de mort programmée indispensable au maintien de
I’'hnoméostasie tissulaire par élimination des cellules surnuméraires et des cellules
potentiellement dangereuses. Ce type de mort fut décrit par Kerr et al.*” en 1972
aprées observation de modifications morphologiques différentes de la nécrose.

L’apoptose se caractérise morphologiquement par un arrondissement de la cellule,
la condensation du cytoplasme, la condensation de la chromatine et la
fragmentation du noyau suivi d’un bourgeonnement de la membrane plasmique
avec la formation de bulles, appelées corps apoptotiques, qui seront phagocytées
par les cellules avoisinantes (Figure 7).

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

- Au niveau mitochondrial : par une perméabilisation de la membrane externe
de la mitochondrie responsable d’une libération du cytochrome C, une
chute du potentiel membranaire mitochondrial et une perte des fonctions
mitochondriales empéchant la survie de la cellule.

- Au niveau cytoplasmique : par une activation des caspases qui sont des
protéases responsable du clivage des protéines majeures impliquées dans
la survie et la mort cellulaire. Leur activation induit une cascade de réaction
qui est irréversible.
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- Au niveau membranaire : par une externalisation des phosphatidylsérines
de la membrane plasmique responsable de l'initiation de la phagocytose
par les cellules environnantes.

- Au niveau nucléaire : par une fragmentation internucléosomale de I’ADN
responsable d’'une abolition de la transcription des genes de survie.

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

Chez les mammiferes, 'apoptose regroupe 2 mécanismes d’initialisation, la voie
intrinséque faisant intervenir la mitochondrie et la voie extrinseque faisant
intervenir les récepteurs de mort transmembranaires.

1.  Voie extrinséque de I'apoptose
L’apoptose extrinséque, ou voie des récepteurs de mort, est induite par un signal
de stress extracellulaire qui est détecté et transmis par des récepteurs
transmembranaires spécifiques.

Elle peut étre initiée par la liaison de ligand de mort tels que Fas/CD95 ligand
(FasL/CD95L), TNFa (Tumor Necrosis Factor o) et les ligands de la famille TNF
(comme TRAIL), a différents récepteurs : Fas/CD95, TNFR1 (récepteur a TNFa),
récepteurs a TRAIL...Ces récepteurs contiennent un domaine de mort
cytoplasmique dit DD (Death Domain) qui est nécessaire pour I'activation directe
de la cascade apoptotique.

Aprés liaison du ligand, le récepteur de mort se trimérise puis recrute, par
I'intermédiaire de son DD, des protéines adaptatrices spécifiques pour former le
DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Le DISC active la procaspase 8 qui a
son tour active et clive la caspase 3 induisant ainsi l'apoptose (voie de
signalisation type 1).

Pour des faibles niveaux de caspase 8 active, le signal de mort peut étre amplifié
par le clivage de Bid par la caspase 8 (voie de signalisation type 2). La forme
tronquée de Bid, dit tBid, permet sa translocation dans la mitochondrie ou il est
capable d’interagir avec Bax et Bak et ainsi activer la voie intrinséque de
I'apoptose (Figure 6).

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

Ces stimuli sont intégrés au niveau de la mitochondrie par les protéines de la
famille Bcl-2 aboutissant a la perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie (MOMP pour Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). La
MOMP est dépendante de l'oligomérisation de Bax et Bak (membres pro-
apoptotique de la famille Bcl-2) qui forme un pore dans la membrane externe
mitochondriale conduisant a la libération des protéines de I'espace
intermembranaire vers le cytosol.

Parmi ces protéines, le cytochrome c s’associe avec Apaf-1 et la procaspase 9
pour former un complexe nommé apoptosome. Ce complexe permet une
amplification du signal de mort par une auto-activation de la caspase 9 qui a sa
tour active la caspase 3 (Figure 6) *°.
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Figure 6 : REPRESENTATION DE L’APOPTOSE
La voie extrinséque met en jeu les récepteurs de mort qui sont activés par la liaison a des ligands,
tels que TNFa et Fas-ligand, pour induire une cascade d’activation conduisant a I'activation de la
caspase 8 puis de la caspase 3 responsable du processus de mort. La voie intrinseque est induite
par un stress intracellulaire, tel que IR et UV, et met en jeu la mitochondrie dont la membrane
externe se perméabilise par oligodimérisation des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
(Bax et Bak), responsable d’une libération du cytochrome c dans le cytosol. Le cytochrome ¢
cytosolique permet la formation de I'apoptosome et l'activation de la caspase 9 qui sont
responsable de I'activation de la caspase 3. La voie extrinséque peut amplifier le signal de mort en
activant la voie intrinséque par l'intermédiaire de I'activation de la protéine pro-apoptotique Bid.
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3. Caspases
Les caspases (Cysteine-dependent ASPartate-specific proteASES) sont des
protéases a cystéine constituant une famille de protéines composée de 12
membres (caspase 1 a 10, 12 et 14). Elles sont essentielles dans les processus
d’apoptose, d’inflammation et de différenciation. Elles sont présentes dans le
cytosol sous leur forme pro-enzyme inactive.

Les caspases impliquées dans l'apoptose se distinguent en 2 groupes: les
caspases initiatrices (caspase 8, 9 et 10) et les caspases effectrices (caspase 3, 6
et7).

Les caspases initiatrices 8 et 10 sont recrutées au niveau du DISC des récepteurs
de mort de la voie extrinséque. Leur activation au sein du DISC permet le clivage
de Bid qui amplifie ainsi le signal par I'intermédiaire de la mitochondrie (voie de
signalisation type 2) et/ou l'activation directe des caspases effectrices (voie de
signalisation type 1). La caspase initiatrice 9 est recrutée, grace a Apaf-1 et au
cytochrome ¢, au sein de l'apoptosome qui est essentiel au déroulement du
processus apoptotigue de la voie intrinseque. Son activation au sein de
'apoptosome permet une amplification du signal par son auto-activation et une
activation directe des caspases effectrices.

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

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

Les morts indépendantes des caspases représentent un ensemble de mécanisme
de mort caractérisée par I'absence d’activation des caspases. Des processus de
mort distincts répondant a ce critere ont pu étre caractérisés: nécrose,

nécroptose, autophagie, CICD...

1. Nécrose et Nécroptose

La nécrose se caractérise morphologiquement par une absence de condensation
de la chromatine, absence de fragmentation de I'’ADN, une augmentation du
volume cytoplasmique, un gonflement des organelles, la rupture précoce de la
membrane plasmique, et par conséquent la perte du contenu intracellulaire (Figure

7).

Pendant de nombreuses années, la nécrose a été définie comme une mort
cellulaire accidentelle et incontrolée, cependant la nécrose peut étre régulée par
des voies de signalisation et des mécanismes cataboliques
nécroptose désigne cette forme régulée de la nécrose. Elle est observée en
présence de stimuli apoptotiques de la voie extrinséque de I'apoptose, par
'intermédiaire des récepteurs de mort et des Toll-like Recepteur (TLR), et en
présence d’inhibiteur des caspases, avec les caractéristiques morphologiques de

la nécrose *'.
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2. Autophagie

La mort cellulaire autophagique est un concept trés débattu. En effet, 'autophagie
est souvent décrite comme un processus accompagnant la mort cellulaire et peu
comme un mécanisme directement responsable de mort cellulaire.

Pour étre qualifié de mort autophagique, la cellule mourante doit présenter les
criteres suivants : mort cellulaire non-apoptotique indépendante des caspases,
augmentation des marqueurs de l'autophagie (vacuolisation cytoplasmique,
lipidation LC3/ATG8, dégradation p62/SQSTM1, formation d’autophagosomes) et
une prévention de la mort cellulaire autophagique par une approche
pharmacologique (inhibiteur) ou génétique (siRNA) 2.

3. CICD

La CICD (Caspase Independent Cell Death) est une mort cellulaire indépendante
des caspases en réponse a un stimulus induisant normalement I'apoptose, qui
présente certains criteres d’apoptose comme la perméabilisation de la membrane
externe de la mitochondrie (MOMP) et I'absence d’autres criteres d’apoptose
comme l'externalisation des phosphatidylsérines. La CICD a lieu avec une
cinétique plus lente que l'apoptose et pourrait constituer un mécanisme de
secours permettant I'élimination des cellules lorsque la voie apoptotique est
déficiente *°.
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V. Les protéines de la famille Bcl-2

A. Généralités

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

- Bcl-2 pro-apoptotique effectrice: Bax (Bcl-2 Associated X protein), Bak (Bcl-
2 Antagonist Killer 1) et Bok (Bcl-2-related Ovarian Killer), sont des
protéines effectrices qui induisent directement la perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe (MOMP) par oligodimérisation.

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

- Bcl-2 anti-apoptotique Bcl-2, Bcl-xL (Bcl-2-related gene long isoform), Bcl-
w, A1 (Bcl-2-related gene A1), Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia 1), sont des
protéines inhibitrices qui interagissent avec les protéines pro-apoptotiques
pour empécher la MOMP.

B. Activation Bax-Bak

Les protéines Bax et Bak sont responsables de la MOMP. Ces 2 protéines sont
quasi-redondantes mais de localisation différente : Bax est cytosolique et Bak est
intégrée a la membrane mitochondriale externe.

Aprés un signal de mort, Bax et Bak interagissent pour former des dimeres et
conduire ainsi a la formation d’un pore dans la membrane mitochondriale externe
mesurant 25-100nm.* La nature de ce pore n’est pas clairement déterminée mais
sa formation est responsable de la fuite du contenu de I'espace intermembranaire
mitochondriale, notamment une libération du cytochrome c et dissipation du
potentiel mitochondrial (AWm) par fuite de protons. D’autres protéines sont
également libérées : Smac/Diablo, AIF, Omi/HtrA2 favorisant la mort cellulaire par
apoptose en inhibant la fonction des protéines IAP inhibitrices des caspases.

Les protéines Bax et Bak sont présentes dans la cellule sous forme inactive et leur
activation apres un signal de mort est régulée par les autres membres de la famille
Bcl-2 .

Bax et Bak peuvent étre activés de maniére indirecte. Les protéines anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) séquestrent Bax et Bak pour empécher la
MOMP. Apres un signal de mort, les protéines BH3-only induites vont interagir et
étre séquestrées par les protéines anti-apoptotiques pour permettre la libération
de Bax et Bak qui deviendront alors actifs (Figure 8) *°.
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Bax et Bak peuvent également étre activés de maniére directe par interaction avec
les protéines BH3-only.

C. Apoptosome

La libération du cytochrome ¢ dans le cytosol aprés la MOMP par Bax-Bak conduit
a la formation d’'un complexe protéique, lI'apoptosome, constitué par Apaf-1
(Apoptotic Protease-Activating Factor-1), le cytochrome c et la procaspase 9.

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

D. Régulation des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques

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

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

- Au niveau transcriptionnel, I'expression de Bcl-xL est régulée par plusieurs
facteurs de transcription, tels que NFxB 47 STAT5, EVI, le complexe c-
Jun-ATF2, HIF1a *, la voie PI3K/Akt via la phosphorylation inhibitrice de
FoxO et de Bcl-6 *°, et les facteur de transcription de la famille Ets.

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

- Au niveau post-traductionnel, la protéine Bcl-xL peut subir des modifications
telles qu’une phosphorylation ou une déphosphorylation qui modifient son
interaction avec les protéines pro-apoptotiques. Elle peut subir également
une ubiquitination entrainant sa dégradation, une désamination ou une
méthylation modifiant son interaction avec les protéines BH3-only.
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Figure 8 : REPRESENTATION DES MEMBRES DE LA FAMILLE BCL-2

En 'absence de signal de mort, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL) empéchent la
permeéabilisation de la membrane mitochondriale en inhibant I'oligodimérisation de Bax et Bak. En
réponse a un stress, les protéines pro-apoptotique BH3-only, telle que Bid, sont activées et sont
responsables d’une activation de Bax-Bak soit directement, soit indirectement par séquestration
des protéines anti-apoptotiques Bcl-2. Ainsi la membrane mitochondriale externe est perméabilisée
et va induire la mort cellulaire par la libération des protéines inter-membranaires telle que le
cytochrome c indispensable pour la formation de I'apoptosome et I'activation de la caspase 3.
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VI. Les moyens de protection vis-a-vis de I'IR

A. Généralités

En clinique, l'ischémie-reperfusion est responsable d’une forte mortalité ou de
lourdes séquelles. En chirurgie programmée toute spécialité confondue,
I'ischémie-reperfusion myocardique représente la premiére cause de morbi-
mortalité '. Dans les suites d’un arrét cardio-circulatoire ressuscité, I'ischémie-
reperfusion cérébrale représente la premiere cause de mortalité et de séquelles
neurologiques lourdes. Donc de nombreuses techniques pour limiter ou prévenir
les |ésions induites par I'ischémie-reperfusion ont été développées.

L’hypothermie thérapeutique est la technique le plus ancienne connue et la plus
utilisée actuellement, permettant de réduire les Iésions d’ischémie-reperfusion.
Son effet neuroprotecteur a été prouvé en situation d’ischémie-reperfusion
cérébrale au décours d’un arrét cardio-circulatoire ressuscité *°. Son effet
cardioprotecteur a été prouvé en situation d’ischémie-reperfusion myocardique au
cours des chirurgies cardiaques a coeur arrété.

Sur le plan biologique, I'hypothermie permet de réduire les lésions induites par
I'ischémie et par la reperfusion. Durant la phase d’ischémie, I'hypothermie permet
le maintien de I’'homéostasie électrolytique en stabilisant les lipides membranaires,
qui limite les flux ioniques transmembranaires, et en réduisant le métabolisme
cellulaire qui permet de diminuer les besoins en ATP de la cellule au profit des
pompes ioniques.

Durant la phase de reperfusion, I'hypothermie réduit la production d’espéce
réactive de I'oxygene et la réponse inflammatoire immune, limitant ainsi les lésions
protéiques, lipidiques et nucléaires. Malheureusement, I'’hypothermie n’est pas
toujours applicable et n’est pas dénuée d’effets indésirables graves (trouble du
rythme, trouble de ’hémostase, risque infectieux).

A I’état physiologique, tous les organismes vivants en aérobiose produisent des
ROS. Ainsi, il existe, dans la cellule, un systéeme antioxydant composé de
molécules et d’enzymes anti oxydantes neutralisant les ROS produits et
empéchant ainsi la génération de lésions de I’ADN, des lipides et des protéines.
Les molécules anti-oxydantes sont le glutathion, la vitamine C, la vitamine E,
'acide-alpha-lipoique..., et les enzymes anti-oxydantes sont la superoxyde
dismutase, la catalase, la peroxydase... En situation d’ischémie-reperfusion,
'apport exogéne de molécules anti-oxydantes, comme le N-acétyl-cystéine, la
vitamine C ou E n’ont pas fait la preuve de leur efficacité ** *2.
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B. Préconditionnement

Le préconditionnement est basé sur le concept d’adaptation cellulaire ou
lorsqu’une cellule est soumise a un stress sublétale (courte durée et faible

intensité), celle-ci est capable secondairement de résister a une nouvelle
exposition de ce stress mais a une dose qui lui est normalement Iétale.

1.  Préconditionnement ischémique (IPC)
Murry et Jennings 2 ont appliqué le concept de préconditionnement vis-a-vis de
I'ischémie-reperfusion myocardique et ils ont montré [lefficacité du
préconditionnement dit ischémique sur la réduction de la taille de l'infarctus du
myocarde au décours d’une occlusion coronaire réalisée chez le chien. Depuis cet
article référence, de trées nombreuses études ont confirmées I'effet protecteur de
I'IPC aussi bien chez I'animal que chez ’'homme.

L’'IPC correspond a la réalisation d’une succession de bréeves séquences
d’ischémie de 5 minutes espacées de courtes séquences de reperfusion de 5
minutes avant la survenue d’une occlusion coronaire prolongée.

Expérimentalement, il a été montré que I'lPC est le phénoméne protecteur connu
le plus puissant pour limiter les Iésions induites par I'lR. Malheureusement, les
applications cliniques de I'lPC ne sont pas sans danger et ne sont pas toujours
réalisables. C’est pourquoi, il a été développé dautres méthodes de
préconditionnement par des agents pharmacologiques, telle que I'adénosine, le
nicorandil mais également les agents anesthésiques utilisés en routine de la
famille des éthers halogénés.

2.  Préconditionnement anesthésique (APC)
Les agents anesthésiques de la famille des éthers halogénés sont des agents
hypnotiques utilisés quotidiennement au bloc opératoire pour linduction et
I’entretien d’'une anesthésie générale.

On distingue plusieurs molécules ayant les mémes propriétés : halothane,
enflurane, isoflurane, sévoflurane et desflurane. Ce sont des composés volatiles
dont I'administration est réalisée par voie respiratoire par l'intermédiaire d’un
ventilateur spécifique associé a un vaporisateur. lls sont également trés
liposolubles ce qui leur confére la propriété de diffusion passive a travers la
membrane plasmique et la membrane des organites intracellulaires.

A coté de leur effet hypnotique, Bland et Lowenstein ° ont rapporté pour la
premiére fois une diminution des anomalies électrocardiographiques (analyse du
segment ST) durant une ischémie myocardique par l'occlusion de lartére
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interventriculaire antérieure (IVA) chez des chiens ayant bénéficiés d’une
exposition préalable a I’lhalothane.

Depuis la publication de cet article référence, de trés nombreuses études ont fait
la preuve de l'effet cardioprotecteur de I’APC vis-a-vis de I'IR myocardique tant
chez I'animal *°®78 que chez 'nomme ° 10 111213141516 1718 (Fiqre 9).

Symons et Myles ' ont analysé 27 études cliniques incluant 2979 patients opérés
d’'un pontage aorto-coronaire. Chez les patients qui ont bénéficié d’'un agent
anesthésiques volatiles en comparaison a un agent intra-veineux, la libération de
troponine | post-opératoire était diminuée et I'index cardiaque au décours de la
CEC était meilleur associé a une diminution du recours aux agents inotropes
(Tableau 1).
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Figure 9 : L’APC DIMINUE LA LIBERATION DE LA TROPONINE EN POST-OPERATOIRE
D’UNE CHIRURGIE CARDIAQUE A CCEUR ARRETE (De Hert et al, Anesthesio, 2003) °
Dosage de la troponine | en pré-opératoire et durant les 36h post-opératoire d’une chirurgie
cardiaque a coeur non battant pour pontage aorto-coronaire. L’étude inclus 15 patients par groupe
qui sont appariés sur age, sexe, IMC, FEVG, antécédents et prémédications. Les valeurs sont
exprimées en moyennes et en intervalles de confiance de 95%. Une valeur seuil de troponine | >

2ng/ml est considérée comme une valeur positive de souffrance myocardique

Non-volatile

Study Volatile Mean WMD (random) Weight WMD (random)

or sub-category N Mean (sp) N (s0) 95% CI % 95% CI

At specific times

Belhommezandco\leagues 10 3.98(2.83) 10 5.88(3.64) —— 4.87 -1.90 (-4.76, 0.96)
De Hert'' and colleagues 150 3.27(1.93) 50 5.00(3.80) —_— 8.44 -1.73 (-2.83, -0.63)
Julier” and colleagues 37 1.60(1.13) 35 1.75(1.65) — 9.19 -0.15 (-0.81, 0.51)
Nader” and colleagues 11 1.21(0.36) 10 1.92(0.41) — 9.54 -0.71 (-1.04, -0.38)
Penta de Peppo“andcol\eagues 8 1.07(0.70) 8 1.18(1.00) —_— 8.90 -0.11 (-0.96, 0.74)
Pouzet'® and colleagues 10 4.70(2.21) 10 5.20(2.50) _ 6.38 -0.50 (-2.57, 1.57)
Tomai’® and colleagues 20 0.90(0.70) 20 1.40(1.30) — 9.20 -0.50 (-1.15, 0.15)
Subtotal (95% Cl) 246 143 k2 56.52 -0.59 (-0.94, -0.23)
Test for heterogeneity: 3°=8.48, df=6 (P=0.21), F=29.2%

Test for overall effect: Z=3.25 (P=0.001)

All times

Conzen® and colleagues 10 1.54(0.92) 10 2.35(1.77) _— 8.16 -0.81 (-2.05, 0.43)
De Hert’ and colleagues 10 1.50(0.25) 10 7.00(1.00) 9.21 -5.50 (-6.14, -4.86)
De Hert'® and colleagues 160 2.00(0.59) 160 3.00(0.81) = 9.64 -1.00 (-1.16, -0.84)
DeHerlaandcoHeagues 30 1.62(0.35) 15 6.00(1.33) <+ 9.15 -4.38 (-5.06, -3.70)
Kendall®' and colleagues 10 1.54(2.60) 10 1.05(0.41) —_— 7.32 0.49 (-1.14, 2.12)
Bein' and colleagues 24 0.15(0.00) 26 0.15(0.00) Not estimable
Subtotal (95% Cl) 244 231 | 43 .48 -2.29 (-4.57, -0.01)
Test for heterogeneity: X2= 262.39, df= 4 (P<0.00001), P=98.5%

Test for overall effect: Z=1.97 (P=0.05)

Total (95% Cl) 490 374 R 100.00 -1.44 (-2.34, -0.55)
Test for heterogeneity: 12= 298.29, df = 11 (P<0.00001), P=96.3%

Test for overall effect: Z=3.16 (P=0.002)

-4 -2 0 2 4
Favours treatment Favours control

Tableau 1 : L’APC DIMINUE LA LIBERATION DE LA TROPONINE POST-OPERATOIRE DANS
LES SUITES D’'UNE CHIRURGIE CARDIAQUE A CCEUR ARRETE (Symons et al, BJA, 2008) '’
Méta-analyse de 27 études cliniques regroupant 2979 patients ayant bénéficiés d’'un pontage
aorto-coronaire et d’'une anesthésie soit aux agents anesthésiques volatiles, soit aux agents
anesthésiques intra-veineux (Propofol, Benzodiazépine, Thiopentone). Les résultats sont exprimés
en risque relatif approché (OR, Odd Ratio) et en intervalle de confiance de 95%
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3. Mécanisme de I'lPC et de 'APC

Bien que I'lPC et 'APC soient connus depuis de longue date, les mécanismes
d’action et les voies de signalisation sont encore mal connus. Les mécanismes
responsables de la protection myocardique par les agents anesthésiques
ressemblent partiellement a ceux impliqués dans I'lPC.

La plupart de ces mécanismes ont été largement étudiés expérimentalement dans
des modeéles animaux. L’activité des récepteurs couplés aux protéines G, la
fonction des canaux ioniques, les kinases de signalisation intracellulaire, la
régulation de l'apoptose, la production d’espéce réactive I'oxygéene (ROS) et de
'azote (RNS), I'expression génique et la physiologie mitochondriale ont montré
jouer un réle important dans [leffet protecteur de I'APC vis-a-vis de [I'IR
myocardique 8%,

Kevin et al.' ont montré que le sévoflurane induit une faible et transitoire
production de ROS, dont I'abolition par I'utilisation de ROS scavenger (MNnTBAP)
inhibe I'effet protecteur de 'APC sur des cceurs isolés de cochon d’inde (Figure
10). Hirata et al.?® ont étudié I'effet du isoflurane sur des mitochondries isolées de
rat et ils ont montré que lisoflurane module la production de ROS par la
mitochondrie en diminuant I'activité du complexe | de 'ECT responsable d’une
production modérée de ROS, et en abolissant le flux inverse d’électron du
complexe Ill au complexe | responsable d’'une diminution de la production de ROS
lors de la reperfusion.
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Figure 10 : IMPLICATION DES ROS DANS LE MECANISME DE L’APC
(Kevin et al, Anesthesiology, 2003) '
Mesure de la quantité de ROS par fluorescence (sonde de dihydroéthidium ETH) en présence de
sévoflurane seul ou avec un ROS scavenger (MNnTBAP). Mesure de la taille de linfarctus du
myocarde. ISC, ischémie ; APC ; MnTBAP, ROS scavenger



46

Plusieurs auteurs ont montré une participation de la protéine kinase C (PKC) dans
le mécanisme de I’APC. La PKC est une protéine de transduction du signal activé
par le diacylglycérol (DAG) en présence de calcium. Uecker et al.>® ont décrit une
phosphorylation et une translocation de la PKCd du cytosol vers la mitochondrie
induit par lisoflurane dont I'abolition inhibe I'effet protecteur de 'APC. De méme,
Bouwman et al.?® ont montré que le sévoflurane induisait une translocation de
PKCo6 de maniere ROS-dépendante dont l'utilisation de ROS scavenger (MPG)
inhibe la translocation de PKC5 et I'effet protecteur de 'APC.

Les canaux potassiques mitochondriaux ATP-sensibles (canaux mitoKatp) ont été
rapportés comme des effecteurs potentiels de I'lPC et de 'APC. Les canaux
mitoKatp sont présents dans la membrane interne de la mitochondrie et participent
a ’'homéostasie mitochondriale, notamment dans la régulation du calcium matriciel
et le potentiel mitochondrial pour préserver la fonction mitochondriale. Toller et
al.®® ont montré une implication des canaux mitoKatp dans ’APC ou [l'utilisation
d’inhibiteur des canaux mitoKarp (5-HD) aboli partiellement I'effet protecteur du
desflurane chez le chien aprés une occlusion de I'lVA. Tanaka et al.?' ont confirmé
le r6le des canaux mitoKarte dans I’APC par lisoflurane et que leur activation était
ROS-dépendante.

I a été décrit, de maniere isolée, la participation de certains facteurs de
transcription, comme le complexe NFxB °” et HIF1a *%, de la voie Pi3K/Akt *° et de
MAPK °, les récepteurs adénosines et adrénergiques ©'.

En I'état actuel des connaissances, aucun mécanisme décrit fait consensus en
dehors du réle des ROS qui se comporteraient comme des initiateurs des voies de
signalisation et des effecteurs intracellulaires responsables de [Ieffet
cardioprotecteur de ’APC par les agents anesthésiques volatiles '9202122232425 |
semble trées probable que les agents anesthésiques soient capables d’induire
plusieurs voies de signalisation et plusieurs effecteurs dont l'effet global soit
cardioprotecteur de maniere synergique.
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VII. L’AMP-Activated Protein Kinase (AMPK)

A. Généralités

L’ensemble du monde vivant a développé des mécanismes nécessaires a son
adaptation métabolique en réponse a des stress énergétiques tels que le déficit en
apport énergétique (déficit en glucose, en acides aminés, en oxygene...) et/ou
'augmentation en demande énergétique (croissance, exercice...). Parmi les
moyens d’adaptation, la protéine kinase activée par ’TAMP (AMPK : AMP-activated
protein Kinase) figure comme le senseur central du métabolisme énergétique
cellulaire permettant une régulation fine des besoins et disponibilités en énergie
intracellulaire 2 %2,

B.  Structure et régulation de TAMPK

L’AMPK est une protéine ubiquitaire et abondante présente sous la forme d’un
complexe hétérotrimerique composé d’une sous-unité catalytique a, et deux sous-
unités régulatrices f et y, dont chacune est représentée par différentes isoformes
(a1, a2, B1, P2, y1, y2, ¥v3) codées par des génes distincts. Les variations des
profils d’expression, qui sont tissu dépendant, procurent des propriétés tissus
spécifiques, a I'image de I'hétérotrimeére a2p2y3 qui est la forme majoritaire dans
le muscle squelettique, dont les réles sont encore peu connus .

L’activité du complexe hétérotrimérique de I'AMPK est contrdlée de maniere
extrément sensible et complexe en réponse a de faibles variations des
concentrations en AMP et ATP. Tout d’abord, I’activité de ’AMPK est modulée de
facon allostérique par I'AMP (activation) et PATP (inhibition) de maniére
compétitive. La liaison de AMP favorise la phosphorylation de TAMPK au niveau
de son résidu Thr'’? (thréonine 172) dont la présence est essentielle pour assurer
'activation de 'AMPK. La liaison de 'AMP protege également 'TAMPK de la
déphosphorylation par les protéines phosphatases.

Trois protéines kinases capables de phosphoryler et d’activer TAMPK ont été
identifiées : il s’agit de la protéine kinase suppresseur de tumeur LKB1 (Liver
Kinase B1) ®, la protéine kinase CaMKKp (Calcium/CalModuline-dependant
protein Kinase Kinase 2) ® et la protéine kinase TAK1 (Transforming growth factor
B Activated Kinase 1) .

La protéine LKB1 ne répond pas aux variations du rapport AMP/ATP et semble
étre constitutivement active. Mais c’est la liaison de ’'AMP au complexe AMPK qui
permettrait d’expliquer I'activation de 'AMPK par LKB1, en modifiant la structure
de ’AMPK et en permettant I'accessibilité du résidu Thr'”? & LKB1.
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Les mécanismes d’activation de '’AMPK par la CaMKKp et par la TAK1 restent
encore a éclaircir. Il a été décrit tres récemment une phosphorylation activatrice de
TAK1 par les ROS, induisant une activation de TAMPK 67,

C. Fonction de TAMPK

Chez les mammiféres, les cellules doivent maintenir une balance énergétique
positive et stable, caractérisé par un rapport ATP/ADP élevé (10/1). Lorsque la
balance énergétique est perturbée par un stress (déprivation en glucose, hypoxie,
ischémie), la concentration d’ATP chute, le rapport ATP/AMP augmente par
I'intermédiaire de 'adénylate kinase et ainsi ’TAMPK devient active.

Une fois activée, T/AMPK participe au maintien de I'homéostasie énergétique
cellulaire en stimulant les voies cataboliques impliquées dans la synthese de I'ATP
(oxydation des acides gras, glycolyse) et inhibant les voies anaboliques ou
consommatrices d’ATP (synthése protéique, de cholestérol et d’acides gras). Ce
systeme de senseur énergétique du métabolisme énergétique constitue un
mécanisme de survie cellulaire hautement conservé chez les eucaryotes 2° %,

Parmi les effets induits par I'activation de ’'AMPK, on retrouve (Figure 11):

- Une inhibition de la synthése d’acide gras par une phosphorylation
inhibitrice de I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) qui est I'enzyme initiatrice du
métabolisme lipidique .

- Une stimulation de la glycolyse par une translocation de GLUT4 a la
membrane % et une phosphorylation activatrice de PFK1 qui est une
enzyme limitante de la glycolyse &

- Un arrét de la croissance et de la prolifération cellulaire qui sont des
processus extrémement consommateurs d’énergie, par l'inhibition de la
voie du complexe mTOR et de ses cibles (p70S6K, S6K, 4EBP1...) /' 2,

— Une induction de I'autophagie par I'inhibition du complexe mTOR 2.
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Figure 11 : LES FONCTION DE L’AMPK (Hardie DG, J Cell Sci, 2004) 62
Les fleches textes en vert représentent les processus activés par ’AMPK et en rouge ceux inhibés par ’TAMPK

D. Activateurs et inhibiteurs de TAMPK

L’AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-D-ribofuranoside) est métabolisé
dans la cellule en ZMP (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-b-D-ribofuranosyl
monophosphate) qui est un analogue de 'AMP. Ainsi le ZMP fonctionne comme
'’AMP endogéne en permettant I'activation de "’AMPK. Par ailleurs, AICAR n’est
pas un activateur sélectif puisqu’il peut activer les autres enzymes sensible a
I’AMP, tel que la glycogéne phosphorylase.

La metformine (N,N-dimethylimidocarbonimidic diamide) est un anti-diabétique
oral communément prescrit pour le traitement du diabéte de type 2. Elle induit une
augmentation de la phosphorylation de 'AMPK facilitant I'import du glucose
intracellulaire par translocation du GLUT4. Le mécanisme d’activation de 'TAMPK
reste encore controversé, bien qu’une diminution de I'activité du complexe | de la
chaine de transport d’électron mitochondriale semble étre impliquée "*

Le compound C et la dorsomorphin sont des inhibiteurs non spécifiques de
'’AMPK dont les mécanismes sont mal connus. De plus leurs effets inhibiteurs
sont absents lors de certains stimuli activateurs de 'TAMPK.
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OBJECTIFS & PLAN DE L’ETUDE

I. Objectif de I’étude

Objectif principal :

Mettre en évidence le role de 'AMPK dans les voies de signalisation du
préconditionnement anesthésique par le sévoflurane sur modéle cellulaire de
cardiomyocyte.

Objectifs secondaires :
- Montrer le caractére dépendant des ROS de I'activation de 'AMPK par le
sévoflurane.
- Evaluer la pertinence des protéines anti-apoptotiques comme des
effecteurs en aval de [lactivation de I'AMPK, responsable de [Ieffet
protecteur de ’APC par le sévoflurane en situation d’IR.

Il. Plan de I’étude

La réalisation des objectifs de I'étude a nécessité plusieurs étapes :
» Mise en place d'un modéle in vitro dIR dans des cultures de
cardiomyoblastes de rat.
» Mise au point d’'un modéle in vitro d’APC par le sévoflurane dans des
cultures de cardiomyoblastes de rat en situation d’IR.
» Etude de la voie de signalisation de TAMPK en réponse a une exposition au
sévoflurane, aux inducteurs de ROS et aux inhibiteurs de ROS.
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MATERIEL ET METHODE

l. Produits

Le sévoflurane a été acheté chez Baxter®, la roténone a été achetée chez Sigma-
Aldrich (Sigma-Aldrich® France), le MnTBAP a été acheté chez Santa Cruz
(Santa-Cruz®, France), les milieux de culture DMEM, le PBS et la trypsine-EDTA
0,25% ont été obtenus chez Invitrogen (Life Technologies, France). Les autres
réactifs ont été obtenus chez Euromedex (Euromedex, France) et Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich® France). Les anticorps de chez Cell Signaling ont été
achetés chez Ozyme France et les anticorps de chez santa-cruz ont été achetés
chez Santa-Cruz Biotechnology, France. Les substrats DEVD-AMO et DEVD-CHO
pour le dosage de I'activité caspase 3 ont été obtenus chez Enzo Life Sciences,
France.

Il. Culture cellulaire

Les cellules H9c2 sont des cardiomyoblastes d’embryon de rat obtenues aupres
de 'ATCC ™. Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture DMEM
(Gibco®) avec 5,5mM de D-glucose, 1mM de Pyruvate de sodium, 10% de sérum
de veau foetal (FBS), 100 U/ml pénicilline, 100 ug/ml de streptomycine, et
incubées dans un environnement a 95% d’air ambiant, 5% de CO, a 37°c. Quand
les cellules ont atteint une confluence de 50%, elles sont réensemencées apres
avoir été mises en suspension avec Trypsine-EDTA 0,25% (Gibco®). Pour toutes
les expériences, les cellules ont été ensemencées dans des flacons de culture de
25cm? munis d’un bouchon avec filtre 0,2um, a une densité de 6000 cellules par
cm?. Aprés 3 jours, le milieu de culture est renouvelé, et aprés 4 jours, les cellules
ont atteint la confluence permettant la réalisation des expériences.

M. Simulation des Iésions d’IR myocardique

Pour étudier les mécanismes de I'APC par le sévoflurane vis-a-vis de I'IR
myocardique, nous avons mis au point un modéle in vitro reproduisant les lésions
d’'IR (Figure 1A). Quand les cellules H9c2 ont atteint la confluence, elles sont
placées dans une enceinte hypoxique (Figure 1B) a 94.9% N, 5% CO,, 0.1% O
(Don Whitley Scientific® Hypoxystation H35), elles sont rincées deux fois avec du
PBS-Calcium-Magnésium pré-incubé puis elles sont mis en culture avec un milieu
pré-incubé mimant 'ischémie (125mM NaCl ; 8mM KCI ; 1,2mM KH2PO,; 1,25mM
MgSO,; 1,2mM CaCl,; 6,25mM NaHCO3; 5mM sodium lactate ; 20mM HEPES;
pH 6,6 ajusté par NaOH). Apres 2h d’ischémie simulée, les lésions de reperfusion
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sont induites par un remplacement du milieu de culture par un milieu normoxique
Krebs-Henseleit pré-incubé (110mM NaCl ; 4,7mM KCI ; 1,2mM KH2POy4 ; 1,25mM
MgSOQO,; 1.2mM CaCl,; 256mM NaHCO;; 11mM D-glucose ; 20mM HEPES ; pH
7,4 ajusté par NaOH) et une incubation des cellules a 95% d’air ambiant, 5% de

CO,, a 37°c pendant 30 minutes. Les conditions contréles ont été incubées
pendant les mémes durées avec un milieu normoxique Krebs-Henseleit.

A l_ Changement milieu —l
24h 2h

Controle Normoxie NORMOXIE ReOx

I
PréC
30min
I
I
IntraC
30min

Figure 1 : DESCRIPTION DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL D’ISCHEMIE-REPERFUSION
A : I'ischémie est mimée par I'utilisation d’'un milieu sans substrat énergétique, acide pH6.6, riche
en potassium dans un environnement anoxique a 0,1%. La reperfusion (RéOx) est mimée par
P'utilisation d’'un milieu glucosé a pH7.4 dans un environnement normoxique a 20%. B : enceinte
hypoxique Hypoxystation H35 (Don Whitley Scientific®). IR, ischémie-reperfusion; Sévo,
sévoflurane ; PréC, préconditionnement; IntraC, intraconditionnement; ReOx, réoxygénation
mimant la reperfusion.
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IV. Préconditionnement anesthésique

L’APC a été réalisé par I'ajout du sévoflurane, provenant de la solution stock pure
(Baxter®), directement dans le milieu de culture a une concentration initiale de
20mM comme décrit par Zitta et al.”® Aprés ajout du sévoflurane, les flacons de
culture cellulaire sont fermés hermétiquement par un bouchon sans filtre pour
éviter I'évaporation de I'agent anesthésique. Il en résulte une rapide équilibration
entre la phase gazeuse et la phase liquide a approximativement 0,4mM et 3%
respectivement, si le rapport volume liquide/gaz est de 1:5 (soit un volume de
milieu de 10mL pour un flacon T25) (Figure 2). L’APC est terminé soit par un
remplacement du milieu de culture, soit par une ouverture du bouchon permettant
I’évaporation du sévoflurane. L’APC est appligué selon 2 méthodes : (1)
Préconditionnement ou I'agent anesthésique est introduit avant I'ischémie pendant
une durée de 30 minutes, (2) Intraconditionnement ou le sévoflurane est ajouté au
début de l'ischémie et maintenu pendant les 30 premieres minutes (Figure 1).

Sevoflurane

10ml DMEM 25pL Sévoflurane pure Initial (mM) | Gas (%
(ratio liquide/gaz 1:5) Bouchon étanche 0 0
Equilibration 10 1

7 = e SR
1 =" s
50 9
100 24

Régression linéaire

y =1,4085x - 1,4313
; R?=0,97939
[ ]

1 2

Concentration sevoflurane
dans phase gazeuse a I'équilibre (%)
Concentration sevoflurane
dans phase liquide a I'équilibre (%)
Concentration sevoflurane
dans phase gazeuse a I'équilibre (%)
o

20
1
15
10
0,1
5
&
o @
0,1 10 100 . -
Concentration sevoflurane initiale

Concentration sévoflurane initial Concentration sévoflurane initiale dans la phase liquide (mM)
dans la phase liquide (mM) dans la phase liquide (mM)

Figure 2 : DESCRIPTION DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL D’EXPOSITION AU

SEVOFLURANE MISE AU POINT PAR ZITTA ET AL
Aprés I'ajout du sévoflurane directement au milieu de culture, I’équilibre entre la phase liquide et
gazeuse est trés rapidement atteint dans un systéme clos. Les graphiques représentent les valeurs
mesurées par chromatographie dans les phases liquides et gazeuses aprés équilibration. Le
tableau présente la corrélation entre les concentrations de sévoflurane dans la phase gazeuse
aprés équilibration et dans la phase liquide initialement calculée a partir de la régression linéaire
log-log. Une concentration initiale de 20mM (25puL) correspond a une concentration
d’approximativement 3% en phase gazeuse aprés équilibration, ce qui correspond a des
concentrations cliniques.
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V. Fractionnement subcellulaire

Pour mesurer la libération du cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cytosol,
nous avons utilisés le Kit d’extraction ProteoExtract subcellular Proteome (ref
539790, Calbiochem®) selon les instructions du fabriquant. Les cellules sont
rincées une fois avec du PBS sans calcium puis mises en suspension avec
Trypsine-EDTA 0,25% (Gibco®) pendant 3 minutes (neutraliser par du DMEM a
10%FBS). Pour obtenir une quantité suffisante de protéines, 3 flacons de 25cm?
ont été groupés. Aprés la mise en suspension, toutes les étapes de I'extraction
sont réalisées dans la glace ou a +4°c. Les cellules sont rincées deux fois avec du
PBS froid sans calcium et une fois avec du « Wash buffer » froid, puis séparées
par une centrifugation a 200g pendant 10 minutes. La fraction cytosolique
(Fraction 1) est obtenue aprés une incubation de 10 minutes avec 100uL
d’« Extraction Buffer 1» avec des inhibiteurs de protéase, suivie d'une
centrifugation a 800g pendant 10 minutes. Au décours, le culot est rincé une fois
avec d’« Extraction Buffer 1 » puis il est incubé avec 100uL de « Extraction Buffer
2 » avec des inhibiteurs de protéase, suivie d’'une centrifugation a 55009 pendant
10 minutes afin d’obtenir la fraction mitochondriale (Fraction 2). Les échantillons
sont conservés a -20°c.

VI.  Extraction protéique totale

Pour évaluer la quantité des protéines cellulaires, aprés un rincage au PBS-
calcium-magnésium froid, les cellules sont lysées par 100uL de tampon Laemmli
1,56X (150mM Tris-HCI pH 6,8 ; 3,75% SDS; 30% Glycérol) puis grattées
directement dans le flacon 25cm?. Les échantillons sont conservés a -20°c.

VIl. Dosage de I'activité caspase 3

Pour le dosage de l'activité de la caspase 3, apres un ringage au PBS froid sans
calcium, les cellules sont lysées par 100uL de tampon de lyse caspase (150mM
NaCl ; 50mM HEPES-NaOH pH7,5; 20mM EDTA ; 0,2% NP40 ; inhibiteurs de
protéase) puis grattées directement dans le flacon 25cm?. Aprés incubation
pendant 10 minutes sur la glace, les lysats cellulaires sont centrifugés a 16000g
pendant 10 minutes a +4°c. Le surnageant est récupéré et conservé a -20°c.
Aprés un dosage BCA, les échantillons protéiques de 20ug en triplicata dans 50uL
de tampon caspase (150mM NaCl ; 50mM HEPES-NaOH pH7,5 ; 20mM EDTA)
sont déposés dans une plaque noire 96 puits. Au dernier moment, 50uL de réactif
(47,5uL tampon caspase, 2uL DEVD-AMC 10mM, 0,5uL DTT 1M) est ajouté a
chaque échantillon protéique, puis analysé par fluorimetrie (fluoroskan Ascent™,
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Thermo Scientific) (Ex 390nm, Em 460nm, cinétique : 30 mesures espacées de 5
minutes).

VIll. Western blot

A partir des extraits protéiques, la quantité de protéine est mesurée par
spectrométrie a 562nm selon la méthode BCA (Pierce®, BCA Protein Assay Kit).
Les échantillons protéiques sont préparés avec 10ug de protéines (pour le
fractionnement subcellulaire) ou avec 40ug de protéines (pour I'extraction totale)
de protéines dilués dans 30ul de tampon Laemmli, additionné de 10ul de TR12
(62,5mM TRIS pH 6,8 ; 20% glycérol ; 2% SDS ; 0,25%. bleu de bromophénol ; 3%
p-mercaptoéthanol) et dénaturés a 95°c pendant 5 minutes. L’ensemble des
protéines est séparé dans un gel dénaturant par électrophorése (SDS-PAGE) de
7,5 a 15% de polyacrylamide puis transféré sur une membrane de PVDF
(polyfluorure de vinylidéne). Aprés saturation des sites non spécifiques dans une
solution de blocage (10mM TRIS pH 7,4; 150mM NaCl; 1mM EDTA;
0,1%Tween-20 ; 3% BSA; 0,5% gélatine) pendant au moins 1 heure, la
membrane est incubée a +4°c toute la nuit avec les anticorps primaires de la
protéine d’intérét (Tableau 1). Apres trois rincages, la membrane est alors incubée
a température ambiante pendant 1h avec I'anticorps secondaire adapté couplé a
une enzyme HRP (peroxydase de raifort). Apres trois ringages, l'anticorps
secondaire  est révélé par chimioluminescence ECL  (Enhanced
ChimioLuminescence) secondaire a l'ajout d’un agent lumineux, le luminol
(Pierce®, ECL Western Blotting Substrate). Les protéines Actine, Erk2 et HSP90
sont utilisées comme contrble de charge. La quantification de la densité optique a
été réalisée avec le logiciel image-J.

IX. Mesure de la masse mitochondriale

Pour évaluer la masse mitochondriale, les cellules H9c2 sont incubées pendant 10
minutes avec une sonde fluorescente MitoTracker® green FM a 1uM (Molecular
Probes®) émettant a 516nm aprés une excitation a 490nm et qui marque les
lipides de la membrane mitochondriale indépendamment du potentiel
mitochondrial. Les cellules sont mises en suspension avec Trypsine-EDTA 0,25%
(Gibco®) pendant 3 minutes (neutraliser par du DMEM a 10%FBS). Puis, aprés un
rincage avec du PBS froid sans calcium, les cellules sont resuspendues dans
500uL de PBS froid sans calcium. Les cellules sont alors immédiatement
analysées en cytométrie en flux (MACSQuant® Analyzer, Miltenyi).
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X. Anticorps utilisés en western blot

Anticorps primaires

Protéine d'intérét | Espece d'origine Dilution Fournisseur Référence
ACC total lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS3676
Actine Chevre WB: 1/1000e Santa Cruz SC-1616
AMPK total lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS2532
Bcl-2 lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS2870
Bcl-xL lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS2764
COX IV lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS4844
Cytochrome c lapin WB: 1/1000° Cell Signaling CS3810
Enolase lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS4280
ERK2 souris WB: 1/1000e Santa Cruz SC-1647
HSP60 lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS4870
HSP90 lapin WB: 1/1000e Cell Signaling Cs4877
p70S6K total lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS9202
pan-Caspase 3 lapin WB: 1/1000° Cell Signaling CS9662
phopho-ACC lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS3661
phospho-AMPK lapin WB: 1/1000e Cell Signaling CS2535
phosphop70S6K lapin WB: 1/1000° Cell Signaling CS9234

Anticorps secondaires couplés HRP pour WB

Espéece reconnue | Espece d'origine Dilution Fournisseur Référence
Lapin Chévre 1/5000° Cell Signaling CS7074
Souris Chévre 1/3000° Dako Z0420

Chevre Lapin 1/3000e Dako P0160

Tableau 1 : ANTICORPS PRIMAIRES ET SECONDAIRES UTILISES POUR LES WESTERN
BLOTS

Xl.  Analyse statistique

Toutes les valeurs ont été exprimées comme la moyenne = erreur standard (SEM).
Pour les variables quantitatives gaussiennes, la différence significative entre les
moyennes a été déterminée par le modeéle linéaire général en utilisant la
régression linéaire ou l'analyse de la variance a une ou plusieurs variables
(ANOVA) suivie d’'un test de TukeyHSD (test Post-Hoc), comparé a un test de
Fisher, si nécessaire. Pour les variables suivant une loi binomiale (variable de
proportion [0,1]), les comparaisons de moyennes ont été déterminées par le
modeéle linéaire généralisé GLM en utilisant I'analyse de la variance a une ou
plusieurs variables (ANOVA) suivie d’un test équivalent TukeyHSD, comparé a un
test de Chi?, si nécessaire. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le
Logiciel R (R Project for statistical Computing). Une valeur de p inférieur a 0,05 est
considérée comme significative.
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RESULTATS

I. Mise au point du modéle d’IR et APC

Avant la mise au point du modele d’IR, nous avons tout d’abord vérifié la qualité de
notre fractionnement subcellulaire (Figure 3A) et confirmé I'absence de cytotoxicité
du sévoflurane sur les cellules H9c2 en dehors de tout stress énergétique par
I'absence de mise en jeu des mécanismes apoptotiques : absence d’induction de
la libération du cytochrome c¢ (Figure 3B) et de clivage de la procaspase 3 en
caspase 3 active (Figure 3C).

Ensuite, nous avons montré la capacité de notre modeéle in vitro d’IR de mimer les
lésions induites par I'IR de type apoptotique avec une forte libération du
cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cytosol (Figure 3D) et un clivage de la
procaspase 3 en caspase 3 (Figure 3E).

Aprés un préconditionnement au sévoflurane (selon le protocole défini dans le
Matériel et Méthode), notre modéle montre un effet protecteur vis-a-vis des
mécanismes apoptotiques induits par I'IlR avec une diminution de la libération du
cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cytosol (Figure 3D) et une diminution du
clivage de la procaspase 3 en caspase 3 (Figure 3E) responsable d’une diminution
de 40% de I'activité caspase 3 active (Figure 3F-G).

Cet effet encore plus marqué lors d’'un intraconditionnement (voir Figure 1,
Matériel et Méthode) par le sévoflurane débuté au début de I'ischémie (Figure 3D-
G).

Donc nous avons mis au point un modele in vitro d’APC sur des cardiomyoblastes
de rat capable de protéger des lésions induites par IR.

Ces premiers résultats ont permis la mise au point d’'un modeéle valide in vitro
d’APC sur des cardiomyoblastes de rat, capable de protéger des Iésions induites
par IR.
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Figure 3 : L’APC PAR LE SEVOFLURANE PROTEGE LES CARDIOMYOCYTES DE LA MORT
CELLULAIRE PAR APOPTOSE EN SITUATION D’IR.

A : Validation de la méthode de fractionnement sub-cellulaire. Les protéines COX IV, cytochrome ¢
et HSP60 sont localisées dans la mitochondrie en condition normale. Les protéines énolase et
GAPDH sont majoritairement présentes dans le cytosol en condition normale. B et C : Vérification
de I'absence de cytotoxicité du Sévoflurane en condition normale. D et E : L’IR induit I'apoptose par
libération du cytochrome c vers le cytosol apres la MOMP et donc un clivage de la procaspase 3 en
caspase 3 par l'apoptosome. L’APC protége de l'apoptose en diminuant la libération du
cytochrome c et le clivage de la procaspase 3. F et G : L'effet protecteur de 'APC est confirmée
par une diminution de I'activité de la caspase 3 au décours d’'une IR. La vitesse de la réaction
(coefficient de la pente) est quantifiée et normalisée a la condition IR sans APC (contréle). DEVD-
CHO : inhibiteur de la caspase 3. (Valeur p<0,05 ; = par rapport a IR ; T par rapport a PréC)
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Il. Activation de la voie de signalisation de ’'AMPK
par le sévoflurane de maniére ROS dépendante

A. Le Sévoflurane active ’TAMPK par phosphorylation

Nous avons étudié l'effet du sévoflurane sur I'état de phosphorylation de 'AMPK
en dehors de tout stress énergétique (connu pour activer la voie de ’AMPK). Nous
avons mis en évidence une augmentation de la phosphorylation de '’AMPK de
maniére dose dépendante aprés 1h d’exposition au sévoflurane (Figure 4A) et
cette induction de la phosphorylation de '’AMPK est rapide et transitoire malgré le
maintien de I’exposition au sévoflurane (Figure 4B).

Nous avons également montré que la phosphorylation de 'AMPK est efficiente
avec une activation de ses cibles (Figure 4C) telle qu’'une augmentation de la
phosphorylation de ACC et une déphosphorylation de p70S6K par I'intermédiaire
d’'une phosphorylation inhibitrice du complexe mTOR (Figure 4D).

B. L’activation de 'AMPK par le Sévoflurane est dépendant des ROS

Pour vérifier I'implication des ROS dans le mécanisme d’activation de la voie de
’AMPK par le sévoflurane, nous avons tout d’abord utilisé un inducteur des ROS,
la roténone qui entraine une production de ROS par une inhibition de I'activité du
complexe | de la chaine de transport d’électron de la mitochondrie. Nous avons
reproduit les mémes expériences en substituant le sévoflurane par la roténone, et
nous avons observé les mémes effets de la roténone avec une phosphorylation
rapide et transitoire de 'AMPK (Figure 4E) et de ses cibles ACC et p70S6K
(Figure 4F).

Pour confirmer le r6le des ROS dans l'induction de 'AMPK par le sévoflurane,
nous avons utilisé un ROS scavenger, le MnTBAP qui mime l'action de la
superoxyde dismutase (SOD) et qui est un scavenger des péroxynitrites. Nous
avons montré que le MnTBAP inhibe la phosphorylation de 'AMPK par le
Sévoflurane et par la Roténone (Figure 4G).

Ainsi, nos résultats montrent que le sévoflurane induit une phosphorylation
transitoire et efficace de la voie de signalisation de '’AMPK de maniere ROS
dépendante (Figure 4H)..
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Figure 4 : LE SEVOFLURANE INDUIT UNE ACTIVATION DE LA VOIE DE L’AMPK DE

MANIERE ROS-DEPENDANTE.
A : le sévoflurane induit une phosphorylation de 'AMPK sur Thr ' de maniére dose-dépendante
aprés 1h d’exposition. B : La phosphorylation de 'TAMPK induite par le sévoflurane est rapide et
transitoire malgré la maintien de I'exposition. C : représentation de 2 cibles de 'AMPK, ACC qui est
phosphorylé directement par TAMPK et p70S6K qui est déphosphorylée lorsque 'AMPK est active
par une phosphorylation inhibitrice du complexe mTOR. D : La phosphorylation de 'TAMPK induite
par 20mM de sévoflurane pendant 30minutes est efficiente avec une modification de I'état de
phosphorylation de ses cibles ACC et p70S6K. E : la roténone est un activateur de la production de
ROS. Les ROS induisent une phosphorylation rapide et transitoire de '’AMPK, similaire au
Sévoflurane. F : La phosphorylation de ’TAMPK induite par les ROS, 100mM pendant 30minutes est
efficiente avec une modification de I'état de phosphorylation de ses cibles ACC et p70S6K. G : Les
ROS scavengers, MNnNTBAP a 100uM, inhibent la phosphorylation de '’AMPK par le Sévoflurane
20mM et les ROS (Roténone 10pM). H : modéle proposé de I'activation de la voie de 'AMPK par le
Sévoflurane.
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M. Bcl-xL comme effecteur potentiel de I'effet
protecteur du sévoflurane

A. L’APC permet de limiter 'apoptose induite par I'IR

En réponse a un signal de mort (tel que [I'IR), les mitochondries sont
perméabilisées libérant ainsi le cytochrome ¢ qui est responsable de I'induction de
I'apoptose. Les mitochondries altérées sont alors éliminées par 'autophagie ou la
mitophagie.

Nous avons étudié la masse mitochondriale au décours d’'une IR avec et sans
APC. Nous avons mis en évidence une limitation de la diminution de la masse
mitochondriale de plus de 20% aprés une IR avec APC par rapport a une IR sans
APC (Figure 5A-B). Ceci suggéere que I'APC limite la perméabilisation des
mitochondries et donc leur élimination en réponse a I'IR.

B. L’APC par le Sévoflurane induit une expression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-xL

Parmi les effecteurs connus limitant la perméabilisation des mitochondries et
inhibant I'apoptose, nous avons étudié les protéines anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2. Nous avons montré une induction de la protéine Bcl-xL par le sévoflurane
(Figure 5C) et par la Roténone (inducteur de ROS) en dehors de tout stress
(Figure 5D).

Donc I'ensemble de nos expériences montrent une corrélation entre la diminution
de la perméabilisation des mitochondries (diminution de la libération du
cytochrome c), une limitation de la diminution de la masse mitochondriale et une
induction de Bcl-xL par 'APC, suggérant un réle potentiel de Bcl-xL comme
effecteur de I'effet protecteur de 'APC par le sévoflurane (Figure 5E-F).

Cette derniere série de résultats permet de suggérer qu’en situation d’IR, I'APC
par le sévoflurane pourrait protéger de la mort cellulaire par apoptose, en inhibant
I'activation de Bax-Bak et la perméabilisation mitochondriale par I'induction de Bcl-
xL.
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Figure 5 : BCL-XL, INDUIT PAR LE SEVOFLURANE, EST UN POTENTIEL EFFECTEUR DE

L’EFFET ANTI-APOPTOTIQUE DE L’APC
A et B: Le Préconditionnement et l'intraconditionnement anesthésiques augmentent la masse
mitochondriale de 20% par rapport a I'lR sans APC mesurée par un marquage des lipides
membranaires mitochondriaux (MitoTracker Green). C : Le sévoflurane 20mM pendant 1h induit
une augmentation de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL mais pas de Bcl-2. D : Les ROS, induit par
la roténone 100mM pendant 1h, augmente la quantité de protéine Bcl-xL,mais pas de Bcl-2. E : 'IR
induit une activation de Bax-Bak qui est responsable d’'une libération du cytochrome c vers le
cytosol et de I'activation de I'apoptose par activation des caspase 3. F : APC par le sévoflurane
pourrait protéger en induisant une augmentation de Bcl-xL qui inhibe I'activation de Bax-Bak et
ainsi empéche la libération de cytochrome c et I'activation de I'apoptose, pour favoriser la survie
cellulaire.
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DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons mis au point un modeéle in vitro permettant I'étude
des mécanismes lésionnels de lischémie-reperfusion (IR) et du
préconditionnement anesthésique par les agents anesthésiques volatiles (APC)
dans des cellules cardiaques de rat. Ainsi nous avons démontré pour la premiére
fois que le sévoflurane induisait par I'intermédiaire d’une production d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS), une activation de la voie de 'AMPK, qui est une
voie de signalisation majeure dans le contréle et la régulation du métabolisme
cellulaire en situation de stress énergétique.

De plus, nous avons montré que I’APC induisait une augmentation de la masse
mitochondriale en situation d’IR corrélée a une induction de la protéine Bcl-xL,
connu pour son effet anti-apoptotique en inhibant la perméabilisation et 'altération
des mitochondries en réponse a un signal de mort. Ainsi la protéine Bcl-xL
représente une candidate pertinente comme effectrice de I'effet protecteur de
I’APC vis-a-vis de I'IR.

Le choix du modele cellulaire de cardiomyocytes de rats (lignée H9c2) est justifié
par les travaux de Hescheler et al.”® qui ont montré que les cellules embryonnaires
H9c2 possédent des caractéristiques morphologiques, biochimiques et
électrophysiologiques similaires aux cellules cardiaques adultes de rat et qu’elles
représentent un modele valide d’étude des cardiomyocytes, notamment pour
I’étude de la transduction du signal.

La restriction qui peut étre émise, d’un point de vue physiologique (et énergétique),
concernant les cellules H9c2 est I'absence d’activité contractile spontanée qui est
responsable d’une augmentation de la consommation d’énergie cellulaire,
particulierement en situation d’IR.

Afin de répondre a cette limite méthodologique, I'étape ultérieure de ce travail va
consister a reproduire sur une autre lignée cellulaire de cardiomyocyte de souris
ayant une activité contractile spontanée, les cellules HL-1 mise au point par
Claycomb et al.”’, mais également dans des cultures primaires de
cardiomyocytes, les méme expériences.

Pour étudier les phénomenes d’IR, de nombreux auteurs ont utilisé des modéles
de déprivation en oxygéne seul "® ou de déprivation en oxygéne et glucose °,
négligeant le réle joué par les substrats énergétiques secondaires et les autres
anomalies électrolytiques observées lors de I'ischémie.

Nous avons donc choisi un modéle in vitro d’IR associant une déprivation en
oxygene et un milieu dépourvu de substrats énergétiques, acide a 6,6 de pH par
I'ajout d’acide lactique a 5mM et riche en potassium a 8mM afin de reproduire
I’environnement cellulaire durant une ischémie in vivo. Ce modéle est efficient et
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mime les Iésions d’IR avec une activation de I'apoptose par la libération du
cytochrome c et le clivage de la procaspase 3 en caspase 3 active 3 72 &

Pour la réalisation de I'APC, la méthode référence est I'administration du
sévoflurane par l'intermédiaire d’un vaporisateur associé a un analyseur de gaz,
de maniére similaire & la pratique clinique ®'. Compte-tenu de son faible coefficient
de partage sang/gaz & 0,6 et eau/gaz a 0,37 %; le sévoflurane s’équilibre
rapidement entre les phases gazeuse et liquide a la concentration finale de
0,21mM dans la phase liquide par % en phase gazeuse (soit 0,4mM pour 2%)
8 Malheureusement, cette technique n’est pas applicable dans nos conditions de
culture, notamment en condition d’ischémie.

Une autre méthode d’administration du sévoflurane a été mise au point par Zitta et
al.”® pour la culture cellulaire, qui a été validé par rapport & la méthode référence.
Cette technique consiste a ajouter directement le sévoflurane a la surface du
milieu de culture dans un flacon fermé de maniére étanche. Ainsi, les phases
liquide et gazeuse s’équilibrent rapidement a des concentrations similaires a la
méthode référence et a celles mesurées in vivo %' 8°

Cette méthode autorise donc I'exposition de cellules (H9c2) au sévoflurane dans
différentes conditions de culture sans la nécessité d’'un vaporisateur et d’un
analyseur de gaz.

En I'état actuel des connaissances, aucun mécanisme décrit fait consensus en
dehors du réle des ROS qui se comporteraient comme des initiateurs des voies de
signalisation et des effecteurs intracellulaires responsables de [Ieffet
cardioprotecteur de ’APC par les agents anesthésiques volatiles 1202122232425

Il semble tres probable que les agents anesthésiques soient capables d’induire
plusieurs voies de signalisation et plusieurs effecteurs dont l'effet global soit
cardioprotecteur de maniére synergique, tels que la PKC§ 2 *° et les canaux
mitoKATp 21 56.

Compte tenu de son réle crucial dans les mécanismes de survie de la cellule en
situation de stress énergétique, I'’étude de I'implication de la voie de TAMPK dans
I'effet protecteur de I’APC est pertinent 2° %,

Concernant le caractére ROS-dépendant de 'AMPK, il a été montré que 'AMPK
peut étre activée par différentes protéines, telle que LKB1, CaMKK2 et TAK1 2662,
De plus, il a été montré que les ROS, telle que I'H-O,, sont capables d’activer
I’AMPK par l'intermédiaire d’une phosphorylation de TAK1 .

Nos résultats sont donc en accord avec les données de la littérature car
I'activation de ’AMPK par le sévoflurane est dépendante de la production de ROS,
qui ont été montré comme des initiateurs indispensables de I'effet cardioprotecteur
de ’APC dans de nombreuses études 9202122232425
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Il reste a déterminer si les ROS, produits par le sévoflurane, activent directement
’AMPK par oxydation ou indirectement par lintermédiaire d’une protéine
activatrice de TAMPK, comme TAK1.

Notre travail a montré pour la premiere fois une induction de la voie de 'AMPK
ROS-dépendante par le sévoflurane en dehors de tout stress énergétique.
Lamberts et al.®” ont décrit sur des coeurs isolés de rat une implication de ’AMPK
dans l'effet protecteur de I'APC: I'APC induisait une augmentation de la
phosphorylation de 'AMPK uniquement en situation d’IR. Lors de [lutilisation
d’inhibiteur de I'AMPK (compound c) ou de ROS scavenger (MPG), leffet
protecteur de '’APC sur la taille de I'infarctus était partiellement aboli.

Ces données ont été mises en cause par Lotz et al®® qui ne retrouvaient pas
d’augmentation de la phosphorylation de 'AMPK par le desflurane sur un modéle
in vivo de lapin ; néanmoins les résultats de ce travail étaient méthodologiquement
discutables.

De plus bien que Zhao et al.*® aient rapporté une activation de la voie de ’AMPK
induite par le sévoflurane chez la souris, l'invalidation de I'activation de TAMPK par
I'utilisation de souris AMPK-DN (surexpression AMPKa, dominant négatif, donc
non active) n’a pas mis en évidence de réversion du préconditionnement ; en effet
cela n’a pas entrainé de réduction de la taille de l'infarctus, de la libération de
troponine | et de lactivité de la caspase 3 au décours d’'une ischémie de 30
minutes.

Ainsi les données actuelles sur I'implication de TAMPK dans l'effet protecteur de
'APC restent contradictoires et présentent une grande hétérogénéité
méthodologique. Nos résultats apportent de nouveaux arguments en faveur du
role de I'AMPK dans le préconditionnement anesthésique par les agents
halogénés mais nécessitent d’étre poursuivis.

Les perspectives que nous proposons pour renforcer les conclusions quant au réle
de 'AMPK reposent sur la réponse du modéle cellulaire apres invalidation de
’AMPK. Cette invalidation sera réalisée par la génération de siRNA, shRNA et DN
pour ’AMPK (expériences en cours).

La voie de signalisation de 'AMPK favorise la survie cellulaire et son implication
dans le préconditionnement anesthésique semble pertinente. Plusieurs auteurs
ont montré son implication dans I'autophagie et dans la mort cellulaire mais aucun
lien n’a été encore souligné entre ’AMPK et I'induction des protéines de la famille
Bcl-2, comme Bcl-xL.

En revanche, Raphael et al.™ et Lu et al.“" ont montré que I’APC produisait un
effet anti-apoptotique en induisant une augmentation de la protéine anti-

|90 |24
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apoptotique Bcl-2 respectivement par l'intermédiaire de la voie PISK/Akt et la voie
NFkB.

Donc notre hypothése d’induction de Bcl-xL par lintermédiaire de la voie de
'AMPK en réponse a I'APC doit étre vérifiee par des méthodes de biologie
moléculaire permettant linvalidation de [lactivation de I'AMPK et ainsi de
I'induction de Bcl-xL en situation d’IR et d’APC par le sévoflurane.

L’étude des mécanismes du préconditionnement anesthésique par les agents
volatiles est d’'un intérét majeur pour les patients pris en charge en anesthésie
réanimation, notamment en chirurgie cardiaque et vasculaire ou le pronostic des
patients dépend directement de la prévention ou de la limitation des lésions
induites par la chirurgie en elle-méme. La compréhension des voies de
signalisation et des effecteurs engagés dans l'effet protecteur de ’APC est une
étape importante et nécessaire pour une meilleure prévention des lésions induites
par I'IR, par le développement de nouvelles molécules pouvant agir directement
sur ces voies de signalisation.
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CONCLUSION

Notre travail a montré pour la premiére fois une activation ROS-dépendante de la
voie de ’'AMPK par le sévoflurane dans un modeéle in vitro de cardiomyoblastes de
rat. Nous avons également identifié la protéine Bcl-xL comme un effecteur
potentiel de I'effet anti-apoptotique de I’APC par le sévoflurane (Figure 6). Ces
expériences devront étre reproduites dans des cultures primaires de
cardiomyocytes et chez I'animal pour confirmer I'implication de ce mécanisme
dans l'effet protecteur de ’APC par les agents anesthésiques volatiles. A terme,
I'utilisation de molécules agissant sur ces nouvelles cibles thérapeutiques,
permettrait une optimisation de la prise en charge des patients en chirurgie
cardiaque et vasculaire, et des patients a risque cardiovasculaire en chirurgie non
cardiaque.
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Figure 6 : CONCLUSION
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RESUME

L’ischémie-reperfusion (IR) myocardique est un mécanisme lésionnel responsable de
la premiere cause de morbi-mortalité péri-opératoire. L'effet protecteur vis-a-vis de
'IR par le préconditionnement anesthésique (APC) par les agents anesthésiques
volatiles, en particulier par le sévoflurane, a été largement démontré chez I'animal et
chez 'homme. A l'heure actuelle, les mécanismes d’action de I'APC restent
incomplétement compris, en dehors d’un réle majeur des espéces réactives de
I'oxygene (ROS). Nous avons émis I'hypothése que la voie de signalisation de 'AMP-
Activated Protein Kinase (AMPK) serait impliquée dans ’APC par le sévoflurane vis-
a-vis de I'IR.

Nous avons mis au point un modeéle in vitro d’étude de I'IR et de 'APC dans des
cultures de cardiomyoblastes de rat (cellules H9c2). Notre modele reproduit I'effet
protecteur de '’APC avec une diminution de la libération du cytochrome c de la
mitochondrie vers le cytosol, du clivage de la procaspase 3 et de l'activité de la
caspase 3 active en situation d’IR. Nous avons montré que le sévoflurane induit une
phosphorylation rapide et transitoire de I'AMPK qui est efficiente avec une
phosphorylation de ses cibles protéiques (ACC et p70S6K). Nous avons montré
également que cette activation de la voie de '’AMPK était dépendante des ROS
produits par le sévoflurane. De plus, nous avons identifié la protéine anti-apoptotique
Bel-xL comme un potentiel effecteur de l'effet anti-apoptotique de I'APC par le
sévoflurane vis-a-vis de I'IR.

Notre étude montre pour la premiere fois une activation directe de la voie de TAMPK
par le sévoflurane de maniere ROS-dépendante. Ceci ouvre de nouvelles
perspectives thérapeutiques dans le management péri-opératoire, notamment en
chirurgie cardiaque.
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