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Introduction 

Quel que soit le territoire qu'elle affecte, l'ischémie est conventionnellement définie comme 
une inadéquation entre les apports en sang artériel et les besoins cellulaires en sang 
oxygéné. A ce titre, elle intéresse les cliniciens surtout lorsqu'elle concerne un tissu dont la 
fonction est essentiellement "oxygène-dépendante". C'est le cas de différents organes dont la 
"réponse" au déséquilibre ischémique est conditionnée dans sa gravité par la sévérité et par 
la durée de l'ischémie. Par rapp011 à l'hypoxie qui est le résultat d'une simple réduction de 
la pression partielle en oxygène dans le sang, l'ischémie est un processus beaucoup plus 
complexe puisqu'il associe à la réduction de l'apport en oxygène et en substrats, une 
accumulation de déchets du catabolisme cellulaire tels que les protons, le C02 ou des 
lactates qui, lorsque leur concentration cellulaire s'élève, exercent par eux-mêmes des effets 
cytotoxiques. 

Dans un tissu comme le myocarde, dont le métabolisme requiert un apport important et 
permanent d'oxygène, le maintien de conditions d'ischémie sévère entraîne rapidement des 
altérations des différentes fonctions cellulaires avec toutes les conséquences fonctionnelles 
liées à la réduction de la capacité d'éjection systolique ou au développement de troubles du 
rythme, qui peuvent aboutir à la mort cellulaire (infarctus du myocarde) et mettre en jeu la 
survie même du sujet. La prévention des effets de l'ischémie, en particulier au niveau 
cardiaque, est donc devenue un véritable challenge et de nombreux auteurs ont proposé de 
ralentir ou de limiter les altérations cellulaires induites par l'ischémie myocardique par 
diverses interventions pharmacologiques ou métaboliques. Cependant, malgré les nombreux 
résultats favorables obtenus sur divers modèles animaux, il reste important de souligner que 
la protection pharmacologique ou métabolique du tissu cardiaque ischémique ne peut être 
envisagée que pour retarder le début d'altérations cellulaires irréversibles, une reperfusion 
efficace du tissu ischémique étant seule capable de rendre à celui-ci, de façon durable, des 
potentialités fonctionnelles acceptables. Si la reperfusion du myocarde ischémique doit donc 
nécessairement intervenir le plus précocement possible après le début du processus 
d'ischémie, il a été démontré qu'elle pouvait, dans certains cas, entraîner, par elle-même et 
de façon paradoxale, des effets néfastes se traduisant par l'accélération du processus de 
nécrose ou par l'apparition de troubles graves du rythme (fibrillation ventriculaire). Ce 
phénomène, qui a été initialement décrit par HEARSE et coll. (1973) sous le nom "d'oxygen 
paradox", semble lié à la réoxygénation brutale du myocarde hypoxique et il a été 
récemment suggéré qu'une partie des altérations cellulaires résultant de la réoxygénation ou 
de la reperfusion, puisse être due à une surproduction brutale et non contrôlée d'espèces 
hautement réactives dérivées de la molécule d'oxygène, les radicaux libres oxygénés. 

9 

_I 



L'étude de ces derniers a permis de mettre en évidence l'existence de composés au pouvoir 
antioxydant présentant la capacité de piéger les radicaux libres. Dans ce cadre, la 
mélatonine, (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) hormone pinéale de mammifère, un 
aminoindole issu du métabolisme de la sérotonine (5-hydroxytryptamine) a été récemment 
présentée dans différentes études "in vitro" comme étant un potentiel piégeur du très toxique 
radical hydroxyle OH

0

• De plus, des mesures indirectes de son activité antioxydante chez les 
animaux indiquent des effets similaires "in vivo" (Reiter et coll., 1996) 

Compte tenu de ces informations, il nous a paru intéressant d'évaluer les capacités 
antioxydantes de la mélatonine lors d'un stress oxydatif induit par un épisode d'ischémie-
reperfusion myocardique à travers la mesure de la taille de l'infarctus afin de mettre en 
évidence son rôle cardioprotecteur. 

Pour ce faire, ce document rapporte le travail expérimental réalisé dans le cadre de la 5ème 
année hospitalo-universitaire de mes études pharmaceutiques au sein du laboratoire 
P.C.E.B.M. (Pharmacologie Cardiovasculaire Expérimentale - Biomolécules) et du 
laboratoire Biochimie C de l'université joseph fourier de grenoble. Il se compose de deux 
parties. 

La première, bibliographique, comprend trois chapitres afin de synthétiser les connaissances 
que j'ai dû acquérir pour réaliser cette étude. 

La deuxième, expérimentale, rapporte le travail réalisé. Une étude préliminaire de stabilité 
et de conservation d'une solution de mélatonine à -80°C est décrite en annexe. 
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I. ISCHÉMIE-REPERFUSION MYOCARDIQUE 

1. L'ischémie myocardigue 

1.1. Définition 

Une définition simple et concise de l'ischémie myocardique est difficile à donner. Néanmoins, la 
plus simple, et peut-être la mieux acceptée, est: 

"L'ischémie cardiaque correspond à un déséquilibre entre l'apport d'oxygène et de 
nutriments et les besoins myocardiques ". 

En d'autres termes, l'ischémie cardiaque apparaît lorsque le débit sanguin coronaire est diminué par 
une occlusion partielle ou totale et que ce débit devient inadéquat pour répondre à la demande 
cardiaque. 

Cette inadéquation aura un certain nombre de conséquences physiologiques, biochimiques, 
mécaniques, électriques, morphologiques et peut-être génétiques. 

1.2. Rappels anatomiques 

Le cœur est irrigué par un réseau artériel qui lui est propre et qui décrit une couronne autour de sa 
base d'où son nom de réseau coronaire. Au départ de l'aorte naissent deux artères: les coronaires 
droite et gauche, démarrant chacune au niveau de son propre ostium situé derrière les cuspides de la 
valvule semi-lunaire (Fig 1). 

• la coronaire gauche longe sur une courte distance le côté gauche du cœur, puis se divise en 
deux branches: l'artère interventriculaire antérieure et l'artère circonflexe. 

• l'artère interventriculaire antérieure descend le long de la face antérieure du septum 
interventriculaire vers 11 apex du cœur et ses ramifications irriguent les deux ventricules, 
mais aussi le faisceau de His. 

• l'artère circonflexe suit le sillon auriculo-ventriculaire jusqu'au côté gauche du cœur puis 
se ramifie sur la face postérieure pour desservir l'oreillette et le ventricule gauches. 

• l'artère coronaire droite longe le côté droit du cœur en suivant le sillon auriculo-
ventriculaire droit, contourne le cœur jusqu'à sa face postérieure. Ses ramifications 
irriguent l'oreillette et le ventricule droit mais aussi les nœuds sinusal et auriculo-
ventriculaire. Sur la face postérieure du cœur, sa principale ramification appelée artère 
interventriculaire postérieure, descend vers l'apex et fournit aux deux ventricules de petites 
ramifications. 
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Le sang passe des artères coronaires à un réseau important de capillaires puis atteint les veines 
cardiaques qui longent les artères. La fusion des veines coronaires forme un conduit élargi qui est 
situé sur la face postérieure dans le sillon auriculo-ventriculaire: le sinus coronaire. 

Il y a deux caractéristiques de la circulation coronaire qui sont importantes à considérer lorsque l'on 
veut étudier ou provoquer une ischémie cardiaque par ligature d'une artère coronaire: 

• les anastomoses coronaires sont des artères qui relient entre elles deux branches d'un même 
réseau comme deux branches de deux réseaux différents (Fig 1). Ces anastomoses sont 
plus ou moins développées selon les individus et les espèces, voire même selon la race au 
sein d'une même espèce. Chez l'individu jeune peu sportif, ces branches sont peu 
développées et apparaissent avec l'âge, l'entraînement physique ou les épisodes de 
souffi"ance cardiaque. Pour ce qui est des espèces animales, le rat est pratiquement 
dépourvu d'anastomoses alors que le chien de race Beagle en est très largement pourvu. 

• les veines de Thébésius sont des veines de faible diamètre qui débouchent directement 
dans les cavités cardiaques, principalement du côté droit. Dans certains cas, une perfusion 
rétrograde a été évoquée (chez le lapin). 

Légende: 
1: Anastomoses inter-a1lia1es 
2: Artère a1lia1e droite antérieure 
3: Anastomoses pré-aortiques 
4: Artère coronaire droite (portion d'origine) 
5: Artère a1lia1e du bord droit 
6: Artère coronaire droite (portion intermédiaire) 
7: Artère du bord droit du coeur 
8: Artère coronaire droite (portion postérieure) 
9: Artère margina1e droite 
10: Anastomose vermiculaire droite 
11: Anastomoses apicales 
12: Artère apexienne 
13: Anastomose intra-coronarienne 
14: Anastomose ventriculaire gauche 
15: Artère interventriculaire antérieure 
16: Artère circonflexe 
17: Artère pulmonaire 
18: Anastomoses infundibulaires 
19: Artère coronaire gauche 
20: Artère atriale gauche antérieure 
21: Veine pulmonaire supérieure gauche 
22: Aorte ascendante 

Figure 1: "Les principa1es anastomoses coronariennes". 
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1.3. Les effets métaboliques 

1.3.1. Origines des effets métaboliques 

L'ischémie myocardique est définie comme étant un déficit de la perfusion sanguine du myocarde, 
entraînant un déséquilibre entre les apports et les besoins en oxygène. L'ischémie est donc 
responsable du passage d'un métabolisme aérobie à un métabolisme anaérobie. De plus, il y a aussi 
une diminution du drainage du sang au niveau de la zone ischémique. Du point de vue clinique, 
l'ischémie myocardique correspond à une insuffisance coronaire: angor, angine de poitrine ou 
infarctus. 

La modification du métabolisme myocardique au cours de l'ischémie est donc due à deux 
mécanismes principaux (Fig 2): 

• un déficit en substrat énergétique, 
• un défaut d'élimination (ou accumulation) des produits finaux (OPIE, 1991). 

1.3.2. Le déficit énergétique 

Le déficit cellulaire en oxygène provoque une diminution du fonctionnement mitochondrial et donc 
une chute des métabolites énergétiques (ATP ou phosphocréatine) disponibles dans le cytoplasme. 
Celle-ci est responsable, dans un premier temps, d'une stimulation de la production anaérobie 
d'ATP, par glycogénolyse et glycolyse, qui reste néanmoins insuffisante pour fournir l'énergie 
nécessaire au myocarde. II en résulte une diminution de la contractilité et des perturbations de 
l'homéostasie ionique par inhibition des canaux ATP-dépendants. 

• La concentration intracellulaire en calcium est augmentée: 

• par inhibition de la recapture par le réticulum endoplasmique, 
• par l'action de l'AMPc, en quantité accrue, sur les canaux calciques. 

L'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire est responsable de la 
contracture ischémique (contraction des fibres musculaires) et de lésions membranaires par 
stimulation de phospholipases calcium-dépendantes. 

• Le potassium s'accumule dans l'espace extracellulaire: 

• par inhibition du fonctionnement du canal potassique ATP-dépendant, 
• par activation du co-transport potassium-lactate (dû à une accumulation de lactates 

issus de la glycolyse), 
• par activation du co-transport potassium-phosphate (dû à une accumulation de 

phosphates inorganiques issus de la dégradation de l'ATP). 

15 



• Le sodium entre dans les cellules: 

• par échange avec les protons ou le calcium en excès dans la cellule, 
• par inhibition de la pompe sodium-potassium, causée par un défaut en ATP. II en 

résulte une entrée d'eau dans les cellules d'où un œdème dans la zone ischémique. 

L'oxydation des acides gras (substrat énergétique principal du cœur à l'état physiologique) est un 
processus exclusivement aérobie. Elle est inhibée par le défaut d'ATP à l'ischémie. II en résulte une 
accumulation de métabolites lipidiques (acides gras libres, acylCoA. .. ) ayant des propriétés 
détergentes et arythmogènes sur les membranes. 

- ~' ·_1sc_H_ÉM_IE~1---------. 
~ de l'apport en oxygène 

Inhibition du métabolisme 
mitochondrial 

Accumulation des 
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Figure 2: "Cascade métabolique de l'ischémie à l'infarctus" (d'après Opie; 1991). 
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1.3.3. L'accumulation des produits du catabolisme 

Lors de l'ischémie, le courant sanguin interrompu ne permet plus le lavage du tissu ischémique par 
le sang veineux qui, en temps normal, élimine tous les métabolites inutiles à la cellule. II y a 
accumulation de certains métabolites comme les lactates et le NADH issus de la glycolyse. Ceux-ci 
exercent un rétrocontrôle négatif sur cette voie métabolique. Une fois la glycolyse freinée, plus 
aucune production d'ATP n'est possible. 

L'accumulation du C02 et des protons est responsable d'une acidose métabolique. Si celle-ci 
s'intensifie, elle peut atteindre les valeurs d'activation des lysosomes et provoquer des destructions 
tissulaires irréversibles. 

Les produits de dégradation de l'ATP (ADP, AMP, adénosine, phosphates inorganiques, 
hypoxanthine et xanthine) s'accumulent également dans la zone ischémique. L'adénosine induit une 
vasodilatation en aval du thrombus ou de la ligature responsable de l'ischémie (Fig 2). 

1.4. Conséquences de l'ischémie 

1.4.1. Importance de l'ischémie 

Les conséquences sont très variables selon l'importance de l'ischémie, elle-même fonction de 
caractéristiques telles la durée et le degré d'ischémie. 

•La durée d'ischémie myocardique 

Une courte durée d'ischémie n'aura que peu de conséquences néfastes et pourra au contraire 
présenter un bénéfice tel qu'illustré par le phénomène de préconditionnement ischémique. Une autre 
adaptation possible à une ischémie aiguë est le phénomène du myocarde hivernant "hibernating 
myocardium" qui correspond à une réduction de la fonction contractile dans une situation de 
diminution du débit sanguin. Lors de la restauration du débit sanguin, la fonction contractile 
redevient normale. La sidération myocardique "myocardial stunning" correspond à une situation où 
la fonction myocardique est altérée de façon importante mais réversible alors que le débit est 
normal. Ceci est rencontré à la suite d'une ischémie de courte durée suivie de reperfusion. 

A l'opposé, si l'ischémie est maintenue pendant un temps suffisamment long les conséquences 
seront irréversibles. 

•Le degré d'ischémie myocardique 

Le cœur étant un tissu dont la fonction est essentiellement "oxygène-dépendante" comme le rappelle 
son exceptionnel coefficient d'extraction du sang, à savoir près de 95%, il est évident que le degré 
d'ischémie myocardique est étroitement lié à la consommation en oxygène via différents facteurs 
comme la fréquence cardiaque, la pression artérielle ou la force de contraction. 
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Une ischémie totale entraîne de rapides modifications physiologiques, biochimiques, mécaniques, 
électriques et morphologiques. Il en va de même avec une ischémie à débit grandement réduit où, 
malgré une faible accumulation de métabolites, ces modifications peuvent apparaître. 

Le niveau d'ischémie qui va déterminer la taille de la zone à risque (région du myocarde 
normalement vascularisée par l'artère occluse) est également important à considérer car, selon qu'il 
s'agira d'une ischémie globale ou régionale, les répercutions électrophysiologiques ne seront pas les 
mêmes. Les troubles du rythme liés à l'ischémie seront observés plus particulièrement en cas 
d'ischémie régionale. A cela il faut rajouter le fait que le pourcentage de réduction du flux sanguin 
dans la zone ischémique est un facteur directement en relation avec l'importance de la circulation 
collatérale (débit sanguin myocardique persistant dans la zone à risque en provenance de la zone 
non ischémique). 

1.4.2. Conséquences fonctionnelles 

Dans les premières secondes d'ischémie, une diminution importante et brutale de la fonction 
contractile est observée. Elle est due au déficit en ATP (nécessaire à la contraction par fixation à la 
tête de myosine) et à la compétition entre les ions calcium et les protons pour la fixation sur les sites 
de liaison spécifiques de la troponine C. 

1.4 .3. Conséquences cellulaires et tissulaires 

Dans un premier temps, les dommages cellulaires restent réversibles. Si la reperfusion coronaire est 
assurée, le myocarde retrouve son intégrité. Par contre, si l'ischémie se prolonge, les lésions 
deviennent irréversibles. Il y a mort cellulaire et nécrose. C'est l'infarctus. Le passage à des lésions 
irréversibles est la conséquence de l'aggravation des perturbations métaboliques comme la baisse de 
l'ATP (au-delà d'un taux critique qui reste encore à déterminer), l'augmentation du calcium 
intracellulaire, les lésions membranaires, l'œdème, l'activation des lysosomes ... 

La survenue d'un infarctus peut être reflétée biologiquement par la libération d'enzymes 
intracellulaires. En effet, si elles sont retrouvées dans le sang périphérique c'est qu'il y a eu lésion 
membranaire. Le marqueur le plus utilisé est l'isoenzyme :MB de la créatine kinase présent 
principalement au niveau intracellulaire des myocytes. 

Le sous-endocarde est la zone la plus sensible à l'ischémie. En effet, il est plus éloigné de la source 
de sang coronaire qui irrigue d'abord !'épicarde, créant ainsi un gradient métabolique défavorable 
aux zones profondes. II est également soumis à une pression intramurale plus importante ce qui 
diminue sa perfusion. S'il y a nécrose, elle s'étend du sous-endocarde au sous-épicarde. Ce 
phénomène est appelé "wave-front phenomenon". 
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1. 4. 4. Conséquences électrophysiolo giques 

•Sur l'ECG 

La fuite du potassium vers l'espace extracellulaire observée à l'ischémie est responsable d'une 
diminution de la polarisation (légère dépolarisation). En diastole, il en résulte un courant électrique 
de la zone ischémique vers la zone non ischémique. Une dépression du segment QT s'observe sur 
l'ECG (Fig 3). A l'inverse, en systole, la zone ischémique est moins dépolarisée. Un courant va de 
la zone non ischémique vers la zone ischémique d'où une élévation du segment ST de l'ECG. 

En diastole En systol.e 

Figure 3: "Modification des courants électriques myocardigues en systole et en diastole au cours de l'ischémie". 
(d'après Opie, 1991) 

•Sur les potentiels d'action 
Lors de l'ischémie, les potentiels d'action sont modifiés. Leur amplitude est réduite ainsi que leur 
durée. Ceci peut être expliqué par la sortie accrue de potassium hors de la cellule (Fig 4). 
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Figure 4: "Modification du potentiel d'action lors d'une ischémie". (d'après Opie, 1991). 
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•Arythmies 

Trois mécanismes peuvent être à l'origine de l'apparition d'arythmies. 

• L'augmentation de l'automaticité ventriculaire qui correspond au développement de nouveaux 
sites de dépolarisation (foyers ectopiques) dans le tissu de conduction (fibres de Purkinje). 
Cette dépolarisation spontanée est accélérée par la diminution du potassium intracellulaire et 
par la stimulation sympathique à l'ischémie. II y a dépolarisation ventriculaire en dehors de 
toute décharge du nœud sinusal: C'est une extrasystole ventriculaire. Si plus de deux 
extrasystoles se suivent, on parle de tachycardie ventriculaire. Si plusieurs foyers ectopiques 
déchargent en même temps, le rythme est fortement perturbé, les contractions cessent: c'est une 
fibrillation ventriculaire. 

• Les circuits de réentrée. Si une hétérogénéité électrique dans le myocarde crée un 
ralentissement de la conduction (cas d'un foyer d'ischémie), l'impulsion électrique qui la 
traverse arrive dans le tissus sain après la période réfractaire et engendre une nouvelle 
dépolarisation. Ce mécanisme est responsable de tachycardies et de fibrillations ventriculaires. 

• Les post-dépolarisations ou développement d'activité automatique dans les myocytes. Par 
augmentation de la concentration intracellulaire en calcium et activation de l'échange calcium-
sodium, il y a induction d'une dépolarisation spontanée. Ce phénomène peut-être à l'origine de 
tachycardie ventriculaire. 
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2. La reperfusion 

2.1. Thérapeutique de l'ischémie myocardique 

La reperfusion coronaire est la seule méthode permettant de limiter les conséquences de l'ischémie 
et de réduire la taille de l'infarctus. A condition d'être entreprise suffisamment tôt, elle permet la 
récupération complète du myocarde tant qu'il n'y a pas eu de lésions cellulaires irréversibles. Avec 
le développement: 

• de la thrombolyse (lyse enzymatique du thrombus responsable de l'ischémie), 
• de !'angioplastie (dilatation mécanique de l'artère coronaire occlue) et 
• de la chirurgie des pontages coronariens, 

une reperfusion est actuellement cliniquement possible. 

2.2. Les lésions à la reperfusion 

Si la reperfusion semble être, à l'heure actuelle, le seul moyen de sauver un myocarde ischémique, 
de très nombreuses équipes ont pu montrer, ces dernières années, que celle-ci pouvait également 
avoir un effet néfaste (Rochette et Maupoil, 1993). Au moment de la reperfusion, il y a accélération 
du processus nécrotique commencé pendant l'ischémie. Ainsi, des effets délétères sont observés sur: 

• le rythme cardiaque, 
• la circulation coronaire, 
• la fonction contractile 
• et les lésions cellulaires qui s'aggravent. 

• Deux types de lésions sont à distinguer 

• Les unes sont observées à la reperfusion mais sont la conséquence directe de l'ischémie 
précédente. Elles sont révélées par la reperfusion, car le courant sanguin rétabli lave alors la 
zone ischémique de toutes les substances accumulées pendant l'occlusion. C'est le cas par 
exemple des catécholamines qui sont responsables d'arythmies à la reperfusion. 

• Les autres lésions sont propres à la reperfusion, d'où le terme de "reperfusion injury". Plusieurs 
phénomènes semblent en être responsables: 

• la surcharge en calcium, commencée à l'ischémie, qui s'aggrave à la reperfusion, 
• la non-reperfusion (ou "no reflow") de certains territoires, due à des hémorragies 

consécutives à des lésions vasculaires ou à l'adhérence de polynucléaires à l'endothélium 
vasculaire, 

• la réentrée brutale d'oxygène dans la zone ischémique, favorable à la production de 
radicaux libres de l'oxygène, toxiques pour les cellules. 
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3. Les modèles d'ischémie myocardique 

3 .1. Introduction 

Bien évidemment le but des modèles d'étude de l'ischémie myocardique est de reproduire le plus 
fidèlement possible les situations rencontrées en clinique. Ces modèles sont importants à la fois 
pour explorer la physiopathologie de l'ischémie cardiaque et pour essayer de mettre en œuvre de 
nouvelles approches thérapeutiques. 

Il est clair que les études conduites "in vitro" sur des organes isolés ou sur cultures de cellules, où 
les conditions ischémiques sont mimées par l'hypoxie, l'utilisation d'inhibiteurs métaboliques ou de 
solutions acides riches en lactate et en potassium ne peuvent reproduire fidèlement la totalité des 
phénomènes rencontrés en clinique. 

L'ischémie en clinique est, de plus, rarement totale (contrairement à ce qui est pratiqué dans bon 
nombre de modèles expérimentaux) et survient peu chez des individus jeunes et en bonne santé, 
mais plutôt dans des situations cliniques comme le diabète, l'hypertension ou l'hypertrophie 
cardiaque qui contribuent à (et compliquent) la maladie ischémique. 
En clinique humaine, l'ischémie apparaît la plupart du temps lentement. C'est le cas du thrombus 
coronaire qui s'installe et occlue le vaisseau petit à petit. Ce caractère est difficile à mimer de façon 
expérimentale ou l'installation est plus facilement brutale (et mime la situation clinique qui 
correspond au spasme coronaire). 
Cette notion d'installation brutale est cependant importante à considérer car les conséquences de 
l'ischémie, notamment électrophysiologiques, sont très différentes selon qu'elles apparaissent 
spontanément ou non (Goldstein et coll., 1994). 

Plusieurs espèces animales ont été utilisées à cet effet: souris, rat, cochon d'Inde, lapin, chat, furet, 
chien, chat, porc, mouton, singe ... et ont révélé des différences considérables interespèces pour ce 
qui est de leur vulnérabilité vis-à-vis de l'ischémie. La présence ou non d'anastomoses perméables 
est probablement un des facteurs responsables de ces différences (Maxwell et coll., 1987). 

Des différences dans les propriétés électrophysiologiques des cœurs de ces divers animaux peuvent 
également être évoquées. 

Pour ce qui est plus particulièrement de l'étude de l'infarctus myocardique (une des conséquences 
majeures de l'ischémie de longue durée), les modèles utilisant de petits animaux sont de plus en plus 
préférés pour la facilité d'hébergement sur de longues périodes, la possibilité de faire des séries 
expérimentales avec un grand nombre d'animaux à moindre coût. 

•Classiquement nous distinguerons les modèles "in vivo" des modèles "in vitro": 

• "In vivo", pour des raisons éthiques, l'ischémie sera produite la plupart du temps sur des 
animaux anesthésiés. Toutefois, les agents anesthésiques utilisés peuvent interférer par eux-
mêmes avec l'ischémie. 

• "In vitro", pour des raisons pratiques, le cœur ou le :fragment de cœur sera perfusé la plupart du 
temps par des solutions de perfusion tamponnées (Krebs-Henseleit, Ringer, etc.) et non pas par 
du sang. 
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3.2. Les modèles "in vitro" 

3 .2 .1. Introduction 

Il est possible de travailler "in vitro" sur des cœurs entiers, prélevés à l'animal après injection intra-
péritonéale (ip) d'un anesthésique comme le Desnodal®. Puis le cœur est prélevé et placé sur un 
montage de perfusion. Deux techniques existent: la perfusion selon la technique de Langendorff, 
dite par voie rétrograde, et celle selon la technique de Neely, dite du cœur travaillant. 

Le choix de l'espèce animale est important pour une raison pratique: la quantité de liquide de 
perfusion consommée par le cœur, directement liée à la taille de ce dernier. 
La solution de tampon de perfusion utilisée est la plupart du temps un Krebs modifié en fonction du 
type d'étude réalisée (pratiquement chaque laboratoire possède sa ~ropre recette). Ce tampon de 
perfusion renferme du glucose et des ions en mélange (Na+, K+, Ca+, Cl" ... ), il est filtré, oxygéné 
par barbotage d'un mélange à 95% d'02 et 5% de C02, tamponné à pH 7.4 et maintenu à une 
température de 37°C. 

3 .2.2. La technique de Langendorff 

Cette technique déjà ancienne (Langendorff, 1895) est encore largement utilisée pour des études 
physiologiques et pharmacologiques et permet de maintenir en survie "ex vivo" des cœurs de petits 
mammifères pendant plusieurs heures. 
Immédiatement après le prélèvement, le cœùr est suspendu par l'aorte [a] à une canule de perfusion 
métallique (canule aortique) à travers laquelle arrive le liquide de perfusion oxygéné et thermostaté 
à 3?°C (Fig 5). Dans ces conditions, les valvules sigmoïdes [vs] se trouvent fermées sous la pression 
du liquide de perfusion, et le réseau coronaire [ac] est perfusé de façon continue. Le réseau 
coronaire déverse ses effiuents dans le sinus coronaire [se], à l'intérieur de l'oreillette droite [OD]. 
On réalise une petite incision de l'artère pulmonaire [ap] de façon à favoriser l'écoulement du 
liquide de perfusion vers l'extérieur de l'organe. 
Sur un tel dispositif, les cavités cardiaques ne sont pas remplies, le cœur n'effectue donc aucun 
travail mécanique externe mesurable. 

• II existe deux modes de petfusion par voie aortique 

• Le premier consiste à imposer la pression de perfusion en laissant les résistances 
vasculaires coronaires déterminer le débit de perfusion. Ce dispositif est dit: "à pression 
constante". 

• Le second consiste à imposer le débit de perfusion à l'aide d'une pompe péristaltique. Dans 
ces conditions, les résistances vasculaires coronaires déterminent la pression de la 
perfusion. Un tel dispositif est dit: "à débit constant". 
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a.p. 

s.c. 

v.c. 

Figure 5: "Cœur isolé perfusé". 
Les longues flèches correspondent à la perfusion aortique de Langendorff, 1895. 

Les petites correspondent à la perfusion atriale gauche de Neely, 1967. 
Les légendes sont données dans le texte. 

Les perfusions par voie aortique présentent l'avantage d'être simples à mettre en œuvre et de 
permettre le maintien de performances stables sur de longues durées de perfusion. 
La plupart du temps cette technique est appliquée à des cœurs de rat, de cochon d'Inde ou de lapin. 
Plus rarement des cœurs de taille plus importante sont étudiés par cette technique comme ceux de 
chien ou de porc. Enfin plus récemment, devant l'apport scientifique grandissant apporté par les 
souris transgéniques, des chercheurs ont utilisé la technique de Langendorff sur cœur de souris 
(Marber et coll., 1995; Michael et coll., 1995a). 

Dans cette technique, le liquide de perfusion arrive par l'aorte, rencontre la valve aortique fermée et 
part dans les coronaires pour ressortir au niveau du sinus coronaire et s'écouler librement ce qui 
permet la mesure du débit coronaire. On peut enregistrer également l'activité électrique cardiaque et 
en dériver sa fréquence à l'aide de deux électrodes (une fixée sur la canule de perfusion si celle-ci 
est en métal, et l'autre fixée à l'apex). La pression développée par le ventricule gauche est également 
enregistrable en y introduisant par la valve mitrale un cathéter muni ou non d'un ballonnet en latex 
relié à un capteur de pression (Fig 6). 
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Figure 6: "Mesure de la pression intra-ventriculaire gauche par la technique du ballonnet". 

De façon plus spécifique, il est également possible d'implanter des micro-électrodes de verre pour 
mesurer des potentiels d'action intracellulaires ou de mettre en contact avec !'épicarde une sonde 
capable de mesurer des potentiels d'action monophasiques. II est possible d'effectuer des études à 
fréquence cardiaque spontanée ou encore en stimulant le cœur à fréquence choisie. D'un point de 
vue biochimique il sera également possible d'effectuer des dosages dans l'effluent coronaire (p02, 
pC02, pH, lactactes, CK, noradrénaline, substances réagissant avec l'acide thio-barbiturique ... ) ou 
encore de placer le cœur ainsi perfusé à l'intérieur d'un appareil de RMN afin de faire de la RMN du 
phosphore et d'appréhender le métabolisme myocardique via les teneurs tissulaires en ATP, ADP, 
AMP et phospho-créatine ou de la RMN du proton pour s'intéresser plus particulièrement aux 
modifications de pH. 

Il est alors possible de créer soit une ischémie globale (du cœur entier) totale ou non (par arrêt 
complet ou par simple diminution du débit de perfusion), soit une ischémie régionale (par occlusion 
de l'artère coronaire gauche). Il faudra être vigilant à bien contrôler la température du cœur pendant 
l'ischémie (en plaçant le cœur dans une enceinte thermostatée par exemple), puisque c'est le liquide 
de perfusion qui est responsable du maintien de ce paramètre. L'hypoxie seule peut aussi être 
étudiée en remplaçant 1'02 par de l'azote. 

Des techniques plus difficilement reproductibles et de ce fait moins employées ont également été 
développées comme la micro-embolisation (injection de microsphères de 80µm de diamètre). Plus 
récemment, une technique basée sur la réaction photochimique entre le rose de Bengale et la 
lumière (540nm) a été utilisée pour réaliser une occlusion thrombotique d'une artère coronaire chez 
le rat (Hirata et coll., 1995). Cette technique validée par l'observation des thrombus sur coupe 
transversale de cœur de rat, peut être utilisée aussi bien "in vivo" qu"'in vitro". 

L'utilisation d'une canule de perfusion particulière permet de perfuser différemment la coronaire 
droite et la coronaire gauche (Rees et Curtis, 1995). 

En fonction de la durée et du degré de l'ischémie, ce modèle permettra d'étudier aussi bien les 
troubles du rythme, la limitation de la taille de l'infarctus ou la fonction ventriculaire. 

Une modification simple apportée au circuit permet de perfuser le cœur avec du sang lorsque 
nécessaire sans pour autant être amené à remplir de sang tout le montage (Mc Donagh et Reynolds, 
1994). 
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3.2.3. La technique du cœur travaillant 

La première description connue de cette technique est à porter à l'actif de Newell Martin en 1883 
(Opie, 1992). Dans sa forme moderne cette technique a été décrite par Neely et ses collaborateurs 
en 1967. L'oreillette gauche est canulée de façon à perfuser le cœur selon une pression fixée au 
préalable (précharge). L'aorte est également canulée et une colonne d'eau est imposée au ventricule 
gauche (post-charge). Par cette technique il est donc possible de mesurer en plus du débit coronaire 
un débit aortique et donc un débit cardiaque. Les valeurs de la pré- et de la post-charge peuvent être 
modifiées en fonction de l'étude. La fréquence cardiaque pourra être mesurée comme 
précédemment. Par contre, la mesure de la pression intraventriculaire ne sera pas possible comme 
dans le cas du Langendorff. 

3.2.4. Les techniques de superfusion de muscles papillaires 
ou de fragments ventriculaires 

Dans certaines études, notamment électrophysiologiques, il est utile de travailler sur des muscles 
papillaires ou des fragments ventriculaires isolés et de les soumettre à des protocoles de stimulation 
électrophysiologiques en mimant ou non l'ischémie par modification de la composition et de la 
nature du liquide de superfusion. L'immersion dans de l'huile de paraffine a également été employée 
pour mimer l'ischémie et utiliser des techniques de voltage clamp (De Hemptinne et coll., 1982). 
Cependant, un des inconvénients majeurs de ce type de méthode est que le tissu n'est pas perfusé de 
façon correcte (seules les couches de cellules les plus superficielles sont relativement bien 
oxygénées). Pour cette raison, des techniques ont été développées basées sur l'utilisation de 
fragments de ventricule ou d'oreillette perfusés après canulation de l'artère coronaire afférente. 

3 .2. 5. Les techniques sur culture de cellules 

Après isolation et mise en culture ou simple maintien en survie des cardiomyocytes de différentes 
espèces animales, il est possible là encore d'étudier telle ou telle conséquence de l'ischémie (Kimura 
et coll., 1990). 
Ces modèles sont limités par le fait que le cœur renferme bien d'autres types cellulaires que les 
cardiomyocytes (les cellules endothéliales vasculaires sont sans doute à prendre en compte). Par 
contre, ils permettent l'utilisation de cardiomyocytes auriculaires ou ventriculaires humains prélevés 
par simple biopsie cardiaque (Ikomidis et coll., 1994). 

3.3. Les modèles "in vivo" 

Une des techniques expérimentales les plus utilisées "in vivo" est la ligature coronaire. Cette 
méthode a été décrite pour la première fois chez le rat (Selye et coll., 1960). Elle est pratiquée 
également chez le lapin, le chat, le chien et le porc dans un grand nombre d'études expérimentales. 
De plus, cette technique a été décrite récemment chez la souris (Michael et coll., 1995b). 
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Classiquement, l'animal est anesthésié et ventilé artificiellement. La coronaire gauche, ou une de ses 
branches, est occlue pour un temps donné. Cette occlusion peut être ou non suivie d'une 
reperfusion. 
Par cette technique, il est possible d'étudier l'une ou l'autre des conséquences de l'ischémie aiguë ou 
encore l'infarctus. 
Chez le rat, au contraire de l'homme et des mammifères de grande taille (porc, chien ... ) les artères 
coronaires ne sont localisées à !'épicarde qu'à leur origine. L'occlusion se fera de ce fait selon un 
repère anatomique, sans visualiser le vaisseau à occlure. La reproductibilité de la technique peut en 
être amoindrie et pourra peut être expliquer, au moins en partie, les disparités rapportées dans cette 
espèce dans la taille des infarctus créés. 
Il faudra classer les animaux en 3 groupes selon ce critère: petit infarctus ( 4-30% de la 
circonférence endocardique du ventricule gauche), infarctus modéré (31-45%) et infarctus de 
grande taille (47-59%) (Pfeffer et coll., 1979). 

L'utilisation d'occludeurs pneumatiques, de bagues renfermant des améroïdes (substances capables 
de gonfler en se chargeant d'eau), de spirales de cuivre, de cathéters munis de ballonnet sont autant 
de méthodes qui ont été développées afin de permettre une occlusion partielle, d'installation lente ou 
encore applicable en clinique, mais elles restent peu utilisées. 

3.4. Les paramètres mesurés 

Parmi les indicateurs de l'ischémie cardiaque, un des plus précoces est l'élévation du segment ST de 
l'électrocardiogramme. Cependant ce paramètre n'est pas toujours facile à mesurer. L'ECG du rat est 
notamment difficile à acquérir et à interpréter (de même que "in vitro"). De plus ce paramètre ne 
permet pas de quantifier le phénomène ischémique. 

Si la durée d'ischémie est suffisante (et/ou de reperfusion) il est également possible de mesurer la 
taille de l'infarctus, soit par des techniques histologiques, soit par des techniques histoenzymatiques 
basées notamment sur l'utilisation des sels de tétrazolium (Nitro Blue Tetrazolium,ou Triphenyl 
Tetrazolium Chloride) (Nachlas et coll., 1957). 

Enfin, des techniques biochimiques sont également disponibles incluant le dosage de marqueurs 
enzymatiques ( aspartate aminotransférase, créatine kinase et ses isoenzymes et isoformes, lactate 
deshydrogénase et ses isoenzymes) ou des marqueurs non-enzymatiques (myoglobine, troponine T 
et I). 

Compte tenu du fait qu'il est impossible de reproduire fidèlement d'un cœur à l'autre le même 
volume de zone à risque (variabilité interindividuelle des anastomoses) la plupart des investigateurs 
ont cherché à normaliser la taille d'infarctus en fonction de la zone à risque. 
Cette zone à risque se mesure également par des techniques de coloration. 

Il existe une corrélation significative entre la taille de la zone à risque et celle de l'infarctus. 
Cependant chez le lapin, contrairement au rat, le volume de la zone à risque doit dépasser un certain 
seuil avant que l'infarctus ne se développe. La raison pour laquelle chez le lapin une zone à risque 
de petite taille n'évolue pas vers la nécrose est mal connue. Comme chez le rat, les anastomoses 
coronaires sont virtuellement absentes. Il semble qu'un flux rétrograde au travers des veines de 
Thébésius, une diffusion d'02 directement au travers du tissu ou encore un débit par le système 
lymphatique puissent jouer un rôle. 
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Chez le lapin, l'infarctus débute dans la portion médiane et progresse conjointement vers !'épicarde 
et l'endocarde. A l'opposé, chez le chien, l'infarctus débute dans la zone sous endocardique. 
La mesure du débit sanguin régfonal au niveau des différentes zones peut permettre d'expliquer des 
différences. Cette mesure se fera à l'aide de microsphères radioactives (Domenech et coll., 1969) ou 
plus récemment grâce aux microsphères colorées (Hale et coll., 1988), fluorescentes (Glenny et 
coll., 1993), ou encore excitables par la fluorescence (Morita et coll., 1990). 
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II. 

Les radicaux libres de l'oxygène 
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CHAPITRE II: Les radicaux libres de l'oxygène 

1. Les radicaux libres de l'oxygène (RLO) 

L'oxygène, bien que nécessaire à la vie en milieu aérobie, possède des propriétés toxiques pour les 
organismes vivants. C'est ce que l'on appelle le "paradoxe de l'oxygène" mis en évidence par l'étude 
des radicaux libres. Cette propriété spéciale de l'oxygène est due à sa structure électronique: 

• à l'état atomique, l'oxygène a un électron non apparié sur la couche externe. 
• à l'état moléculaire, l'oxygène a deux électrons non appariés sur la couche externe. 

L'oxygène atomique est un radical libre, la molécule d'oxygène est un biradical. 

1.1. Définition des RLO 

"Les radicaux libres sont des espèces chimiques possédant sur leur couche 
périphérique la plus externe un électron non apparié, ce qui confère à ces 
molécules une très grande réactivité". 

De ce fait, ces espèces vont très facilement réagir avec les molécules du milieu environnant en leur 
arrachant un électron pour l'apparier avec leur électron célibataire ou bien leur céder ce dernier afin 
de former une espèce chimiquement moins réactive et donc plus stable selon la règle de l'octet. Les 
radicaux libres sont donc formés par coupure homolytique d'une liaison de covalence, par gain ou 
par perte d'électron (Cheesemann et Slater, 1993). Ceci implique également que la molécule du 
milieu environnant, voisine et initialement stable puisque possédaient un nombre pair d'électrons, 
se retrouve au terme de la réaction automatiquement porteuse d'un électron célibataire et va donc se 
comporter à son tour comme un radical libre laissant apparaître la possibilité de réaction en chaîne. 
D'un point de vue électrique, une espèce radicalaire peut être globalement chargée positivement, 
négativement ou même être neutre en fonction de sa nature. 

•Les radicaux libres de l'oxygène sont: 

• l'anion superoxyde 0 2°· 
• le radical hydroxyl OH

0 

• le peroxyde d'hydrogène H202, bien que n'étant pas un radical, peut y être associé car c'est un 
intermédiaire métabolique des radicaux libres. Il fait donc partie des espèces réactives de 
l'oxygène (ERO) qui englobe les RLO. 
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1.2. Mécanisme de production des RLO 

Les RLO peuvent être produits de façon intentionnelle ou accidentelle. Dans le premier cas, ils sont 
utiles à la cellule, (phagocytose, site d'action d'enzymatique). Dans le second, ils peuvent être 
délétères pour celle-ci et participer à certains processus pathologiques (Flaherty, 1991). 

Réduction physiologique de l'oxygène 

Physiologiquement, dans un organisme aérobie, la réduction de l'oxygène moléculaire soit 
l'incorporation de quatre électrons sur la molécule de dioxygène pour former une molécule d'eau, 
s'effectue par deux voies distinctes. 

• Dans la première, une réduction tétravalente, prédomine largement (95% du total). Elle met en 
jeu la chaîne de transport d'électron localisée sur la membrane mitochondriale interne. Elle 
conduit directement à la formation d'eau, sans production d'intermédiaires radicalaires. C'est un 
processus relativement sûr, utilisé physiologiquement pour la production d'énergie. 

• Dans la seconde, une réduction par étapes monoélectroniques (univalentes), génère à chaque 
étape un intermédiaire radicalaire (Fig 7). 

-e e e e 

°' L o;-~ ... H202 ~ •Üli
0 ~ •H20 

•dioxygène •anion •peroxyde •radical •eau 
superoxyde d'hydrogène hydroxyle 

Figure 7: "Réduction par étapes monoélectroniques (univalentes)". 

La première étape de cette deuxième voie conduit à la formation d'un anion superoxyde radicalaire 
qui peut être, dans des conditions physiologiques normales, transformé en peroxyde d'hydrogène 
spontanément ou sous l'action catalytique des superoxydes dismutases (SOD). 

S'il n'est pas éliminé par voie enzymatique, le peroxyde d'hydrogène se décompose spontanément 
en eau. 

Toutefois, cette réaction extrêmement lente est très limitée dans les milieux biologiques du fait de la 
présence de métaux de transition (Me) qui catalysent la production du radical hydroxyle OH

0

, 

beaucoup plus réactif que l'anion superoxyde, donc beaucoup plus toxique. Le peroxyde 
d'hydrogène peut ainsi être impliqué dans les réactions de Haber et Weiss résumées par la réaction 
globale (1) et la réaction de Fenton (2). 

(1) 

(2) 

0 

H202 + 02 ----
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La réaction ( 1) est largement catalysée par des métaux de transition, principalement le fer ferreux 
(Fe2+). La réaction (2) indique quant à elle, que la production de radicaux hydroxyles peut avoir lieu 
en l'absence d'anions superoxydes, par simple décomposition du peroxyde d'hydrogène, en 
présence d'un métal de transition. 

L'oxydation mitochondriale produit physiologiquement des anions superoxydes comme sous-
produits de la chaîne respiratoire. A l'état normal, ceux-ci sont dégradés par les systèmes de 
protection cellulaires. Ils ne deviennent toxiques que s'ils sont produits en trop grande quantité ou si 
les systèmes de production sont saturés. 

1.3. Les systèmes de défenses naturelles 

Tout organisme aérobie est soumis à l'effet des radicaux libres, très dommageable pour les cellules. 
Il est donc nécessaire qu'il possède un système de défense. En temps normal, ce système protège 
l'organisme en éliminant les radicaux libres formés ou en empêchant leur synthèse. Les lésions 
radicalaires ne sont observées que lorsque les systèmes sont saturés, c'est-à-dire quand la production 
de radicaux libres est accrue ou lorsque les défenses sont diminuées. 

1.3 .1. Les systèmes enzymatiques 

Dans la cellule, il existe un certain nombre de systèmes enzymatiques spécialisés dans la défense 
contre les espèces radicalaires (Fig 8). 

• Les superoxydes dismutases: l'activité catalytique de l'enzyme qui nécessite un métal de 
transition consiste en une dismutation de l'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogène qui est 
non radicalaire et donc peu réactif 

2 0 2°- + 2Ir--- 02 + H202 

• Les catalases et les peroxydases: dans les conditions physiologiques normales, le peroxyde 
d'hydrogène formé peut être éliminé par des voies enzymatiques faisant intervenir les catalases 
(1) ou les peroxydases utilisant comme cofacteur le glutathion (2). 

(1) 2 H202 ~ 2 H20 + 02 
(2) ROOH + 2 GSH ROH+ GSSG + H20 

1.3.2. Les systèmes non enzymatiques 

De nombreux composants endogènes ou exogènes peuvent être considérés comme des antioxydants 
dans la mesure où ils réagissent avec les radicaux libres de l'oxygène pour former un radical stable 
et ainsi arrêter la chaîne radicalaire. Les piégeurs de radicaux libres les plus étudiés sont: l'acide 
ascorbique ou vitamine C, capteur de radicaux libres, l'a-tocophérol ou vitamirte E ( chainbreaking 
antioxydant), le (33 carotène et les composés contenant des groupements sultbydriles. Les chélateurs 
de métaux de transition sont aussi considérés comme des antioxydants dans la mesure où ces 
métaux participent à la formation ou à la transformation des radicaux libres. 
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Figure 8: "Mécanisme de production et d'élimination des radicaux libres de l'oxygène". 

1.4. Ischémie-reperfusion et RLO 

Au cours de certaines situations physiopathologiques comme l'ischémie ou l'hypoxie, les systèmes 
de défense semblent être progressivement altérés rendant la cellule d'autant plus vulnérable si la 
réoxygénation permet de relancer la production de RLO. 

Ainsi, la réoxygénation (ou reperfusion) d'un organe hypoxique (ou ischémique) semble entraîner 
une production explosive de RLO. Selon que la molécule d'oxygène se charge d'un, de deux ou de 
trois électrons, sont formés l'anion superoxyde (02°"), le peroxyde d'hydrogène (H202) ou le radical 
hydroxyle (OH°), ce dernier étant le plus cytotoxique. 

• La xanthine oxydase joue un rôle important dans la production des radicaux libres au cours du 
processus d'ischémie-reperfusion. En effet, pendant l'ischémie, la xanthine déshydrogénase est 
transformée, de façon irréversible, en xanthine oxydase par un mécanisme de protéolyse 
calcium-dépendant. Au cours de l'ischémie, il y a également accumulation d'adénosine, 
provenant de la dégradation de l'ATP en ADP puis en AMP. Cette adénosine est à son tour 
dégradée en hypoxanthine puis en xanthine. A la reperfusion, l'action de la xanthine oxydase 
sur la xanthine en présence d'oxygène est responsable de la formation du radical superoxyde. 

• Les globules blancs produisent physiologiquement des radicaux libres pour la phagocytose. 
Lors de l'ischémie-reperfusion, les polynucléaires activés, et accumulés dans la zone 
ischémique sont responsables d'une synthèse accrue de radicaux libres "in situ". Ces 
polynucléaires induisent également la libération d'acide arachidonique à partir des 
phospholipides membranaires. Par oxydations enzymatiques successives, les leucotriènes et les 
prostaglandines sont synthétisés ainsi que des radicaux libres comme sous-produits. 

• L'anion superoxyde est un sous-produit de l'oxydation des catécholamines. En effet, les 
piégeurs de radicaux libres ont été montrés cardioprotecteurs lors d'une ischémie-reperfusion 
seulement si les stocks de catécholamines sont intacts (l'administration de SOD, superoxyde 
dismutase, est sans effet sur les cœurs préalablement réserpinés). Rump et Klaus (1994) 
montrent que l'administration de noradrénaline exogène à la reperfusion augmente la taille de 
l'infarctus même en présence d'a- et de B-bloquants chargés d'inhiber les effets fonctionnels de 
la noradrénaline. Cet effet délétère est entièrement antagonisé par l'administration de SOD, 
donc bien dû à la production d'anion superoxyde. 
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Ainsi ces radicaux ont une origine intracellulaire (mitochondries principalement et, dans certains 
tissus la réaction est catalysée par la xanthine oxydase), membranaire (métabolisme de l'acide 
arachidonique) et extracellulaire (leucocytes). Une "activation" de ces différentes sources intervient 
pendant l'ischémie, mais 1 a production massive des dérivés oxygénés instables n'est déclenchée que 
par la reperfusion (réoxygénation). La cytotoxicité des RLO peut alors s'exprimer non seulement 
par le fait de cette hyperproduction temporaire, mais également parce que les systèmes de 
protection naturelle ont été diminués par l'ischémie, que se soient les piégeurs enzymatiques 
(superoxyde dismutase, catalase, peroxydase) ou les antioxydants (glutathion réduit et vitamine E 
principalement) qui forment la base de cette protection. 
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2. Action des RLO 

Le principal effet métabolique de l'attaque radicalaire est une modification du potentiel redox de la 
cellule par consommation de NADH et NADPH. Les radicaux libres peuvent également se lier de 
façon covalente aux biomolécules, formant un complexe stable qui perturbe fortement les fonctions 
moléculaires physiologiques (notamment si la liaison se fait sur le site actif d'un récepteur ou sur 
une enzyme). Des études, tant "in vitro" que "in vivo", ont montré que les radicaux libres étaient 
susceptibles d'entraîner des modifications chimiques et donc d'altérer tous les types de 
biomolécules: protéines, lipides, glucides et acides nucléiques. 

2.1. Action des RLO sur les lipides 

L'une des conséquences principales de la surproduction temporaire et non contrôlée de RLO est 
l'initiation de phénomènes de peroxydation des lipides membranaires qui constituent "in vivo" la 
cible élective des radicaux libres. L'oxydation de ces lipides membranaires par les radicaux libres 
donne naissance à des composés très instables qui, à leur tour, oxydent les lipides voisins, ce qui 
aboutit non seulement à une diminution de la fluidité membranaire, mais également à un 
déséquilibre fonctionnel des protéines membranaires, en particulier des protéines à fonction 
vectorielle (canaux ioniques) ou des récepteurs. 

Ainsi, la peroxydation lipidique peut être initiée par l'interaction d'un radical (R
0

=0H
0 

par exemple) 
avec un acide gras (LH) pour former un radical (L°), qui peut alors réagir rapidement avec l'oxygène 
pour former un radical peroxyle (LOO°). 

0 0 

LH+R--L +RH 
0 0 

L +02--+ LOO 

Ce radical peroxyle peut, à son tour, attaquer un acide gras voisin pour former un hydroperoxyde 
(LOOH) et un nouveau radical (L °). 

0 0 

LOO + LH --+ LOOH + L 

Cette réaction continue à se propager jusqu'à la formation d'un produit non radicalaire (tel que 
LOOL ou LL) grâce à la rencontre de deux entités radicalaires, ou encore la formation d'un radical 
stable (en s'associant par exemple à l'a.-tocophérol) (Tappel, 1973). De cette réaction en chaîne, 
résultent donc des modifications qui vont largement altérer les fonctions membranaires. 

Il est à noter que ces mécanismes impliquant une attaque radicalaire au cours de la reperfusion post-
ischémique ont été rapportés aussi bien sur des cellules (cellules endothéliales par exemple) que sur 
des organes isolés, suggérant qu'ils peuvent très vraisemblablement se produire "in vivo", en 
particulier dans le tissu cardiaque (Burton et coll., 1984; Ytrehus et coll., 1986). 
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2.2. Action des RLO sur les métabolites 
intervenant dans le potentiel RED-OX cellulaire 

Il s'agit principalement du glutathion et de la cystéine, regroupés sous le terme de "thiols non 
protéiques" car leur fonction liée à leur groupement actif est semblable. 

Le glutathion, tripeptide composé de glutamate, cystéine et glycine est le plus abondant des 
composés contenant un groupement thiol non protéique (Bray et Taylor, 1993). Son rôle de substrat 
de la glutathion peroxydase lui confère des propriétés de détoxication des xénobiotiques, de défense 
contre les radicaux libres et de maintien du potentiel red-ox cellulaire. 

RL 
Peroxyde 

+ ----------------· 
2GSH 

Oxyde 
+ 

GS-SG 

La diminution du taux cellulaire en glutathion est associée, dans de nombreuses pathologies, à un 
risque élevé de stress oxydant. 

La cystéine est le facteur limitant de la synthèse du glutathion. C'est l'acide aminé porteur du 
groupement thiol impliqué dans le maintien du potentiel red-ox cellulaire (le groupement thj.ol 
n'étant pas engagé dans la liaison protéique, ses propriétés subsistent dans le peptide). 

SH 
1 

CH2 
1 

CH---NH2 
1 

COOH 

2.3. Action des RLO sur les protéines 

Cet acide aminé est un donneur d'électron 
susceptible de former des liaisons de 
covalence et des chélates. II peut également 
perdre l'hydrogène du groupement thiol pour 
former un pont disulfure. Cette propriété 
correspond à son rôle protecteur vis-à-vis 
des espèces radicalaires. 

Les protéines, bien que moins sensibles que d'autres biomolécules, sont néanmoins sujettes à 
l'attaque des radicaux libres. II en résulte des modifications structurales (modification de la structure 
primaire, secondaire ou tertiaire) et des modifications de leur activité, particulièrement si 
l'oxydation a lieu sur un site actif de la protéine. 
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2.3 .1. Modification des acides aminés composant la protéine 

Bien que tous les acides aminés soient susceptibles d'être attaqués par les radicaux libres, certains 
d'entre eux sont beaucoup plus sensibles. C'est le cas du tryptophane, de la tyrosine, de la cystéine 
et de l'histidine. La cystéine peut, dans une protéine, perdre l'hydrogène de son groupement thiol, 
induisant la formation de ponts disulfure inter ou intrachaîne peptidique ou la liaison à d'autres 
molécules. Le tryptophane et les autres acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) 
peuvent voir leur cycle aromatique détruit. La tyrosine peut, sous l'effet des radicaux libres, créer 
des bityrosines par la formation d'un radical tyrosyl qui réagit avec d'autres tyrosines pour donner 
un composé biphénolique stable (Davies et coll., l 986b; Faure et Lafond, 1995). 

Toutes ces modifications entraînent un changement de la charge électrique globale de la protéine. 

2.3.2. Agrégation et fragmentation de la protéine 

Après attaque radicalaire, les protéines dont la structure primaire a été modifiée, peuvent: 

• former des agrégats (par liaison disulfure, attraction hydrophobe ou ionique), 
• être fragmentées par action directe des radicaux libres sur la protéine ou par protéolyse 

enzymatique. Les modifications les plus courantes des acides aminés dues aux radicaux libres 
semblent, en effet, être des signaux universels de protéolyse. Les protéines sont ainsi 
rapidement reconnues et dégradées par des enzymes protéolytiques intracellulaires (Davies, 
1986a). 

2.3.3. Modifications de la structure secondaire et tertiaire des protéines 

Elles sont dues à l'altération de la structure primaire. Il en résulte une moindre solubilité car le 
changement de conformation met en évidence des sites hydrophobes à la surface de la protéine. 

2.3.4. Modifications des groupements thiols protéiques 

Si les groupements thiols non protéiques (glutathion, cystéine) peuvent être oxydés par les espèces 
radicalaires, il en est de même pour les thiols protéiques. Les conséquences de ces modifications 
seront d'autant plus importantes que les thiols jouent un rôle primordial dans les protéines (maintien 
de la structure secondaire et de la liaison entre les sous-unités, catalyseurs du site actif d'enzyme, 
sites de liaison du substrat. .. ). 

Contrairement aux thiols non protéiques, les thiols protéiques réagissent lentement à l'exposition 
aux radicaux libres. Ils sont plus ou moins rapidement oxydés en fonction de leur accessibilité aux 
réactifs. Les différents degrés d'oxydation des groupements thiols sont: disulfure (-S-S-), acide 
sulfénique (-SOH), acide sulfonique (-S02H), acide sulfinique (S03H) (Tab 1). 

37 



Etatredox 

0 R-SH Thiols 

+2e- ~ RS-SR Pont disulfure 
, 

+2 R-SOH Acide sulfénique 

+2e- l 
+4 R-S02H Acide sulfinique 

+2e- l 
+6 R-S03H Acide sulfonique 

Tableau I: "Les différents états rédox des groupements Thiols". 

Certains groupements thiols protéiques pourraient avoir pour rôle d'être oxydés de façon prioritaire, 
en cas de stress oxydant, afin de protéger les groupements indispensables au fonctionnement 
cellulaire. 

L'albumine, protéine la plus abondante du plasma, possède un groupement thiol libre qui peut, par 
oxydation, se combiner à une hémi-cystéine ou à un glutathion. En temps normal, seul un tiers des 
molécules d'albumine est oxydé. Ce rapport pourrait augmenter de façon importante au cours d'un 
stress oxydant. 
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3. Détection de la surproduction des RLO 

L'un des paradoxes en matière de radicaux libres est que leur implication dans la pathogénèse de 
l'ischémie n'a pu, jusqu'à présent, être déduite que de façon indirecte à partir de l'action protectrice 
de leurs piégeurs. Il est en effet très difficile de mettre directement en évidence ces radicaux en 
raison de l'extraordinaire brièveté des réactions auxquelles ils participent (leur demi-vie est de 
l'ordre de 10·4 à 10·6 seconde). 

Sur le plan expérimental, la conjugaison de deux techniques permet une approche plus directe des 
phénomènes radicalaires et suscite, de ce fait, un grand intérêt: la résonance paramagnétique 
électronique (RPE) et l'utilisation de "piégeurs de spin". La RPE permet de détecter, par 
spectroscopie, le radical libre à partir du moment magnétique exercé par son électron célibataire. 
Quant au piégeur de spin, il a comme principe de faire réagir le radical instable avec un piégeur 
(spin-trap) pour former une espèce paramagnétique beaucoup plus stable (spin adduct) et donc plus 
aisément observable en spectroscopie RPE. 

0 

R +ST 
0 

ST-R 

R
0 

:radical 
ST :spin-trap, piégeur 
ST

0 

-R : spin adduct, produit d'addition radicalaire 

Toutefois ces deux techniques, pour intéressantes qu'elles soient, posent encore de nombreux 
problèmes méthodologiques et ne sont de toute façon aujourd'hui applicables à des organes isolés. 
Elles n'ont donc pour l'instant aucune application clinique. 

L'évaluation clinique des interventions anti-radicalaires doit donc nécessairement s'appuyer encore 
sur des critères indirects. En pratique, il s'agit en général de doser les produits de la peroxydation 
lipidique. Dans cet esprit, la mesure du malonedialdéhyde (produit terminal de la dégradation des 
lipides membranaires) a été la plus utilisée, mais la spécificité de ce marqueur est en réalité assez 
faible. Le dosage des di-ènes conjugués (produits intermédiaires de la dégradation des lipides 
membranaires polyinsaturés) est plus fiable que celui du malonedialdéhyde, mais la nécessité de 
prélèvements tissulaires et la relative complexité de la méthodologie, ont, jusqu'à présent, limité 
l'utilisation de cette technique en pratique clinique courante. 
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4. Thérapeutique anti-radicalaire lors de la séquence d'ischémie-
reperfusion 

Ce chapitre comporte trois parties. Dans la première, sont présentés quelques systèmes cellulaires 
potentiellement générateurs d'espèces radicalaires au cours de la séquence ischémie-reperfusion. 
Dans la deuxième, sont évoqués les différentes interventions anti-radicalaires, tandis que la 
troisième envisage une thérapie adaptée aux différentes complications liées au caractère évolutif de 
l'ischémie. 

4.1. Systèmes cellulaires potentiellement générateurs d'espèces radicalaires au 
cous de la séquence ischémie-reperfusion 

4.1.1. Système de la xanthine oxydase (XO) 

Dans les cellules animales, l'hypoxanthine (HX), produit de dégradation de l'ATP est oxydée en 
xanthine qui, à son tour, est oxydée en acide urique. Ces deux réactions sont catalysées par la 
xanthine oxydase. 

xo xo 
ATP -----~ ADP ------• AMP----+ Inosine---• HX ------•Xanthine-------• Acide urique 

Dans le cœur de rat, la XO se présente sous trois formes qui peuvent coexister dans des proportions 
variables. 

• le type D, largement majoritaire dans le cœur sain (environ 85% de l'activité totale de 
l'enzyme) est une déshydrogénase stricte utilisant exclusivement le NAD+ comme accepteur 
d'électrons. 

• le type DIO, transfère les électrons sur l'oxygène en l'absence de NAD+, mais possède une 
affinité plus forte pour le NAD+ que pour l'oxygène. 

• le type 0, enfin, transfère préférentiellement ses électrons sur l'oxygène moléculaire en 
formant des anions superoxydes 0 2 °·. 

Il semble aujourd'hui admis que les situations physiopathologiques d'hypoxie ou d'ischémie soient 
capables d'induire une conversion de la xanthine oxydase de type D en type 0 sachant qu'au cours 
de la phase d'ischémie, la XO de type 0 est peu active du fait de la faible pression partielle en 
oxygène dans les tissus. Son substrat, l'hypoxanthine s'accumule alors dans la cellule. 

Lors de la reperfusion, la réadmission de l'oxygène permet d'amorcer la réaction, ce qui entraîne la 
production d'anions superoxydes (Fig 9). 
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Figure 9: "Mécanisme proposé pour la production d'anions superoxydes par la voie de la xanthine 
oxydase au cours de l'ischémie et de la reperfusion". 

4.1.2. Processus inflammatoires 

De nombreuses études expérimentales soulignent aujourd'hui le rôle des leucocytes et en particulier 
des polynucléaires neutrophiles en tant que source extracellulaire importante de radicaux libres 
(Lucchesi et coll., 1984). On sait en effet qu'il se produit, dans les zones ischémiques, une 
accumulation de neutrophiles. Leur "activation" se traduit par: 

• la libération d'enzymes protéolytiques contenues dans les granules de ces cellules, 

• une libération de l'acide arachidonique à partir des phospholipides membranaires et sa 
conversion par des lipooxygénases en substances chimiotactiques qui amplifient l'afflux des 
polynucléaires, 

• et une production de radicaux libres, en particulier d'anion superoxyde et de peroxyde 
d'hydrogène. Comme l'anion superoxyde entraîne par l'intermédiaire d'une réaction de 
réduction (passage de la forme ferrique à la forme ferreuse) une mobilisation du fer à partir de 
la ferritine, qui en est la forme de stockage intracellulaire, se trouvent ainsi réunis à la fois les 
substrats et le catalyseur requis pour assurer la production du radical hydroxyle, et 
potentiellement d'autres dérivés oxygénés (acide hypochloreux, oxygène singulet) tout aussi 
cytotoxiques. 

Ces radicaux libres d'origine leucocytaire pourraient de surcroît, par rétro-action positive, 
potentialiser la réponse inflammatoire dans la mesure où ils provoqueraient la sécrétion, à partir de 
l'acide arachidonique (voie de la lipooxygénase), de substances chimiotactiques contribuant à 
majorer le recrutement "in situ" de polynucléaires activés (Fig 10). 
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Figure 10: "Représentation schématique des différentes voies de production d'espèces cytotoxiques à 
partir des cellules inflammatoires". 

4 .1.3. Autres sources des RLO 

Différents autres mécanismes stimulés au cours de l'ischémie et/ou la réoxygénation sont également 
susceptibles de produire des espèces radicalaires. On peut citer le système de transfert des électrons, 
l'oxydation de petites molécules telles que les catécholamines ou les thiols. L'acide arachidonique 
libéré au cours de l'ischémie et qui suit une voie d'oxydation qui libère des électrons et fournit des 
endoperoxydes et des leucotriènes, eux-mêmes donneurs d'électrons, etc .... 

4.2. Les interventions anti-radicalaires 

On peut envisager d'intervenir de 4 façons différentes: 

• subvenir à la défaillance des systèmes de défenses naturelles consécutive à l'ischémie en 
administrant de la SOD, de la catalase ou une association des deux. 

• inhiber les systèmes générateurs d'espèces radicalaires tels que la xanthine oxydase et la 
réponse inflammatoire. 

• piéger les radicaux libres générés en utilisant des piégeurs, la résultante finale étant un composé 
stable. 

• chélater le fer qui est le médiateur indispensable de la réaction de Fenton, responsable de la 
production du radical hydroxyle. 
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4.3. Application de la thérapeutique anti-radicalaire 
aux différentes phases de l'ischémie 

L'ischémie myocardique est un phénomène évolutif, qui entraîne des altérations d'ordre 
métabolique, mais également d'ordre fonctionnel, vasculaire, morphologique et 
électrophysiologique. Il est classiquement admis que ces altérations peuvent, dans un premier 
temps, si l'ischémie n'a pas été trop durable et/ou trop sévère, être réversibles, le tissu récupérant 
alors ses caractéristiques initiales après une reperfusion adéquate. Cependant, si les conditions 
d'ischémie sont maintenues, elles vont entraîner un état d'irréversibilité aboutissant à la mort 
cellulaire. 

Dans ce qui suit, nous allons aborder la thérapeutique anti-radicalaire et envisager son application 
au myocarde ischémique ayant atteint un degré d'altération réversible ou irréversible. 

4.3 .1. Phase réversible 

La reperfusion précoce du myocarde ischémique apparaît actuellement comme étant le seul moyen 
de restaurer durablement une fonction contractile satisfaisante. Néanmoins, cette récupération 
s'avère le plus souvent très lente (4 jours à la suite d'une ischémie myocardique régionale de 15 
minutes chez le chien). Cette dépression fonctionnelle post-ischémique qui se produit en l'absence 
de toute nécrose, a été décrite sous le nom de "stunned myocardium". 

En 1988, Bolli a suggéré que les radicaux libres de l'oxygène pouvaint contribuer à la dysfonction 
contractile post-ischémique. Depuis lors, de nombreux auteurs se sont intéressés à l'application de 
thérapeutiques anti-radicalaires à ce phénomène. Différentes interventions ont été étudiées : 

• SOD (Jurmann et coll.,1988). 

• SOD + catalase (Myers et coll., 1985; Gross et coll., 1986; Przyklenk et Kloner., 1986). 

• chélateurs du Fe: desféral (Bolli et coll., 1987a; Farber et coll., 1987; Reddy et coll., 1988). 

• piégeurs de radicaux libres: N-2- Mercaptopropioxylglycine (MPG) (Myers et coll.,1988) 
diméthylthiourée (Belli et coll., 1987a). 

• inhibiteurs de la XO: allopurinol (Charlat et coll., 1987). 
extrait de Gingko biloba (Guillon et coll., 1986). 

• inhibiteurs de la réponse inflammatoire. 

La plupart de ces interventions ont permis d'atténuer le phénomène de "stunning". Toutefois, le rôle 
néfaste des neutrophiles durant ce phénomène reste controversé. Différents auteurs ont d'ailleurs 
démontré l'absence d'une accumulation significative de neutrophiles après reperfusion précoce de 
cellules ischémiées réversiblement atteintes (Go et coll., 1988; Richart et coll., l988a). 
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4.3.2 Arythmies de reperfusion 

Même dans le cas où la reperfusion du myocarde ischémique est réalisée de façon très précoce, elle 
conduit parfois au développement de troubles graves du rythme cardiaque (Yamada et coll., 1990). 
L'un des mécanismes cellulaires de ces troubles est très probablement l'exacerbation de la 
production cellulaire de radicaux libres de l'oxygène sous l'effet de la réadmission brutale de 
l'oxygène. Il en résulte des phénomènes de peroxydation des lipides et des protéines membranaires 
aboutissant à un désordre structural, responsable de l'inactivation de certaines pompes ioniques 
membranaires, amenant à des perturbations électrophysiologiques locales, elles-mêmes, 
génératrices d'arythmies ventriculaires (Boucher et de Leiris, 1990). 

Différents agents anti-radicalaires ont permis de réduire l'intensité et la fréquence de ces arythmies 
parmi lesquels: 

• l'allopurinol (Manning et coll., 1984). 

• le PBN (N-tert-butyl-a-phenylnitrone) qui est un agent piégeur de spin (Hearse et Tosaki, 
1987). 

• la SOD et la catalase (Woodwark et Zakaria, 1985; Bermer et coll., 1986). 

• le desféral et différents piégeurs des radicaux libres tels que le mannitol, le glutathion et la 
méthionine (Bernier et coll., 1986). 

Sur ce point, il convient également de noter que divers systèmes générateurs de radicaux libres sont, 
au contraire, capables d'augmenter l'incidence et la sévérité de ces arythmies de reperfusion 
(Bernier et coll., 1986). 

4.3.3. Phase irréversible 

Lorsque l'ischémie est très sévère et/ou de durée trop longue, les lésions cellulaires deviennent alors 
irréversibles et le tissu évolue naturellement vers la nécrose. 

Différents auteurs se sont intéressés à l'étude des effets des radicaux libres sur la taille de l'infarctus 
et différentes interventions anti-radicalaires ont été proposées chez le chien: 

• inhibition de la XO par l'allopurinol (Werns et coll., 1986; Richard et coll.,1988b). 

• SOD et catalase (Werns et coll., 1985; Przylenk et Kloner, 1989). 

• piégeage des radicaux libres par MPG (Mitsos et coll., 1986). 

• chélation du fer par le desféral (Lesnefsky et coll., 1988; Reddy et Przylenk, 1988). 

• inactivation ou déplétion des neutrophiles (Go et coll., 1988). 
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Les résultats obtenus sont controversés et deux éléments doivent être pris en considération : 

• la variabilité du réseau collatéral d'un sujet d'expérience à l'autre, 
• la variabilité de la durée de reperfusion d'une expérience à l'autre, ce qui laisse conclure, par 

erreur, à une véritable sauvegarde cellulaire et donc à une limitation de la taille de l'infarctus 
lorsqu'il ne s'agit en réalité que d'un retard dans l'apparition de la mort cellulaire. 

Il est très probable qu'au cours d'un processus d'ischémie severe où des altérations cellulaires 
irréversibles interviennent, les radicaux libres éventuellement produits à la reperfusion exercent 
alors leurs effets toxiques sur les myocytes déjà irréversiblement endommagés par d'autres 
conséquences de l'ischémie et en particulier par les perturbations de l'homéostasie calcique. Dans 
ces conditions, les radicaux libres peuvent, tout au plus, accélérer la dégradation de cellules déjà 
mortes, mais n'exercent vraisemblablement pas d'action délétère propre. 

4.4. CONCLUSION 

Il existe actuellement de nombreux travaux qui mettent en évidence l'existence d'une surproduction 
de radicaux libres dans le tissu myocardique au cours de la séquence ischémie-reperfusion et qui 
démontrent que ces espèces radicalaires sont capables d'altérer, à des degrés divers, les cellules 
cardiaques et endothéliales. 

Dans des conditions de lésion ischémique réversible, la plupart des études démontrent que les 
radicaux libres contribuent à aggraver ou à prolonger la période de dysfonction contractile observée 
après reperfusion. En revanche, lorsque la reperfusion intervient plus tardivement, les radicaux 
libres oxygénés ne semblent pas jouer un rôle majeur, les altérations cellulaires étant déjà 
irréversibles. La thérapeutique anti-radicalaire ne permet donc pas une limitation de la taille de la 
nécrose résultant de l'ischémie myocardique permanente, mais elle peut vraisemblablement 
améliorer la récupération post-ischémique lorsqu'une reperfusion bien conduite intervient de façon 
précoce. 
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III. 
La mélatonine 
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CHAPITRE III: la mélatonine 

1. Historique 

1.1. De la glande pinéale à la neurohormone mélatonine 

La découverte de la glande pinéale remonte à plus de 2000 ans. Cette glande, de par sa situation 
anatomique, a toujours suscité la curiosité et donc de nombreux travaux de recherche. Le 
déroulement de son étude peut se résumer à trois phases (Vitte, 1987). Depuis sa découverte par 
Hérophilus en 300 avant J.C., jusqu'au milieu du 18ème siècle, la glande pinéale ne fut décrite que 
par sa morphologie. Puis, à partir du milieu du 19ème siècle, l'innervation de la glande pinéale et son 
rôle endocrine furent mis en évidence. L'observation de troubles de la puberté consécutifs à une 
tumeur épiphysaire suggérait le rôle de la glande pinéale sur les systèmes de la reproduction. Enfin, 
depuis 1950, grâce au développement des moyens d'investigations analytiques et 
pharmacologiques, la glande pinéale a pu être identifiée à une glande endocrine capable, sous 
l'influence de stimuli précis, de libérer une hormone ou plus précisément une neurohormone: la 
mélatonine (MT). 
Ains~ bien que le rôle éclaircissant d'extrait pinéalien sur la peau d'amphibiens ait été démontré par 
Mc Cord et Allen en 1917, ce n'est qu'après l'isolement, la caractérisation chimique (Lerner et 
coll., 1958) et physiologique (Wurtman et coll., 1959) de la MT, que la glande pinéale a été 
considérée comme une glande neuroendocrine (Delaunay, 1987) Par ailleurs, la MT, principale 
substance de la glande pinéale a les mêmes effets endocriniens que les extraits épiphysaires et 
répond aux critères définissant une hormone comme étant: 

"une substance produite par un organe et qui, après avoir été transportée par le 
sang, peut agir sur un organe éloigné en modifiant sa fonction". 

1.2. La mélatonine, une neurohormone aux fonctions pléiotropes 

La MT présente des fonctions très diverses et variées qui en font une substance naturelle digne d'un 
grand intérêt. Juste après sa découverte, la première fonction qui lui fut attribuée était reliée à un 
rôle de régulation dans l'axe neuroendocrinien et plus précisément affecté au niveau du système de 
reproduction. Aussi, si le rôle de la glande pinéale et de la MT sur la reproduction animale a été le 
plus étudié (Reiter, 1980), un certain nombre de travaux effectués aussi bien chez l'animal que chez 
l'homme, laissent penser qu'elles peuvent interagir avec des structures du système nerveux central 
(SNC), pour percevoir, différencier et intégrer des informations sur l'environnement comme la 
photopériode, la température (Haldar-Mirsa et Prevet, 1983) ou remplir une fonction 
chronobiologique clairement établie dans la régulation des cycles veille-sommeil (Garfinkel et coll., 
1995). Le rôle de la MT en tant que neuromédiateur a même été suggéré (Bubenik et coll., 1976). 
Cependant, à en juger par la grande diversité des modifications observées sur des cellules suite à 
une pinéalectomie (qui supprime la principale source endogène de production de MT) ou 
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l'administration exogène de l'indole, il est évident que les activités de la MT ne se cantonnent pas 
uniquement au niveau du système hypothalamo-pituitaire-gonadal mais le surpassent grandement. 
Depuis le début des années 90, il fut mis en évidence que la MT était un piégeur de radicaux libres 
très efficace et établi de manière générale qu'elle constituait un antioxydant à part entière (Reiter, 
1995). Puis il fut également proposé que via son caractère amphiphile (puisque possédant un 
caractère hydrophile et très lipophile) la MT avait non seulement des effets sur toutes les cellules 
mais aussi potentiellement sur tous les compartiments subcellulaires. C'est pourquoi les actions 
intracellulaires de la MT (dont certaines sont indépendantes de toute interaction avec des récepteurs 
alors que d'autres sont médiés par des récepteurs nucléaires) ont suscité l'attention de nombreuses 
recherches ces derniers temps. 
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2. Biochimie de la mélatonine 

2.1. Biosynthèse 

Chez les mammifères, la biosynthèse de la MT et des dérivés indoliques dans les pinéalocytes 
(cellules endocrines de la glande pinéale) s'effectue principalement durant la période nocturne et 
débute par la capture du tryptophane libre plasmatique par un mécanisme actif (Reiter, 199la). Dans 
un premier temps, le tryptophane va être hydroxylé en 5-hydroxytryptophane par la tryptophane 
hydroxylase puis décarboxylé en sérotonine via la L-amino acide décarboxylase (Fig 10). A ce 
niveau, la concentration en sérotonine dans la glande pinéale est très élevée puisqu'elle est 50 à 1 OO 
fois supérieure à la quantité retrouvée dans les autres organes. De plus, cette monoamine est le point 
de départ des voies d'anabolisme des dérivés indoliques (Fig 11). Ainsi, alors que la sérotonine subit 
une désamination oxydative dans les autres organes, elle suit une voie métabolique différente dans 
la glande pinéale. Dans cette dernière, la sérotonine est N-acétylée par la N-acétyltransférase (NAT) 
en N-acétylsérotonine pour être finalement catalysée en MT par la 5-hydroxyindol-0-méthyl-
transférase (HIOMT) (Axelrod, 1974). 

0 2,NADPH,W 

5-Hydroxytryptophane 

• Trvntophane 5-hydroxylase 

® 5-Hydroxytryptophane Sérotonine+ C02 

• L-amino acide décarboxylase 

Acétyl CoEnz A CoEnzA 

® Sérotonine N-Acétyl sérotonine 

• N-Acétvltransférase (NAT) 

S-Adénosyl-méthionine S-Adénosyl-homosystéine 

@ N-Acétyl Sérotonine Mélatonine 

• 5-Hydroxyindole-0-méthyl transférase CHIOMT) 

Figure 10: "Biosynthèse de la mélatonine à partir du tryptophane dans la glande pinéale". 
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Figure 11: "Métabolisme du tryptophane dans la glande pinéale". 
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En plus d'être converti en mélatonine, le tryptophane via la sérotonine est métabolisé de façon enzymatique en divers autres indoles. 
HIOMT: 5-hydroxyindole-0-méthyl transférase 
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2.2. Sécrétion 

Une fois produite dans le pinéalocyte, la MT est sécrétée très vite dans la circulation sanguine. Le 
faible taux de stockage de cette hormone retrouvé dans l'organe de production est inhabituel pour 
une glande exocrine. Ceci s'explique à la fois parce que la formation de vésicules de stockage serait 
illogique compte tenu de son cycle de production nycthéméral et parce que la MT ne semble pas 
avoir un mécanisme de sécrétion spécifique. En effet, la neurohormone est douée d'une grande 
solubilité lipidique ainsi que d'une relative solubilité aqueuse (Schida et coll., 1994). Ce caractère 
amphiphile lui permet de franchir très facilement les barrières cellulaires. Ainsi, depuis les 
pinéalocytes jusqu'à la lumière des capillaires perfusant la glande pinéale, le cheminement à travers 
les cellules endothéliales se fait uniquement par simple diffusion (Klein et coll., 1981 ). 

2.3. Distribution 

L'utilisation de MT marquée par un isotope radioactif a permis d'étudier sa distribution. La MT 
circulante est liée aux protéines plasmatiques et principalement à l'albumine ( 61 % ) par 
l'intermédiaire de sites de liaison à grande capacité mais de faible affinité (Cardinali et coll., 1972). 
Après une injection systémique, la MT est rapidement métabolisée par le foie (Kopin et coll., 1961) 
et peut-être par les poumons (Gibbs, 1985). La demi-vie d'élimination de la MT varie selon les 
auteurs et les protocoles expérimentaux qu'ils utilisent. Cependant, on peut estimer la demi-vie de la 
phase de distribution de la MT entre 3 et 6 minutes. 

2.4. Catabolisme 

Au niveau hépatique, la MT subit un métabolisme intense. 92 à 97% de la MT circulante est 
métabolisée par le foie après un premier passage (Pardridge et Mietus, 1980). La MT est hydroxylée 
en 6-hydroxymélatonine (6-HMT) puis éliminée dans les urines sous forme libre (1%), sous formes 
suifa-conjuguée (70-80%) et glucurono-conjuguée (5%) (Kopin et coll., 1961). La mesure du taux 
de 6-HMT dans les urines est un bon reflet du taux de MT plasmatique lui-même bon indicateur de 
l'activité épiphysaire. C'est pourquoi la mesure de ces deux paramètres est fréquemment réalisée 
dans les protocoles expérimentaux. 
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3. Physiologie 

3. l .Rythme de sécrétion de la mélatonine 

Le taux de MT plasmatique est un bon reflet de l'activité épiphysaire ce qui en fait un paramètre de 
mesure très fréquemment utilisé dans différentes études. La mesure des taux indoliques sanguins 
présente un rythme circadien qui peut s'expliquer par le cycle nycthéméral parallèle de production 
et de sécrétion de la MT par la glande pinéale la nuit. Ainsi, le taux de MT chez toutes les espèces 
de mammifères est nul ou très faible le jour et augmente la nuit pour atteindre une valeur maximale 
entre 0 et 4h (Klein, l 979a) à moins qu'une anomalie génétique particulière affecte les enzymes 
responsables de la conversion de la sérotonine en MT (Goto et coll., 1989). En plus d'un rythme 
circadien, il a été observé, chez l'homme, un rythme annuel bimodal avec une amplitude minimale 
au printemps et en automne (Arendt et coll., 1979). 

En plus de la glande pinéale, plusieurs autres tissus produisent la MT. Ainsi, la rétine ou le tractus 
gastrointestinal sont capable de transformer la sérotonine en MT (Pevet et Coll., 1980). Ceci a pu 
être mis en évidence par la production de MT chez des animaux pinéalectomisés soumis à un 
régime très riche en tryptophane (Heüther et coll., 1992; Yaga et coll., 1993). Cependant dans des 
conditions physiologiques normales, la quantité de MT produite au niveau de ces tissus reste très 
faible comparée à celle synthétisée par la glande pinéale et ne possède pas de rôle significatif sur la 
mesure des taux indoliques sanguins (Menedez-Pelaez et coll., 1987). 

3.2. Régulation de la sécrétion de mélatonine 

3.2.1. Au niveau de la glande pinéale 

La glande pinéale est le principal lieu de synhèse de la MT. Aussi une pinéalectomie chez l'animal 
(Lewy et coll., 1980) comme chez l'homme abolit le taux nocturne de MT (Kenneaway et coll., 
1979). Au niveau de la glande pinéale, la sécrétion de la mélatonine est sous un double contrôle: 
neuronal et humoral. 

Contrôle neuronal 
La quantité de MT produite dans la glande pinéale est contrôlée par l'activité enzymatique de la 
NAT. Selon plusieurs études, l'activité de cette enzyme augmente de 2 à 100 fois plus dans la 
glande pinéale durant la nuit (Rudeen et coll., 1975; Klein et coll., 1979b). Son activation est induite 
par une augmentation d'AMPc jouant le rôle de second messager (Reiter, 1991a). La production de 
ce dernier dépend de l'activation de récepteurs ~ localisés dans la membrane cellulaire du 
pinéalocyte (Pangerl et coll., 1990). Le ligand de ce type de récepteur est la noradrénaline, 
neurotransmetteur catécholaminergique libéré par les neurones sympathiques postganglionnaires 
liés à cette glande (Reiter, 1996). 

Contrôle humoral 
La libération de noradrénaline dans la synapse sympatho-pinéalocytaire induit la sécrétion de 
prostaglandine E2 dont le rôle est de moduler la transmission du message chimique en agissant sur 
le système adénylate-cyclase-AMP-cyclique post-synaptique de façon à moduler la libération de la 
MT (Ritta et Cardinali, 1980; Cardinali et Ritta, 1983). 
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3 .2.2. Au niveau de la rétine 

L'obscurité totale expérimentale chez l'animal (Goldman et Darrow, 1983), ou suite à une cécité 
totale et ancienne chez l'homme (Smith et coll., 1981) perturbe les biorythmes. Une exposition 
constante à la lumière inhibe la synthèse de la MT (Goldman et darrow, 1983). Par ailleurs un bref 
flash lumineux durant la nuit inhibe immédiatement l'activité de la N-acétyl-transférase épiphysaire. 
Une brusque inversion de phase lumineuse expérimentale (Lynch et coll., 1978) ou imposée par un 
décalage horaire (Fèvre-Montagne 'et coll., 1978) perturbe également les biorythmes, qui se 
rephasent en une dizaine de jours. Expérimentalement chez le rat, il est démontré que l'heure du pic 
nocturne de la MT dépend de la durée de la période d'adaptation (HO et coll., 1984). 

3.2.3. Au niveau central 

La persistance du rythme circadien de la MT en cas de cécité récente chez l'homme ou l'obscurité 
totale durant toute la journée chez l'animal de laboratoire suggère que ce biorythme est contrôlé par 
d'autres paramètres environnementaux tel que le bruit ou les odeurs. Par ailleurs, il a été démontré 
l'existence de voies nerveuses extrasympathiques entre le SNC et la glande pinéale, et l'influence de 
facteurs sensoriels non visuels (bruits, odeurs, stress) sur l'activité épiphysaire. De plus, le noyau 
suprachiasmatique de l'hypothalamus, considéré comme le "pacemaker" central de l'activité 
circadienne, pourrait intégrer les informations sensorielles (visuelles et autres) et ainsi moduler la 
fonction épiphysaire (More et Klein, 1974). 
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4. Rôles de la glande pinéale et de la mélatonine 

Un certain nombre de molécules, autres que la MT, (5-méthoxytryptophol, peptides, etc.) ont été 
mises en évidence dans la glande pinéale. Tant que leur rôle physiologique n'est pas prouvé, il est 
admis que la glande pinéale exerce son activité par l'intermédiaire de la MT. Donc, l'administration 
de MT simule l'action de la glande pinéale et à l'opposé, le pinéalectomie équivaut à la suppression 
du rythme de sécrétion de la MT. 
A partir de l'abondante littérature relative à la fonction épiphysaire, il est établi que la glande 
pinéale participe au contrôle des fonctions endocriniennes (gonadique, cortico-surrénalienne, 
thyroïdienne, pancréatique) et des fonctions centrales (sommeil, activité locomotrice, émotion, 
rythmes biologiques). 

4.1. Relation glande pinéale - fonctions endocriniennes 

4.1.1. Fonction gonadique 

La glande pinéale, par son rôle transcripteur de la photopériode, régule les cycles annuels de la 
reproduction en influençant la maturation de l'activité des gonades par l'intermédiaire de la MT 
(Reiter, 1980). Celle-ci pourrait agir soit directement sur les gonades (Alonso et coll., 1978) par 
l'intermédiaire de récepteurs (Cohen et coll., 1978), soit au niveau hypothalamique (Léonardelli et 
coll., 1978). 

4.1.2. Fonction cortico-surrénalienne 

L'effet anticorticotrope de la MT observé chez l'animal, (Johnson, 1982) et l'association des troubles 
des rythmes de cortisol et de la MT observée chez l'homme dans les syndromes dépressifs (Beck-
Friis et coll., 1985) et de Cusching (Wetterberg, 1983) suggèrent une liaison privilégiée entre la 
glande pinéale et l'axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien. 

4.1.3. Fonction thyroïdienne 

Bien que de nombreuses études aient donné des résultats contradictoires, il semble que la glande 
pinéale contrôle partiellement la fonction thyroïdienne par une action inhibitrice au niveau de 
l'hypothalamus (Niles et coll., 1979a; Bramer et coll., 1979). 

4.1.4. Fonction pancréatique 

"ln vitro" il a été démontré que la MT peut inhiber la sécrétion d'insuline par les ilôts pancréatiques 
de Langerhans (Bailey et coll., 1974). Ces auteurs suggérèrent que la MT puisse agir sur les 
mécanismes monoaminergiques de régulation de la sécrétion insulinique. 
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4.2. Relation glande pinéale - système nerveux central 

4.2.1. Epilepsie 

Les études de l'effet stabilisateur de l'exitabilité neuronale de la glande pinéale et par conséquent 
son rôle posssible dans l'épilepsie ont donné lieu à des résultats discordants. L'utilisation des 
principaux tests pharmacologiques de screening des molécules antiépileptiques prouve l'activité 
anticonvulsivante de la MT. Cependant Sugden (1983) suggère que cette activité n'est pas 
spécifique à la MT. D'autres part, la pinéalectomie chez le rat n'entraîne que de rares décharges de 
pointes-ondes, les premiers jours suivant l'intervention, sans manifestations cliniques (Mouret et 
coll., 1974). 

4.2.2. Sommeil 

L'effet hypnotique-sédatif de la MT a été démontré aussi bien chez l'animal (Sugden, 1983) que 
chez l'homme (Cramer et coll., 1974, 1976). Par ailleurs, il apparaît que la glande pinéale joue un 
rôle important dans l'organisation nycthémérale et circadienne du sommeil paradoxal, ainsi que 
dans son couplage avec le sommeil lent (Mouret et coll., 1974). 

4.2.3. Activité locomotrice 

L'activité locomotrice circadienne, augmentée après pinéalectomie (Karpanen et coll., 1973; Hata et 
Kita, 1978) est synchronisée par la MT (Redman et coll., 1983). Cette action est médiée par le 
noyau suprachiasmique (Cassone et coll., 1986). Le comportement exploratoire est amplifié par 
l'administration de mélatonine suggérant un effet anxiolytique de la MT (Golus et King, 1977). 

4.2.4. Action neurochimique 

La pinéalectomie et l'administration de MT affecte certains processus neurochimiques. 

Effet sur le taux cérébral des neuromédiateurs 

Le "tum over" de la sérotonine est augmenté dans 11hypothalamus après l'administration de MT 
(Cassone et Coll., 1983). Les taux de catécholamines intracérébrales ne sont pas modifiés (Anton-
Tay, 1968). La pinéalectomie supprime le rythme circadien de l'acide 5-hydroxy-3-indolacétique 
sans affecter celui de la sérotonine (Cassone et coll., 1983). 

55 



Effet sur la capture et la libérartion des neuromédiateurs 

Des résultats discordants ont été obtenus selon que les études ont été effectuées "in vitro" (Cardinali 
et coll., 1975d) ou "in vivo" (Cardinali, 1975a). Cependant il apparaît que l'administration de MT 
augmente le "turn-over" de la sérotonine. 
Par ailleurs, des travaux ont montré que la MT inhibe la libération de dopamine par !'hypothalamus 
par un mécanisme calcium dépendant (Zisapel et coll., 1982; Zisapel et Laudon, 1983). 

Effet sur les microtubules et le transport axonal 

La MT présente un effet inhibiteur de la biosynthèse des microtubules et sur le transport axonal. 
(Cardinali et Freire, 1975b) 

Effet sur la synthèse protéique 

Une suppression de la fonction épiphysaire (pinéalectomie, ou lumière constante) ou une 
stimulation de celle-ci (obscurité constante) stimule la synthèse protéique hypothalamique 
(Cardinali et coll., 1974). 

4.3. Modes d'action de la mélatonine sur le système nerveux central 

4 .3 .1. Mélatonine et barrière hémato-encéphalique 

Injectée par voie intraveineuse, la MT traverse la barrière hémato-encéphalique par un mécanisme 
de transport insaturable (Pardridge et Mietus, 1980). Ce passage serait médié par des lipides et ne 
serait pas influencé par la fixation de la MT aux protéines plasmatiques. La MT se distribue dans le 
tissu cérébral directement à partir du sang ou indirectement après passage dans le liquide céphalo-
rachidien. Elle peut agir par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques et/ou en interférant dans le 
fontionnement d'autres systèmes (neuromédiateurs, synthèse protéique etc.). 

4.3.2. Les recépteurs de la mélatonine 

Des sites de liaisons membranaires à haute affinité ont été isolés dans !'hypothalamus médio-basal, 
les cortex occipital et cérébelleux (Cardinali et Coll., 1979), la glande pinéale (Vacas et Cardinali, 
1980). Des sites de fixation cytosoliques ont également été mis en évidence au niveau de 
l'hypothalamus, de l'hippocampe et du striatum (Niles et Coll., 197~). Cependant, ces résultats sont 
controversés car ils n'ont pu être retrouvés du fait de problèmes de stabilité du traceur. utilisé. 
L'utilistation d'un traceur marqué à l'iode 125 pourrait permêtre l'étude des récepteurs cérébraux de 
la mélatonine et de leur distribution (Laudon et Zisapel 1986). 

Certaines études ont pu mettre en évidence l'existence de récepteur spécifiques localisés au niveau 
nucléaire (Acuna-Castroviejo et Coll., 1994). Bien que de récentes études aient suggéré que la 
majorité des fonctions intracellulaires de la MT était probablement indépendante de la fixation de 
l'hormone à un récepteur (Benitz-King et Coll., 1993; Reiter et Coll., .1993), on ne peut exclure que 
les récepteurs nucléaires puissent participer aux effets protecteurs de la MT. 
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4.3.3. Mode d'action au niveau moléculaire 

La glande pinéale pourrait jouer son rôle neuromodulateur et synchronisateur par l'intermédiaire de 
la MT qui modulerait la transmission nerveuse sérotoninergique (Cardinali et coll., 1975d), 
dopamiergique (Zisapel et Laudon, 1983), GABAergique (Castroviego et coll., 1986; Lowenstein et 
coll., 1980), la synthèse et le transport axonal des protéines (Cardinali et coll., 1974; Cardinali et 
Freire, 1975b). 

Par ailleurs, une hypothèse a été émise selon laquelle l'activité épiphysaire pourrait s'autoréguler 
grâce à la MT et affecter le fonctionnemlent d'autres organes par l'intermédiaire d'autres homones 
telle que les pepetides (Vriend, 1983). 

4.4. Conclusion 

Le rôle de la glande pinéale, médié par sa principale hormone, la MT, est encore obscure. Si le 
contrôle de la sécrétion épiphysaire de MT par les structures nerveuses supérieures est partiellement 
connu, les cibles centrales et périphériques de la MT et par conséquent son rôle physiologique, sont 
encore hypothétiques. Cependant, il paraît admis que la glande pinéale est un synchroniseur des 
activités rythmiques comme peuvent l'illuster certaines pathologies humaines. 

Depuis le début des années 90, il fut mis en évidence que la MT était un piégeur de radicaux libres 
très efficace et établi de manière générale qu'elle constituait un antioxydant à part entière. 
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5. Mise en évidence du pouvoir antioxydant de la mélatonine 

La MT a été récemment présentée dans différentes études "in vitro" comme étant un potentiel 
piégeur du très toxique radical hydroxyle OH

0 

(Reiter et coll., 1996). De plus, des mesures 
indirectes de son activité antioxydante chez les animaux indiquent des effets similaires "in vivo". Le 
thème de cette partie est de résumer les données relatives à la découverte de cette nouvelle fonction 
antioxydante associée à certains indoles. 

5 .1. Études "in vitro" utilisant un système générateur de radicaux libres 

L'une des premières études "in vitro" s'intéressant au pouvoir antioxydant de la MT montra que 
cette dernière présentait un effet antioxydant dose-dépendant vis-à-vis d'un système exposé à la 
lumière utilisant un générateur de radicaux libres (H202) et une substance chémoluminescente, le 
luminol (Ianas et coll., 1991 ). Le milieu réactionnel contenant une gamme croissante de MT était 
exposé à la lumière. Le luminol plus ou moins oxydé en fonction de la dose de MT permettait de 
faire une mesure indirecte du pouvoir antioxydant. 
Dans un second temps, le même montage füt utilisé avec du tryptophane (Ianas et coll., 1991). Cet 
acide aminé essentiel était connu pour sa capacité à accepter les radicaux libres. Les résultats de 
cette deuxième expérience montrèrent une action antioxydante similaire à celle de la MT. Cette 
observation permettait de laisser penser que les propriétés antioxydantes des deux molécules testées 
résidaient dans la structure commune du noyau indolique. 

Une étape supplémentaire füt franchie lors de la vérification du pouvoir antioxydant de la MT vis-à-
vis du très réactif et toxique radical hydroxyle OH

0 

(Tan et Coll., 1993a). En effet, comparée à la 
précédente étude, celle-ci s'intéressait à un radical unique et défini. Ceci füt possible par 
l'association de deux techniques de pointe qui permettaient de résoudre deux problèmes rencontrés 
jusqu'alors dans l'étude des radicaux libres: 

• la très courte durée de vie des radicaux libres, 
• la sélectivité du radical étudié parmis tous les radicaux libres susceptibles d'exister dans la 

chaîne radicalaire. 

La résonance paramagnétique électronique ou RPE permet la mise en évidence des molécules 
paramagnétiques tels que les radicaux libres, mais la haute réactivité de ceux-ci et donc leur faible 
durée de vie les rendent difficilement détectables. La technique du piégeage de radicaux libres 
(spin-trapping) apparaît par son principe une méthode de choix répondant à ce problème. En effet, 
les radicaux libres sont captés par d'autres molécules (spin-trap) et transformés en espèces 
paramagnétiques beaucoup plus stables et donc facilement détectables. De plus, le spin-trap étant 
spécifique du radical étudié, la qualité de la mesure indirecte s'en trouve grandement améliorée lors 
de leur séparation du milieu par HPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance). (Cf: 
Chapitre II: 3. Détection de la surproduction des RLO). 
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Le model utilisé pour produire le radical hydroxyle était la simple photolyse du peroxyde 
d'hydrogène H202. 

Lumière UV 
------11ii.• QHo + QHo 

254nm 

Le spin-trap utilisé était du 5,5-diméthylpyrroline-N-oxide ou (DMPO). 
K=3.2x109 

OH0 + DMPO Ili. DMPO-OH0 

L'adduit ainsi formé (DMPO-OH0
) était séparé et identifié par HPLC équipé d'un détecteur 

électrochimique. Une analyse finale était réalisée par RPE (Fig 12). 

t----t 
20Gauss 

Fig 12: L'agent de spin-trapping, 5,5-diméthylpyrroline-N-oxide (DMPO) forme un adduit relativement 
stable avec le radical hydroxyl OH0

• Cet adduit a un spectre très caractéristique lorsqu'il est analysé par 
RPE. Dans cette figure, le spectre (1:2:2:1) est caractéristique de l'adduit DMPO-OH0

• (Extrait de Tan et 
coll., 19930). 

L'étude compara les antioxydants le plus puissant connus de l'époque (glutathion et mannitol) à la 
MT. Le paramètre mesuré étant le nombre d'adduits détectés, les résultats montrèrent que pour un 
effet antioxydant équivalent à la MT, il fallait 5 fois plus de glutathion et près de 15 fois plus de 
mannitol (Fig 13). 
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Fig 13: Efficacités relatives de la mélatonine, du 
gluthation et du mannitol comme piégeur du 
radical OH0 mis en évidence par le % 
d'inhibition de l'adduit DMPO-OH0 dans un 
système "in vitro". 
Les concentrations auxquels chaque composé 
inhibe 50% des OH0 produits ou IC50 sont 
respectivement de 21, 123 et 283 µM pour la 
mélatonine, le gluthation et le mannitol. (Extrait 
de Tan et coll., 19930). 
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Dans un second temps, profitant d'un modèle et d'une technique de mesure indirecte sensiblement 
performants, les chercheurs voulurent évaluer le pouvoir antioxydant des précurseurs et métabolites 
de la MT qui comportaient tous une structure indolique. Les résultats montrèrent que la MT était le 
composé qui avait le plus grand pouvoir oxydant. Les autres molécules étudiées l'étaient beaucoup 
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moins et certaines ne présentaient aucun effet (Fig 14). Ceci laissa penser que le pouvoir oxydant de 
la MT résidait certes dans la structure indolique mais majoritairement grâce au méthyle positionné 
sur le Cs du cycle (Fig 15). Les auteurs venaient de mettre en évidence la molécule douée du 
pouvoir antioxydant non enzymatique "in vitro" le plus efficace connu à ce jour. 
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Fig 14: La mélatonine est le composé qui présente le 
pouvoir antioxydant le plus efficace. (a) contrôle 
(absence de composé), (b), 5-méthoxytryptamine, (c) 
Mélatonine, (d) N-acéthylsérotonine. **p<0.001 versus 
contrôle. (Extrait de Tan et coll., 1993a). 
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Fig 15: Structure de la MT. 
Tout changement structural réduit ou annule sa capacité à 
piéger le radical hydroxyl OH0

• 

5 .2. Études "in vitro" utilisant du matériel biologique 

Une étude simple dans son principe mais certainement pas dans sa réalisation (Chenet coll., 1993) 
montra cette fois-ci sur du matériel biologique, le pouvoir antioxydant de la MT vis-à-vis des 
espèces réactives de l'oxygène de manière générale. Le principe en était le suivant. Des données de 
précédentes études montraient que la pompe calcique ATP-dépendante localisée sur des sarcolèmes 
myocardiques purifiés de rat voyait son activité diminuée voire annulée lors que le sarcolème était 
incubé dans un milieu riche en radicaux libres (Kaneko et coll., 1989a, l 989b). Les auteurs 
réalisèrent de nouveau cette expérience dans un milieu identique auquel ils ajoutèrent de la MT. Les 
résultats montrèrent que l'activité enzymatique n'était plus réduite par les ERO et dépendait de la 
concentration en MT dans le milieu (Fig 16). Les chercheurs expliquèrent ce résultat par le rôle 
probable de piégeur de radicaux libres de la MT. 
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Figure 16: Activité de la [Ca2+-Mg21 ATPase cardiaque en 
fonction de la mélatonine dans un milieu riche en ERO. Les 
sarcolèmes étaient incubés avec différentes concentrations 
de mélatonine avant lecture de l'activité. *p<0.05 et 
**p<0.01 versus contrôle (absence de mélatonine) (Extrait 
de Chenet coll., 1993). 
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En ce qui concerne la peroxydation lipidique par les radicaux libres, une étude s'y intéressa en 
employant de l'acide thiobarbiturique ou TBA (Pierrifiche et coll., 1993). Ce dernier est 
classiquement utilisé comme oxydant dans l'étude de la peroxydation lipidique (Rios et Santamaria, 
1991). Le matériel biologique était quant à lui constitué d'homogénats de cerveau de souris. L'étude 
compara l'efficacité antioxydante de la MT à son précurseur, le tryptophane et à son principal 
métabolite, la 6-hydroxymélatonine, obtenu après métabolisation hépatique. Les résultats (Fig 17) 
montrèrent que la MT avait une fois de plus une activité antioxydante, mais cette dernière était bien 
plus faible que son précurseur ou son métabolite contrairement à ce que laissait croire l'étude de 
Tan et coll., (1993a). Depuis, une étude s'intéressant à la peroxydation lipidique induite par H20 2 
sur des homogénats de différentes régions du cerveau de rat montra par la mesure de deux des 
principaux produits de la peroxydation lipidique, à savoir le MDA (malonyldialdéhyde) et le 4-
HDA (4-hydroxyalkenals) que la MT préservait son pouvoir protecteur vis-à-vis de l'oxydation de 
façon similaire sur toutes les régions du cerveau étudiées (Sewerynek et coll.,1995). 
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Figure 17: Pourcentage d'inhibition de la peroxydation 
lipidique par le TBA dans des homogénats de cerveau 
des souris pour chacun des quatres composés étudiés. 
Sérotonine (5-hydroxytryptamine), 6-
hydroxymélatonine et mélatonine qui étaient comparé 
au butylate d'hydroxytoluene, antioxydant synthétique 
servant de référence standart. (Extrait de Pierri:fiche et 
coll., 1993). 

Enfin, une étude qui s'intéressait au mécanisme d'action de la MT sur des cellules cancéreuses 
extraites de tumeurs mammaires hum'aines, a mis en évidence la probable pluralité de mécanismes 
d'action de la MT pour exercer son pouvoir antioxydant (Blask et Wilson, 1994). Ainsi cette 
expérience laisse penser que la MT avait une action antioxydante indirecte en favorisant 
l'expression de l'enzyme qui régulait la synthèse du glutathion (la y glutamylcystéine synthétase). 
La MT ne serait donc pas uniquement un piégeur de radicaux libres mais pourrait faciliter la 
production d'une seconde molécule connue pour prévenir les dommages intracellulaires des ERO. 
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5.3. Études "in vivo" 

L'une des premières études "in vivo" qui s'intéressa à l'interaction entre la MT et les espèces 
radicalaires fut réalisée par Chen et coll., (1993). Ceux-ci décidèrent de mesurer l'activité 
enzymatique de la [Ca2+-Mg2+] ATPase sur des cardiomyocytes de rat pendant 24 heures. Il était 
établi que dans des conditions de physiologie saine, l'activité de cette enzyme était très élevée 
pendant toute la période nocturne par rapport à la période diurne. Si les animaux subissaient une 
pinéalectomie, le rythme d'activité enzymatique nycthéméral disparaissait. Ce résultat impliquait 
que le rythme circadien de la principale hormone de la glande pinéale, la MT, contrôlait le cycle 
d'activité de la [Ca2+ -Mg2+] ATPase. De plus, la pompe à Ca2+ étant sensible à l'état red-ox de la 
cellule (Kaneko et coll., 1989a, 1989i,), les auteurs conclurent que la MT pouvait exercer un pouvoir 
antioxydant aussi bien de manière directe qu'indirecte. Ces résultats précipitèrent les études 
énumérées précédemment ou ces mêmes auteurs démontraient "in vitro" que l'incubation de 
sarcolème, préalablement purifié, avec de la MT augmentait l'activité de la pompe à Ca2+ ce qui les 
entraîna à tester le pouvoir de piégeur de la MT vis-à-vis du radical hydroxyle OH

0

(Chen et coll., 
1993a; Tan et coll., 1993). 

A la suite de ces différentes observations, d'autres expérimentations confirmèrent que la MT limitait 
les dommages des radicaux libres sur l'organisme. Ainsi, Tan et coll. (1993b) mirent en évidence 
cette propriété en traitant deux groupes de rats avec du safrole connu pour ses propriétés 
carcinogènes. Un des deux groupes recevait en plus une administration de MT, l'autre constituait le 
groupe témoin. Les agents chimiques carcinogènes comme le safrole induisent la production 
d'intermédiaires électrophiles à l'origine de dommages cellulaires et notamment macromoléculaires 
incluant la double chaîne d'ADN (Boberg et Coll., 1983). Dans l'étude en question, les dommages 
occasionnés par le safrole sur l'ADN, et plus exactement la formation d'adduits étaient quantifiés sur 
les foies des animaux par l'intermédiaire du phosphore 32 (P32

), technique décrite par Reddy et 
Randrath (1986). Ainsi, 24 heures après l'administration du safrole à 300 mg/kg, les adduits étaient 
dénombrés sur les foies des deux groupes de rats Les résultats montrèrent une réduction dose-
dépendante des dommages par la MT et ce à près de 95% par rapport au groupe témoin (Fig 18). 
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Figure 18: Le total des adduits d'ADN 
représente les dommages de l'ADN dans le 
foie des rats traités par le safrole (300 
mg/kg) cotraités ou non à la mélatonine. La 
mélatonine était donnée soit à une faible 
dose (Lo MT) correspondant à 0,2 mg/kg 
soit à une dose élevée (Hi MT) 
correspondant à 0,4 mg/kg. 
••p<0.001 et •••p<0.001 versus safrole seul. 
(Extrait de Tan et coll., 1993b) 



La MT prévient très clairement et à un large degré les dommages nucléaires induit par le safrole et 
constitue la molécule endogène la plus efficace connue lorsque l'animal est soumis à un tel agent 
carcinogène. Compte tenu des doses respectives de MT et de safrole administrées dans cette étude, 
la MT présente une action pharmacologique. Sachant que la formation d'adduit est le point de 
départ de l'initiation du processus carcinogénique, il semble que la MT pourrait jouer un rôle 
protecteur significatif lors de la phase d'initiation de cancer dû à des agents carcinogènes par 
l'inhibition de la production de métabolites électrophiles (Reiter et Coll., l 994a, l 994b). 

Afin d'explorer l'efficacité des concentrations physiologiques de la MT, les mêmes auteurs 
entamèrent une seconde série d'études dans les-quelles ils utilisaient uniquement la production 
endogène de l'hormone (Tan et Coll., 1994). Ils décidèrent d'administrer du safrole à 100 mg/kg à 
deux groupes de rats. Pour le premier groupe, l'injection était effectuée pendant une période diurne 
alors que le taux endogène de MT était au plus bas. Pour le deuxième groupe, l'injection était 
réalisée lors d'une période nocturne lorsque le taux endogène de MT était au plus haut. Huit heures 
après l'administration de l'a3ent carcinogène, les tissus hépatiques étaient prélevés et le nombre 
d'adduit était estimé par du P 2

. La même technique fut employée sur deux groupes d'animaux ayant 
subit une pinéalectomie. L'un des groupes recevait une administration de MT exogène alors que 
l'autre recevait du sérum physiologique. Les résultats montrèrent que le nombre d'adduit reflétant 
les altérations de l'ADN induit par le safrole était significativement plus faible pour le groupe traité 
pendant la période nocturne par rapport à celui traité pendant la période diurne. Les auteurs 
conclurent que cette différence pouvait trouver son explication dans le cycle nichtéméral de 
production de la MT par la glande pinéale (Fig 19). Ces résultats renforçaient l'idée selon laquelle, 
la nuit, les taux de MT endogènes étant à leur paroxysme, l'ADN nucléaire était significativement 
plus protégé des agents carcinogènes toxiques qui entraînent des dommages macromoléculaires via 
la production de RLO. De plus, la dose de safrole utilisée dans cette étude est relativement plus 
importante (100 mg/kg) que celle pouvant être rencontrée dans des conditions normales 
d'exposition environnementale. Ceci implique que la MT peut jouer un rôle primordial dans la 
protection de l'ADN nucléaire soumis à un stress oxydatif quotidien et donc présenter une action 
physiologique. 
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Figure 19: Les adduits d'ADN représentent les dommages subis par l'ADN dans le foies des rats traités par le safrole 
soit pendant la période diurne (barre horizontale claire) soit la nuit (barre horizontale noire). Par comparaison des 
tailles des spots représentant les adduits, il est montré que le safrole le jour (quand la mélatonine est à son minimum) 
cause plus de dommage sur l'ADN que lorsque l'agent carcinogène est administré la nuit (quand la mélatonine est à 
son maximum). La pinéalectomie (Pin) augmente la quantité de dommage subit par l'ADN alors que l'administration 
conjointe de mélatonine (MT) la diminue. Le groupe contrôle qui est constitué d'animaux ne recevant pas l'agent 
carcinogène ne présente pas de dommages nucléaires. (Extrait de Tan et coll., 1994 ). 
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Bien que la MT puisse réduire de manière évidente les altérations de l'ADN résultant d'un 
traitement par des agents carcinogènes et ce aussi bien à des taux pharmacologiques que 
physiologiques, ces résultats ne traduisent que de manière indirecte la capacité antioxydante de cet 
indole. Comme il a été dit plus haut, les altérations de l'ADN peuvent éventuellement induire la 
phase d'initiation du cancer. Dans cette optique, les résultats de Tan et coll., (1993, 1994) sont 
complémentaires de ceux de Malaisse (1982) qui démontra une diminution du développement des 
tumeurs de la glande mammaire chez des rats soumis à un agent carcinogène quand ces derniers 
avaient reçu de la MT lors de la phase d'initiation du cancer. Cependant, aucun des résultats 
résumés ci-dessus n'a pu permettre d'écarter la possibilité qu'un métabolite de la MT, plutôt que la 
MT elle-même, pouvait exercer la protection antioxyxadante observée. 

Outre la protection de l'ADN nucléaire lors de phénomènes oxydatifs, la MT présente également la 
propriété de limiter la peroxydation lipidique au niveau des membranes cellulaires. Cette fonction 
fut mise en évidence par des études utilisant de l'alloxan comme inducteur de peroxydation 
lipidique, dont les effets étaient inhibés par l'adjonction de MT. 

Dans la première de ces études, le monohydrate d'alloxan était administré par voie intraveineuse à 
raison de 40 mg/kg à des souris de sexe mâle qui avaient préalablement été prétraitées par de la MT 
à raison de 1 OO ou 450 mg/kg, et ce par voie intra péritonéale 30 minutes avant l'administration de 
l'alloxan (Pierrefiche et coll., 1993). L'alloxan est particulièrement toxique vis-à-vis des cellules p 
pancréatiques responsables de la sécrétion d'insuline. En effet, on observe une destruction des 
membranes cellulaires suite à l'oxydation par différentes espèces radicalaires produites par 
l'alloxane comme l'anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogène ou le radical hydroxyle (Heikkila, 
1976; Oberley, 1988). Durant les 48 heures qui suivirent l'administration de l'alloxan, les taux de 
glucose libre dans le sang (soit la glycémie), étaient trois fois plus élevés dans le groupe ayant reçu 
de l'alloxan par rapport au groupe témoin qui avait reçu une injection de sérum physiologique. Les 
doses de MT s'étalant de 1 OO à 450 mg/kg réduisaient le taux de la glycémie de façon dose 
dépendante (Tab II) avec pour la plus forte des doses un retour à une glycémie comparable à celle 
du groupe témoin. Ces résultats démontraient que la MT protège la membrane cellulaire de 
l'oxydation induite par l'alloxan. Des résultats similaires "in vitro" avaient été observés avec d'autres 
substances connues pour leur capacité à piéger de radicaux libres comme l'acide ascorbique, l'a.-
tocophérol (vit E) ou le glutathion (Pierrefiche et coll., 1991). 

Tableau II: Glycémie 48 heures après l'administration d'alloxan· avec ou sans prétraitement à la mélatonine··. 
•40 mg/kg iv. ··100 à 450 mg/kg ip. 

Alloxan 
Alloxan 
Alloxan 
Alloxan 
Alloxan 

Glucose sanguin 
mmol/litre 

10.2 +;_ 0.30 
34.2 +;_ 0.57 
29.0 +;_ 1.43 
18.3 +;_ 3.34 
15.6 +;_ 2.46 
14.6 +;_ 1.70 

Le prétraitement à la mélatonine réduit la glycémie de façon dose-dépendante. Ceci indique que la 
mélatonine limite la destruction des cellules ~-pancréatiques. (Extrait de Pierrefiche et coll 1993). 
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Dans la suite de leur étude, les auteurs décidèrent d'estimer en plus du glucose, les taux de glucose 
6-phosphate déshydrogénase (G6PD) dans des groupes d'animaux témoin et traité à 450 mg/kg de 
MT. La MT n'avait aucune action directe sur les taux de glucose mais la présence de cette dernière 
stimulait significativement l'activité enzymatique de la G6PD au niveau hépatique. Les auteurs 
émirent l'hypothèse que cette stimulation enzymatique pouvait également contribuer à diminuer les 
dommages des attaques radicalaires au niveau hépatique. 

Chenet coll., (1994) utilisèrent également l'alloxan afin d'induire la production de RLO au niveau 
des membranes cellulaires, mais ils choisirent un autre critère d'observation afin d'évaluer l'action 
bénéfique de la MT sur les dommages provoqués. Dans leur étude, les rats recevaient une unique 
injection d'alloxan à raison de 60 mg/kg et étaient prétraités ou non avec de la MT à raison de: 1, 5 
ou 10 mg/kg. Quarante huit heures plus tard, l'activité enzymatique de deux enzymes, la [Ca2+ -
Mg2+] ATPase et la Mg2+ ATPase étaient estimées au niveau des membranes du sarcolème. Une 
partie des résultats illustrés (Fig 20) montre que la MT protège l'activité enzymatique de la première 
enzyme de façon dose-dépendante. De plus, comparé au groupe témoin, la MT ne présente pas 
d'effet basal sur l'activité enzymatique ce qui permet de situer son mode d'action véritablement au 
niveau du mécanisme de production et de prolifération des espèces réactives. En ce qui concerne 
l'activé de la deuxième enzyme, les résultats bénéfiques de la MT sont en partie retrouvés mais avec 
des doses bien plus élevées que pour la première. Cette différence de résultat fut expliquée par les 
auteurs comme étant une variation de la capacité antioxydante de la MT via l'un de ses métabolites 
bien que les expérimentateurs n'aient pu comme dans les autres études "in vivo" démontrer 
l'existence et l'action concomitante de ces derniers. 
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Figure 20: Effet inhibiteur de l'alloxan sur l'activité de la ea2+ATPase chez le rat et effet réversible dose-
dépenclant par la mélatonine. La mélatonine était donnée à des doses de 1, 5 ou 10 mg/kg. Comparé au 
contrôle (sans traitement), la mélatonine par elle-même n'a pas d'effet basal sur l'activité de la ea2+ 
ATPase. (Extrait de Chenet coll., 1994). 
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Plusieurs autres résultats suggérèrent que la MT diminue le stress oxydatif induit par les RLO. 
Ainsi Blinkenstaff et coll., (1994) comparèrent différents homologues structuraux de la MT à elle-
même en tant qu'agents potentiellement radioprotecteurs. Des huit homologues structuraux testés, 
l'hexanoic amide 5 et l'octanoic amide 6 présentèrent un pouvoir protecteur particulièrement élevé 
vis-à-vis des irradiations appliquées à des souris. Cette étude prenait comme critère d'observation la 
survie à 30 jours. Bien que la MT soit administrée 30 minutes avant l'irradiation, à une dose élevée 
de 250 mg/kg, le pourcentage de survie à 30 jours n'était que de 43% contre près de 95% pour les 
deux homologues cités plus haut. Les auteurs émirent l'hypothèse que les composés pouvaient avoir 
interagi de manière spécifique avec un récepteur, leur permettant d'augmenter ainsi leur effet 
protecteur. Cependant si on prend en compte les résultats des études qui précédèrent, mettant en 
évidence le rôle de piégeur du radical hydroxyle de la MT, sa propriété était également expliquée 
par le même phénomène d1action et présentait dans certaines études un résultat approchant les 75% 
de survie (Tan et coll., 1993a). 
En effet, il fut observé que 30 minutes après une administration de MT l'activité de la glutathion 
peroxydase était doublée au niveau cérébral (Reiter et coll., 1996). Cette enzyme étant capable de 
métaboliser les hydroperoxydes en général dont le peroxyde précurseur du OH0 cette observation 
était d'autant plus importante que l'enzyme considérée constitue probablement l'une des premières 
défenses enzymatiques antioxydantes dans le cerveau (Raes et coll., 1987). Précédemment, les 
mêmes auteurs avaient prédit que la MT compte tenu de son potentiel antioxydant pouvait 
représenter un facteur important dans le retardement du vieillissement neurologique. Ils avaient 
également observé que l'administration de MT à des rats, deux semaines après leur naissance 
prévenait la formation de cataractes, normalement secondaire à l'inhibition de la y glutamylcystéine 
synthétase, enzyme contrôlant la production de glutathion (Abe et coll., 1994). La cataracte étant 
une conséquence directe des dommages occasionnés par les radicaux libres, et le fait qu'elle soit 
prévenue par une administration de MT suggère fortement que cet indole et une partie de ses 
analogues présentent des propriétés antioxydantes directes ou non vis-à-vis du développement des 
ces radicaux libres. 

5.4. Oxydation non enzymatique de la mélatonine 

Les résultats impliquant le pouvoir potentiel de piégeur du radical OH0 de la MT ont entraîné un 
regain d'intérêt concernant le mécanisme de dégradation non enzymatique de la neurohormone (Tan 
et coll., 1993a). Ce regain d'intérêt trouve son ori5ine dans le fait que les produits issus de la 
dégradation et plus particulièrement le [N1-acetyl-N -formyl-5-methoxykynuramine] ou AMFK et 
le [N1-acetyl-5-methoxykynuramine] ou AMK présentent des activités biologiques (Hardeland et 
coll., 1993) et dans le fait que 11oxydation de la MT peut avoir une importance biologique pertinente 
depuis que l'on sait qu'elle peut l'être à la fois de manière enzymatique par la indoleamine 2,3-
dioxygénase ou par certaines substances biologiques non enzymatiques comprenant notamment 
l'hème ou les protoporphirines. Comme il est dit plus haut, les produits de dégradation sont 
retrouvés à de fortes concentrations dans la glande de Harder (glande lacrymale accessoire) chez 
plusieurs espèces de mammifères et contiennent également des taux de MT élevés. Ainsi, la raison 
de la présence de la MT au niveau de ces glandes est probablement d1absorber l'excès de radicaux 
générés par les porphyrines. 

Certains auteurs ont proposé que la dégradation non enzymatique de la MT par OH0 au niveau 
intracellulaire implique un processus en deux étapes qui aboutirait à la formation de l'AMFK (Tan 
et coll., 1993a) sous-produit de la MT retrouvé au niveau urinaire (Vakkuri et coll., 1987). Ainsi, 
quand la MT est confrontée au radical hydroxyle OH0

, cette dernière lui arrache un électron pour 
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donner naissance au radical cation indoyl (Fig 21) qui réagit à son tour de manière directe sans 
catalyseur avec l'anion superoxyde afin de former l'AMFK. De cette manière la MT met fin à la 
réaction en chaîne de propagation des espèces radicalaires et point important, ne participe pas au 
cycle red-ox comme d'autres piégeurs tel que l'a-tocophérol, l'acide ascorbique ou le gluthation. 

Mélatonine OH
0 

OH
0 Fe2+ 

Radical cation indoyl 

AMFK 

Figure 21: "Voie d'oxydation non enzymatique de la mélatonine". 
Après avoir piégé le radical hydroxyle H0°, la mélatonine est convertie en radical cation indoyl qui piège 

à son tour l'anion superoxyde afin de produire le métabolite urinaire AMFK. 

Considérant l'extraordinaire potentiel pouvoir de piégeur vis-à-vis du OH0 et du très grand nombre 
de substances toxiques identifiées plus haut, la MT doit être considérée comme un agent 
thérapeutique potentiellement très important d'autant plus que d'autres recherches ont révélé que 
des analogues structuraux possédaient un potentiel pouvoir antioxydant équivalent. 

5.5. Conclusion 

Que ce soit "in vitro" ou "in vivo", les études mettant en évidence les capacités antioxydantes de la 
MT ainsi que son rôle de piégeur des radicaux libres constituent depuis le début des années 1990 
une littérature de plus en plus abondante. Néanmoins, la découverte de cette nouvelle fonction est 
d'un grand intérêt et représente une potentielle utilité thérapeutique. En effet, un grand nombre de 
pathologies peuvent être en partie la conséquence des dommages cellulaires induits par les radicaux 
libres. Ainsi, la MT par sa capacité à traverser toutes les barrières morphologiques afin d'entrer 
dans toutes les cellules est facilement administrable. De plus, avec aucun effet toxique rapporté à 
l'heure actuelle, la MT semble être un outil pharmacologique efficace dans la lutte contre les 
dommages tissulaires induits par les RLO. 
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ETUDE EXPERIMENTALE: 

, 
INFLUENCE DE LA MELATONINE 
SUR LA TAILLE DE L'INFARCTUS 

MYOCARDIQUE LORS D'UN 
ÉPISODE D'ISCHÉMIE-REPERFUSION 
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Influence de la mélatonine sur la taille de l'infarctus myocardique 
lors d'un épisode d'ischémie-reperfusion 

1. But de l'étude expérimentale réalisée 

Compte tenu des données dans les chapitres précédents, il nous a paru intéressant d'évaluer 
les capacités antioxydantes de la mélatonine lors d'un stress oxydatif induit par un épisode 
d'ischémie-reperfusion myocardique à travers la mesure de la taille de l'infarctus afin de 
mettre en évidence son rôle cardioprotecteur. 
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2. Matériel et méthodes 

2.1. Matériel biologique 

Les expériences ont été réalisées sur des rats mâles de souche Wistar (Iffa Credo, France) dont le 
poids corporel est compris entre 200 et 220g à leur livraison. Les animaux sont stockés à 5 par cage 
et gardés dans les conditions ambiantes de l'animalerie: cycle de lumière 12/12 (lumière à 7 heures), 
température 24°C. Les animaux reçoivent une nourriture commerciale et de l'eau à volonté. Les 
expériences ont été réalisées en période diurne entre 9h et 18 h de décembre à janvier sur les 
animaux ayant atteint un poids corporel compris entre 270 et 330g. 

2.2. Pré-traitement à la mélatonine 

Afin d'observer l'éventuel effet bénéfique de la MT lors d'un épisode d'ischémie-reperfusion les 
animaux reçoivent un prétraitement une demi-heure avant la préparation chirurgicale. Les animaux 
sont répartis en deux groupes. Le groupe MT subit un pré-traitement à la MT alors que le groupe C 
(contrôle) subit un prétraitement au sérum physiologique. 
Concernant les animaux du groupe MT, ces derniers reçoivent une injection intrapéritonéale de MT 
à raison de 0,1 ml/lOOg à partir d'une solution aliquotée (1,5 ml) préalablement décongelée réalisée 
à partir d'une solution-mère de MT concentrée à 2 mg/ml. La raison d'un tel procédé trouve son 
origine dans le fait que la faible solubilité de la MT en milieu aqueux rend difficile un mode de 
conservation à température ambiante (cf Annexe I. Conservation d'une solution de MT à -80°C). 
Les animaux de ce groupe reçoivent donc 0,2 mg de MT pour 1 OO g de poids corporel. 
Les animaux constituant le groupe contrôle reçoivent quant à eux une injection intrapéritonéale de 
sérum physiologique à raison de O. lml/lOOg. 

2.3. Préparation chirurgicale, montage et paramètres enregistré. 

Trente minutes après le préconditionnement, les animaux sont anesthésiés dans une cloche 
hermétique saturée en vapeurs d'éther. Ce mode d'anesthésie comparé à l'administration 
intraveineuse d'un anesthésique général présente l'avantage de ne pas avoir d'action 
pharmacologique sur les fonctions cardiaques et paramètres physiologiques mesurés ultérieurement. 
Les rats sont ensuite héparinés (Héparine Léo, 1500 UI/kg, IP) afin d'éviter toute formation de 
caillot sanguin intracoronaire lors du prélèvement. Le cœur est prélevé rapidement par section des 
gros vaisseaux après incision sous-costale et réclinaison sternale, puis il est immergé dans du 
liquide de perfusion à 4°C. Cette hypothermie entraîne un arrêt presque immédiat des battements 
cardiaques. 

Le cœur est perfusé par voie aortique rétrograde, à pression constante, selon la technique 
initialement décrite par Langendorff (1895). Le cœur est relié par l'aorte à l'appareil de perfusion, 
constitué d'un réservoir de liquide relié à un piège à bulles ainsi qu'à une enceinte thermostatée 
permettant de maintenir le liquide perfusé à 37°C. La pression de perfusion est fixée à 100 cm d'eau 
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(soit 75 mmHg). Le milieu de perfusion est une solution modifiée de Krebs-Henseleit dont la 
composition et la réalisation sont expliquées en annexe (Annexe II). 
Ainsi, rapidement afin d'éviter au maximum le stress lié à l'arrêt cardiaque, le cœur est fixé par 
l'aorte sur la canule de perfusion métallique à l'aide d'un fil chirurgical. Puis les robinets trois voies 
du montage sont actionnés de façon à perfuser le cœur. Le cœur est placé au centre d'une chambre 
thermostatée près de laquelle une lampe de forte intensité calorifique est placée afin de maintenir 
une température ambiante supérieure à celle de la pièce proche de 37°c. 

Après une étape de nettoyage (extraction des poumons et des tissus adipeux), le débit coronaire (en 
ml/min) est mesuré par recueil de l'effluent coronaire. La fréquence cardiaque est dérivée d'un 
électrogramme bipolaire enregistré à l'aide de deux électrodes mises en contact: l'une avec le cœur 
au niveau de l'apex, l'autre avec la canule métallique de perfusion. La pression ventriculaire gauche 
systolique est obtenue par introduction d'un ballonnet en latex (Hugo-Sacks, modèle N°6) dans le 
ventricule gauche (via l'incision de l'oreillette gauche), relié à un capteur de pression. Le volume du 
ballonnet rempli d'eau est ajusté afin d'obtenir une pression diastolique comprise entre 5 et 10 
mmHg. Un physiographe permet d'enregistrer en continu ces différents paramètres. 

La ligature est effectuée à l'origine anatomique de l'artère coronaire gauche, autour d'un cathéter 
souple permettant de détacher le fil sans léser le myocarde lors de la reperfusion. 

2.4. Protocole expérimental 

1 Stabilisation 1 

15 min 
* * 

Occlusion 

35 min 
* 

Prélèvement lA 
Fin de montage 

Début de montage 

1P. . 
Prélèvement JE 

Prélèvement ID 
Prélèvement 1 C 

Prélèvement 1B 

Figure 22: Protocole expérimental. 

Reperfusion 

120 min 
* * * * * 

Une période de stabilisation de 15 minutes commence dès le montage du cœur selon la technique de 
Langendorff. A la fin de cette dernière, un premier prélèvement (Stab 15) de l'effluent coronaire est 
réalisé. Le deuxième prélèvement (Occ 30) est réalisé 5 minutes avant la fin de la phase d'occlusion. 
Les trois derniers prélèvements (Rl, R2 et R5) sont réalisés successivement à 1, 2 et 5 minutes de la 
phase de reperfusion (Fig 22). Pour chaque prélèvement, 5 ml sont recueillis et placés à 80°c afin de 
doser les catécholamines. 
En plus de ces 5 prélèvements, des mesures du débit de perfusion coronaire, de la :fréquence 
cardiaque et une lecture de l'ECG sont réalisées au cours de chacune des trois étapes du protocole à 
des temps déterminés. Ils sont représentés par le symbole(*) sur la Figure 22. 
En fin de reperfusion vient l'étape de coloration rapportée à la section suivante. 
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2 .5. Analyses et mesures 

2.5.1. Evaluation de la zone à risque 

Il s'agit de mesurer la taille de la zone qui n'a pas été perfusée pendant l'occlusion coronaire. Cette 
étape est réalisée à la fin du protocole expérimental, c'est à dire à la fin des deux heures de 
reperfusion. L'artère coronaire gauche est à nouveau occlue. Par l'intermédiaire de la rampe de 
robinet trois voies, l'arrivée de la solution de perfusion est stoppée. Le cœur est alors perfusé sous 
une pression manuelle par une solution colorante bleue (Super lm.perse Blue; Ciba Geigy) par 
l'intermédiaire d'une seringue reliée à la rampe de robinet. 

Après démontage du cœur par incision de l'aorte à sa base, le myocarde est sommairement rincé 
dans du sérum physiologique. Une fois séché, le cœur est pesé dans son ensemble avant de séparer 
le ventricule gauche (paroie libre et septum) pesé à son tour. Le colorant bleu colore tout le 
territoire qui à été perfusé continuellement pendant l'occlusion. Le ventricule gauche est ensuite 
congelé une heure à -20°c afin de faciliter sa découpe transversale en tranche avoisinant le 
millimètre. Les tranches sont ensuite immergées dans une solution de chlorure de triphényle 
tétrazolium (TTC) dont la composition est résumée au Tableau III. 

Tampon phosphate: 
Solution 1: 100 mM de Na2HPÜ4, H20 
Solution 2: 100 m M de NaH:J>04 

Solution de tampon phosphate: 
2 parts de solution 1 + 8 parts de solution 2 
+ TTC à 1 % dans la solution fmale soit lg/1 OOml 

Tableau m: Solution de coloration du cœur. 

Le TTC colore la zone non perfusée ou zone à risque qui n'a pas été colorée en bleu. Pour que cette 
coloration se développe, les tranches de ventricule gauche sont incubées 20 minutes à 3 7°C dans la 
solution. En effet, le TTC est un colorant vital; dans les cellules vivantes il est réduit en formazan 
de couleur rouge brique qui précipite par action d'une désydrogénase en présence de NADH. Les 
zones infarcies à l'intérieur de la zone à risque (cellules mortes) restent non colorées. Les tranches 
de ventricule gauche sont alors fixées au moins 48h dans du formol avant d'être analysées. 
L'analyse des différentes zones se fait à l'aide d'une caméra couleur reliée à un ordinateur affichant 
l'image des tranches. Grâce à un logiciel de traitement d'image, les aires des zones de différentes 
couleurs sont quantifiées en pixels permettant ainsi de quantifier pour chacune des tranches: 
• Zone totale = Surface de section de la tranche 
• Zone à risque = Zone blanche + rouge 
• Zone infarcie = Zone blanche 

Compte tenu du fait qu'il est impossible de reproduire fidèlement d'un cœur à l'autre le même 
volume de zone à risque (importance interindividuelle variable des anastomoses),on normalise la 
taille d'infarctus en fonction de la zone à risque et on exprimera les résultats en pourcentage infarci 
de la zone à risque. 
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2.5.2. Paramètres mesurés 

Le débit coronaire (en ml/min), la fréquence cardiaque (FC en bpm) et la pression ventriculaire 
gauche systolique (PVG en mmHg) sont mesurés à intervalles de temps réguliers au cours du 
protocole expérimental. Ces mesures permettent de vérifier: 

• La bonne réalisation du montage. Ainsi ne sont retenus dans cette étude que les cœurs 
présentant un débit coronaire compris entre 8 et 15 ml/min, une FC supérieure à 250 bpm, 
ainsi qu'une PVG systolique supérieure à 70 mmHg, à la fin de la période de stabilisation. 

• Par ailleurs, lors de l'ischémie myocardique, la ligature de l'artère coronaire gauche est 
considérée comme satisfaisante lorsque le débit coronaire est réduit d'au moins 30%. 

2.5.3. Mesure des paramètres biochimiques 

Elle est réalisée afin de suivre au cours du protocole les taux d'adrénaline et de noradrénaline libérés 
au niveau de l'effluent coronaire. 

Le dosage de l'adrénaline et de la noradrénaline est réalisé par HPLC (pompe: Chromatofield 501, 
amortisseur de pulsation: Touzard et Matignon vanne d'injection: Negretti 190) suivant la méthode 
initialement décrite par Eriksson (1993). Les échantillons sont dans un premier temps, purifiés sur 
alumine activée; la séparation est réalisée sur colonne phase inverse; la détection est de type 
coulométrique (ESA 51 OOA). 

2. 6. Analyse statistique 

L'analyse statistique des concentrations des catécholamines est effectuée par analyse de variance 
multifactorielle (un facteur temps et un facteur traitement). La comparaison des échantillons deux à 
deux est réalisée par le test de Newman-Keuls. Dans le cas d'une distribution non normale des 
données, une analyse de variance non paramétrique (Kruskal-Wallis), suivie de test de Dunn a été 
employée. 

La comparaison des tailles d'infarctus et de zones à risques a été éffectuée à l'aide de tests de t ou de 
Mann-Whitney selon que les données suivaient une distribution normale ou non. 

Les effectifs des deux groupes sont les suivants: 5 pour le groupe controle; 7 pour le groupe MT. 

Les résultats sont exprimés sous forme: Moyenne + /_ erreur standard de la moyenne. 

74 
1 

1 



3. Résultats 

3.1. Libération des catécholamines dans l'effluent coronaire 

Les poids des cœurs et les débits coronaires des groupes C et MT n'étant pas différent de façon 
statistique (résultats non présentés), les concentrations des catécholamines seront exprimées 
directemen sous la forme de pg/ml. 

3 .1.1. Dosage de l'adrénaline 

Stab 15 Occ30 RI R2 R5 
Groupe C (mz/ml) 0 0 +; ~ 59,5 - 24,8 18,9 +/.8,7 9,3 +;_ 5,9 

Groupe MT ( pg/ml) 2,7 +;_ 2, 7 2,3 +;_ 2,3 87,8 +;_ 30,6~ 26,6 +;_ 8,9 11,2 +;_ 6, 1 

La concentration d'adrénaline (pg/ml) dans l'effluent coronaire présente un pic signifacatif au 
moment .de la reperfusion qui s'atténue rapidement dans chacun des deux groupes. 

Le groupe MT présente un taux deîibération d'adrénaline légèrement supérieur à celui du groupe C. 
Cependant aucune différence significative ne peut être établie entre les deux groupes. 

*: p<0,05 vs Occ 30 
N.S: différence non-significative 

pg/ml 

14) 

12) 

1CD 
8) 

ED 

4J 

al 

/mc1Mr/ 
N.S. 

* 

* 

Q-1-----"'-r----..--"""" 

Stab 15 Occ 30 RI 
Figure 23: 

R2 R5 

Concentration de l'effluent coronaire en adrénaline. 
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3 .1.2. Dosage de la noradrénaline 

Stab 15 Occ30 Rl R2 R3 
Groupe C (pg/ml) 4,7 +;_ 2,1 60,1 +;_26,7 +; • 326,3 - 146,0 178,5 +;_ 79,8 35,5 +;_ 15,9 

Groupe MT (pg/ml) 8,8 +;_ 3,6 35,2 +;_ 13,3 488,0 +;_ 184,4. 135,4 +;_ 55,3 126,2 +;_ 47,7 

La concentration de noradrénaline (pg/ml) dans l'effluent coronaire présente un pic signifacatif au 
moment de la reperfusion qui s'atténue rapidement dans chacun des deux groupes. 

Le groupe MT présente un taux de libération de noradrénaline légèrement supérieur à celui du 
groupe C. Cependant aucune différence significative ne peut être établie entre les deux groupes. 

*: p<0,05 vs Occ 30 
NS: différence non-significative 

pg/ml lac BMT 1 
600 

N.S. 
Il 

* 

Stab 15 Occ 30 RI R2 R5 
Figure 23: 

Concentration de l'effluent coronaire en noradrénaline. 
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3.2. Mesure de la taille de l'infarctus 

3.2.1. Mesure de la taille de la zone à risque 

La taille de la zone à risque (ZR) exprimée en % du ventricule gauche (VG) est semblable dans les 
deux groupes et ne présente pas de différence significative (N.S.). 

% 

100 
N. S. 

80 
ZR/VG 

51,1 +;_ 7,0 60 
49,7 +;_ 6,2 

40 

20 

0 
c MT 

Figure 25: Zone à risque/ Ventricule gauche 

3.2.2. Mesure de la taille de l'infarctus 

La zone infarcie (ZI) exprimée en % de la zone à risque (ZR) est dans le groupe MT 
significativement plus importante (p<0,05). Cette différence significative persiste quand la taille de 
l'infarctus est comparée à la masse du ventricule gauche. 

Groupe C (%) 
Groupe MT (%) 

% 
100 

80 p<0,05 

60 

40 

20 

0 
c MT 

Figure: 26 
Zone infarcie/ Zone à risque 

ZI/ZR 
17,8 +;_ 7,4 

+; ... 49,9 - 9,5 
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8,4 +;_ 3,2 

+; .. 24,5 - 5,0 

p<0,05 
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Figure: 27 

Zone infarcie/ Ventricule gauche 



4. Discussion 

Le but de cette étude est d'évaluer les capacités antioxydantes de la mélatonine lors d'un 
stress oxydatif induit par un épisode d'ischémie-reperfusion myocardique à travers la 
mesure de la taille de l'infarctus afm de mettre en évidence son rôle cardioprotecteur. 

La mesure de la taille de l'infarctus n'a pas permis de montrer d'effet protecteur de la 
mélatonine lors d'un prétraitement à 2mg/kg contre les troubles induits par le phénomène de 
l'ischémie-reperfusion. 

Un certain nombre de données obtenues expliquent ce résultat alors que d'autres méritent 
d'être discutés et remis en cause. L'étude des effets protecteurs de la mélatonine étant 
mesurée de façon indirecte, la bonne réalisation du protocole est un facteur important dans 
la validation des résultats obtenus. 

La mesure des catécholamines libérées au niveau de l'effluent coronaire présente un pic au 
moment de la reperfusion conforme à ce qui est rapporté dans la litérature. Cette 
accumulation massive de catécholamines au niveau de la fente synaptique trouve son 
origine dans l'inversion du mécanisme de recapture uptake 1 après 10 minutes d'ischémie. 
Au moment de la reperfusion, l'effluent coronaire "lave" alors cet excès mis en evidence par 
le pic mesuré. La mesure de ce pic est donc un des facteurs traduisant la bonne réalisation 
de l'occlusion et de l'ischémie. · 
De même, la mesure de la taille de la zone à risque est un facteur indépendant du traitement. 
Il est directement lié à la bonne réalisation de l'occlusion et les résultats montrent dans 
chacun des groupes des valeurs semblables qui valident la bonne réalisation de l'étape 
d'occlusion de l'artère coronaire gauche. 

Cependant, même si la bonne réalisation de l'occlusion est nécessaire pour induire 
l'ischémie, cette dernière peut évoluer de façon différente en fonction de nombreux 
paramètres et notament de la température du tissu. En effet, dans le cas d'une température 
non maîtrisée et plus basse que celle rencontrée physiologiquement, le développement des 
conséquences néfastes de l'ischémie peut être grandement ralenti par l'inhibition de tous les 
processus enzymatiques. Ainsi, bien que la taille de la zone à risque soit conforme au 
modèle utilisé, la taille de la zone infarcie du groupe contrôle devrait être conforme à la 
littérature (fourchette allant de 35 à 42% de la zone à risque; Joyeux et coll. 1998a 1998b). 
Or elle apparaît extrêmement basse dans notre étude( 18% ). Cette faible taille de l'infarctus 
du groupe C peut s'expliquer par un défaut dans la maîtrise de la technique de réalisation du 
modèle. Les échantillons du groupe C ont été les premiers à être réalisés (la réalisation 
aléatoire entre groupe C et MT n'ayant pas été réalisée). Le suivi des conditions thermiques 
durant les deux heures de reperfusion a été réalisée avec un simple thermomètre 
électronique placé contre la paroi cardiaque. 
L'utilisation d'une sonde intracardiaque aurait permis une mesure plus précise de la 
température du myocarde au cours de l'expérience. La vérification de la température du 
bain-marie n'était faite qu'épisodiquement. Ainsi, du fait de la non-maîtrise de la 
température du tissu et du milieu irrigant ce dernier, on ne peut pas exclure le fait que la 
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limitation anormale de la zone infarcie du groupe C ait pour origine une température trop 
basse pendant l'occlusion et la repetfusion. Cette hypothèse peut être à l'origine d'une 
variation affectant la reproductibilité et la fiabilité des résulats. 

Enfin, les résultats du groupe MT montrent qu'avec le temps nous avons développé une 
meilleure maîtrise du modèle puisque la taille de l'infarctus (49.9 %) est conforme à celles 
retrouvée par d'autres auteurs (Joyeux et coll. 1998a 1998b). Cependant, cette conformité 
avec les valeurs obtenues chez des animaux non traités montre une absence d'efficassité de 
la mélatonine à la dose utilisée. 
Ce résultat présente alors un intérêt quand on le compare à ceux qui ont démontré un effet 
bénéfique de la mélatonine sur d'autres modèles où la dose administrée a été supérieur ou 
égale à lOmg/kg (Pierrefiche et coll., 1993; Blinkenstaff et coll., 1994; Tan et coll., 1994; 
Bertuglia et coll., 1996). Il serait donc intéressant de répéter l'expérience à la dose de 10 
mg/kg avec une maîtrise des conditions thermiques afin d'évaluer si les effets bénéfiques de 
la mélatonine apparaîssent à une dose supérieure. 
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THESE SOUTENUE PAR: Marc BORIS 

TITRE: INFLUENCE DE LA MÉLATONINE SUR LA TAILLE DE 
L'INFARCTUS MYOCARDIQUE LORS D'UN ÉPISODE 
D'ISCHÉMIE-REPERFUSION 

5. CONCLUSION 

Dans cette thèse, nous avons présenté une revue rapportant l'implication des radicaux libres 
de l'oxygène dans le processus d'ischémie-repetfusion myocardique et des propriétés anti-
radicalaires de la mélatonine. 

Au cours d'une étude expérimentale, nous n'avons cependant pas pu mettre en évidence un 
effet protecteur de la mélatonine à la dose de 2mg/kg sur la taille de l'infarctus myocardique 
chez le rat. 

Des études supplémentaires avec des doses supérieures sont nécessaires afin de déterminer 
les propriétés cardioprotectrices de la mélatonine. 

VU ET PERMIS D'IMPRIMER 
Grenoble, le rP 3 · () S · -191j 

LE DOYEN LE PRESIDENT DE THESE 
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Annexe I: Stabilité et conservation 
0 

d'une solution de mélatonine à -80 C 

1. Introduction 

Le projet d'étude de l'influence de la MT sur la taille de l'infarctus sur des cœurs isolés de rat 
prévoit dans son protocole une injection intra-péritonéale d'une solution de MT à raison de 2 
mg/kg. Pour des raisons pratiques qui tiennent compte de la concentration de la solution à réaliser, 
on prépare cette dernière en moyen volume, c'est-à-dire de l'ordre de 20ml concentrée à 2mg/ml 
(soit 40 mg de MT qsp 20ml H20). Cependant, compte tenu de sa faible solubilité et ce, même 
additionnée de Tween 80 (tensioactif à raison de 200µ1/20ml), on se heurte à la reformation des 
cristaux de MT après conservation d'une telle solution au froid à +4°C. 

L'un des moyens émis pour résoudre le problème de solubilisation lié à la conservation de la 
solution est de répartir cette dernière dans des aliquots de 1.5 ml qui seront conservés à -80°C. En 
effet, lors de leur décongélation la solution contenue dans les aliquots est directement utilisable sans 
aucun problème de solubilité de MT. Cependant n'ayant aucunes données sur la dégradation 
éventuelle de la MT à une telle température, le but de cette première expérience est de savoir si les 
aliquots de 1. 5 ml conservés au congélateur à -80°C permettent de garantir la conservation (donc la 
concentration) de la MT. En d'autres termes, savoir si la congélation à -80°C altère la MT et/ou le 
Tween en formant des produits de dégradations. 

2. Matériels et méthodes 

2.1. Caractères physico-chimiques des matières premières 

2.1.1. La mélatonine 

Formule et dénominations 

Dénomination commune internationale IDCD: 
Melatonin( e) 
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Dénomination chimique: 
N-Acetyl-5-methoxytryptamine, ou 
N-[2-(5-Methoxy-l H-indol-3-yl)éthyle]acétamide 



Caractères physico-chimigues 

--------------<- Soit: C 67.22% Formule brute: C13H16N202 
Poids moléculaire ou PM: 232.28 
Point de fusion: 115-l 18°C 
Pics d'absorption (UV max): 223 et 278nm (ë27550, 6300) 

H6.94% 
N 12.06% 
0 13.78% 

La MT est présentée sous forme de petits cristaux blancs inodores, conditionnés dans un flacon de 
verre teinté (protection UV) et conservés à température ambiante sous forme sèche. Le fournisseur 
est le laboratoire "ACROS" qui garantit à la matière un indice de pureté de 99% (TLC, Thin Layer 
Chromatography, soit un contrôle réalisé à partir de la technique de chromatographie sur couche 
mmce. 

2.1.2. Le Txeen 80 

Le tensioactif utilisé sera du Tween 80 également fourni par le laboratoire «A CROS». 

2.2. Méthodologie 

2.2.1. Principe 

Afin d'évaluer l'éventuelle dégradation de la solution de MT, on utilise une méthode 
spectrophotométrique aux longueurs d'ondes caractéristiques Â. des différents produits (Â. MT = 
223nm, À. Tween = à déterminer). Ainsi, on pourra mettre en évidence l'apparition ou non de 
nouveaux pics d'absorption qui mettraient en évidence la formation de nouveaux produits issus 
d'une éventuelle dégradation de la MT ou du TWEEN au cours du temps. 

Dans un second temps, on évaluera la conservation de la concentration de la MT au cours du temps 
en mettant en évidence la conservation de la pente d'une gamme étalon de MT. 

Pour réaliser ces expériences, un spectrophotomètre type UVIKON, intégrant un moniteur et relié à 
une imprimante, permettra le dosage par absorption aux longueurs d'ondes caractéristiques Â. des 
différents composés formant la solution. Compte-tenu des longueurs d'ondes d'absorption 
Â.<400nm, on utilisera des cuves en quartz. 

2.2.2. Détermination des concentrations nécessaires à une absorption linéaire 

Désirant utiliser une méthode spectrophotométrique, on réalise tout d'abord des tests de 
concentrations afin de se situer dans la partie linéaire d'absorption des produits c'est-à-dire avoir 
une absorbance (ou DO, densité optique) comprise entre 0,5 et 1,5 en étant idéalement le plus 
proche d'une DO égale à 1. Ainsi, à partir d'une solution-mère Mo à 2 mg/ml contenant: 20 mg de 

83 



MT, 200 µl de tween qsp 20 ml H20, on réalise des dilutions Mx jusqu'à ce que le scan d'absorption 
des ').. comprises entre 180 et 340 nm donne une DO comprise entre 0,5 et 1,5 pour le max 
d'absorption de la MT 

2.2.3. Détermination de la Â du Tween 80 

On ne cherche pas à connaître la Îv exacte du Tween mais simplement savoir si elle interfère avec 
celle de la MT. Pour ce faire on réalise un SCAN à différentes Îv (de 180 à 340 nm) à partir d'une 
solution T0 ne contenant pas de MT (20 µl de tween 80 qsp 20 ml H20). 

2.2.4. Approximation des effets de la congélation. 

A partir de la solution Mx déterminée dans le paragraphe (2.2.2.), une lecture de la DO permettra 
l'éventuelle mise en évidence de nouveaux pics d'absorptions traduisant l'apparition de produits de 
dégradations après une période de congélation à -80°C pendant 24heures. 

2.2.5. Conservation de la solution à -80°C au cours du temps 

Pour vérifier les résultats obtenus en dans le paragraphe (2.2.4.), on réalise une gamme d'étalonnage 
croissante de MT que l'on mesure à 223nm pour en déterminer la pente. Cette gamme sera 
conservée à -80°C et l'on renouvellera les mesures à 24 heures, 96 heures, et 240 heures. La 
comparaison des pentes obtenues permettra de mettre en évidence l'éventuelle conservation de la 
solution au cours du temps. 

3. Résultats 

3 .1. Détermination des concentrations nécessaires à une absorption linéaire 

La dilution Mx gardée pour réaliser les différentes expériences est la dilution Mt: 1/625 de Mo. 
(Fig: 28) 

3.2. Détermination de la Â du Tween 80 

La dilution T4: 1/625 de To n'interfère pas avec le pic d'absorption à 223 nm de la MT (Fig 28). 
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3.3. Approximation des effets de la congélation 

Après 24 h de congélation des solutions ~ et T4, on ne met pas en évidence l'apparition de 
nouveau pic d'absorption pour chacune des solutions (fig 28). Les courbes de scan semblent 
superposées, il n'y a donc pas de dégradation des produits. 

· .. -... ' ••'•·'••••••'·'"'"'• , ... •'. ••••" • '" ·'•""'''"·"•"'•• ·'"'°•' ,,..,,_., -~··,-·,., .. •,C.V~.~ • >··~"'"" >•"•"•'••>" >Y. ,., ..... ,, .• ,,..,,,.,_.~. ''" ~ ' ... >r• o.; ,_,•,_.,,., '' V• • 

0.000 ..... ~---~~--· 
Ht0 

~: -80°C, t24 

~: T0 amb, to 

T4: T0 amb, to , 
T 4: -80°C, t24 

lUll 

Figure 28: Représentation des différents scans d'absorptions des solutions. 

3.4. Conservation de la solution à-80°C au cours du temps 

Equation de la droite de la gamme d'étalonnage. 

à to: 0.11248X + 6.4 10-3 

à t24: 0.10620X + 1.18 10-2 

à t96 : 0.10688X + 6.2 10-3 

à t24o: 0.10744X - 2.4 10-3 

Les pentes restent identiques. La MT n'est donc pas dégradée par une conservation à -80°C. 

4.4. Conclusion 

La conservation d'une solution de MT à -80°C n'entraîne pas sa dégradation. 
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Annexe II: Réalisation de la solution modifiée de Krebs-Henseleit 

1. Introduction 
Bien évidemment le but des modèles d'étude de l'ischémie myocardique est de reproduire le plus 
fidèlement possible les situations rencontrées en clinique. Il est clair que les études conduites "in 
vitro" sur des organes isolés dans lesquels, les conditions ischémiques sont mimées par l'hypoxie ou 
l'utilisation de solution de perfusion ne peuvent reproduire fidèlement la totalité des phénomènes 
rencontrés en clinique. En effet, au cours de l'ischémie il n'y a pas seulement une diminution de 
l'apport en oxygène, d'ions, de glucose et de protéines plasmatiques mais il y a aussi une diminution 
de l'arrivée des éléments figurés sanguins. Ces derniers ou les produits qui en dérivent sont sans 
doute des acteurs important du développement de l'ischémie myocardique. De ce fait, il faut 
différencier les modèles où une diminution de l'apport de sang est créée et ceux où l'ischémie est 
simulée par diminution de l'apport d'un tampon de perfusion. Le choix de l'espèce animale est 
important pour une raison pratique: la quantité de liquide de perfusion consommée par le cœur. La 
solution de tampon de perfusion utilisée est la plupart du temps un Krebs modifié en fonction du 
type d'étude réalisée (pratiquement chaque laboratoire possède sa propre recette). Ce tampon de 
perfusion renferme du glucose et des ions en mélange (Na+, K+, Ca2+, CL.), il est filtré, oxygéné 
par barbotage d'un mélange à 95% d'02 et 5% de C02, tamponné à pH=7.4 et maintenu à une 
température de 37oc. 

2. Matériels et méthodes 
A partir de solutions-mères (Tab IV) qui peuvent être stockées à +4°C pendant une quinzaine de 
jours, on réalise la solution de Krebs (Tab V). En ce qui concerne notre étude, le protocole nécessite 
la préparation de 4 litres par expérience. Cette solution se conserve au maximum 48 heures. 

Produits [concentration] 
enWl 

1 Quantité solution 1 IL 
1 

2L 
1 

3L 
1 

4L 
1 

5L 
1 

6L 
1 KREBSenL 

MgS04 59.2 
KH2P04 32.7 

KCL 70.0 
NaCI 137.9 

NaHC03 52.5 

NaCI (ml) 50 100 150 200 250 300 
NaHC03(ml) 40 80 120 160 200 240 
KH2P04 (ml) 5 10 15 20 25 30 
MgS04 (ml) 5 10 15 20 25 30 

KCl (ml) 5 10 15 20 25 30 

Tableau IV: 
Glucose (g) 1.98 3.96 5.94 7.92 9.9 11.88 
CaCh (g) 0.44 0.88 1.32 1.76 2.20 2.64 

EDTA(mg) 10 20 30 40 50 60 
VitC (mg) 10 20 30 40 50 60 

Tableau V: 
Mode opératoire 
Mettre en mélange tous les produits sauf le chlorure de calcium. Agiter et oxygéner pendant 10 
minutes (mélange gazeux composé de 95% d'02 et de 5% de C02). Ajouter alors le chlorure de 
calcium puis agiter de nouveau tout en oxygénant pendant 5 minutes. 

Filtrer la solution à travers un filtre 1.2µM sous vide par l'intermédiaire d'une pompe à eau. 

Enfin ajuster le pH de façon à ce que: pH=7.40 à 37°C soit pH 7.44 à 20°C. 
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