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I. La mitochondrie 

La mitochondrie est présente dans la majorité des cellules eucaryotes 
1
.  Elle fournit l’énergie 

indispensable au bon fonctionnement de la cellule vivante en synthétisant l’adénosine 

triphosphate (ATP). Lors d’une agression cellulaire comme l’ischémie-reperfusion (I/R), elle 

peut se détourner de son fonctionnement physiologique et conduire la cellule vers l’apoptose 

et/ou la nécrose par l’intermédiaire du phénomène de transition de perméabilité. 

I-1. Structure des mitochondries 

La mitochondrie est un organite cellulaire d’environ 2 à 10 μm de longueur et de 0,5 à 1 μm 

de largeur. Elle est limitée par deux membranes qui définissent deux compartiments 

mitochondriaux séparés : l’espace matriciel interne et l’espace intermembranaire plus étroit 

(Figure 1). 

 

 

 

I-1-1. La membrane externe 

La membrane externe est une membrane classique, lisse, pauvre en protéines. Cependant, elle 

contient de nombreuses copies d’une protéine de transport nommée porine qui forme de 

grands canaux aqueux à travers la double couche lipidique. Ainsi, elle est perméable à toutes 

les molécules d’une masse moléculaire inférieure à 5 kDa, y compris les protéines. Les 

molécules de plus haut poids moléculaire peuvent entrer par cette membrane externe par 

transport actif à condition qu’elles soient capables de se lier à une protéine multi-subunités 

nommée translocase de la membrane externe (TOM). La rupture de cette membrane dans 

certaines conditions laisse sortir les facteurs pro-apoptotiques, tel le cytochrome c (Cyt C), et 

déclenche le processus de la mort cellulaire 
2
. 

Figure 1. Structure de la mitochondrie 

Membrane externe 

Membrane interne 

Matrice 

Crêtes 

Espace intermembranaire 
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I-1-2. L’espace intermembranaire 

La plupart des petites molécules pénétrant par la membrane externe ne peuvent franchir la 

membrane interne imperméable. Ainsi, cet espace intermembranaire est chimiquement 

équivalent au cytosol vis-à-vis des petites molécules qu’il contient. Les protéines de plus haut 

poids moléculaire, qui traversent la membrane externe via les TOM, se retrouvent quant à 

elles à des concentrations différentes de celles du cytosol. 

I-1-3. La membrane interne 

Cette membrane, composée de 75 % de protéines et 25 % de lipides, est très spécialisée. Elle 

contient une proportion élevée d’un phospholipide « double », la cardiolipine, qui contient 

quatre acides gras et aiderait à rendre la membrane particulièrement imperméable aux ions. La 

dégradation de ces cardiolipines induit un dysfonctionnement mitochondrial et la mort 

cellulaire 
3
. 

La membrane interne est quasiment imperméable aux ions et aux métabolites hydrosolubles. 

Ces substances ne peuvent traverser la membrane qu’à l’aide d’un assortiment de protéines 

membranaires de transport, nommées navettes. La membrane interne contient aussi des 

translocases de la membrane interne (TIM), impliquées dans l’import des protéines. Les 

enzymes de la chaîne respiratoire sont enchâssées dans la membrane mitochondriale interne, 

et elles sont indispensables à la phosphorylation oxydative qui produit la majorité de l’ATP de 

la cellule animale. 

Cette membrane interne forme des invaginations, formant ainsi une série de replis, connus 

sous le nom de crêtes, dans l’espace matriciel. Ces replis augmentent considérablement la 

surface de la membrane interne. Le nombre de crêtes dans la mitochondrie d’une cellule du 

muscle cardiaque est très élevé, ce qui est la conséquence probable de la grande demande en 

ATP de ces cellules. 

La membrane interne est le siège de la formation d’un méga canal appelé pore de transition de 

perméabilité mitochondriale (mPTP). Par sa formation, il conduit la cellule vers l’apoptose 

et/ou la nécrose. 

I-1-4. La matrice 

L’espace matriciel contient un mélange très concentré de nombreuses enzymes, dont celles 

qui sont nécessaires à l’oxydation du pyruvate et des acides gras (en acétyl-CoA) et au cycle 

de l’acide citrique (cycle de Krebs). Il renferme également plusieurs copies identiques d’ADN 

(génome mitochondrial) et les protéines nécessaires à sa transcription puis à la traduction de 

l’ARNm en protéines. 

Cependant, cette conception schématique de la mitochondrie ne doit pas nous éloigner d’une 

vision plus dynamique de cet organite intracellulaire. En effet, les mitochondries entretiennent 

d’étroites relations avec les autres constituants cellulaires (cytosquelette, protéines 

cytoplasmiques, réticulum endoplasmique, noyau). 
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I-2. Fonctions des mitochondries 

I-2-1. Synthèse de l’ATP 

Le métabolisme cellulaire produit, lors de la glycolyse, de la ȕ-oxydation et essentiellement 

du cycle de Krebs, des cofacteurs réduits comme le NADH + H
+
 (nicotinamide adénine 

dinucléotide réduit) et le FADH2 (flavine adénine dinucléotide réduit). La réoxydation de ces 

molécules par le transfert des électrons sur l’oxygène (l’accepteur final), par l’intermédiaire 

de la chaîne de transport d’électrons de la membrane mitochondriale interne, permet la 

synthèse d’ATP à partir d’ADP. L’ensemble de ces réactions qui conduisent à la synthèse 

d’ATP consomment de l’oxygène et sont ainsi assimilées à une respiration mitochondriale (ou 

phosphorylation oxydative). Cette phosphorylation oxydative se décompose donc en trois 

étapes essentielles : la constitution d’un pool matriciel de cofacteurs réduits, le transfert 

d’électrons au niveau de la chaîne respiratoire et la synthèse d’ATP à proprement parlé. 

I-2-1-1. La constitution d’un pool matriciel de cofacteurs réduits 

Le métabolisme oxydatif dans la mitochondrie est principalement tributaire des acides gras et 

du pyruvate produits par la glycolyse dans le cytosol. Ces composés sont sélectivement 

transportés du cytosol à la matrice mitochondriale où ils sont scindés pour former le 

groupement acétyle de l’acétyl coenzyme A (acétyl CoA). Afin d’assurer un apport continu de 

combustible nécessaire au métabolisme oxydatif, les cellules animales stockent les acides gras 

sous la forme de triglycéride et le glucose sous la forme de glycogène. L’acétyl CoA va 

rentrer dans le cycle de Krebs pour être oxydé au niveau de son groupement acétyle. Au cours 

de ce cycle de Krebs, le NAD
+
 et le FAD sont réduits respectivement en NADH + H

+
 et 

FADH2, les cofacteurs réduits indispensables au fonctionnement de la chaîne respiratoire. 

I-2-1-2. Le transfert d’électrons au niveau de la chaîne respiratoire 

Le transfert des électrons issus des coenzymes réduits NADH + H
+
 et FADH2 est réalisé par 

différentes réactions d’oxydoréduction au niveau de la chaîne respiratoire (Figure 2). Ce 

phénomène est couplé au transport actif de protons, depuis la matrice vers l’espace 

intermembranaire, générant ainsi une différence de potentiel électrochimique (couplage 

chimiosmotique). 

Le NADH et le FADH2 sont oxydés respectivement au niveau des complexes I (NADH 

déshydrogénase) et II (succinate déshydrogénase) de la chaîne respiratoire. Chacune de ces 

oxydations libère deux électrons qui sont transférés au niveau de l’ubiquinone (ou coenzyme 

Q). Ces électrons sont successivement pris en charge par le complexe III (ou ubiquinone - 

cytochrome c réductase), le cytochrome c et le complexe IV (ou cytochrome c oxydase). Ils 

réagissent enfin avec leur accepteur final, l’oxygène moléculaire, pour former des molécules 

d’eau. Au cours de ces étapes, une quantité très faible d’électrons est incomplètement réduite, 

essentiellement au niveaux des complexes I et III. Ces électrons réagissent avec l’oxygène 

moléculaire et génèrent ainsi des espèces réactives de l’oxygène (ROS), qui ont des rôles 

importants de second messager mais peuvent également être néfastes (voir ultérieurement). 

Lors de cette phosphorylation oxydative, les complexes I, III et IV utilisent l’énergie générée 
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par ce transfert d’électrons pour pomper des protons depuis la matrice vers l’espace 

intermembranaire. Ceci crée un gradient de protons (ou gradient de pH, ǻ pH) et modifie le 

potentiel membranaire mitochondrial (ǻ Ȍm). 

 

Figure 2. Représentation de la chaîne respiratoire. Le flux d’électrons (flèches  en 

pointillés) provenant des complexes I (pour le NADH) ou II (pour le FADH2) est transféré 

successivement à l’ubiquinone, au complexe III, au cytochrome c, au  complexe IV, et 

finalement combiné à l’oxygène moléculaire. Les complexes I, III et IV sont également des 

pompes à protons qui font sortir des H
+
 vers l’espace intermembranaire, créant ainsi un 

gradient de pH (ǻpH) et un potentiel de membrane mitochondrial (ǻ Ȍm). Le complexe V ou 

F0/F1-ATP synthase convertit cette force protomotrice en ATP en faisant rentrer les H
+
 dans la 

matrice. Le transporteur des nucléotides adényliques (ANT) assure la sortie d’une molécule 

d’ATP contre l’entrée d’une molécule d’ADP. 

 

I-2-1-3. La synthèse d’ATP 

La génération d’ATP par la phosphorylation oxydative dépend d’un processus 

chimiosmotique, qui fut proposé dès 1961. Ce terme vient du fait que les intermédiaires 

chimiques riches en énergie sont remplacés par une association entre des processus chimiques 

(« chimi ») et des processus de transport (« osmotiques »). L’imperméabilité de la membrane 

mitochondriale permet de maintenir le gradient de protons. Le reflux de protons, dans le sens 

de ce gradient, est employé pour activer une enzyme membranaire, l’ATP synthase (ou F0/F1-

ATP synthase), qui catalyse la conversion d’ADP + Pi en ATP, et complète le processus de la 

phosphorylation oxydative. C’est le domaine membranaire F0 qui joue le rôle de canal à 

protons alors que le domaine extrinsèque hydrophile F1, du côté matriciel, supporte l’activité 

catalytique de l’ATP synthase, également appelée complexe V. Son fonctionnement est 

néanmoins réversible, si bien que, lors d’une chute de la force protomotrice, une hydrolyse de 

l’ATP se produira. 
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I-2-2. Transport des nucléotides adényliques 

Le bon fonctionnement de la phosphorylation oxydative est conditionné par un transport 

satisfaisant d’ADP et d’ATP. L’ATP est synthétisée dans la matrice mais utilisée en grande 

partie dans le cytosol. A l’inverse, l’ADP est synthétisée dans l’espace intermembranaire. 

C’est le transporteur de nucléotides adényliques (ou ANT) qui assure la continuité 

métabolique de ce système. Cette translocase hautement spécifique transfère une molécule 

d’ATP dans l’espace intermembranaire pour chaque molécule d’ADP qui rentre au niveau 

matriciel. 

I-2-3. La production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

Les ROS sont des atomes ou des molécules dont une orbitale contient un électron non apparié, 

ce qui les rend instables et très réactifs. Ils sont alors capables d’extraire un électron des 

molécules voisines pour combler la vacance de leur orbitale. Les ROS sont d’importants 

seconds messagers cellulaires 
4
 et leurs effets sont variés. Ils sont à l’origine de nombreux 

dommages, tant au niveau cellulaire que moléculaire, comme la fragmentation de l’ADN 
5-6

 et 

l’oxydation de protéines 
7
. Ils initient également des réactions en cascade telle que la 

peroxydation lipidique (d’où altération des membranes et mort cellulaire) 
8
. 

L’hyperproduction de ROS est à la base des explications physiopathologiques des grandes 

maladies neurodégénératives telles que les maladies de Parkinson  et d’Alzheimer 
9-11

. Ainsi, 

ils sont traditionnellement considérés comme délétères. Cependant, les ROS sont également 

impliqués dans des phénomènes protecteurs tels que le pré- et le postconditionnement 

cardiaque 
12-14

. 

La mitochondrie représente le site majeur de production de ROS. Au cours de la 

phosphorylation oxydative, une petite quantité d’oxygène échappe à la réduction complète en 

H2O et subit une réduction mono-électronique au niveau des complexes I et III de la chaîne 

respiratoire 
15

, donnant ainsi naissance à l’anion superoxyde (O2
.-
). L’oxydation du FADH2  

au niveau du complexe II produit également des ROS par un phénomène appelé flux inverse 

d’électrons (reverse electron transfert) 
16-17

. Une partie des électrons obtenus par l’oxydation 

de ce FADH2 retourne en direction du complexe I, générant ainsi des ROS au niveau de la 

flavine mononucléotide du complexe I. L’anion superoxyde ayant une durée de vie 

extrêmement limitée, ce sont surtout ses dérivés qui sont considérés comme délétères : le 

peroxynitrite (ONOO
-
) et les radicaux hydroxyles (HO

.
) et peroxydes (ROO

.
) (Figure 3). 
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Figure 3. Synthèse et détoxification des ROS. SOD, superoxyde dismutase; GSH, 

glutathion réduit ; R
.
, radical lipidique. 

 

I-2-4. L’homéostasie calcique 

Le calcium est un second messager cellulaire qui régule de nombreuses réactions 

métaboliques et des processus physiologiques variés comme la contraction des 

cardiomyocytes. La mitochondrie participe, en relation étroite avec le réticulum 

endoplasmique, à la régulation de la concentration cellulaire de calcium. Elle est pourvue d’un 

certain nombre de canaux ioniques spécifiques du calcium (Figure 4) 
18-19

. 

Un changement de concentration calcique intracellulaire ([Ca
2+

]i), en réponse à des hormones 

et des neurotransmetteurs, induit une augmentation de la concentration calcique matricielle 

([Ca
2+

]m). La différence de potentiel entre le cytosol et la matrice mitochondriale permet 

l’entrée passive de calcium à travers un canal ou uniporteur calcique 
20

. La structure de ce 

transporteur est encore inconnue, bien qu’une étude récente l’identifie comme un canal 

calcique très sélectif 
21

. Le calcium peut également rentrer dans la mitochondrie par un 

mécanisme rapide appelé RaM (rapide uptake mode) 
22

, dont la structure est encore inconnue 

à ce jour. La sortie de calcium est assurée par deux transporteurs localisés dans la membrane 

mitochondriale interne. Ces transporteurs sont le NCE (efflux calcique Na
+
-dépendant, 

3Na
+
/Ca

2+
) et le NICE (efflux calcique Na

+
-indépendant, 2H

+
/Ca

2+
) 

18
. 

La proximité entre la mitochondrie, les canaux calciques du réticulum endoplasmique (les 

récepteurs à la ryanodine et à l’inositol triphosphate, IP3) et la membrane plasmique est 

considérée comme la cause de ces changements de [Ca
2+

]m 
20

. 



17 

 

 

Figure 4. Transport mitochondrial du calcium. L’entrée de Ca
2+

 dans la mitochondrie est 

assurée par l’uniport calcique et le rapid uptake mode (RaM), deux transporteurs 

électrogéniques, dépendant du potentiel de membrane mitochondrial. Sa sortie dépend de 

deux transporteurs, dépendant (NCE) ou indépendant (NICE) de l’ion Na
+
. 

 

I-2-5. Turnover des monoamines 

Les monoamines sont des neurotransmetteurs dérivés d’acides aminés. On distingue les 

catécholamines (adrénaline, noradrénaline et dopamine) et les indolamines (sérotonine), qui 

dérivent respectivement de la tyrosine et du tryptophane. Leur dégradation se fait par les 

monoamines oxydases A et B (MAO-A et MAO-B). La MAO-A est localisée sur la face 

externe de la membrane mitochondriale externe. La mitochondrie régule ainsi le turnover de 

ces monoamines. Au cours de leur dégradation, des ROS peuvent être générés puisque de 

l’H2O2 est produit. Ainsi, les molécules d’H2O2 issues de la dégradation des monoamines par 

la MAO-A ont un rôle critique dans les lésions post-ischémiques myocardiques 
21

. 

I-2-6. Autres fonctions mitochondriales 

Les mitochondries sont également impliquées dans de nombreuses autres fonctions : synthèse 

de stéroïdes hormonaux, participation à l’apoptose par la libération de Cyt C dans le 

cytoplasme et régulation de la prolifération cellulaire entre autre… 

I-3. Pore de transition de perméabilité mitochondriale 

Le pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) est un acteur important de 

plusieurs processus physiologiques ou physiopathologiques. C’est un canal transitoire non 

spécifique situé dans la membrane interne de la mitochondrie, dont l’ouverture est induite par 

plusieurs facteurs dont le Ca
2+

 
22-24

. Ces facteurs entrainent un gonflement mitochondrial. Ce 

mPTP a une perméabilité très importante (≈ 1 200 pS) et des états de conductance multiples. 

Son ouverture laisse passer les molécules de poids moléculaire inférieur à 1 500 Da 
25

. 

L’ouverture transitoire de ce mPTP à des niveaux de perméabilité intermédiaires pourrait 

participer à la régulation calcique 
26

. Lorsqu’elle est prolongée, elle se caractérise par la perte 
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de l’imperméabilité constitutionnelle de la membrane interne. Cela provoque un effondrement 

du potentiel membranaire (ǻ Ȍm) et un gonflement mitochondrial. La dissipation du ǻ Ȍm 

entraîne non seulement l’arrêt de la synthèse d’ATP mais également son hydrolyse par l’ATP 

synthase qui se met à fonctionner en sens inverse (ATPase). Le gonflement de la matrice 

induit une rupture de la membrane externe et une fuite de molécules pro-apoptotiques comme 

le Cyt C et l’AIF (facteur induisant l’apoptose). 

Lors d’une souffrance intense de la mitochondrie, l’ouverture de ce pore représente pour la 

cellule un point de non-retour vers la mort, qu’elle soit de nature nécrotique ou apoptotique. 

Le rôle physiopathologique du mPTP a été étudié dans de nombreux domaines 
27-30

, 

notamment dans l’ischémie-reperfusion cardiaque 
31-34

. 

I-3-1. Structure moléculaire du mPTP 

Le mPTP semble associé aux sites de contact entre membrane interne et membrane externe. 

La structure moléculaire du pore n’est pas encore établie avec certitude, mais semble 

comprendre le voltage-dependent anion channel (VDAC, ou porine) de la membrane externe, 

l’adenine nucleotide translocator (ANT) de la membrane interne, et la cyclophiline D (Cyp D) 

matricielle. D’autres transporteurs ainsi que des kinases associées à la mitochondrie 

(hexokinase, créatine kinase, glycérol kinase) pourraient être impliqués. 

I-3-1-1. Modèle classique du mPTP 

A la fin des années 1990, un modèle émergea, reflétant les connaissances acquises à l’époque 
35

. Il fut proposé que ce pore soit un complexe multiprotéique dynamique formé dans des 

états non physiologiques et pathologiques. Selon les circonstances, il pourrait se former et 

faciliter le passage d’autres protéines. La structure proposée de ce pore était alors formée par 

le complexe VDAC/ANT/Cyp D, localisé aux sites de contact entre les membranes 

mitochondriales interne et externe. D’autres études ont révélé que l’hexokinase et la créatine 

kinase 
36

, les membres de la famille Bcl-2 
37-38

 et le récepteur périphérique des 

benzodiazépines 
39

 pouvaient également interagir avec ce méga canal (Figure 5). 

a. Le canal anionique voltage dépendant (VDAC) 

C’est la protéine la plus abondante de la membrane externe mitochondriale. D’un poids 

moléculaire de 32 kDa, elle est formée de 19 feuillets ȕ et d’une région Į–hélicoïdale N-

terminale située à l’intérieur du canal. Ce VDAC est perméable aux petits ions (comme le Cl
-
, 

le K
+
 et le Na

+
) ainsi qu’à de grands anions (tels que le glutamate et l’ATP) et cations (comme 

l’acétylcholine, la dopamine et le Tris). Il régule les mouvements de métabolites 

mitochondriaux. Il en existe trois isoformes (VDAC1, VDAC2 et VDAC3) chez les 

mammifères, ayant à priori des fonctions physiologiques distinctes 
41

. 

De nombreuses études ont suggéré que la protéine de la membrane externe impliquée dans la 

formation du mPTP était le VDAC. Il apparaît en effet que l’incorporation de VDAC  purifié 

dans des bicouches phospholipidiques forme des canaux aux propriétés électrophysiologiques 

similaires à celles du mPTP 
42

. De plus, ce canal est modulé par l’addition de Ca
2+

, NADH et 

glutamate 
43-45

 et par liaison de l’hexokinase 
46

, des conditions qui modulent également 
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l’activité du mPTP 
47-49

. Les travaux de Crompton et al. 
50

, qui démontrent que l’ANT et le 

VDAC issus de mitochondries cardiaques solubilisées peuvent se lier à la Cyp D, abondent 

dans ce sens. 

 

 

Figure 5. Schéma hypothétique classique du pore de transition de perméabilité 
mitochondriale. Le mPTP est constitué du VDAC (voltage-dependent anion channel) de la 

membrane mitochondriale externe (OMM), de l’ANT (adenine nucleotide translocator) de la 

membrane mitochondriale interne (IMM) et de la Cyp D (cyclophiline D) matricielle. 

D’autres protéines, comme le récepteur périphérique des benzodiazepines (PBR), 

l’hexokinase (HK) et la créatine kinase (CK), peuvent également être associées à ce pore. 

Sous certaines conditions physiopathologiques, ce complexe forme un pore ouvert entre 

l’OMM et l’IMM, permettant la diffusion passive de solutés à travers les membranes. Il en 

résulte un gonflement mitochondrial, un efflux de Ca
2+

 et un relargage de protéines pro-

apoptotiques comme le cytochrome c et les procaspases. ǻȌm, potential membranaire 

mitochondrial; BAX, Bcl-2-associated X protein; ROS, reactive oxygen species. D’après 

Abou-Sleiman et al. 
40

. 

 

b. Le transporteur des nucléotides adényliques (ANT) 

L’ANT est une protéine d’un poids moléculaire de 35 kDa, constituée de 6 hélices Į 

transmembranaires. Ce transporteur est la protéine la plus abondante de la membrane 

mitochondriale interne. L’ANT est un antiport qui permet l’échange d’une molécule d’ATP 

(en direction du cytoplasme) contre une molécule d’ADP (vers la matrice). Cet échange 

électrogénique est rendu possible grâce au gradient de protons. Il en existe 3 isoformes : 

ANT1 (musculaire), ANT2 (spécifiquement exprimée dans les cellules en prolifération) et 

ANT3 (ubiquitaire). 

L’implication de l’ANT dans la structure du mPTP a été proposée en 1990 par l’équipe 

d’Halestrap et al. 
51

. Par la suite, de nombreuses études ont montré que l’ouverture du mPTP 
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est favorisée par la déplétion en nucléotides adényliques, et inhibée par l’addition d’ATP ou 

d’ADP 
52-54

, confirmant ainsi le rôle de cet ANT dans la transition de perméabilité. 

L’ouverture de ce mPTP est également modulée par d’autres ligands spécifiques de l’ANT 

comme le carboxyatractyloside (CAT) et l’acide bongkrékique (BKA). Le CAT stabilise 

l’ANT dans une certaine conformation, ce qui favorise l’ouverture du mPTP. A l’inverse, le 

BKA stabilise l’ANT dans une autre conformation, ce qui inhibe l’ouverture de ce pore 
22, 55

. 

c. La cyclophiline D (Cyp D) 

La Cyp D est une protéine matricielle d’environ 18 kDa. Crompton et al. 
56

 ont été les 

premiers à montrer que la cyclosporine A (CsA) inhibe l’ouverture du mPTP. De plus, il a été 

montré que les analogues de la CsA inhibent ce pore en relation avec leur capacité à inhiber 

l’activité d’une isomérase peptidyl-prolyl cis-trans matricielle (PPIase) 
51, 57

. Cette PPIase a 

ensuite été identifiée comme étant la Cyp D 
58

. Le rôle critique de la Cyp D dans la formation 

du mPTP a été confirmé par des études faites sur des souris Cyp D
-/-

 
59-60

. Ces auteurs ont 

démontré que le mPTP peut s’ouvrir chez ces souris, mais la sensibilité à la CsA est perdue, 

prouvant ainsi que la Cyp D est la seule cible de la CsA. De plus, les souris déficientes en 

Cyp D sont naturellement cardioprotégées contre les lésions d’ischémie-reperfusion, alors que 

celles sur-exprimant cette protéine sont sensibles à la mort cellulaire. Toutes ces observations 

démontrent que la Cyp D est un acteur majeur de ce mPTP. 

La CsA est un agent immunosuppresseur utilisé en transplantation d’organes afin de diminuer 

les risques de rejet de greffe. Elle est également utilisée dans le traitement de certaines 

maladies auto-immunes. La CsA se lie à la cyclophiline des lymphocytes immunocompétents. 

Le complexe cyclosporine-cyclophiline inhibe la calcineurine, une protéine phosphatase qui 

active normalement la transcription du gène de l’interleukine 2, réduisant ainsi l’activité des 

lymphocytes T effecteurs. La CsA et ses analogues non immunosuppresseurs se lient à la 

Cyp D et inhibent l’ouverture du mPTP de façon calcineurine indépendante 
61-62

. 

Il n’existe toujours aucune certitude concernant le mécanisme d’interaction Cyp D/mPTP. 

Halestrap et al. 
63

 ont suggéré que la Cyp D peut se lier à l’ANT sous certaines conditions, et 

que lors d’une surcharge calcique, l’ANT se change en un canal aspécifique de haute 

conductance sous l’effet d’un changement de conformation lié à l’activité PPIase. La CsA 

inhiberait l’ouverture du mPTP en empêchant la liaison physique entre la Cyp D et l’ANT 
64

. 

L’application thérapeutique de la CsA est un très bon exemple de recherche translationnelle. 

Après avoir démontré le bénéfice conféré par la CsA en recherche fondamentale, sur les 

lésions d’ischémie-reperfusion cardiaque 
31, 65

 l’équipe du Pr Ovize l’a appliquée avec succès 

en clinique humaine 
66

. 

d. Le récepteur périphérique aux benzodiazépines (PBR) 

Le PBR est une protéine localisée dans la membrane externe des mitochondries. Il représente 

un site de liaison des benzodiazépines différent du récepteur classique GABA. Ce récepteur 

de 18 kDa est également connu comme une protéine translocatrice (TspO). Il est impliqué 

dans de nombreuses fonctions biologiques telles que le transport de cholestérol et la 
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prolifération cellulaire 
67-68

. Sous certaines conditions, ce PBR se lie avec l’ANT et le 

VDAC 
39

. De plus, un canal mitochondrial, soupçonné comme étant le mPTP, est sensible à la 

fois aux ligands du PBR 
69

 et à la CsA 
70

. Ces résultats suggèrent que les PBR ont un rôle 

structurel dans le mPTP. Cependant, il a été montré que le 4’-chlorodiazepam, un ligand des 

PBR, induisait une cardioprotection contre la détérioration des contractions post-ischémiques, 

probablement par interaction avec un site en amont du mPTP 
71

. Ce résultat suggère que le 

PBR est plus un régulateur qu’un composant structurel du mPTP. 

e. La créatine kinase (CK) 

La créatine kinase est localisée au niveau de l’espace inter-membranaire mitochondrial. Cette 

enzyme catalyse la conversion de créatine en phosphocréatine à partir d’ATP. Cette réaction 

permet à la cellule de préserver de l’énergie. Elle est localisée principalement dans le cœur 

(CK-MB), le muscle (CK-MM) et le cerveau (CK-BB). La CK-MB est libérée en cas 

d’infarctus du myocarde, mais son usage diagnostique n’est qu’une alternative au dosage de la 

troponine I, qui est un meilleur marqueur 
72

. L’incorporation de créatine kinase 

mitochondriale, d’hexokinase cytosolique, de VDAC et d’ANT dans des bicouches 

phospholipidiques reconstitue une activité semblable au mPTP 
36

. Ceci suggère que ces 

kinases sont impliquées dans la régulation de ce pore. Le rôle régulateur de la CK a également 

été soutenu par une étude faite sur des souris transgéniques exprimant la CK au niveau 

hépatique (en temps normal, le foie ne l’exprime pas). En effet, la créatine et la cyclocréatine, 

qui stabilise la CK dans une forme liée à l’ANT, inhibent l’ouverture du mPTP dans le foie de 

souris transgéniques mais pas de souris wild type 
73

. Une fois encore, il semble que la CK soit 

un régulateur  de ce mPTP. 

f. L’hexokinase (HK) 

L’hexokinase est une enzyme qui catalyse la première étape du métabolisme du glucose. Elle 

transfère le phosphate terminal d’une molécule d’ATP sur le glucose, libérant ainsi le glucose 

6-phosphate et l’ADP. Les cellules de mammifères possèdent 4 isoformes d’hexokinase : HK 

I, II (fortement exprimée dans les muscles squelettiques et le cœur), III et IV 
74

. La séquence 

N-terminale d’HK I et II présente une grande affinité pour le VDAC 
75

. Les travaux 

reconstituant une activité semblable au mPTP à partir, notamment, d’hexokinase suggèrent 

que cette enzyme est impliquée dans la régulation de ce pore 
36

. Récemment, il a été montré 

que le relargage d’HK de la mitochondrie, induit par un peptide (transactivateur de 

transcription, TAT-HK), entraine la mort cellulaire par ouverture du mPTP 
76

. De façon 

surprenante, ce peptide est également efficace sur des fibroblastes VDAC1/3 
-/-

 (où l’isoforme 

VDAC2 n’est pas liée à l’HK II), prouvant ainsi que le VDAC n’est pas nécessaire pour 

induire l’apoptose de ces cellules. Ainsi, le détachement de l’HK II, d’un site différent de 

celui du VDAC, peut être le signal déclencheur de l’apoptose via un changement 

conformationnel des membranes mitochondriales interne et externe et des 

composants/modulateurs du mPTP, indépendamment de la présence de VDAC. 
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g. Les protéines de la famille Bcl-2 

Bcl-2 (lymphome 2 à cellules B) est une protéine de la membrane mitochondriale interne qui 

est impliquée dans l’inhibition de l’apoptose 
77

. Elle donne son nom à une classe de gènes qui 

peuvent être soit anti-apoptotiques (notamment Bcl-2 et Bcl-xL), soit pro-apoptotiques (entre 

autres BAX et Bad). Des études in vitro d’interaction entre Bcl-2, BAX et l’ANT sur des 

bicouches lipidiques artificielles suggèrent que BAX forme des canaux avec l’ANT, à 

l’inverse de Bcl-2. De plus, Bcl-2 bloque la capacité de BAX à former ces canaux avec 

l’ANT 
78

. Ces résultats suggèrent que les protéines de la famille Bcl-2 peuvent jouer un rôle 

régulateur dans la transition de perméabilité. Les protéines de la famille Bcl-2 à domaines 

BH3 (pro-apoptotiques, telles BAX, Bad…) et BH4 (anti-apoptotiques, telles Bcl-2, 

Bcl-xL…) semblent capable de médier (ou au moins réguler) leurs effets pro/anti-apoptotiques 

via une interaction directe avec le mPTP ou avec ses régulateurs 
79-81

. 

I-3-1-2. Modèle réactualisé du mPTP 

Les résultats d’études récentes, basées notamment sur des knock-out des constituants 

potentiels de ce pore, s’opposent à ce modèle classique 
79, 82-83

. 

La participation du VDAC dans la composition de ce mPTP est maintenant fortement remise 

en cause. Des analogues de l’ubiquinone ont la capacité d’inhiber l’ouverture du mPTP. Cette 

inhibition se fait en association avec une protéine de 32 kDa de la membrane mitochondriale 

interne, identifiée initialement comme le VDAC1 
84

. Cependant, ces molécules peuvent se lier 

avec cette même protéine de 32 kDa dans des mitochondries déficientes en VDAC1, 

démontrant ainsi que le VDAC1 n’est pas la cible de ces analogues de l’ubiquinone 
85

. De 

plus, il a été montré très récemment que des mitochondries déficientes en toutes les isoformes 

de VDAC ont une ouverture normale de ce pore, prouvant ainsi que le VDAC n’est pas un 

composant essentiel de ce pore 
86

. 

Le rôle de l’ANT comme élément constitutif de ce pore a également été remis en cause. 

Kokoszka et al. 
87

 ont démontré que les mitochondries de souris knock-out en ANT1 et ANT2 

présentaient quand même une inhibition de l’ouverture du mPTP CsA-dépendante, bien que la 

surcharge calcique nécessaire à cette ouverture soit plus importante chez les souris sauvages. 

Il a été suggéré qu’en absence de l’ANT, un autre membre de la famille des transporteurs 

mitochondriaux, indéterminé à ce jour, puisse former le mPTP 
88

. Une autre explication est 

que l’ANT est plus un facteur de régulation qu’un composant essentiel de ce pore 
89

. 

De récentes études génétiques ont démontré que la Cyp D est plus un régulateur qu’un 

composant propre du mPTP 
90

. Par ailleurs, l’inhibition CsA-dépendante du mPTP chez des 

souris ANT
-/-

 est toujours présente. Ceci suggère que le possible rôle régulateur de l’ANT 

semble être situé en amont de la Cyp D. Récemment, il a été proposé que la protéine se liant à 

la Cyp D ne soit pas l’ANT 
91

, ce qui est en accord avec le courant de pensée actuel pour qui 

l’ANT n’est pas un composant structurel du mPTP. Les travaux de Nakagawa et al. 
60

 ont 

également permis de mieux comprendre le fonctionnement du mPTP. Ces auteurs ont 

démontré que les cellules déficientes en Cyp D présentent une résistance accrue à la nécrose 
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mais pas à l’apoptose. Ces résultats suggèrent que le mPTP serait finalement plutôt impliqué 

dans cette voie nécrotique. 

En conclusion, la structure moléculaire du mPTP n’est toujours pas déterminée à ce jour. Il 

semblerait cependant que les protéines décrites précédemment comme constituants de ce pore 

soient en réalité plus des régulateurs de celui-ci. La figure 6 présente la vue réactualisée de ce 

pore. 

 

Figure 6. Vue actuelle du pore de transition de perméabilité mitochondriale. Les 

éléments composant le mPTP ne sont pas identifiés, mais ils sont probablement régulés par 

des protéines adjacentes, comme indiqué. Le VDAC n’est actuellement plus considéré comme 

une protéine composant le pore, ni même un régulateur de celui-ci, au regard des travaux 

récents de génétique. Les points d’interrogation montrent les grandes questions qui restent en 

suspend, notamment sur la participation de régulateurs potentiels de ce mPTP. OMM, 

membrane mitochondriale externe ; IMM, membrane mitochondriale interne ; IMS, espace 

inter-membranaire ; PTP, pore de transition de perméabilité ; Cyp D, cyclophiline D ; ANT, 

transporteur des nucléotides adényliques ; CK, créatine kinase ; VDAC, canal anionique 

voltage-dépendant ; PBR, récepteur périphérique aux benzodiazépines ; HK, hexokinase. 

D’après Zorov et al. 
92

. 

 

I-3-2. Régulation de l’ouverture du mPTP 

En plus des éléments régulateurs précédemment décrits, une multitude d’autres facteurs 

peuvent moduler l’ouverture de ce mPTP. 

I-3-2-1. Le calcium 

En se basant sur les résultats d’études de mitochondries isolées, il a été admis que le calcium 

est l’inducteur le plus important de l’ouverture du mPTP 
93-94

. Cependant, au regard d’études 

in vivo, il apparaît que ce pore est relativement insensible à une augmentation du Ca
2+

 

cytosolique, alors qu’il devient sensible au Ca
2+

 quand les mêmes mitochondries sont séparées 

du cytoplasme. Il a été montré que le calcium matriciel induit l’ouverture du mPTP, alors que 

le calcium cytosolique l’inhibe 
95

. A ce titre, l’uniport calcique semble être primordial dans la 

signalisation de la transition de perméabilité, en permettant la redistribution du Ca
2+

 dans la 

cellule 
96

. 
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La quantité de calcium nécessaire pour induire l’ouverture du mPTP, ou capacité de rétention 

calcique (CRC), est le critère classique d’évaluation de la vulnérabilité de ce pore. 

I-3-2-2. Le pH 

Haworth et al. 
23

 ont été les premiers à montrer, sur des mitochondries isolées, qu’une baisse 

du pH retarde l’ouverture du mPTP. A l’inverse, l’alcalose augmente la probabilité 

d’ouverture de ce pore. L’effet protecteur de l’acidose a été confirmé par la suite, aussi bien 

sur des cellules entières 
79

 que sur des cœurs soumis à une séquence d’ischémie-reperfusion 
97-98

. Cette protection pourrait être la conséquence de la limitation de l’activation des 

calpaïnes, des protéases calcium-dépendantes cytosoliques ubiquitaires 
99

. Ainsi, la 

modulation du pH pourrait être une nouvelle stratégie de postconditionnement myocardique. 

I-3-2-3. Les ROS 

Le stress oxydatif est l’un des plus puissants activateurs de l’ouverture du mPTP 
100

. Il a ainsi 

été montré que l’administration de divers pro-oxydants potentialisait la sensibilité du mPTP à 

la surcharge calcique 
54, 101-102

. Le propofol, un agent anesthésique connu comme piégeur de 

ROS, inhibe l’ouverture du mPTP sur mitochondries isolées 
103

 et sur mitochondries de cœurs 

traités au propofol 
104

. D’autres anesthésiques, comme le sévoflurane, peuvent être protecteurs 

en diminuant la production de ROS 
105

. Halestrap et al. 
54

 ont démontré que les espèces 

réactives de l’oxygène augmentaient la probabilité d’ouverture du mPTP en affectant la 

liaison de la Cyp D à l’ANT. Le MitoQ10, un piégeur de ROS spécifique à la mitochondrie, 

protège également le cœur contre les lésions de reperfusion 
106

. Ces ROS ont cependant un 

rôle double puisqu’ils participent également à la signalisation du PreC 
105, 107

. En fait, il 

semblerait que l’impact de ces espèces réactives ne soit pas le même selon la localisation de 

ces ROS. Les ROS matriciels induiraient l’ouverture du mPTP en modifiant les groupements 

thiols de l’ANT 
108

, alors qu’une augmentation des ROS cytosoliques pourrait être 

cardioprotectrice en activant les voies de signalisation impliquées dans ce phénomène 
109-110

.  

I-3-2-4. Le potentiel membranaire 

La chute du potentiel membranaire mitochondrial est l’une des conséquences de l’ouverture 

du mPTP. Cependant, elle peut aussi en être la cause, comme Bernardi et al. 
96, 111

 l’ont 

montré. En effet, ces auteurs ont démontré que la dépolarisation membranaire était nécessaire 

et suffisante pour induire l’ouverture du mPTP lorsque l’acidification matricielle et l’efflux 

calcique étaient prévenus. Le potentiel membranaire pourrait agir sur le mPTP en changeant 

la conformation de l’ANT 
54

. Récemment, Sedlic et al. 
112

 ont montré qu’une légère 

dépolarisation de la membrane mitochondriale était bénéfique en limitant la production de 

ROS, retardant ainsi l’ouverture du mPTP. 

I-3-2-5. Le phosphate inorganique (Pi) 

La capacité du phosphate à activer l’ouverture du mPTP est connue depuis très longtemps 
102

. 

Cependant, il a également été montré que le Pi est essentiel dans l’inhibition de l’ouverture du 

mPTP. Ainsi, en présence de CsA ou en absence de Cyp D, il désensibiliserait le mPTP à la 
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surcharge calcique 
113

. La Cyp D pourrait être la cause de ce double effet : lorsqu’elle serait 

présente, elle masquerait l’action inhibitrice du Pi en bloquant son site de régulation sur le 

mPTP. A l’inverse, lorsqu’elle serait absente (ou bloquée par la CsA), le Pi pourrait alors 

inhiber ce pore.  

I-3-2-6. Le transporteur du phosphate mitochondrial (PiC) 

Un nouveau modèle de mPTP a très récemment été proposé par Leung et al. 
114

. Selon ces 

auteurs, le PiC induirait, en synergie avec le Ca
2+

, l’ouverture du mPTP en modifiant sa 

conformation. La liaison du PiC est modulée par un prétraitement au Ro 68-3400 et à 

l’ubiquinone 0, une molécule décrite précédemment comme inhibitrice du mPTP 
115-116

. De 

plus, ces molécules inhibent le transport du Pi avec la même efficacité qu’elles inhibent le 

mPTP 
114

. Ces mêmes auteurs ont suggéré la possibilité de liaison entre le PiC et la Cyp D, 

qui serait inhibée par la CsA 
114

.  Cependant, aucune preuve indiscutable démontrant 

l’implication de ce transporteur dans la composition du mPTP n’a été montrée à ce jour. 

I-3-2-7. Le complexe I de la chaîne respiratoire 

La probabilité d’ouverture du mPTP est plus grande après activation de la chaîne respiratoire 

par les substrats du complexe I qu’avec ceux du II 
47

. De plus, l’inhibition du complexe I par 

la roténone, en présence du substrat du complexe II, retarde l’ouverture de ce pore. Il a 

également été démontré, sur un modèle de cellules tumorales, que la roténone inhibe plus 

efficacement l’ouverture du mPTP que la CsA 
117

. Dans notre étude (2
ème

 article), nous avons 

montré qu’il existait une relation entre le complexe I, la Cyp D et le mPTP. En effet, 

l’administration conjointe de CsA et de roténone, un inhibiteur du complexe I, inhibe plus 

fortement l’ouverture du mPTP qu’en présence de CsA seule sur des mitochondries 

cardiaques de souris wild type et de rat. De plus, l’ajout de roténone sur des mitochondries 

isolées de souris Cyp D
-/-

, naturellement cardioprotégées contre les lésions d’I/R, retarde 

l’ouverture de ce mPTP. Tous ces résultats suggèrent  un rôle du complexe I dans la 

régulation du mPTP. 

I-3-2-8. Les ubiquinones 

L’étude de la régulation du mPTP par le flux d’électrons à travers le complexe I de la chaîne 

respiratoire a permis la découverte d’une nouvelle classe de régulateurs, les ubiquinones. Il a 

tout d’abord été démontré que l’ubiquinone 0 inhibe l’ouverture du mPTP dans le foie en 

bloquant le transfert d’électrons à travers le complexe I 
47

. Les effets d’analogues de 

l’ubiquinone ont ensuite été étudiés afin d’élucider leur mode d’action. Ces molécules sont 

classées en 3 groupes selon leur effet sur le mPTP (Figure 7) :  les ubiquinones du groupe I 

inhibent l’ouverture de ce pore, celles du groupe II l’induisent, alors que celles du groupe III 

n’ont pas d’effet 
115

. Aucune corrélation n’a été trouvée entre la structure primaire de ces 

analogues et leurs fonctions. L’utilisation d’animaux transgéniques déficients en Cyp D a 

permis de démontrer que ces molécules sont Cyp D-indépendantes 
90

. Dans notre étude (3
ème

 

article), nous avons montré sur des mitochondries cardiaques de lapin que des analogues du 
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coenzyme Q, CoQ10 et CoQ2, facilitaient l’ouverture du mPTP indépendamment de leur effet 

oxydant. A l’heure actuelle, le mécanisme d’action de ces ubiquinones est toujours inconnu. 

 

Figure 7. Structure chimique des analogues de l’ubiquinone. Les groupes I, II et III 

correspondent respectivement aux inhibiteurs, inducteurs et aux analogues qui n’ont pas 

d’effet direct sur le mPTP. Ub, ubiquinone. D’après Walter et al. 
115

. 

 

I-3-2-9. Autres facteurs régulateurs 

D’autres facteurs peuvent également moduler l’ouverture de ce pore, telle que la PKCİ dont 

l’activation ouvrirait les canaux KATP mitochondriaux, ce qui augmenterait alors la production 

d’H2O2 et inhiberait ainsi le mPTP 
118

. Des cations bivalents autres que le Ca
2+

 (comme Sr
2+

, 

Ba
2+

 et Mn
2+

) peuvent également inhiber l’ouverture du mPTP, par compétition sur ses sites 

de fixation 
95

. Les nucléotides adényliques régulent aussi ce pore, notamment l’ATP qui, 

lorsque sa production diminue, augmente la probabilité d’ouverture du mPTP 
64, 100

. 
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II. Ischémie-reperfusion cardiaque 

II-1. Ischémie 

L’ischémie myocardique est la conséquence de l’insuffisance de la perfusion coronaire. Elle 

se traduit par un déséquilibre entre les apports et les besoins du myocarde en oxygène et en 

substrats, et induit l’accumulation des produits du métabolisme. Elle peut être d’origine 

physiopathologique (infarctus, ischémie, athérosclérose…) ou chirurgicale (circulation 

extracorporelle). L’agression ischémique est un processus dynamique qui dépend à la fois de 

la durée et de la sévérité de l’ischémie. 

II-1-1. La durée de l’ischémie 

La gravité des lésions cellulaires engendrées par une séquence d’ischémie-reperfusion dépend 

avant tout de la durée de l’ischémie. On distingue classiquement deux phases lors d’une 

occlusion coronaire. La première phase d’ischémie est réversible et débute dans les secondes 

suivant le début du processus. Elle entraîne une diminution très brutale et importante de 

l’activité contractile : l’épaississement-raccourcissement du myocarde est remplacé par un 

amincissement-dilatation passif. Elle entraîne également des modifications ultrastructurales 

essentiellement caractérisées par une diminution des réserves intracellulaires de glycogène et 

le développement d’un œdème intracellulaire. Cette phase se caractérise par sa réversibilité 

puisque si la perfusion coronaire est rétablie, il n’y aura pas de nécrose myocytaire 
119

. A 

l’inverse, si l’ischémie perdure, des lésions irréversibles vont apparaître. Cette deuxième 

phase d’ischémie voit la nécrose s’étendre progressivement du sous-endocarde, qui est la 

région la plus sensible et qui reçoit le moins de perfusion collatérale, vers l’épicarde selon un 

phénomène d’onde de progression (ou « wavefront », Figure 8) 
120-121

. 
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Figure 8. Importance de la durée de l’ischémie sur la taille de l’infarctus du myocarde. 
L’extension de la nécrose au sein de la zone à risque suit une onde de progression depuis une 

lésion sous-endocardique jusqu’à une lésion transmurale. La durée de l’ischémie est un 

déterminant majeur de cette progression. La reperfusion permet de diminuer les lésions 

ischémiques. 

 

II-1-2. La taille de la zone à risque 

La zone à risque (AAR) est la région du myocarde dont la vascularisation dépend de l’artère 

coronaire occluse 
122

. Plus elle est large, c'est-à-dire plus l’occlusion coronaire est proximale, 

plus l’infarctus risque d’être étendu (Figure 9) 
123

. Il est classiquement admis qu’une AAR de 

petite taille est à exclure car la survenue d’un infarctus est alors aléatoire. 
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Figure 9. La zone à risque est un déterminant majeur de la taille de l’infarctus du 

myocarde. La quantité totale de myocarde infarci, exprimée par le pourcentage de nécrose du 

ventricule gauche, est étroitement corrélée avec le lit vasculaire de l’artère circonflexe 

occluse, c'est-à-dire la taille de la zone à risque (r = 0.81). D’après Lowe et al. 
123

. 

  

II-1-3. Le débit collatéral 

Il se définit comme le débit sanguin myocardique qui persiste dans la zone ischémique après 

occlusion coronaire. Lors de l’occlusion d’une artère coronaire, les zones voisines épargnées 

par l’ischémie vont perfuser la zone à risque selon la vascularisation native. Cette circulation 

collatérale est rendue possible grâce à des connexions artériolaires qui sont essentiellement 

épicardiques. Ce débit collatéral est également un facteur capable d’influencer la taille de 

l’infarctus du myocarde. Le débit collatéral résiduel est inversement proportionnel à la taille 

de l’infarctus 
119

, c'est-à-dire que plus la circulation collatérale est faible, plus l’évolution vers 

la nécrose est rapide. Ce débit varie selon les espèces (il est par exemple beaucoup plus 

développé chez le chien que chez le lapin), mais il existe également une importante variabilité 

individuelle. 

II-2. Reperfusion 

En 1983, Jennings et Reimer 
119

 ont démontré que la reperfusion était essentielle afin de 

protéger le myocarde ischémique. La reperfusion coronaire est reconnue comme étant la seule 

méthode permettant de réduire la taille de l’infarctus, à condition d’être entreprise 

suffisamment tôt, de façon indiscutable aussi bien en expérimental qu’en clinique. Du fait de 

la dynamique d’apparition de nécrose, qui suit une courbe sigmoïde (Figure 7), il existe une 

période de temps critique pour sauver le myocarde ischémique. Après cette constatation, 

l’utilisation de thérapies thrombolytiques devint une routine. 

Bien qu’il ne fasse aucun doute que la reperfusion précoce soit le seul moyen de sauver un 

myocarde ischémique, de nombreux travaux ont soulevé la question d’un possible effet 

néfaste de cette reperfusion. La reperfusion s’accompagne d’une accélération du processus 
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nécrotique commencé lors de l’ischémie préalable 
119, 124

. Elle apparaît ainsi comme une 

« épée à double tranchant ». Il a été démontré que la réoxygénation du myocarde 

s’accompagne d’une libération massive d’enzymes cardiaques et de dommages cellulaires 

beaucoup plus importants que si l’ischémie avait été maintenue 
125

. Il existe quatre formes de 

lésions de reperfusion : les arythmies de reperfusion, la sidération myocardique (myocardial 

stunning), les dommages vasculaires (no-reflow) et la nécrose de reperfusion. Leurs 

mécanismes sont probablement multiples et comportent notamment une aggravation de la 

surcharge calcique et une surproduction de ROS. 

La reperfusion est l’événement principal dans le déclenchement de la cascade moléculaire 

conduisant à la cardioprotection 
126

, renforçant la distinction à faire entre l’ischémie et la 

reperfusion. 

II-3. Conséquences de l’ischémie-reperfusion cardiaque 

Les événements moléculaires et cellulaires à la base des lésions d’I/R sont complexes. 

Néanmoins, de nombreux mécanismes physiopathologiques impliqués dans les lésions d’I/R 

ont émergé (Tableau 1). 

 

Tableau 1. Mécanismes physiopathologiques des lésions d’ischémie-reperfusion du myocarde. 
D’après Turer et al. 

127
. 

 

 Accumulation ionique 

ǻ Surcharge calcique intracellulaire 

ǻ Augmentation du sodium intracellulaire 

ǻ Baisse du pH avec une normalisation rapide au moment de la reperfusion 

 Chute du potentiel membranaire mitochondrial 

ǻ mPTP 

 Formation de radicaux libres / ROS 

ǻ Production par la xanthine oxydase 

ǻ Relargage d’intermédiaires mitochondriaux réactifs 

ǻ Infiltration de neutrophiles 

ǻ Production de ROS ROS-dépendante (rétrocontrôle positif) 

 Métabolisme du NO 

ǻ Perte de la vasodilatation NO-dépendante 

ǻ Accumulation de peroxinitrite 

 Apoptose et autophagie 

 Dysfonction endothéliale 

ǻ Signalisation des chémokines et cytokines 

ǻ Expression des marqueurs d’adhésion cellulaire 

ǻ Altération de la vasodilatation  

 Agrégation plaquettaire et microembolisation 

 Activation immune 

ǻ Immunité innée (activation complémentaire, expression récepteurs Toll-like…) 

ǻ Accumulation de neutrophiles 

ǻ Dommages médiés par les macrophages et les lymphocytes T 
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II-3-1. Métabolisme énergétique 

II-3-1-1. Normoxie 

Le cœur est l’un des organes les plus oxydatifs chez les mammifères, utilisant environ 10 % 

de la consommation totale d’oxygène de l’organisme 
128

. Son activité contractile permanente 

nécessite un apport continu d’énergie, dont la quasi-totalité provient du métabolisme oxydatif. 

Ses réserves énergétiques ne lui permettant que quelques secondes d’autonomie, il est obligé 

de fonctionner en flux tendu. Ainsi, le cœur est dépendant de l’oxygène car la 

phosphorylation oxydative est le seul mécanisme permettant un flux d’ATP suffisant. 

Le myocarde a un besoin essentiel en substrats oxydatifs, quelles que soient les conditions 

nutritionnelles. Ainsi, il est capable d’utiliser tous les substrats exogènes (lipides, glucose, 

lactate…) ou endogènes (glycogène, acides aminés, corps cétoniques). En condition de 

normoxie, l’énergie provient majoritairement de la ȕ-oxydation des acides gras (60 %), mais 

également du glucose (30 %) et du lactate (10 %). 

L’ATP doit être régulée de manière extrêmement fine car elle contrôle autant les mécanismes 

cellulaires vitaux (cascades de signalisation, synthèses protéiques…) que les activités 

spécifiques (telle la contraction). Cette régulation fine est particulièrement importante lorsque 

la synthèse d’ATP est limitée, à cause d’un apport faible en oxygène et en substrats (ischémie, 

hypoxie…). La mitochondrie est l’organite qui joue un rôle central dans la régulation de ces 

flux énergétiques intracellulaires. 

II-3-1-2. Ischémie modérée 

L’ischémie partielle diminue l’oxydation des acides gras et augmente la glycolyse anaérobie 

par multiplication du nombre de transporteurs de glucose, notamment GLUT-1 
129

. 

Cependant, la ȕ-oxydation reste encore la principale source énergétique du cardiomyocyte. Au 

cours de cette ischémie modérée, le myocarde « hiberne », autopréservant ainsi la viabilité de 

ses cellules qui s’adaptent en réduisant leur activité mécanique et leur besoin énergétique. 

Cette situation est néanmoins précaire car le cœur est incapable de faire face à une 

augmentation d’activité. 

II-3-1-3. Ischémie sévère 

Le débit coronaire chute lorsque l’ischémie est sévère, ce qui réduit l’apport de glucose aux 

cellules. Ainsi, l’oxydation du glucose cesse pratiquement, tout comme la ȕ-oxydation (par 

manque d’O2). Le glycogène intracellulaire devient alors la source principale de production 

d’ATP, même si le rendement est faible (2 ATP par molécule de glucose). Dans ces 

conditions, l’oxydation du pyruvate cesse, ce qui aboutit à l’accumulation de protons 

(découplage entre la glycolyse anaérobie et l’oxydation du pyruvate) 
130

, et la production de 

lactate augmente. Le flux coronaire étant réduit, ces protons et ce lactate s’accumulent dans 

les cardiomyocytes, ce qui se traduit par une acidification intracellulaire. Une partie de l’ATP 

est alors utilisée afin de rétablir l’homéostasie, entre autre, des ions H
+
, ce qui peut conduire à 
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une diminution marquée de l’efficacité cardiaque 
131

. Si cette situation perdure, elle peut 

aboutir à la nécrose cellulaire. 

II-3-1-4. Reperfusion 

Pendant cette période, le cœur est exposé à une augmentation de concentration d’acides gras 

circulants. La ȕ-oxydation devient alors la source prédominante de production d’ATP, 

apportant 80 à 90 % des besoins énergétiques myocardiques 
132

. Cependant, la production 

d’ATP par la ȕ-oxydation est plus coûteuse en O2 que l’oxydation du glucose. Ainsi, 

l’utilisation préférentielle des acides gras, couplée à la baisse de l’oxydation du glucose, 

contribue à la dysfonction contractile. Expérimentalement, il a été montré qu’une stimulation 

de l’oxydation du glucose pouvait entraîner une amélioration de la fonction cardiaque 
132

. 

II-3-2. Altérations ioniques cellulaires 

L’ischémie et la reperfusion entraînent des perturbations ioniques cellulaires marquées. 

L’ischémie induit une accumulation intracellulaire de Na
+
, H

+
 et Ca

2+
, aboutissant à une 

acidose tissulaire. L’organisme va alors s’employer à rétablir l’équilibre du pH intracellulaire 

au plus vite. Parmi les mécanismes de régulation du pH, l’antiport Na
+
/H

+
 représente une voie 

majeure pour la sortie d’ions H
+
 des cellules lors d’une acidification 

133
. Ainsi, cet échangeur 

va être particulièrement actif au moment de la reperfusion. Cependant, les conséquences de 

cette activation sont plus complexes que le seul rétablissement du pH, car elle est également 

associée à un flux entrant de Na
+
, de même que l’activation du symport Na

+
/HCO3

-
, autre 

mécanisme alcalinisant 
134

. Cette accumulation intracellulaire de sodium va conduire, en 

retour, à une augmentation du Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique via l’échangeur Na
+
/Ca

2+
 
135

. 

L’augmentation de l’entrée de Ca
2+

 par les canaux calciques sarcolemmaux de type L 
136

 et la 

déficience de l’import de Ca
2+

 cytosolique dans le réticulum sarcoplasmique 
137

 favorisent la 

surcharge calcique. Ces altérations ioniques conduisent à une hyper contractilité 

myofibrillaire, une déplétion d’ATP, des dommages ultra structuraux de la mitochondrie et à 

la sidération myocardique 
138-140

. 

Ainsi, la reperfusion modifie très rapidement les flux ioniques, mais une normalisation rapide 

du pH augmente paradoxalement la cytotoxicité 
141-142

. 

II-3-3. Chute du potentiel membranaire mitochondrial 

La membrane mitochondriale interne, qui est responsable du maintient du potentiel 

transmembranaire, est normalement imperméable aux ions et aux protéines. Lorsque le 

cardiomyocyte est soumis à une séquence d’I/R,  le mPTP va s’ouvrir, créant ainsi un canal 

non sélectif entre la membrane mitochondriale interne et le sarcoplasme. Il en résulte une 

chute du gradient électrochimique, le relargage de ROS et l’apoptose. 

II-3-4. Formation de ROS 

Lors de la reperfusion, le retour massif d’oxygène couplé à la baisse d’ADP favorise la 

production de ROS par augmentation de la fuite d’électrons. De plus, la xanthine oxydase va 
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également augmenter la production de ces ROS dans le cœur reperfusé. En effet, le retour 

d’oxygène lors de la reperfusion va permettre à cette enzyme de catalyser l’oxydation de la 

xanthine et de l’hypoxanthine, ses deux substrats qui s’étaient accumulés durant l’ischémie 
143

, produisant ainsi de l’H2O2. Ces ROS vont non seulement endommager les cellules par 

réactions avec les lipides, protéines et acides nucléiques, mais aussi favoriser l’ouverture du 

mPTP 
92

. La production mitochondriale de ROS va alors augmenter par un mécanisme de 

rétrocontrôle positif (ou production de ROS ROS-dépendante) 
144

. 

II-3-5. Métabolisme du NO 

L’endothélium est également impliqué dans les lésions d’I/R. C’est la source principale de 

formation du NO. En conditions normales, la production de NO entraîne une vasodilatation 

qui a des effets bénéfiques lors de l’I/R, tels que la modulation de la consommation 

d’oxygène 
145

, de l’agrégation plaquettaire 
146

, et de la défense anti-radicalaire 
147

. 

Paradoxalement, une concentration élevée de NO favorise la formation d’espèces fortement 

radicalaires, telle que le peroxinitrite 
148

. 

II-3-6. Dysfonction endothéliale 

L’endothélium est également impliqué dans d’autres rôles pathophysiologiques lors de l’I/R. 

Il permet notamment la production de substances vasoactives et active le système immun à 

travers l’expression de cytokines, de chémokines et de molécules d’adhésion cellulaire (telles 

que l’E-sélectine, la molécule-1 d’adhésion intercellulaire et la molécule-1 d’adhésion de 

cellule vasculaire). 

II-3-7. Apoptose et autophagie 

Au moment de la reperfusion, toutes les conditions favorisant l’ouverture du mPTP sont 

réunies (normalisation rapide du pH, production de ROS, surcharge calcique…), favorisant 

ainsi l’apoptose. Des travaux récents ont également impliqué l’autophagie dans la 

pathogénèse de l’I/R 
149-150

. A l’heure actuelle, les données concernant cette implication sont 

encore peu nombreuses, il est donc nécessaire d’attendre pour savoir si ce mécanisme est une 

cible thérapeutique potentielle des lésions d’I/R. 

II-3-8. Activation immune 

Les molécules d’adhésion cellulaire induites par la lésion de l’endothélium favorisent 

l’invasion tissulaire de cellules inflammatoires. Ces cellules, en particulier les neutrophiles, 

sont directement toxiques pour le myocarde en sécrétant des protéases, en produisant des ROS 

et en occluant la microvascularisation. D’autres composants du système immunitaire inné, 

comme les récepteurs Toll-like 
151

, semblent également participer à la pathogénèse des lésions 

d’I/R. De plus, il semble que les cellules médiant l’immunité, les macrophages et les 

lymphocytes T, soient impliquées dans la pathogénèse des lésions myocardiques après 

reperfusion 
152-153

. 



34 

 

III. Cardioprotection 

Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de décès en France. Les pathologies 

ischémiques représentent 27 % de ces décès. L’incidence de l’infarctus du myocarde reste 

encore élevée avec 120 000 cas par an en France. Selon l’OMS, ces cardiopathies sont 

également devenues la première cause de mortalité dans certains pays en voie de 

développement. Les facteurs de risque de cette maladie sont multiples, parmi lesquels certains 

sont incontrôlables tels l’âge, le sexe et les antécédents familiaux. A l’inverse, on peut agir en 

prévention de ces pathologies sur de nombreux facteurs de risque comme le tabagisme, 

l’hypertension artérielle, l’hypercholestérolémie, la sédentarité, l’obésité et le diabète. La 

mortalité de l’infarctus a diminuée de 30 % en 10 ans aux Etat Unis et en Europe de l’Ouest. 

Ce pronostic a été amélioré grâce à un ensemble de progrès : prise en charge précoce ayant 

permis la correction immédiate des troubles du rythme, extension de la thrombolyse 

hospitalière puis pré hospitalière, angioplastie de désobstruction coronaire, meilleure 

prévision des sujets à risque… Cependant, le vieillissement de la population et la persistance 

des facteurs de risque de la coronaropathie font que cette maladie est un enjeu de santé 

publique 
154-155

. L’amélioration de morbi-mortalité post-infarctus reste toutefois conditionnée 

par une réduction maximale et incompressible des délais de prise en charge des malades afin 

d’assurer une préservation optimale du myocarde contre sa nécrose. De nombreuses 

interventions expérimentales ont été proposées afin de protéger le myocarde ischémique, mais 

les résultats des essais cliniques sont malheureusement décevants 
156

. La découverte d’une 

technique permettant d’augmenter la résistance du myocarde à l’ischémie, dénommée 

préconditionnement (PreC), par Murry et al. 
157

 a permis une grande avancée dans le domaine 

de la cardioprotection. Moins de 20 ans après, Zhao et al. 
158

 ont eu la brillante idée de 

translater cette technique, inapplicable en clinique dans la plupart des cas, au moment de la 

reperfusion. Ainsi, le corollaire du PreC a été dénommé postconditionnement (PostC), en 

rapport avec le timing de son application. Les premiers essais cliniques de cette stratégie 

thérapeutique semblent prometteurs 
159-162

. 

III-1. Préconditionnement 

III-1-1. Préconditionnement ischémique 

III-1-1-1. Historique 

En 1986, l’équipe de Murry et Reimer a présenté deux articles qui allaient être déterminants 

dans la lutte contre les lésions d’I/R myocardiques. Dans une première étude, ces auteurs ont 

démontré que l’application de plusieurs occlusions coronaires brèves de 10 minutes, espacées 

de périodes de reperfusion de 20 minutes, n’entrainaient pas de nécrose et n’avaient pas 

d’effet cumulatif en terme de perte d’ATP sur le myocarde de chien 
163

. Par la suite, ces 

auteurs ont montré de façon surprenante que l’administration de 4 séquences de 5 minutes 

d’occlusion coronaire, séparées de périodes de reperfusion de 5 minutes, réduisaient 

considérablement les lésions myocardiques induites par une ischémie coronaire prolongée de 
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40 minutes 
157

. La zone infarcie du myocarde était réduite par un facteur 4 grâce à ce 

protocole, et ce sans modification de la perfusion coronaire collatérale. Tout aussi étonnant, 

ils démontraient que cette protection n’était pas conservée si la durée de l’ischémie prolongée 

passait à 3 heures. Ces auteurs démontraient ainsi que le préconditionnement ischémique 

(PreC Isch, nom donné à ce phénomène) n’empêchait pas la mort cellulaire mais qu’il en 

retardait la survenue. 

Ces premiers travaux ont donné naissance à une littérature extrêmement abondante et 

complexe 
164-165

. L’engouement suscité par ce PreC tient principalement à trois facteurs : la 

pathologie coronaire qui est un réel problème de santé publique, la puissance de cette 

protection et le fait que ce phénomène se retrouve chez l’Homme. Ce traitement demeure à ce 

jour le plus puissant mécanisme capable de diminuer la taille de l’infarctus, à l’exclusion de la 

reperfusion en elle-même. 

III-1-1-2. Design du PreC Isch 

Le PreC Isch consiste en l’application de brèves séquences d’ischémie-reperfusion avant une 

occlusion coronaire prolongée suivie d’une reperfusion (Figure 10). 

 

Figure 10. Le préconditionnement ischémique. Le préconditionnement ischémique consiste 

en l’application de brèves séquences d’ischémie-reperfusion avant une occlusion coronaire 

prolongée suivie d’une reperfusion (schéma du haut). Il retarde la survenue de l’infarctus en 

décalant vers la droite la courbe de la cinétique d’apparition de la nécrose (schéma du bas). 
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Ce phénomène de mémorisation cellulaire a été retrouvé dans toutes les espèces animales, y 

compris  chez l’Homme, mettant ainsi en évidence que ce mécanisme est conservé au sein de 

l’évolution 
157, 166-170

. Le même type de protection a été décrit dans des organes autres que le 

myocarde, tels que le cerveau 
171

, le foie 
172

 et le rein 
173

. 

Dans la première description de ce phénomène, la protection consistait en l’application de 4 

séquences de 5 minutes d’ischémie suivie de 5 minutes de reperfusion avant une ischémie 

prolongée de 40 minutes. Cependant, il n’existe pas un modèle unique d’algorithme. Certaines 

équipes ont par exemple utilisé une seule séquence d’I/R pour induire une protection 
31, 174

, 

alors que d’autres en utilisent plusieurs 
157, 175

. Cette différence pourrait s’expliquer par 

l’espèce animale étudiée. Néanmoins, cette hétérogénéité des protocoles est également 

retrouvée au sein des mêmes espèces 
34,121

. Il semblerait tout de même que les séquences 

d’I/R doivent être de l’ordre de plusieurs minutes, pour que les cellules aient un seuil de 

souffrance « suffisant » afin de la mémoriser.  

Le délai qui sépare le signal inducteur de la protection de l’ischémie prolongée est un 

paramètre fondamental pour le PreC. Ce temps de mémorisation a ainsi permis d’établir deux 

fenêtres de protection qui définissent le PreC classique (ou précoce) durant 1 à 2 heures et le 

PreC tardif qui survient après une période réfractaire d’environ 24 heures et qui persiste 

jusqu’à 72 heures 
176

 (Figure 11). Cela signifie que si l’on réalise l’occlusion coronaire 

prolongée entre ces deux phases, le PreC sera inefficace. Par contre,  si on attend 24 heures 

pour la réaliser, on verra réapparaître un effet protecteur du PreC sur la réduction de la taille 

d’infarctus. 

 

 

Figure 11. Préconditionnement précoce et tardif. 2 phases de PreC ont été décrites : une 

phase précoce qui dure de 1 à 2 heures, et une phase tardive qui dure entre 24 et 72 heures. La 

phase définit le temps entre le PreC et l’ischémie longue. 
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III-1-1-3. Mécanisme d’action du PreC Isch 

Les voies mécanistiques étant à la base de cette cardioprotection endogène sont complexes et 

incomplètement élucidées à ce jour (Figure 12). Par convention, il est admis que la cascade de 

réactions aboutissant à cette protection comprend des facteurs inducteurs, des médiateurs et 

des effecteurs. L’identification des voies de signalisation du PreC Isch a facilité l’utilisation 

d’agents pharmacologiques mimant la cardioprotection apportée par ce PreC Isch (on parle 

alors de PreC pharmacologique). Ces agents permettent ainsi de protéger le myocarde en 

s’affranchissant de l’utilisation d’un protocole invasif. 

 

 

Figure 12. Schéma simplifié des voies de signalisation impliquées dans le PreC. La 

transmission du signal protecteur au sein du myocarde préconditionné implique en particulier 

les récepteurs (B2, į et A1) de substances cardioactives (bradykinine, opioïdes, adénosine) 

situés sur le sarcolemme, différentes kinases – protéine kinase C (PKC), PI3K, tyrosine kinase 

(TK) – et la production de ROS. Les canaux potassiques sensibles à l’ATP (KATP) 

mitochondriaux et le mPTP semblent être des médiateurs importants de ce phénomène. PLC, 

PLD : phospholipases C et D. D’après Argaud et al. 
177

.  

 

a. Inducteurs 

 

 Inducteurs endogènes récepteurs-dépendants 

 

- Adénosine 

Le récepteur à l’adénosine a été le premier élément identifié de la voie de signalisation du 

PreC Isch 
178

. Il a été montré qu’une augmentation de la concentration interstitielle 

d’adénosine apparaissait durant l’ischémie du PreC 
179

. Ainsi, le blocage des récepteurs A1 et 

A3, mais pas A2, inhibe presque totalement la cardioprotection apportée par le PreC Isch 
178, 
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180-181
. Réciproquement, l’augmentation de la concentration d’adénosine favorise la 

cardioprotection apportée par le PreC Isch 
182

. 

- Bradykinine 

La bradykinine contribue également à réduire la taille de l’infarctus par le PreC Isch 
183

. 

L’augmentation de la concentration interstitielle de bradykinine précède celle de l’adénosine 
184

. La bradykinine serait impliquée dans le PreC peu intense, c'est-à-dire lorsque la durée de 

l’ischémie du PreC est courte 
184

 ou qu’il n’y a qu’un seul cycle d’I/R 
183

, alors que pour un 

PreC plus intense, c'est-à-dire lorsque la durée de l’ischémie du PreC est plus longue 
184

 ou 

qu’il y a plusieurs cycles d’I/R 
183

, l’adénosine joue un rôle plus important. Cependant, Goto 

et al. 
183

 ont proposé que ces deux inducteurs agiraient en synergie. Ainsi, cette hypothèse 

expliquerait pourquoi la cardioprotection apportée par le PreC n’est complètement abolie que 

lorsque le récepteur B2 de la bradykinine est bloqué et que le taux d’adénosine endogène 

s’effondre 
184

. 

- Opioïdes 

Le blocage des récepteurs opioïdes abolit la réduction de la taille de l’infarctus engendrée par 

le PreC Isch 
185

. Il a été démontré que c’est le récepteur į qui est responsable de cette 

cardioprotection 
186

. Cependant, le récepteur ț pourrait également être impliqué, bien que son 

rôle soit controversé 
187-188

. En effet, certains auteurs ont montré que le blocage de ce 

récepteur abolit la cardioprotection 
187

, alors que d’autres ont montré que son activation 

augmente la taille de l’infarctus 
190

. Les opioïdes et l’adénosine semblent intéragir dans la 

signalisation du PreC Isch 
185-186

. Récemment, Yao et al. 
189

 ont montré que les récepteurs de 

l’adénosine sont impliqués dans la signalisation du PreC cardiaque à distance par la morphine. 

Les récepteurs centraux seraient importants dans l’initiation du processus, alors que les 

récepteurs périphériques auraient un rôle dans la médiation de cet effet protecteur. 

- Endothéline, angiotensine 

L’administration exogène d’agonistes neurohumoraux peut préconditionner le cœur, mais ils 

ne sont pas libérés en quantité suffisante par le myocarde ischémique pour déclencher la 

protection de manière endogène. Le prétraitement à l’endothéline-1 mime le PreC Isch, 

permettant ainsi de réduire la taille d’infarctus 
190-191

. Cependant, l’administration d’un 

antagoniste des récepteurs à  l’endothéline n’inhibe pas cette cardioprotection, indiquant que 

l’endothéline n’est pas un médiateur physiologique important du PreC Isch 
190

. De même, le 

prétraitement à l’angiotensine II réduit la taille de l’infarctus 
192-193

, mais l’inhibition de son 

récepteur AT2 n’abolit pas cette cardioprotection 
192

. 

 Inducteurs endogènes récepteurs-indépendants 

 

- Radicaux libres 

Les radicaux libres, qui endommagent les cardiomyocytes lors des lésions d’I/R, sont 

également impliqués dans l’induction du PreC Isch 
194

. Ainsi, il a été montré que 

l’administration d’antioxydant 
194

 ou de piégeur de ROS 
195

 bloquait la cardioprotection 
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apportée par le PreC Isch. Le mécanisme d’action par lequel les ROS protègent le myocarde 

n’est pas bien clair, mais il semble qu’ils puissent activer les protéines G 
196

, les protéines 

kinases 
195

, et les canaux KATP 
197

. 

- Monoxyde d’azote (NO) 

Le rôle du NO endogène dans le PreC Isch n’est pas clair. Il a été montré que le NO n’est pas 

un inducteur ou un médiateur du PreC Isch chez le lapin 
198

 ou le cochon 
199

. Cependant, le 

blocage de sa synthèse atténue le rétablissement fonctionnel engendré par le PreC Isch chez le 

rat 
200

. De plus, il a été proposé que le NO produit dans le tissu ischémique pouvait agir aussi 

bien en tant qu’inducteur que médiateur du PreC tardif 
164

. 

- Calcium 

Les résultats de différentes études laissent à penser que le calcium est un inducteur du PreC 

Isch. Miyawaki et al. 
201

 ont démontré que le blocage des canaux calciques, par le verapamil,  

inhibait le PreC Isch. De plus, l’administration intracoronaire de Ca
2+

 induit une 

cardioprotection, alors que le PreC Isch peut être inhibé par un bloqueur de l’échangeur 

Na
+
/Ca

2+
 

202
. Cependant, la nisoldipine, un antagoniste calcique, n’atténue pas le PreC Isch 

chez le cochon, remettant ainsi en question le rôle inducteur du calcium endogène dans la 

signalisation du PostC Isch 
203

. 

 Inducteurs exogènes 

Tous les inducteurs décrits précédemment peuvent préconditionner le cœur lorsqu’ils sont 

administrés de façon exogène. Ceci est vrai pour les substances endogènes qui agissent par 

activation de leurs récepteurs (adénosine, bradykinine, opioïdes), pour les donneurs de NO 
198, 

204
, pour l’activation des récepteurs de l’endothéline 

190
 et de l’angiontensine 

192
… 

 Protéines G et phospholipases 

Tous les récepteurs couplés aux protéines G inhibitrices (Gi) peuvent induire un PreC. Ainsi, 

le traitement chronique par une toxine bloquant les Gi abolit la cardioprotection apportée par 

le PreC Isch 
205

. Il a été montré que l’adénosine 
205

 et les récepteurs aux opioïdes 
206

 sont 

couplés à ces protéines. La stimulation des Gi a plusieurs effets : elle provoque l’inhibition de 

l’influx calcique entrant durant l’ischémie, l’activation directe des canaux KATP, et l’activation 

des phospholipases C et D (PLC et PLD). La PLC hydrolyse la liaison ester entre le glycérol 

et le phosphate, tandis que la PLD lyse la fonction ester entre la fonction acide du phosphate 

et l’alcool. L’activation de la PLC catalyse l’hydrolyse des phospholipides membranaires 

contenant de l’inositol en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3). La PLD 

dégrade les autres phospholipides membranaires, notamment la phosphatidylcholine, ce qui 

aboutit également à la formation de DAG 
207

. L’activité de la PLD est augmentée lors d’un 

PreC Isch. A l’inverse, son inhibition atténue cette cardioprotection 
208

. 
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b. Médiateurs 

 

 Protéine kinase C (PKC) 

Le DAG stimule la translocation et l’activation des différentes isoformes de la protéine kinase 

C (PKC). Les phospholipases sont donc des composants essentiels de l’activation des PKC. 

En effet, le DAG se lie à la sous-unité régulatrice de la PKC, ce qui résulte en un changement 

de conformation de cette PKC qui va alors se lier à son récepteur, dénommé RACK (récepteur 

de la kinase C activée). Cette liaison complète l’activation de la PKC qui va alors pouvoir 

phosphoryler ses substrats. Le peptide İV1-2, un antagoniste de RACK 2 
209

 bloque la 

capacité du PreC à protéger les cardiomyocytes de rat 
210

 et de lapin 
211

, suggérant que c’est la 

PKCİ qui est l’isoforme impliquée dans le PreC 
212

. Ping et al. 
213

 ont suggéré que c’est la 

translocation des isoformes İ et Ș qui est responsable de la cardioprotection apportée par le 

PreC Isch. Il a également été montré, chez le rat, que ce sont les isoformes Į, į et İ qui sont 

impliquées dans le PreC 
214

. Chez le chien, seule la PKCĮ est transloquée en réponse à un 

PreC Isch  
215

. 

Bien que l’implication des différentes isoformes ne soit pas complètement clarifiée, il apparaît 

toutefois que la PKC joue un rôle important dans le PreC Isch. Ainsi, l’inhibition de cette 

protéine abolit la cardioprotection du PreC 
216

. L’activation de la PKC aboutit in fine à 

l’activation des canaux KATP 
167

. 

 Tyrosine kinases (TK) 

La protection conférée par le PreC Isch peut être abolie par l’administration d’un inhibiteur de 

la tyrosine kinase (TK), la génistéine 
217

. Baines et al 
218

 ont montré que la TK agissait en aval 

de la PKC. Cependant, d’autres études ont suggéré qu’elle agirait en parallèle de la PKC 
219-

220
. Lorsque le stimulus du PreC est modéré, tel qu’une occlusion unique, la protection peut 

être inhibée par l’administration d’un bloqueur de la PKC ou de la TK. Ceci laisse penser que 

ces deux voies doivent être activées pour atteindre le seuil de la protection. Lorsque le 

stimulus utilisé est plus puissant, il faut bloquer les deux voies pour abolir la protection. Ces 

résultats suggèrent que ces voies peuvent induire une cardioprotection à elles seules si elles 

sont suffisamment stimulées 
221

. 

 Mitogen-activated protein kinases (MAPK) 

Les cibles potentielles de la PKC et de la TK sont les MAPK (mitogen-activated protein 

kinases). Les MAPK sont divisées en sous-familles, ERK, JNK et p38, qui semblent chacune 

jouer un rôle dans la cardioprotection apportée par le PreC Isch 
222-223

. Les MAPK sont 

activées par les MAPK kinases. La MAPK p38 est bloquée par la génistéine 
224

. Ainsi, la 

MAPK kinase a été proposée comme étant la TK responsable de la signalisation du PreC 
225

. 

Le PreC Isch augmente l’activité d’ERK1 dans le myocarde de lapin 
226

, alors qu’aucune 

différence de phosphorylation d’ERK1 et d’ERK2 n’est retrouvée chez le cochon 
227

. Le rôle 

de l’activation d’ERK dans la cardioprotection apportée par le PreC Isch est controversé. En 
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effet, alors que l’inhibition d’ERK n’empêche pas cette cardioprotection chez le lapin 
226

, elle 

l’abolit chez le cochon 
228

. 

JNK46 et JNK54 sont présents dans le cœur 
229

 et sont activés durant la reperfusion qui suit 

une ischémie. L’activation de JNK et p38 MAPK réduit la taille d’infarctus chez le lapin 
230

 et 

le cochon 
231

. Chez le rat, la cardioprotection apportée par le PreC Isch est inhibée lorsque 

JNK46 est bloqué 
232

. 

Seules les isoformes p38Į et p38ȕ des p38 MAPK sont exprimées dans le cœur 
233

. Après un 

PreC Isch, la phosphorylation de la p38 durant l’ischémie longue est augmentée dans certains 

modèles 
224-225, 234

, alors qu’elle peut être inaltérée 
227

 ou diminuée dans d’autres 
235-236

. De ce 

fait, l’importance de l’activation de la p38 dans la cardioprotection reste controversée. 

L’inhibition de l’activation ischémique de la p38 augmente la résistance des cardiomyocytes à 

une ischémie létale 
233

. De même, le blocage de la p38 n’affecte pas la réduction de taille 

d’infarctus apportée par le PreC Isch 
237-238

. A l’inverse, ce blocage abolit cette 

cardioprotection dans d’autres études 
236, 239

. Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer 

par la balance relative entre les différentes isoformes de p38 selon les espèces et les modèles 

utilisés, de même que par la sélectivité des différents inhibiteurs utilisés. En effet, le SB 

203580 n’inhibe pas seulement la p38 MAPK 
240

, mais également la JNK de façon dose-

dépendante 
241

 ou des TK 
242

. 

 Phospatidylinositol-3-kinase (PI3K) 

La PI3K est une autre protéine kinase impliquée dans la cardioprotection. Son activation 

permet la phosphorylation d’Akt, une autre kinase. Cette voie PI3K/Akt est essentielle dans 

les mécanismes de survie cellulaire. Des travaux récents ont impliqué la PI3K dans la cascade 

de signalisation du PreC Isch. Tong et al. 
243

  ont été les premiers à montrer que l’inhibition de 

la PI3K, par la wortmannine, bloquait l’effet protecteur du PreC. Ces résultats ont été 

confirmés par Mocanu et al. 
244

 sur un modèle d’infarctus chez le rat. La voie PI3K/Akt peut 

agir à plusieurs niveaux. Elle active la PKC, stimule l’eNOS et inhibe la caspase 9 et les 

protéines pro-apoptotiques BIM, BAX et BAD. Le mode d’action de la voie PI3K/Akt est 

semblable à celui de MEK/ERK, regroupant ainsi ces kinases sous le terme de la voie RISK 

(reperfusion injury salvage kinase) 
245

. 

c. Effecteurs 

La dernière étape de la transduction du signal n’est pas encore clairement identifiée. Ce sont 

principalement les canaux KATP et le mPTP qui sont envisagés comme étant les effecteurs de 

cette cardioprotection. 

 Canaux KATP 

Les canaux KATP ont été découverts par Noma et al. 
246

 au niveau des cardiomyocytes. Ces 

canaux potassiques sont appelés ATP dépendants car ils sont normalement inhibés par des 

concentrations physiologiques d’ATP. Leur ouverture provoque l’entrée de K
+
 dans la 

mitochondrie selon leur gradient électrochimique favorable. Gross et al. 
247

 ont été les 

premiers à proposer que l’ouverture de ces canaux KATP était impliquée dans le PreC. Ceci a 
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été confirmé par la suite puisque les ouvreurs de ces canaux miment le PreC 
248

, alors que 

leurs bloqueurs abolissent la protection apportée par le PreC Isch 
247,249

. De plus, le 

glibenclamide, un bloqueur de ces canaux, abolit également la protection apportée par la 

stimulation des récepteurs A1 de l’adénosine, suggérant que l’activation des récepteurs à 

l’adénosine joue un rôle en amont de celui des canaux KATP 
249

. 

Deux populations distinctes de canaux KATP existent dans les cardiomyocytes, les 

sarcolemmaux et les mitochondriaux (mitoKATP). Initialement, le rôle cardioprotecteur de ces 

canaux a été attribué aux sarcolemmaux, les mitochondriaux étant alors inconnus. Par la suite, 

il a été proposé que les mitoKATP seraient en réalité responsables de cette protection 
250-251

. 

Cependant, certains travaux suggèrent toujours un rôle critique du canal sarcolemmal dans ce 

processus protecteur. Ainsi, Suzuki et al. 
252

 ont montré que le PreC Isch n’avait pas d’effet 

sur les souris dont les canaux KATP sarcolemmaux sont invalidés. Malgré tout, la majorité des 

équipes s’accorde à considérer que les mitoKATP sont les canaux les plus importants dans cette 

protection. 

Le mode d’action des canaux mitoKATP est encore hypothétique. Trois principaux concepts 

tentent d’expliquer leur fonctionnement. 

- Hypothèse du gonflement mitochondrial 

Dos Santos et al. 
253-254

 ont suggéré que le gonflement mitochondrial consécutif à l’entrée de 

K
+
 préserverait le bon fonctionnement de la mitochondrie. Lors d’une ischémie, la baisse du 

potentiel membranaire entraîne une baisse de la pénétration intra-mitochondriale de K
+
 et 

d’eau (car osmotiquement liée). Ceci entraine un déficit en eau de la matrice et une 

augmentation du volume de l’espace intermembranaire. Or, l’architecture de cet espace est 

primordiale pour le métabolisme énergétique du myocarde. Les canaux mitoKATP vont alors 

s’ouvrir pour faire rentrer le K
+
 et l’eau dans la matrice, préservant ainsi la structure de 

l’espace intermembranaire. En retour, cela va permettre de préserver le bon fonctionnement 

de la mitochondrie, notamment le transfert d’énergie vers le cytoplasme. 

- Hypothèse du calcium 

L’ouverture des mitoKATP entraîne une dépolarisation de la membrane mitochondriale interne, 

diminuant ainsi la force motrice de captation de Ca
2+ 255-256

. Ceci préviendrait alors la 

surcharge calcique mitochondriale, inhibant ainsi l’ouverture du mPTP. 

- Hypothèse des ROS 

Pain et al. 
257

 ont trouvé que la protection induite par le diazoxide était bloquée par un piégeur 

(scavenger) de ROS. Ces résultats ont été confirmés par Forbes et al. 
258

. L’ouverture des 

mitoKATP entraînerait donc une production de ROS capable d’activer en aval les kinases qui 

moduleraient alors l’effecteur final du PreC. Selon cette hypothèse, les mitoKATP seraient 

donc plus des modulateurs que des effecteurs de cette protection.  
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 mPTP 

Il est connu qu’un prétraitement à la CsA est cardioprotecteur. Cependant, il n’était pas établi 

si cette protection était la conséquence de son effet inhibiteur sur les phosphatases (par 

exemple la calcineurine) ou sur l’ouverture du pore de transition. Hausenloy et al. 
259

 ont 

proposé que le PreC Isch puisse agir en inhibant l’ouverture de ce mPTP. Ils ont démontré que 

les protections apportées par le PreC Isch, le diazoxide et par un agoniste de l’adénosine 

étaient toutes bloquées par l’ajout d’actractyloside, un ouvreur du pore. Le diazoxide inhibe 

également l’ouverture calcium-dépendante du pore sur des mitochondries isolées. Là encore, 

ceci laisse supposer que le mPTP est l’effecteur final du PreC. Par la suite, Javadov et al. 
260

 

ont montré que le PreC Isch inhibait l’ouverture de ce mPTP. Argaud et al. 
31

 ont été les 

premiers à démontrer que le PreC Isch, comme la CsA, inhibe l’ouverture du mPTP induite 

par la surcharge calcique et diminue la taille de l’infarctus du myocarde. L’importance de ce 

pore dans ce processus protecteur est également soutenue par l’apport de la transgénèse. En 

effet, les souris dont le gène codant la Cyp D est invalidé présentent une protection endogène 

contre les lésions d’I/R 
60

. 

A ce jour, l’identité moléculaire de ce pore n’est toujours pas élucidée, mais tout laisse à 

penser que ce mPTP joue un rôle majeur dans les phénomènes de protection myocardique 

contre les lésions d’I/R. 

III-1-2. Préconditionnement à la CsA 

L’effet cardioprotecteur d’un prétraitement à la CsA est connu 
261-262

. Crompton et al. 
56

 ont 

été les premiers à montrer que la CsA inhibait l’ouverture du mPTP. Il a été trouvé que cet 

effet était en relation avec l’inhibition de l’activité d’une protéine 
54,60

, identifiée ensuite 

comme étant la Cyp D 
58

. La CsA inhiberait l’ouverture du mPTP en empêchant la liaison 

physique entre la Cyp D et l’ANT 
64

. In vitro, il a été montré que la CsA renforce la résistance 

de la mitochondrie à la surcharge calcique, retardant ainsi l’ouverture de ce pore 
31

. La CsA 

est devenue la molécule de référence dans la cardioprotection, tant par son effet 

pré/postconditionnant que par son utilisation in vitro pour confirmer/infirmer l’implication du 

mPTP. 

III-1-3. Préconditionnement aux halogénés 

III-1-3-1. Historique 

L’effet protecteur des anesthésiques halogénés sur le myocarde est également connu. Cope et 

al. 
263

 ont montré qu’une anesthésie entièrement conduite sous agents halogénés diminuait 

significativement la taille de l’infarctus du myocarde par rapport à une anesthésie 

intraveineuse de pentobarbital, kétamine-xylazine ou propofol. Cason et al. 
264

 ont montré 

qu’un PreC à l’isoflurane permettait de réduire la taille de l’infarctus. Ce PreC consistait en 

l’administration de cet isoflurane pendant 15 minutes, avant l’ischémie coronaire, 

interrompue 15 minutes avant la ligature coronaire (wash out). A la même époque, Kersten et 

al. 
265

 ont également montré qu’un PreC à l’isoflurane était cardioprotecteur. 
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 Tous les agents anesthésiques halogénés ont montré un effet préconditionnant 
263, 266-267

. 

Toller et al. 
266

 ont démontré que le sévoflurane a la particularité d’être plus sensible au wash 

out que les autres halogénés. En effet, ils ont remarqué qu’un wash out de 30 minutes 

gommait tout effet protecteur sur un modèle canin. Par la suite, Piriou et al. 
268

 ont trouvé un 

résultat similaire chez le lapin. 

III-1-3-2. Voies de signalisation du PreC aux halogénés 

a. Récepteurs couplés aux protéines G 

L’utilisation d’un antagoniste de l’adénosine bloque le PreC induit par l’halotane ou 

l’isoflurane 
263, 269

. Ces agents anesthésiques pourraient activer directement les récepteurs A1 

de l’adénosine, couplés aux protéines Gi, ou augmenter leur sensibilité aux concentrations 

circulantes d’adénosine 
270

. Par ailleurs, l’injection d’un inhibiteur de la protéine Gi abolit 

l’effet cardioprotecteur de l’isoflurane 
271

. Enfin, il existe probablement un lien entre les 

récepteurs aux opioïdes et les agents anesthésiques volatils. En effet, l’administration 

conjointe d’isoflurane et d’agonistes des opioïdes potentialise l’ouverture des canaux KATP, 

améliorant ainsi la protection myoardique 
272

. De même, le PreC induit par l’isoflurane est 

abolit par un antagoniste non sélectif des opioïdes 
273

. 

b. Protéines kinases 

Le PreC à l’isoflurane, tout comme le PreC Isch, active et transloque la PKC į au niveau de la 

mitochondrie et du sarcolemme 
274

. Cette activation semble indispensable à l’activation et 

l’ouverture des canaux KATP 
275

. Les familles des TK et des MAPK semblent aussi impliquées 

dans ce PreC pharmacologique 
276-277

. 

c. ROS 

Tanaka et al. 
278-279

 ont mis en évidence qu’une production d’anion superoxyde fait suite à 

l’administration d’isoflurane, et que celle-ci est bloquée par un inhibiteur des mitoKATP. Ces 

travaux vont dans le sens de ceux de Pain et al. 
257

 qui avaient montré que l’ouverture de ces 

mitoKATP induisait une production de ROS. De plus, l’administration d’un piégeur de ROS 

abolit la protection induite par l’isoflurane 
280

. Une hypothèse est que ces agents halogénés 

favoriseraient la production de ROS à partir du complexe I de la chaîne respiratoire, 

déclenchant ainsi la cardioprotection 
281

. Enfin, les ouvreurs des canaux KATP et le sévoflurane 

pourraient diminuer la surproduction radicalaire délétère qui intervient lors de la reperfusion 
105, 282

. Ces ROS ont donc un rôle ambivalent : le PreC anesthésique induit une faible 

production de ROS, ce qui aboutit à l’atténuation de la surproduction radicalaire survenant 

lors de la reperfusion. 

d. Canaux KATP 

La cardioprotection apportée par le PreC à l’isoflurane est bloquée par un inhibiteur des 

récepteurs KATP 
265

. Dans le même sens, Piriou et al. 
283

 montraient que l’administration 

conjointe d’isoflurane et d’un ouvreur des canaux KATP améliorait la récupération 
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fonctionnelle post-ischémique du myocarde. Depuis, de nombreuses études ont confirmé le 

rôle joué par ces canaux KATP dans le PreC induit par les agents anesthésiques halogénés. 

Les effets protecteurs de l’isoflurane, du sévoflurane et du desflurane sont inhibés par 

l’utilisation d’un bloqueur des mitoKATP, mais pas par un bloqueur des canaux KATP 

sarcolemmaux 
275, 284

. Il semble donc que ce soit les mitoKATP qui soient impliqués dans le 

PreC aux halogénés. Cependant, Toller et al. 
267

 ont montré que ces deux types de canaux 

pouvaient être impliqués dans cette protection. Récemment, il a été montré que ce serait les 

canaux KATP İ, et non pas les į, qui seraient responsables de cet effet 
285

. 

Les halogénés apparaissent plus comme des agents augmentant la probabilité d’ouverture des 

canaux KATP que des ouvreurs directs. Ainsi, il a été montré que l’isoflurane n’ouvrait pas 

directement les canaux KATP sarcolemmaux mais favorisait l’action d’autres agents, 

possiblement via la translocation de la PKC 
286

. De même, Zaugg et al. 
275

 ont montré que 

l’isoflurane et le sévoflurane sensibilisaient ces canaux à l’action d’un ouvreur spécifique, 

alors qu’ils n’avaient pas d’activité par eux-mêmes. 

e. mPTP 

Il a été suggéré que le PreC aux halogénés diminuerait la mort des cardiomyocytes par 

l’inhibition de l’ouverture du mPTP 
287

. Récemment, Pravdic et al. 
285

 ont montré que le PreC 

à l’isoflurane retardait l’ouverture de ce pore. Cependant, cet halogéné perd son effet sur des 

mitochondries préalablement traitées avec un inhibiteur des KATP. Il semblerait donc que ces 

agents halogénés inhibent l’ouverture du mPTP, non pas par une action directe, mais plutôt 

par l’activation préalable des canaux KATP İ. 

III-1-4. Préconditionnement à distance 

Pryzklenk et al. 
288

 ont montré qu’une ischémie myocardique régionale induisait un effet 

protecteur sur une partie adjacente du muscle cardiaque. De même, Dickson et al. 
289

, en 

démontrant que le PreC Isch était transférable d’un myocarde à un autre par le jeu de 

circulations croisées, ont mis en évidence l’existence d’un phénomène humoral à l’origine de 

cette protection. La substance responsable de cet effet n’est toujours pas connue. Dans le 

même ordre d’idée, l’ischémie d’un autre organe situé à distance, tel que le rein, peut induire 

une cardioprotection 
290

. Cette notion de PreC à distance a été décrite pour de nombreux 

organes tels que l’intestin, le foie, le cerveau et le muscle squelettique 
291-293

. 

III-1-5. Autres types de préconditionnement 

Bien que le PreC Isch (régional ou global) demeure la référence, il existe d’autres 

interventions expérimentales capables de protéger le myocarde. Par exemple, l’hypoxie 
294

, 

l’hyperthermie 
295

 et l’étirement myocardique 
296

 peuvent également être cardioprotecteurs.  
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III-2. Postconditionnement 

III-2-1. Postconditionnement ischémique 

III-2-1-1. Historique 

La reperfusion contribue au développement de lésions létales survenant après une ischémie 

prolongée (Figure 13). En 2003, Zhao et al. 
158

 ont eu l’idée de réaliser de brefs épisodes d’I/R 

à l’initiation de la reperfusion suivant une ischémie prolongée. De façon très surprenante, 

cette manœuvre permet de réduire la taille de l’infarctus. Le concept de postconditionnement 

ischémique (PostC Isch) était né ! 

Cette première étude a donné naissance à une littérature extrêmement abondante, obtenue tant 

sur des modèles in vivo 
297-298

 qu’in vitro 
32, 299

. En complément de son effet sur la diminution 

de la taille de l’infarctus, le PostC permet notamment de réduire l’apoptose des 

cardiomyocytes 
300

, la dysfonction endothéliale coronaire 
158

 et les arythmies 
301

. 

Le PostC présente un intérêt clinique puisqu’il est envisageable d’appliquer un protocole 

comparable chez les patients présentant un infarctus du myocarde. Ainsi, la démonstration 

d’un tel effet bénéfique chez l’Homme a été apportée par le travail de Staat et al. 
159

. Ces 

auteurs ont montré que le PostC Isch réduisait la taille de l’infarctus du myocarde de 36 %. 

 

Figure 13. Concept des lésions de reperfusion. Pendant l’ischémie, des dommages 

cellulaires irréversibles se produisent dans la zone à risque ischémique. Ces dommages 

menant à la mort cellulaire sont dépendants du temps. En l’absence de reperfusion, ils tuent 

progressivement de plus en plus de cellules, pouvant aller jusqu’à la mort cellulaire totale 

(courbe en pointillés). La reperfusion arrête ce processus de mort cellulaire, mais dans sa 

phase précoce elle engendre tout de même une mort cellulaire supérieure à celle due à 

l’ischémie : ce sont les lésions de reperfusion. Cependant, la reperfusion tissulaire soutient 

moins de mort cellulaire que l’ischémie sans reperfusion. Par conséquent, le traitement de ces 

lésions de reperfusion peut potentiellement augmenter la survie cellulaire. Le 

postconditionnement appliqué au début de la reperfusion limite l’extension des dommages de 

reperfusion et augmente la récupération cellulaire. Adapté de Garcia-Dorado et Piper 
302

. 
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III-2-1-2. Design du PostC Isch 

A la différence du PreC, le PostC ne cible que les évènements qui surviennent durant la 

reperfusion. La fenêtre thérapeutique de cette intervention correspond aux tous premiers 

instants de la reperfusion 
303

. En effet, il semble que le PostC Isch perde son efficacité si le 

délai d’application de la première ré-occlusion dépasse quelques minutes. 

Le PostC Isch nécessite des séquences d’I/R beaucoup plus brèves que celles du PreC Isch, 

afin de ne pas prolonger la souffrance cellulaire. A ce jour, il n’existe pas un protocole type 

pour réduire la taille de l’infarctus du myocarde. Néanmoins, il semble que la durée des cycles 

d’I/R doit être proportionnelle à la taille de l’espèce étudiée, c’est-à-dire que les animaux de 

petite taille nécessitent des cycles courts (généralement 10 s/10 s), alors que les animaux de 

grande taille nécessitent des cycles plus longs (plutôt 30 s/30 s) 
304

. 

La durée de l’ischémie prolongée est également à prendre en compte dans l’optique de la 

diminution de la taille d’infarctus. Ainsi, plus la durée de l’ischémie est longue et plus la 

puissance du PostC diminue, probablement parce que l’extension des dommages est trop 

sévère. A l’inverse, la puissance est optimale pour des ischémies de courtes durées. 

Cependant, le PostC Isch peut augmenter la taille de l’infarctus lorsque la durée de l’ischémie 

est très courte 
305

 (Figure 14). 

 

Figure 14. L’atténuation des dommages de reperfusion est fonction de la durée de 

l’ischémie prolongée. La réduction de la taille de l’infarctus par des interventions post-

ischémiques (comme le postconditionnement ischémique) peut varier selon la durée de 

l’ischémie prolongée. Des études expérimentales ont montré que la puissance du 

postconditionnement est limitée pour des ischémies longues, probablement  parce que 

l’extension des dommages ischémiques est trop sévère. Lorsque la durée de l’ischémie 

prolongée est plus courte, la puissance de la protection est optimale. Cependant, lorsque la 

durée de cette ischémie est si courte qu’elle n’engendre pas d’infarctus (ischémie sous-

léthale), l’application d’un postconditionnement ischémique peut être néfaste et causer un 

petit infarctus. D’après Ovize et al. 
306

. 
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III-2-1-3. Mécanisme d’action du PostC Isch 

La connaissance des différents modes d’action du PreC Isch a aidé à la compréhension des 

mécanismes d’action du PostC Isch. Il semble en effet que ces deux approches empruntent des 

voies de signalisation communes 
165

. Cependant, cela ne signifie pas pour autant que le PreC 

et le PostC aient un mécanisme d’action totalement identique. Comme pour le PreC, la 

cascade de réactions aboutissant au PostC Isch peut être divisée en trois groupes : les facteurs 

inducteurs, les médiateurs et les effecteurs. La voie de signalisation du PostC Isch est 

schématisée dans la figure 15. 

 

Figure 15. Voies de signalisation du PostC Isch. Des facteurs extracellulaires produits de 

façon endogène sont impliqués (adénosine, bradykinine, opioïdes). D’autres autacoïdes, tels 

que les peptides natriurétiques (ANP et BNP), les facteurs de croissance (IGF-1 et FGF-2) et 

le TNF-Į, peuvent également jouer un rôle. La liaison de ces autacoïdes à leurs récepteurs 

active la voie de signalisation PI3K/Akt et ERK. L’activation de cette voie RISK aboutit à 

l’inhibition de l’ouverture du mPTP lors de la reperfusion, via le NO et l’inhibition de la 

GSK3ȕ. L’activation de la voie GMPc/PKG, par le NO ou les peptides natriurétiques, protège 

lors de la reperfusion en diminuant le relargage de Ca
2+ 

par le réticulum sarcoplasmique (SR). 

L’activation de la PKCİ pourrait aboutir à l’ouverture des mitoKATP, ce qui augmenterait 

légèrement la production de ROS, inhibant ainsi l’ouverture du mPTP. La voie SAFE 

(augmentation des facteurs activant la survie) pourrait également jouer un rôle dans le PostC 

Isch. Ainsi, le TNF-Į et JAK (Janus kinase) phosphorylent le facteur de transcription STAT3, 

qui va alors se transloquer dans le noyau,  aboutissant à la transcription de facteurs 

cardioprotecteurs. GPCR, récepteur couplé aux protéines G ; NPR, récepteur des peptides 

natriurétiques ; pGC, guanylyl cyclase particulaire ; RTK, récepteur des TK ; TNF-R, 

récepteur du TNF ; UCN, urocortines ; ?, rôle inconnu à ce jour. D’après Ovize et al. 
306

. 
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a. Inducteurs 

 

 Adénosine 

La concentration d’adénosine interstitielle augmente durant l’ischémie, alors qu’elle diminue 

lors des premiers instants de la reperfusion. Kin et al. 
307

 ont montré que le PostC Isch 

retardait cette diminution de reperfusion. Cela permettrait à l’adénosine d’activer ses 

récepteurs A2A et A3, mais pas les A1, réduisant ainsi la taille de l’infarctus. Cependant, 

l’administration d’un antagoniste du récepteur A1 abolit la cardioprotection apportée par le 

PostC Isch, chez le lapin 
308

. La contribution relative des différentes sous-unités des 

récepteurs à l’adénosine dans cette protection demeure inconnue, et peut être espèce et 

modèle-dépendante 
309

. 

 Bradykinine 

L’injection intermittente de bradykinine au début de la reperfusion protège le coeur 
310

. Le 

récepteur B2 de la bradykinine joue un rôle important dans le processus de PostC. En effet, 

l’administration d’un antagoniste du récepteur B2 abolit la cardioprotection apportée par le 

PostC Isch 
310

. Ces résultats ont été confirmés par l’utilisation de la transgénèse puisque le 

PostC Isch perd son efficacité chez des souris invalidées pour ce récepteur 
311

. Le mécanisme 

d’action du PostC induit par la bradykinine n’est pas clair, mais il pourrait impliquer le NO et 

la synthèse de prostaglandine (PGI2) 
312-313

. 

 Opioïdes 

Les récepteurs aux opioïdes sont également impliqués dans cette protection. Le PostC Isch 

préserve la concentration de peptides opioïdes lors de la reperfusion 
314

. L’administration d’un 

agoniste spécifique des récepteurs į aux opioïdes ou de morphine (agoniste non sélectif), 

avant la reperfusion, réduit la taille de l’infarctus du myocarde 
315

. Sur un modèle de rat, Zatta 

et al. 
314

 ont montré que les antagonistes des récepteurs į, ț et ȝ des opioïdes abolissaient la 

cardioprotection apportée par le PostC Isch. 

b. Médiateurs 

 

 Voie RISK 

Hausenloy et al. 
245

 ont montré que l’activation pharmacologique, à la reperfusion,  des 

kinases PI3K-Akt et ERK1/2 réduisait la taille de l’infarctus du myocarde, démontrant ainsi le 

rôle joué par la voie RISK dans cette protection. De même, l’inhibition de la PI3K à la 

reperfusion bloque l’effet protecteur du PostC 
299

. Cependant, plusieurs études ont suggéré 

qu’il y aurait d’autres voies impliquées dans cette protection. En effet, Darling et al 
316

 ont 

constaté que l’inhibition de la PI3K ne modifiait pas le PostC chez le lapin. De même, il a été 

montré que le PostC activait Akt et ERK sans pour autant réduire les lésions de reperfusion 

chez le cochon 
317

. 
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La GSK3ȕ ferait également partie de cette voie, ou serait au moins une cible de celle-ci. En 

effet, la phosphorylation de la GSK3ȕ induit une cardioprotection via l’inhibition de 

l’ouverture du mPTP 
318

. Cependant, son rôle est ambigu puisque certains auteurs ont montré 

que la réussite du PostC nécessitait la phosphorylation de cette protéine 
33

, alors que d’autres 

auteurs ont montré que cette cardioprotection était indépendante de cette phosphorylation  
319

. 

 Voie SAFE 

L’activation de la voie Jak-Stat (Janus kinase-signal de transduction et activateur de 

transcription), ou voie SAFE (augmentation des facteurs activant la survie), a été proposée 

comme une voie alternative menant à la cardioprotection, indépendamment et en plus de la 

voie RISK 
320

. Les récepteurs aux cytokines de la membrane plasmique vont activer la voie 

SAFE en phosphorylant le facteur de transcription STAT3, qui va alors se transloquer au 

niveau nucléaire. Ceci va aboutir à la transcription de protéines impliquées dans différents 

processus cellulaires, notamment dans la cardioprotection. 

L’inhibition de cette voie (pharmacologiquement ou par transgénèse) au début de la 

reperfusion annihile l’effet cardioprotecteur du PostC 
321-322

. Cependant, des souris déficientes 

en STAT3 au niveau cardiaque sont tout de même cardioprotégées par un PostC 
317

. Les voies 

RISK et SAFE semblent toutes deux converger vers la mitochondrie qui serait l’effecteur de 

la cardioprotection 
323

. 

 PKC et PKG 

L’inhibition non spécifique de la PKC abolit l’effet cardioprotecteur du PostC 
324

. Il a été 

montré que ce serait l’isoforme PKCİ qui serait impliquée dans cette protection 
325

. 

L’administration à la reperfusion d’un activateur de la PKC confère une protection cardiaque, 

qui est néanmoins perdue par l’injection conjointe d’un inhibiteur de la PI3K 
326

. 

La PKG serait également impliquée dans le PostC Isch 
327

. Le NO et la guanylate cyclase 

(GC) stimuleraient la production de GMPc, qui activerait alors la PKG, facilitant ainsi la 

transduction du signal. Dans ce sens, l’inhibition pharmacologique de la voie NO-GC-GMPc-

PKG bloque la protection apportée par le PostC 
328-329

. 

 KATP 

Il a été montré que le PostC Isch était bloqué par l’administration, au tout début de la 

reperfusion, d’un inhibiteur des canaux mitoKATP 
308, 310

. De même, alors que l’application 

d’une réoxygénation intermittente (plusieurs cycles avec un tampon oxygéné/hypoxique) n’a 

pas d’effet, sa combinaison avec un ouvreur des canaux mitoKATP reproduit la 

cardioprotection apportée par le PostC Isch 
310

. Les mitoKATP agiraient en régulant la 

production de ROS et en activant la PKC 
324

. 

c. Effecteurs 

Le mPTP semble être au cœur de la problématique du PostC Isch. L’état de ce pore est un 

facteur fondamental orientant le destin cellulaire, balancé entre la vie et la mort à l’issu de 
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l’I/R. Argaud et al. 
297

 ont montré que le PostC Isch inhibait l’ouverture du mPTP. Les voies 

de signalisation activées dans le PostC, et notamment la voie RISK, sont supposées moduler 

la probabilité d’ouverture du mPTP 
32, 330

. Il a été proposé que l’activation de la PKCİ 
provoque l’ouverture des mitoKATP, résultant en une légère augmentation de la formation 

d’H2O2 qui inhiberait alors l’ouverture du mPTP 
118

. 

III-2-2. Postconditionnement à la CsA 

Malgré l’intérêt clinique du PostC Isch, il n’est applicable qu’aux patients qui sont 

revascularisés par angioplastie coronaire, et non pas à ceux traités par thrombolyse. Un des 

défis pour lutter contre la pathologie ischémique a été d’identifier des agents 

pharmacologiques capables de postconditionner chimiquement le myocarde afin d’appliquer 

cette protection à tous les patients présentant un infarctus. A ce titre, la CsA est apparue 

comme étant une molécule de premier choix. 

En effet, l’administration de CsA juste avant la reperfusion coronaire réduit significativement 

la taille de l’infarctus du myocarde 
65, 331

. Une étude pilote menée par Piot et al. 
66

 a montré 

que l’effet cardioprotecteur de cette molécule était retrouvé en clinique humaine. Le mode 

d’action de la CsA passe par l’inhibition de l’ouverture du mPTP 
65

. Krolikowski et al. 
332

 ont 

montré, sur un modèle de lapin in vivo, que l’administration d’un ouvreur du mPTP inhibait la 

cardioprotection induite par le PostC à la CsA. De même, ces auteurs ont montré que cette 

protection pouvait être abolie par l’ajout d’un bloqueur des canaux KATP. Il semblerait donc 

que le mPTP et les canaux KATP soient en étroite relation. 

III-2-3. Postconditionnement aux halogénés 

III-2-3-1. Historique 

Les agents anesthésiques halogénés sont aussi capables de protéger le myocarde lorsqu’ils 

sont administrés lors de la reperfusion. Ainsi, l’administration de desflurane ou de 

sévoflurane, mais pas d’isoflurane, pendant les 15 premières minutes de la reperfusion 

myocardique réduit la taille de la nécrose myocardique sur un modèle de lapin 
333

. 

Néanmoins, l’application d’isoflurane sur un modèle de cœur isolé de rat permet une 

récupération fonctionnelle 
334

. De même, le PostC au sévoflurane permet de réduire la taille 

de l’infarctus chez le rat 
335

. Par la suite, il a été montré que le PostC à l’isoflurane permettait 

de réduire la nécrose myocardique sur un modèle de lapin 
336

. 

III-2-3-2. Voies de signalisation du PostC aux halogénés 

a. NO 

Des études pharmacologiques ont suggéré que le NO serait impliqué dans le PostC à 

l’isoflurane chez le lapin 
337

 et le rat 
338

. Les résultats de plusieurs études sous-entendent que 

le mPTP serait la cible de la protection NO-dépendante contre les lésions d’I/R 
339-340

. 

Récemment, Ge et al. 
341

 ont montré que le PostC à l’isoflurane protégeait le myocarde contre 

les lésions d’I/R, en inhibant l’ouverture du mPTP par un mécanisme eNOS-dépendant. 



52 

 

b. PI3K-Akt-GSK3ȕ 

Comme le PostC Isch 
299, 342

, le PostC à l’isoflurane augmente l’activité de la voie RISK au 

moment de la reperfusion 
336, 343-344

, ce qui prévient l’ouverture du mPTP par inhibition de la 

GSK3ȕ, réduisant ainsi la taille de l’infarctus 
312

. De même, Feng et al. 
338

 ont montré, sur un 

modèle de rat, que la protection du PostC à l’isoflurane était abolie en présence du LY294002, 

un inhibiteur de la phosphorylation d’Akt. 

c. mPTP 

Comme pour le PreC aux halogénés, il semblerait que l’inhibition de l’ouverture du mPTP 

soit une conséquence, et non pas un effet direct, du PostC aux halogénés. Cette inhibition 

serait sous la dépendance de l’ouverture des canaux KATP 
332

, de même qu’elle serait eNOS-

dépendante 
341

. Récemment, il a été montré qu’à la reperfusion, le PostC à l’isoflurane 

inhiberait la respiration mitochondriale, dépolariserait la mitochondrie et acidifierait le pH 

matriciel 
345

. Ces événements inhiberaient l’ouverture du mPTP, ce qui préserverait alors le 

ǻȌm et la synthèse d’ATP, diminuant ainsi la mort cellulaire. 

La cascade de signalisation du PostC à l’isoflurane, l’agent halogéné utilisé dans notre étude, 

est représentée sur la figure 16. 

 

Figure 16. Mécanisme d’action simplifié du PostC à l’isoflurane. La protéine kinase B 

(PKB)/Akt se situe en aval de la PI3K, une enzyme clef de la voie RISK (flèche pleine). La 

phosphorylation de PKB/Akt active la p70S6K (70-kDa ribosomal protein S6 kinase) et 

l’eNOS, et inactive la GSK3ȕ en la phosphorylant. Les activations de la PKCİ, de la p38 

MAPK et d’ERK sont potentiellement impliquées dans cette cardioprotection (flèches en 

pointillés). LY294002 : inhibiteur spécifique de la PI3K. D’après Feng et al. 
338

. 

 

III-2-4. Postconditionnement à distance 

Tout comme le PreC, le PostC peut protéger le myocarde à distance. Cela permet d’éviter 

l’application d’un traitement invasif au cœur. Ainsi, Kerendi et al. 
346

 ont été les premiers à 
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montrer que le PostC d’un rein, appliqué juste avant la reperfusion myocardique, réduisait la 

taille de l’infarctus du myocarde de 50 % chez le rat. De même, Andreka et al. 
347

 ont montré 

que le PostC de la patte postérieure d’un cochon, réalisé immédiatement à la reperfusion 

myocardique, était cardioprotecteur. Ce PostC à distance pourrait être dû à la libération 

d’adénosine par l’organe postconditionné, ce qui activerait en retour ses récepteurs endogènes 

cardiaques 
346

. 

III-2-5. Autres types de postconditionnement 

Comme pour le PreC, il existe d’autres interventions expérimentales capables de protéger le 

myocarde lors de la reperfusion. Schaller et al 
348

 ont montré que l’administration de 

TRO40303 10 minutes avant la reperfusion réduisait la taille de l’infarctus du myocarde. Ce 

nouveau composé modulerait le mPTP, non pas en inhibant la surcharge calcique 

mitochondriale, mais en diminuant la production de ROS. La reperfusion à basse pression 
349

 

et le maintient d’une acidose à la reperfusion 
350

 sont également capables de diminuer les 

lésions de reperfusion. 

III-3. Perconditionnement 

III-3.1. Historique 

La constatation que la protection apportée par le PreC à distance était médiée par des facteurs 

humoraux sanguins 
351-352

 ou par voie neuronale 
353-354

 ont suggéré que cette thérapie pouvait 

être initiée lors de l’ischémie prolongée, afin de diminuer les lésions de reperfusion. 

Lors de l’ischémie myocardique prolongée, l’application de courtes séquences d’I/R sur une 

artère autre que celle responsable de cette ischémie prolongée a été dénommée 

perconditionnement (PerC) 
355

. Le PerC peut ainsi se définir comme un conditionnement à 

distance appliqué au moment de l’ischémie longue. Schmidt et al. 
355

 ont été les premiers à 

démontrer que le PerC permettait de réduire les lésions d’I/R. En effet, ils ont montré, sur un 

modèle de cochon, que l’application de ce PerC au niveau d’un membre postérieur réduisait la 

taille de l’infarctus du myocarde d’environ 37 %. De plus, l’inhibition des canaux KATP par le 

glibenclamide abolit cette protection. Il semble donc que les effets protecteurs du PerC soient 

médiés, en partie au moins, par un mécanisme dépendant de ces canaux KATP (au niveau du 

membre postérieur et/ou du cœur). Le cochon ayant une circulation collatérale négligeable, il 

semble que si une partie du mode d’action de cette protection passe par des facteurs 

circulants, ceci ne puisse se faire qu’à la reperfusion. 

Cette nouvelle approche permet d’élargir le champ de la cardioprotection car l’ischémie d’un 

membre est facilement réalisable en clinique. 

III-3-2. Combinaison du PerC et du PostC 

Le PostC, comme le PreC, implique l’activation de la voie RISK. Cependant, il est moins 

efficace que le PreC dans sa protection contre les lésions de reperfusion 
304

. Il est donc 

possible que ce PostC n’active pas complètement la voie RISK. La combinaison du PostC 
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avec le PerC pourrait alors activer plus grandement ces kinases, ce qui induirait une meilleure 

cardioprotection. 

Très récemment, Xin et al. 
356

 ont ainsi étudié l’effet de cette combinaison sur un modèle in 

vivo de rat. Ces auteurs ont montré que l’association d’un PostC avec un PerC protégeait aussi 

efficacement le cœur que le PreC. De plus, la phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 est 

maximale lors de cette combinaison. Ces auteurs ont également démontré que ces effets 

n’étaient pas additifs avec ceux du PreC, suggérant ainsi que les mécanismes d’action de ces 

différentes protections sont vraisemblablement les mêmes. 

III-4. Spécificité du modèle de rat 

En 2003, Zhao et al. 
158

 démontraient pour la première fois que le PostC Isch était 

cardioprotecteur. Cette étude, faite chez le chien, montrait que la protection apportée par le 

PostC Isch était aussi puissante que celle du PreC Isch. Un an après, cette même équipe 

publiait les résultats d’une étude similaire réalisée chez le rat 
298

. Ces auteurs montraient que 

le PostC Isch permettait également de réduire la taille de l’infarctus chez cet animal, mais 

avec une efficacité fortement réduite par rapport au PreC Isch. Ces auteurs ont émis 

l’hypothèse que cette différence inter-espèce serait la conséquence de l’augmentation 

d’activité de la xanthine oxydase chez le rat, donc d’une surproduction radicalaire. 

De toutes les espèces animales étudiées, le rat est sans conteste celle qui présente le plus 

grand nombre de résultats contradictoires quant à la réussite du PostC. Manintveld et al. 
305

 

ont montré que la durée de l’ischémie prolongée était un déterminant majeur de l’efficacité, et 

par conséquent de la réussite, du PostC Isch. Lorsque l’ischémie dure de 45 à 60 minutes, le 

PostC Isch protège efficacement le cœur contre les lésions d’I/R. Si cette ischémie dépasse 

une heure, le PostC perd son efficacité, alors que pour des durées inférieures à 45 minutes, il 

devient délétère. A l’inverse, Tang et al. 
357

 ont montré que le PostC Isch était 

cardioprotecteur pour des ischémies inférieures à 45 minutes. Ces résultats contradictoires 

pourraient s’expliquer par la différence des protocoles utilisés dans ces deux études : rats 

Wistar anesthésiés au pentobarbital, inconscients et algorithme de 3 cycles de 30 secondes 

dans l’étude de Manintveld et al. 
305

, versus rats Sprague-Dawley anesthésiés par un mélange 

de kétamine/xylazine, conscients et algorithme de 20 cycles de 10 secondes dans l’étude de 

Tang et al. 
357

. Néanmoins, la raison de cette différence demeure  indéterminée. 

A ce jour, la majorité des travaux étudiant le phénomène de PostC chez le rat sont réalisés 

pour des ischémies de 30 minutes 
298, 325, 357

. Malgré tout, un certain nombre d’études a 

démontré que le PostC Isch n’était pas universel chez le rat. Ainsi, Dow et al. 
358

 ont montré 

que le PostC était inefficace dans leur modèle. Ces auteurs ont testé différents protocoles, qui 

se distinguaient au niveau de la durée de l’ischémie (30 ou 45 minutes), de l’algorithme du 

PostC (4 cycles de 10/10 ou 20/20 s, ou 8 cycles de 30/30 s ou 20 cycles de 10/10 s d’I/R) et 

de l’anesthésie (mélange kétamine/xylazine ou pentobarbital). Quel que soit le protocole 

utilisé, ils n’ont jamais réussi à réduire la taille de l’infarctus. Kaljusto et al. 
359

 ont également 

relevé l’ambiguïté de ce modèle. Dans une première étude, ils ont montré que l’application de  

3 cycles de 10 s/10 s d’I/R consécutive à une ischémie de 40 minutes ne réduisait pas la 
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nécrose. Par contre, un algorithme de 3 cycles de 15 s/15 s cardioprotège les animaux soumis 

à une ischémie coronaire de 30 minutes. Ces auteurs en ont conclu que le rat n’est pas le 

meilleur modèle pour étudier le mécanisme du PostC. Nous avons mené notre étude afin 

d’éclaircir cette situation et d’identifier les causes potentielles de l’échec du PostC chez le rat. 

Skyschally et al. 
304

 ont fait une synthèse des différents modèles expérimentaux et protocoles 

de PostC Isch utilisés dans la littérature. Cette revue ne recense que les études dont le critère 

final est la taille de l’infarctus du myocarde. Plus de la moitié des protocoles in vivo réalisés 

chez le rat et recensés dans cette revue ont échoué à diminuer la taille l’infarctus par PostC 

Isch 
304

. A titre de comparaison, seulement moins de 10 % des protocoles effectués chez la 

souris ont présenté un tel échec de cardioprotection. Il ressort également de ce travail que la 

majorité des études réalisées chez le rat utilisent une ischémie longue de 30 minutes, avec un 

algorithme de PostC Isch allant de 3 à 6 cycles de 10 secondes d’ischémie séparés par 10 

secondes de reperfusion. 

Cette hétérogénéité des résultats est partiellement abolie lorsque les études sont réalisées in 

vitro. Kaljusto et al. 
359

 ont étudié le cœur isolé et perfusé en mode Langendorff. Ces auteurs 

ont montré que le PostC était inefficace dans leur modèle, que les cœurs soient soumis à une 

ischémie régionale ou globale. De même, une récente étude a montré que le PostC Isch était 

inefficace sur le cœur de rat perfusé en mode Langendorff, indépendamment du sexe 
360

 . Les 

trois algorithmes de PostC testés ont échoué à limiter la taille de l’infarctus et à augmenter la 

récupération fonctionnelle cardiaque, alors que dans le même temps, l’application in vivo d’un 

PostC Isch a permis de réduire les lésions d’I/R. Ces auteurs ont émis l’hypothèse que des 

facteurs sanguins et/ou humoraux joueraient un rôle important dans l’induction du PostC, et 

qu’en s’affranchissant de ces facteurs sur un modèle de cœur isolé, on bloque l’effet 

protecteur de cette manœuvre. Cependant, la plupart des études in vitro réalisées chez le rat 

ont montré que le PostC Isch permettait de réduire la taille de l’infarctus du myocarde 
304

. 

Ainsi, Ferrera et al. 
361

 ont montré que l’application de deux cycles de 30 s/30 s d’I/R 

consécutive à une ischémie de 40 minutes réduisait la taille de l’infarctus. De même, 

Tamareille et al. 
362

 ont montré que le PostC Isch, correspondant à 3 cycles de 10 s/10 s d’I/R, 

était cardioprotecteur dans leur modèle de cœur isolé. 

Les raisons de cette différence de résultats entre les modèles in vivo et in vitro ne sont pas 

connues. Toutefois, plusieurs pistes peuvent être envisagées. Les études réalisées in vitro 

permettent d’isoler le cœur, afin notamment d’étudier plus en détail son fonctionnement 

cellulaire. Le myocarde ainsi coupé de son environnement naturel nécessite d’être perfusé 

avec des tampons dont la composition se rapproche le plus fidèlement possible de la situation 

physiologique. Bien que la composition ionique de ces tampons artificiels soit proche de celle 

du sérum sanguin, le cœur reste néanmoins privé de régulations avec son environnement de 

par son isolement. Ces études réalisées in vitro s’affranchissent ainsi de facteurs sanguins 

et/ou humoraux qui pourraient moduler la réussite du PostC. De même, le cœur peut être 

perfusé de façon rétrograde, ce qui peut également conditionner la réussite de cette technique. 
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BUT DU TRAVAIL  
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Dans la littérature, au contraire du PreC, il existe des résultats contradictoires vis-à-vis de la 

réussite du PostC chez le rat. En effet, Manintveld et al. 
305

 ont montré que le PostC Isch 

protégeait le cœur contre les lésions d’I/R lorsque la durée de l’ischémie était comprise entre 

45 et 60 minutes. A l’inverse, Tang et al. 
357

 ont montré que le PostC Isch réduisait la taille de 

l’infarctus pour des durées d’ischémie inférieures à 45 minutes. Par ailleurs, certains auteurs 

ont démontré que le PostC était inefficace chez le rat, quel que soit le protocole utilisé. Par 

exemple, Dow et al. 
358

 ont montré que le PostC Isch et le PostC CsA ne permettaient pas de 

réduire la taille de l’infarctus chez cet animal. De même, Kaljusto et al. 
362

 ont montré que le 

PostC Isch n’était pas cardioprotecteur chez cette espèce. Dans un premier temps, l’objectif de 

notre travail était d’élucider cette situation. Pour cela, nous avons étudié les effets de trois 

types de préconditionnement et de postconditionnement cardiaques sur un modèle de rat in 

vivo : PreC et PostC ischémiques, à la CsA et à l’isoflurane. Ces trois protocoles mettent en 

jeu des voies cellulaires distinctes dans le PreC et le PostC. La souche, l’origine, le sexe, le 

poids, les conditions d’hébergement et la prise alimentaire de nos animaux sont les mêmes 

entre les différents groupes, ce qui nous permet de nous affranchir d’un certain nombre de 

variabilités. 

Parallèlement, de nombreuses études réalisées sur différentes espèces animales ont montré 

que la mitochondrie jouait un rôle pivot dans la cardioprotection 
31, 60, 297, 330

. Afin d’établir si 

la réussite ou l’échec d’un type de PreC ou PostC pouvait être en relation avec la 

mitochondrie, nous avons étudié les principales fonctions mitochondriales connues pour être 

impliquées dans la cardioprotection. Nous avons donc évalué la transition de perméabilité 

mitochondriale, la phosphorylation oxydative et la production d’espèces radicalaires de nos 

animaux dans les différentes conditions expérimentales par des méthodes identiques. 

Nous avons également étudié l’implication de ces fonctions mitochondriales sur d’autres 

modèles afin de préciser le rôle de la mitochondrie soit dans d’autres espèces, soit dans des 

situations plus particulières. Une approche pharmacologique a également été utilisée pour 

rechercher de nouvelles molécules potentiellement actives sur le mPTP. Ainsi, nous avons 

étudié la régulation du mPTP par deux analogues de l’ubiquinone, CoQ2 et CoQ10, sur le cœur 

de lapin sham. Ces molécules sont connues pour leur effet protecteur ou pour leur activité 

inhibitrice du mPTP sur d’autres types cellulaires. De plus, en collaboration avec l’équipe du 

Pr Fontaine à Grenoble (INSERM U884), nous avons étudié la régulation du mPTP par le flux 

d’électrons à travers le complexe I de la chaîne respiratoire, sur différentes lignées cellulaires 

et modèles animaux, afin d’éclaircir le possible rôle structurel du complexe I dans le mPTP. 

Nous avons également étudié l’effet protecteur de la CsA sur les mitochondries du cerveau de 

rat nouveau-né. Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr Charriaut-

Marlangue à Paris (INSERM U676). Ainsi, nous avons évalué l’impact de l’administration de 

CsA en PreC et en PostC dans un modèle d’infarctus cérébral chez le rat nouveau-né. Enfin, 

concernant le rôle des ROS dans la cardioprotection, nous avons établi une collaboration avec 

l’équipe du Dr Mialet-Perez à Toulouse (INSERM U858). Nous avons étudié l’influence de la 

surexpression de la MAO-A cardiaque chez la souris afin d’évaluer l’implication des ROS 

dans l’insuffisance cardiaque, étant donné que la MAO-A est localisée sur la partie externe de 
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la membrane mitochondriale externe et que cette enzyme produit de l’H2O2 lors de son 

fonctionnement. 

L’ensemble de ces approches nous a permis de préciser dans quelles conditions la 

mitochondrie est impliquée dans la régulation de la vie cellulaire. Nos résultats démontrent 

que l’inhibition de l’ouverture du mPTP, la préservation de la phosphorylation oxydative et la 

diminution de la production de ROS sont nécessaires afin que le PostC soit protecteur chez le 

rat.  
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MATERIELS ET METHODES  
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I. Animaux 

Des rats mâles Wistar (300-350 g) sont utilisés dans nos études de préconditionnement (PreC) 

et postconditionnement (PostC) in vivo. Les animaux sont placés à une température contrôlée 

(22 ± 1°C) et soumis à un cycle lumière/obscurité de 12 h/12 h, avec un accès ad libidum à de 

la nourriture et de l’eau. Les expérimentations sont réalisées après une période d’adaptation 

minimale de 7 jours. 

Des ratons Wistar (17-21 g) des deux sexes sont utilisés dans notre étude d’attaque cérébrale. 

Les expérimentations sont réalisées à J7, après une période d’adaptation de 4 jours. 

Des souris C57BL6/J et des transgéniques sur-exprimant la monoamine-oxidase A (MAO-A) 

spécifiquement au niveau cardiaque, des deux sexes, sont utilisées dans notre étude sur les 

conséquences de la surexpression de cette enzyme. Les expérimentations sont réalisées sur 

des souris âgées de 6 mois, après une période d’adaptation de 4 jours. 

Les expérimentations sont pratiquées en conformité avec les textes réglementaires français 

(décrets n° 2001-464 du 29 mai 2001 et 2001-486 du 6 juin 2001) et les recommandations de 

l’INSERM de septembre 2002 relatifs à l’expérimentation animale, ainsi qu’en accord avec 

« the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals » publié par le « US National 

Institute of Health » (NIH Publication No. 85-23, révisé en 1996). 

II. Préparations chirurgicales 

II-1. Préparation chirurgicale du rat adulte 

Les rats adultes sont anesthésiés par une injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique 

(65 mg/kg), intubés et ventilés mécaniquement avec une pression positive à l’aide d’un 

respirateur pour rongeurs (Inspira asv Harvard Apparatus®, Holliston, MA). Une 

thoracotomie gauche est pratiquée au 4
ème

 espace intercostal. Après ouverture du sac 

péricardique, un fil de suture (7/0 polypropylène) relié à une aiguille courbe est placé autour 

de l’artère coronaire descendante antérieure gauche afin de permettre la réalisation d’une 

séquence d’ischémie-reperfusion (I/R) coronaire. Des cathéters sont mis en place dans l’artère 

carotide gauche et la veine fémorale droite de l’animal pour respectivement le recueil des 

paramètres hémodynamiques (pression artérielle et fréquence cardiaque) et l’administration 

de drogues. Les animaux sont ensuite héparinés à l’aide d’une injection i.v. d’héparine 

sodique (150 UI/kg) en bolus. La température corporelle des animaux est monitorée via un 

thermomètre rectal et maintenue à 37-38°C à l’aide d’une couverture chauffante. Une phase 

de stabilisation de 15 minutes est respectée avant l’enregistrement des paramètres de 

référence. L’électrocardiogramme est continuellement monitoré grâce à des électrodes 

subcutanées. 
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III-2. Préparation chirurgicale du rat nouveau-né 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe du Dr Charriaut-Marlangue à Paris. 

Notre contribution s’est limitée à l’étude des fonctions mitochondriales. 

Les ratons sont anesthésiés par une injection intrapéritonéale d’hydrate de chloral (350 

mg/kg). L’animal anesthésié est positionné sur son dos et une incision médiane est faite dans 

son cou pour dégager l’artère carotide commune gauche. Le raton est ensuite positionné sur 

son côté droit et une incision oblique de la peau est faite entre l’œil et l’oreille. Après 

l’excision du muscle temporal, l’os du crâne est retiré de la suture frontale, en dessous de la 

voûte zygomatique. L’artère cérébrale moyenne gauche est électrocoagulée au niveau 

inférieur de la veine cérébrale. Un clip vasculaire est ensuite placé pour occlure l’artère 

carotide commune gauche. Les ratons sont ensuite placés dans une couveuse afin d’éviter une 

hypothermie. Après 50 minutes, le clip est retiré. La restauration du flux sanguin carotidien 

est vérifiée à l’aide d’un microscope. Les incisions au niveau du cou et du crâne sont suturées. 

Durant la procédure chirurgicale, la température corporelle est maintenue à 36-36.5°C. Après 

leur rétablissement, les ratons sont restitués à leurs mères. Se référer à l’article pour plus de 

détails. 

III. Protocoles expérimentaux 

III-1. Ischémie-reperfusion cardiaque chez le rat adulte 

Tous les rats sont soumis à une occlusion coronaire de 30 minutes suivie d’une reperfusion de 

15 minutes pour la préparation des mitochondries isolées ou de 2 heures pour la détermination 

de la zone infarcie (IS). L’ischémie est confirmée visuellement par une cyanose régionale de 

la surface du myocarde et par une élévation du segment ST de l’électrocardiogramme. Les 

animaux sont répartis aléatoirement dans l’un des 8 groupes expérimentaux suivants (Figure 

17) : le groupe contrôle ne reçoit pas d’autre intervention. Les animaux préconditionnés sont 

soumis avant l’occlusion coronaire de 30 minutes soit à un protocole de préconditionnement 

ischémique de 3 cycles de 3 minutes d’ischémie/5 minutes de reperfusion (PreC Isch), soit à 

une injection intraveineuse en bolus de 10 mg/kg de cyclosporine A (CsA) 10 minutes avant 

l’ischémie (PreC CsA), soit à 2 cycles d’administration d’isoflurane (1.0 minimum alveolar 

concentration, MAC, correspondant à une concentration télé-expiratoire de 1.4 %) de 15 

minutes suivie de 5 minutes  de rinçage (PreC Iso). Les animaux postconditionnés reçoivent 

soit 6 cycles de 10 secondes de reperfusion/10 secondes d’occlusion appliqués au début 

immédiat de la reperfusion (PostC Isch), soit une injection intraveineuse en bolus de 10 mg/kg 

de CsA 5 minutes avant la reperfusion (PostC CsA), soit de l’isoflurane (1.5 MAC, 

correspondant à une concentration télé-expiratoire de 2.1 %) administré pendant les 5 

dernières minutes d’ischémie et les 5 premières minutes de reperfusion (PostC Iso). Un 

groupe Sham est également constitué, dans lequel les rats ne sont soumis à aucune séquence 
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ischémique lors de l’expérimentation. Les concentrations finales d’anesthésiques sont 

mesurées avec un analyseur de gaz à infrarouge connecté à l’extrémité du tube ventilatoire. 

 

 

 

Figure 17. Protocole expérimental de l’étude de l’I/R cardiaque chez le rat adulte. Tous 

les groupes sont soumis à une ischémie de 30 minutes suivie de 15 minutes (étude des 

fonctions mitochondriales) ou 2 h (quantification de la taille d’infarctus) de reperfusion.         

I, ischémie ; R, reperfusion ; CsA, cyclosporine A ; MAC, concentration alvéolaire minimale ; 

PreC Isch, préconditionnement par 3 cycles de 3 minutes d’ischémie / 5 minutes de 

reperfusion ; PreC CsA, préconditionnement par injection de CsA (10 mg/kg) 10 minutes 

avant l’ischémie ; PreC Iso, préconditionnement par 2 cycles d’administration d’isoflurane 

(1.0 MAC) suivis de 5 minutes de rinçage ; PostC Isch, postconditionnement par 6 cycles de 

10 secondes d’ischémie / reperfusion ; PostC CsA, postconditionnement par injection de CsA 

(10 mg/kg) 5 minutes avant la reperfusion ; PostC Iso, postconditionnement à l’isoflurane (1.5 

MAC) administré 5 minutes avant la fin de l’ischémie et jusqu’aux 5 premières minutes de 

reperfusion ; Sham, une ligature a été placée sous l’artère coronaire descendante antérieure 

gauche mais n’a pas été serrée, le temps de l’expérimentation est identique à celui du groupe 

contrôle (l’étude est alors limitée à l’analyse des fonctions mitochondriales). 
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Un neuvième groupe est également constitué. Il est soumis au même protocole, si ce n’est 

qu’il subit un PostC Isch de 3 cycles de 10 secondes de reperfusion/10 secondes d’occlusion. 

La quantification de l’infarctus est le seul paramètre mesuré dans ce groupe (après 2 heures de 

reperfusion). 

De la même façon, une étude parallèle est menée afin de quantifier l’infarctus de rats soumis à 

une ischémie de 45 minutes, suivie d’une reperfusion de 2 heures. Ces animaux sont répartis 

en 2 groupes : le groupe contrôle ne reçoit pas d’autre intervention. Le groupe PreC Isch est 

soumis au même algorithme que celui de l’étude principale. 

III-2. Ischémie-reperfusion cérébrale chez le rat nouveau-né 

Les ratons sont soumis à une ischémie cérébrale par occlusion définitive de l’artère cérébrale 

moyenne gauche et transitoire de l’artère carotide commune gauche. Après l’occlusion de 50 

minutes de cette dernière, une reperfusion de 30 à 40 minutes est  observée. Les animaux sont 

répartis en quatre groupes pour l’étude des fonctions mitochondriales. Les groupes 

ischémiques véhicule et CsA reçoivent une injection intraveineuse, 14 heures avant les 

occlusions, respectivement de NaCl à 0.9 % et de CsA à 10 mg/kg. Les groupes sham 

véhicule et CsA reçoivent les mêmes injections mais ne sont pas soumis à une ischémie. A la 

fin de la reperfusion, les cortex des ratons sont prélevés. L’isolation et l’étude des fonctions 

mitochondriales se font selon la même procédure que celle utilisée chez le rat adulte (décrite 

ultérieurement). 

III-3. Influence de la surexpression de la MAO-A cardiaque chez la souris 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr Mialet-Perez à Toulouse. Notre 

participation s’est limitée à l’étude des fonctions mitochondriales. 

Les souris sont euthanasiées par décapitation et leurs cœurs sont immédiatement prélevés. 

L’isolation et l’étude des fonctions mitochondriales se font selon la même procédure que celle 

utilisée chez le rat adulte (décrite ultérieurement). 

IV. Quantification de l’infarctus 

A la fin des 2 heures de reperfusion, l’artère coronaire est brièvement réoccluse, et 0.5 mg/kg 

d’une solution de colorant bleu Uniperse (Ciba-Geigy®, Hawthorne, NY) à 20% est injecté au 

niveau de la veine fémorale afin de délimiter l’aire à risque, comme précédemment décrit 
363

. 

La zone de myocarde non ischémique apparaît en bleu, alors que la partie du myocarde 

précédemment ischémiée n’est pas colorée. Le cœur est ensuite excisé. Le ventricule droit, les 

oreillettes et l’aorte sont retirés. Le ventricule gauche (LV) est coupé, parallèlement au sillon 

auriculo-ventriculaire, en 5 à 6 tranches transverses qui sont pesées et photographiées pour la 

mesure ultérieure de l’aire à risque (AAR). Chaque tranche est ensuite incubée pendant 20 

minutes à 37°C dans une solution de chlorure de triphényltétrazolium (TTC) à 1%. Le 
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myocarde « viable » apparaît coloré en rouge brique, alors que la zone infarcie (IS) apparaît 

pâle 
364

. Les tranches de myocarde sont une nouvelle fois photographiées, pour la 

quantification de l’IS. L’AAR et l’IS sont quantifiés par planimétrie à l’aide du logiciel 

Adobe Photoshop®. Les poids totaux d’AAR et d’IS  sont mesurés et exprimés en grammes 

et les rapports IS/AAR, IS/LV et AAR/LV sont calculés. Le critère d’inclusion est défini par 

une AAR supérieure à 10 % du volume ventriculaire gauche.   

V. Isolation des mitochondries 

La préparation des mitochondries est adaptée d’une procédure décrite précédemment 31. A la 

fin des 15 minutes de reperfusion, le cœur est excisé et rincé dans du tampon A (70 mM 

sucrose, 210 mM mannitol et 10 mM EGTA dans 50 mM Tris/HCl à pH 7.4) à 4°C. L’AAR 

est disséquée, pesée puis découpée en petits morceaux dans du tampon A à 4°C (selon la 

proportion 10 ml de tampon par gramme de tissu). Le broyage est réalisé à l’aide d’un broyeur 

verre-verre (Potter Elvejem®). Les mitochondries sont isolées par centrifugations 

différentielles. Brièvement, l’homogénat est centrifugé à 1 300 g durant 3 minutes à 4°C. 

Cette centrifugation permet d’éliminer les noyaux, les hématies et différents débris cellulaires. 

Le surnageant est centrifugé à 10 000 g  et à 4°C pendant 10 minutes afin de séparer la 

fraction mitochondriale du surnageant post-mitochondrial. Le culot de mitochondries ainsi 

obtenu est remis en suspension dans du tampon B (70 mM sucrose et 210 mM mannitol dans 

50 mM Tris/HCl à pH 7.4) à 4°C (10 ml de tampon par gramme de tissu). L’homogénat est 

centrifugé à 6 500 g durant 10 minutes, ce qui permet de rincer la fraction mitochondriale et 

d’éliminer l’EGTA. Le culot mitochondrial est suspendu dans environ 200 μl de tampon B. 

La suspension de mitochondries est alors prête pour le dosage de protéine et l’étude des 

fonctions mitochondriales. 

VI. Dosage de protéine 

La concentration des protéines mitochondriales est mesurée par la méthode de Bradford en 

utilisant l’albumine sérique bovine comme standard 365. Le dosage des protéines est réalisé par 

spectrophotométrie (Hitachi®, F-7000) à l’aide d’un lecteur multi plaques (Thermo®, 

Multiskan Ex). La longueur d’onde d’absorbance est de 550 nm. Une gamme étalon est 

établie à partir d’un standard d’albumine sérique bovine concentrée à 2 mg/ml (Thermo 

scientific). 
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VII. Analyse des fonctions mitochondriales 

VII-1. Phosphorylation oxydative 

La consommation mitochondriale d’oxygène est mesurée à 25°C à l’aide d’une électrode à 

oxygène de Clark (Oroboros® oxygraphe, Austria) 
34

. Les mitochondries (350 μg de 

protéines) sont incubées et légèrement agitées dans 2 ml de tampon de respiration (100 mM 

KCl, 50 mM MOPS, 1 mM EGTA, 5 mM KH2PO4 et 1 mg/ml de BSA dépourvue d’acide 

gras à pH 7.4). Le glutamate/malate (G/M, substrats du complexe I, 5 mM chacun), le 

succinate (substrat du complexe II, 5 mM) et le TMPD-Ascorbate (substrats du complexe IV, 

respectivement 0.125 et 1.25 mM) sont utilisés comme donneurs d’électrons spécifiques aux 

différents sites de la chaîne de transport d’électrons. La roténone (6.25 μM) est ajoutée au 

succinate pour inhiber le flux réverse d’électrons en bloquant le complexe I. La combinaison 

de roténone (6.25 μM) et d’antimycine A (12.5 μM) est ajoutée au TMPD-Ascorbate afin 

d’inhiber le complexe III et d’étudier le complexe IV 
366

. La respiration à l’état 3 est initiée 

par l’addition de 200 μM d’ADP, et lorsque la majorité de l’ADP est transformé en ATP, la 

consommation d’oxygène baisse, c’est l’état 4. Cette consommation d’O2 est exprimée en 

nmoles d’O2/min/mg de protéines. L’indice du couplage respiratoire (RCI) est également 

calculé, il est défini comme le rapport état 3/état 4. 

VII-2. Ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale 

La capacité de rétention calcique (CRC) est définie comme la quantité de calcium nécessaire à 

l’induction de l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) après 

additions successives et régulières de calcium. Comme décrit précédemment 
31, 367

, la CRC est 

mesurée à l’aide d’un spectrofluorimètre (Hitachi®, F-7000) thermostaté et muni d’un 

agitateur électromagnétique, en présence de 0.5 μM de la sonde calcium green-5N, avec des 

longueurs d’ondes d’excitation et d’émission respectivement à 500 et 530 nm. Les 

mitochondries fraîchement isolées (250 μg de protéines) sont suspendues dans 2 ml de 

tampon C (150 mM sucrose, 50 mM KCl, 2 mM KH2PO4 et 20 mM Tris/HCl à pH 7.4) à 

25°C. Le G/M (5 mM chacun) ou le succinate (5 mM) sont ajoutés comme substrats respectifs 

des complexes I et II. La suspension mitochondriale est ensuite agitée et stabilisée pendant 90 

s. A la fin de cette période de pré incubation, 10 nmoles de CaCl2 sont injectées toutes les 

minutes. Le calcium est rapidement capté par les mitochondries, ce qui se traduit par un retour 

rapide de la fluorescence au niveau basal. Lorsque la surcharge calcique est suffisante, la 

fluorescence augmente rapidement ce qui indique un relargage massif et irréversible de Ca
2+

 

par les mitochondries dû à l’ouverture du mPTP. La quantité de Ca
2+

 nécessaire pour obtenir 

cette transition de perméabilité mitochondriale est exprimée en nmoles de CaCl
2+

/mg de 

protéines. 

La CRC est mesurée à l’état de base et en présence de cyclosporine A (CsA, 1 μM) qui est la 

molécule inhibitrice de référence du mPTP. Afin d’étudier l’influence de l’inhibition du 

complexe I sur l’ouverture de ce mPTP, la CRC est également mesurée en présence de 
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roténone (1 μM) et de roténone plus CsA (1 μM de chaque) lorsque le succinate est le 

substrat. 

VII-3. Production d’espèces réactives de l’oxygène 

Le métabolisme cellulaire normal de l’oxygène produit continuellement de petites quantités 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). La mesure d’H2O2 extramitochondrial est 

aujourd’hui admise comme un indicateur de la production mitochondriale de ROS 
368-369

. Les 

radicaux d’O2
-
 produits par la chaîne de transfert des électrons sont immédiatement convertis 

en H2O2 sous l’effet de la superoxide dismutase mitochondriale (Mn-SOD) et deviennent 

rapidement indétectables 
370

. Les molécules d’ H2O2 ont la capacité de traverser la membrane 

mitochondriale 
371

 et servent ainsi d’indicateur stœchiométrique de la production de ROS 

mitochondriaux. La détection de l’H2O2 est réalisée à l’aide d’un spectrofluorimètre 

(longueurs d’ondes d’excitation et d’émission respectivement à 530 et 590 nm) en présence de 

la sonde Amplex® Red (10 μM) et de l’enzyme horseradish peroxidase (0.6 U/ml). En 

présence d’horseradish peroxidase, l’Amplex® Red, qui est un substrat incolore, est oxydé 

par l’ H2O2 ce qui génère un complexe fortement fluorescent 
372

. 

Les mitochondries isolées sont suspendues dans 2 ml de tampon ROS (250 mM sucrose, 1 

mM EGTA, 1 mM EDTA, 1.5mg/ml de BSA dépourvue d’acide gras et 20 mM Tris/HCl à 

pH 7.4) à 25°C et en présence de 10 μM d’Amplex Red® et 0.6 U/ml d’horseradish 

peroxidase. Le G/M (5 mM chacun) ou le succinate (5 mM) sont utilisés comme substrats. 

L’intensité de la fluorescence est proportionnelle à la quantité d’eau oxygénée produite. Une 

gamme étalon d’H2O2 est donc établie afin de transformer l’intensité de fluorescence obtenue 

en vitesse de production d’H2O2 (nmoles d’H2O2/min/mg de protéines) (Figure 18). Les 

résultats sont présentés par le ratio de la production d’ H2O2 par la consommation d’oxygène 

(nmoles d’O2/min/mg protéines) à l’état 3, et sont exprimés en pourcentage. 
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VIII. Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ± SEM. Les paramètres hémodynamiques 

ont été analysés par une ANOVA à 2 voies avec des mesures répétées sur un facteur. La 

corrélation entre l’IS et l’AAR a été évaluée à l’aide d’une analyse de covariance (ANCOVA) 

suivie d’un test post hoc de Bonferroni, avec l’IS comme variable dépendante et l’AAR 

comme covariant. Une ANOVA à une voie suivie d’un test post hoc de Bonferroni a été 

utilisée pour analyser les différences entre les groupes. Un test t de Student a été utilisé quand 

cela était approprié. Une valeur de p < 0.05 a été considérée comme statistiquement 

significative.  
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Résumé 

 

Objectif : Dans la littérature, une contradiction existe quant à la possibilité de PostC le rat. Le 

but de cette étude est de comparer trois types de PreC et de PostC (ischémique, à la CsA et à 

l’isoflurane) sur un modèle d’I/R in vivo chez le rat. 

Matériels et méthodes : Des rats anesthésiés ont subis 30 minutes d’occlusion de l’artère 

coronaire descendante gauche suivie de 15 minutes, pour l’étude des fonctions 

mitochondriales, ou 2 heures, pour la quantification de l’infarctus, de reperfusion. Les 

animaux ont été randomisés en 8 groupes : un groupe contrôle n’ayant aucune intervention 

préalable à la séquence d’I/R. Les animaux préconditionnés ont reçu avant l’occlusion soit un 

PreC Isch de 3 cycles de 3 minutes d’ischémie/5 minutes de reperfusion (PreC Isch), soit un 

bolus i.v de CsA à 10 mg/kg 10 minutes avant l’ischémie (PreC CsA), soit 2 cycles de 15 

minutes d’isoflurane (1.0 MAC) suivis de 5 minutes de rinçage (PreC Iso). Les animaux 

postconditionnés ont reçu soit 6 cycles de 10 secondes de reperfusion/10 secondes d’ischémie 

appliqués au décours immédiat de la reperfusion (PostC Isch), soit un bolus i.v de CsA à 10 

mg/kg 5 minutes avant la reperfusion (PostC CsA), soit de l’isoflurane (1.5 MAC) administré 

5 minutes avant la reperfusion pendant 10 minutes (PostC Iso). Le groupe sham n’a subi 

aucune ischémie durant l’expérimentation. 

Résultats : Nous avons montré que le PreC Isch, le PreC CsA et le PreC Iso diminuaient 

significativement la taille de l’infarctus (respectivement 17.1 ± 3.5%, 23.9 ± 5.4%, et 20 ± 

5.3% de l’aire à risque) comparé au groupe contrôle (59.4 ± 2.8%). En revanche, le PostC 

Isch et le PostC CsA n’ont pas d’effet (respectivement 49.5 ± 4.1% and 52.2 ± 2.1%), alors 

que le PostC Iso réduit significativement la taille de l’infarctus (36.2 ± 3.4%). Nous avons 

également démontré que tous les protocoles de PreC restauraient la phosphorylation 

oxydative, mais ne modifiaient ni l’ouverture du mPTP, ni la production de ROS. Des trois 

protocoles de PostC, seul le PostC Iso restaure toutes les fonctions mitochondriales testées. 

Conclusion : Cette étude démontre que l’hétérogénéité des effets cardioprotecteurs induits 

par le PreC et le PostC impliquent différemment les fonctions mitochondriales cardiaques 

dans un modèle in vivo d’I/R chez le rat. La réussite du PreC et du PostC exige une 

sauvegarde de la chaîne respiratoire. Concernant le PostC, nos résultats suggèrent que la 

réduction de la taille de l’infarctus nécessite une réduction de la production de ROS et une 

inhibition de l’ouverture du mPTP chez le rat.  
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ABSTRACT 

Objective: To compare three in vivo preconditioning (PreC) and postconditioning (PostC) protocols: 

ischemic, cyclosporine A (CsA) and isoflurane. Methods: In anesthetized rats, the left descendent 

coronary artery was occluded for 30 min and reperfused for 15 min for mitochondrial study or 2 h for 

myocardial infarct size (IS) measurement. Control group receiving no further intervention. 

Preconditioned animals received before the occlusion either an ischemic preconditioning (PreC Isch), 

an administration of CsA (PreC CsA) or isoflurane (PreC Iso). Postconditioned animals received either 

an ischemic postconditioning applied at the reperfusion (PostC Isch), or an administration of CsA 

(PostC CsA) or isoflurane (PostC Iso) before reperfusion. Results: We showed that PreC Isch, PreC 

CsA, and PreC Iso significantly reduced the IS (17.1 ± 3.5%, 23.9 ± 5.4%, and 20 ± 5.3% of the area 

at risk, respectively) when compared to the control (59.4 ± 2.8%, p<0.05). In contrast, PostC Isch and 

PostC CsA had no significantly effect (49.5 ± 4.1% and 52.2 ± 2.1%, respectively). PostC Iso 

significantly reduced the IS (36.2 ± 3.4%, p<0.05). All PreC protocols restore the oxidative 

phosphorylation, but did not modify both mPTP opening and ROS production. Only PostC Iso restores 

all mitochondria patterns tested. Conclusions: We demonstrate the different cardioprotective effects 

of PreC and PostC that imply different mitochondrial pattern in a rat in vivo model. The success of the 

PreC passes by a safeguarding of the respiratory chain, whereas the PostC also requires both reduction 

in the production of ROS and inhibition of mPTP opening. 

Key words: ischemia-reperfusion, preconditioning, postconditioning, mitochondria, rat. 
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INTRODUCTION 

The ischemic and pharmacological preconditioning of the heart proved their efficiencies in reduction 

of the damages of infarct to all the animal species examined 
1-5

. Zhao et al. 
6
 proposed the concept of 

ischemic postconditioning (PostC Isch), a new protocol that reduces infarct size (IS) after a prolonged 

period of ischemia. PostC Isch is defined as brief intermittent episodes of ischemia and reperfusion 

performed at the onset of reperfusion following prolonged ischemia. Thus, PostC Isch offers a novel 

approach to cardioprotection. In this sense, beneficial effect to reduce IS was obtained in several 

experimental animals models tested including dogs 
6
, pigs 

7
, rabbits 

8
, mice 

9
, and even humans 

10
. In 

rats, this phenomenon remains controversial: some studies demonstrated that PostC Isch protects this 

specie 
11-13

 while other one’s failed too 
14-15

. However, the cardioprotective mechanism is not clearly 

understood. Mitochondria are a major part in the mechanism of cell death as well as protection by 

PreC 
5
 or PostC 

8
. Many drugs have also shown to reduce IS when administered before ischemia (as 

PreC) or at reperfusion (as PostC). However, the action of these different drugs implicated a variety of 

molecular targets in mitochondria or cardiomyocytes. For example, cyclosporin A (CsA) inhibits the 

mitochondrial permeability transition pore (mPTP) 
16

 by detaching cyclophilin D (Cyp D) from the 

other components of the pore 
17

. Phosphatidylinositol-3-kinase, protein kinase C-İ, GSK-3ȕ and 

reactive oxygen species (ROS) have proposed a pivotal role in the signal transduction cascade in 

volatile anesthetic PreC 
18-21

. Complex I of respiratory chain and ROS production was proposed as 

target of amobarbital in PreC and PostC 
22-23

. Recently, Schaller et al. 
24

 presented the TRO40303 as a 

new cardioprotective molecule that binds to translocator protein 18 kDa, known as peripheral 

benzodiazepine receptor, inhibits the mPTP opening in intact cardiomyocytes, but not in isolated 

mitochondria, and reduces  IS in rat in vivo model when administered at reperfusion. All these 

mechanisms demonstrated the complicity of the metabolic ways implicated in cardioprotection and 

approved the idea of intrinsic factors modulation of cardiomyocytes during ischemia/reperfusion (I/R). 

These factors are modulating by some physiological factors, including sex, age, and specie (for review 

see Skyschally et al 
25

). 
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The aim of the present study was to compare and clarify the cardioprotection effects in term of IS 

reduction in an in vivo I/R rat model of three PreC and PostC protocols. We have also examined, in the 

first minutes of reperfusion, if mitochondrial oxidative phosphorylation, inhibition of the mPTP 

opening and ROS production are involved in this protection. We showed that all PreC protocols 

reduced the IS and restore the oxidative phosphorylation, but did not modified the mPTP opening and 

ROS production. In PostC protocols, only PostC by isoflurane reduced the IS and restore all 

mitochondria patterns tested. 

 

MATERIALS AND METHODS 

The present study was performed in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals, published by the National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). All 

experimental procedures were approved by the Lyon I Claude Bernard University Committee for 

Animal Research.  

 

Surgical Preparation 

Male Wistar rats (300-350 g) were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital sodium 

(65 mg/kg), intubated and mechanically ventilated with a positive pressure rodent ventilator (Inspira 

asv Harvard Apparatus, Holliston, MA). A left thoracotomy was performed at the fourth intercostal 

space, the pericardium was opened, and the heart exposed. A 7/0 polypropylene suture attached to a 

small needle was passed around the left anterior descending coronary artery to perform a coronary 

artery occlusion and reperfusion. Sodium heparin (150 IU/kg) was injected by an intravenous bolus. 

Catheters were inserted into the left carotid artery and the right femoral vein for measurement of 

arterial blood pressure and drug administration, respectively. Limb lead II electrocardiograph was 

continually monitored by means of subcutaneous needle electrodes. Body temperature was monitored 
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via a rectal thermometer and maintained at 37-38°C with a heating pad. After the surgical procedure, a 

15-min stabilisation period was observed. 

 

Experimental Protocol 

All rats underwent a 30-min coronary occlusion followed by either 2 h of reperfusion for 

determination of IS (n = 6-8 in each group) or 15-min of reperfusion for preparation of isolated 

mitochondria (n = 5-8 in each group). Ischemia was confirmed by regional cyanosis of the myocardial 

surface and ischemic ST-segment changes in the electrocardiogram. Animals were randomly assigned 

to one of seven separate experimental groups (Fig. 1). Control group received no further intervention. 

Preconditioned animals received before the sustained coronary occlusion either an preconditioning 

protocol of three cycles of 3-min ischemia / 5-min reperfusion (PreC Isch), an intravenous bolus 

injection of 10 mg/kg of CsA, 10 min before ischemia (PreC CsA) or two cycles of 15-min isoflurane 

administration (1.0 minimum alveolar concentration, MAC, corresponding to 1.4% end tidal) followed 

by 5 min washout (PreC Iso). Postconditioned animals received, either 6 cycles of 10-s reperfusion / 

10-s occlusion applied immediately at the onset of reperfusion after the prolonged coronary occlusion 

(PostC Isch), an intravenous bolus injection of 10 mg/kg of CsA 5 min before reperfusion (PostC 

CsA) or isoflurane (1.5 MAC corresponding to 2.1% end tidal) administered for 5 min before and 5 

min after reperfusion (PostC Iso). End-tidal concentrations of volatile anaesthetics were measured at 

the tip of the ventilating tube with an infrared gas analyzer (Capnomac Ultima, Datex, Helsinki, 

Finland). Furthermore, a Sham group was constituted in which rats underwent no ischemic insult 

throughout the experiment. 

 

Area at risk and infarct size 

At the end of the 2-h reperfusion period, the coronary artery was briefly reoccluded, and 0.5 mg/kg 

Uniperse blue pigment (Ciba-Geigy, Hawthorne, NY) was injected intravenously to delineate the in 
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vivo area at risk (AAR), as previously described 
363

. The heart was excised and cut into five to six 

transverse slices, parallel to the atrioventricular groove. After removal of right ventricular tissue, each 

slice was weighted, and its basal surface was photographed for further measurement of the AAR. Each 

slice was then incubated for 20 min in a 1% solution of triphenyltetrazolium chloride (TTC) at 37°C to 

differentiate infarcted (pale) from viable (brick red) myocardial area 
27

. The slices were then 

rephotographed. Enlarged projections of these slices were traced for determination of the boundaries 

of the AAR and IS. The extent of the AAR and IS was quantified by computerized planimetry and 

corrected for the weight of the tissue slices. Total weights of the AAR and the IS were then calculated 

and expressed in grams and as percentage of total left ventricular (LV) and of the AAR, respectively. 

 

Isolation of mitochondria 

Preparation of mitochondria was adapted from a previously described procedure 
5
. Briefly, at the end 

of the 15-min reperfusion period, the myocardial AAR was removed from the chest and placed in cold 

buffer (pH 7.4) containing 70 mM sucrose, 210 mM mannitol and 10 mM EGTA in 50 mM Tris/HCl. 

The tissue was finely minced and then homogenized in the same buffer (10 ml of buffer per gram of 

tissue) using a Potter Elvejem. The homogenate was centrifuged at 1,300 g for 3 min and the 

supernatant at 10,000 g for 10 min. The mitochondrial pellet was suspended in cold buffer (pH 7.4) 

containing 70 mM sucrose and 210 mM mannitol in 50 mM Tris/Hcl and centrifuged at 6,500 g for 10 

min. The mitochondrial pellet was re-suspended in the same buffer. Mitochondrial protein 

concentration was measured by the Bradford method by using bovine serum albumin as a standard 
28

. 

 

Oxidative phosphorylation 

Mitochondrial respiratory functions were measured at 25°C using a Clark-type oxygen electrode 

(Oroboros oxygraphe, Austria) 
8
. Mitochondria (350 μg protein/2 ml) were incubated in buffer (pH 

7.4) containing 100 mM KCl, 50 mM MOPS, 1 mM EGTA, 5 mM KH2PO4, and 1 mg/ml defatted 
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BSA. Glutamate/Malate (5 mM/5 mM, complex I substrates) and succinate (5 mM, complex II 

substrate) were used as electron donors to specific sites in the electron transport chain. As previously 

described, rotenone (6.25 μM) was added with succinate to avoid the reverse electron flow by 

inhibition of complex I 
29

. Respiration state 3 was initiated by the addition of 200 μM ADP and state 4 

without ADP. The oxygen consumption was expressed in nmol O2.min
-1

.mg protein
-1

. The respiratory 

control index (RCI) was calculated as the ratio of the state 3/state 4. 

 

Calcium retention capacity 

As previously described 
5, 8

, the calcium retention capacity (CRC) was measured with a 

spectrofluorometer in the presence of 0.5 μM Calcium Green-5N, with excitation and emission 

wavelengths set at 500 and 530 nm, respectively. Isolated mitochondria (250 μg protein) were 

suspended in 2 ml of buffer (pH 7.4) containing 150 mM sucrose, 50 mM KCl, 2 mM KH2PO4 and 20 

mM Tris/HCl. Glutamae/Malate (5 mM/5 mM) or succinate (5 mM) was added into the buffer as 

substrates. The CRC was measured at baseline and with the reference PTP inhibitor CsA (1μM). In 

order to study the influence of complex I inhibition on the mPTP opening, the CRC was also measured 

in the presence of rotenone (1μM) and rotenone plus CsA (1μM each) when succinate was used. 

Mitochondria were gently stirred for 90 s. At the end of the period, a 10-nmol CaCl2 administration 

was performed every minute. Ca
2+ 

is rapidly taken up by the mitochondria resulting in a rapid return of 

extra-mitochondria Ca
2+ 

concentration to near baseline level. After sufficient CaCl2 loading, a rapid 

increase of the fluorescence indicates a massive release of Ca
2+

 by mitochondria due to mPTP 

opening. The CRC was expressed as nmol Ca
2+

.mg protein
-1

. 

 

Reactive oxygen species production 

Normal cellular metabolism of oxygen produces in a continuous way small quantities of reactive 

oxygen species (ROS). The quantification of H2O2 has been accepted as an indicator of ROS 
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production by mitochondria 
30, 31

. As previously described, the total H2O2 production was measured 

spectrofluorometrically, using the fluorescent probe Amplex red (10 μM) in the presence of 0.6 U/ml 

horseradish peroxidase (excitation and emission wavelengths set to 530 and 590 nm, respectively) 
32

. 

Isolated mitochondria (250 μg protein) were suspended in 2 ml of buffer (pH 7.4) containing 250 mM 

sucrose, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1.5 mg/ml defatted BSA, and 20 mM Tris/HCl. 

Glutamate/Malate (5 mM/5 mM) or succinate (5mM) was used as substrates. The H2O2 production was 

assessed by estimating the fluorescence variation in function of time and calculated in nmol H2O2.min
-

1
.mg protein

-1
. The results were presented as the ratio of H2O2 production and oxygen consumption 

(nmol O2.min
-1

.mg protein
-1

)
 
in state 3, and expressed as percentage. 

 

Chemicals 

All chemicals reagents of the highest purity were purchased from Sigma-Aldrich. Calcium Green
®
-5N 

and Amplex Red
®
 reagent were purchased from Molecular Probes, Inc. CsA Sandimmun

®
 was from 

Novartis (Basel, Switzerland). 

 

Statistical analysis 

All values are expressed as mean ± SEM. Hemodynamics were analyzed by the use of two-way 

ANOVA with repeated measures on one factor. Differences in the relationship between IS and AAR 

were evaluated by analysis of covariance (ANCOVA) and post hoc Bonferroni’s test, with IS as the 

dependent variable and AAR as the covariant. One-way ANOVA and post hoc Bonferroni test were 

used to analyze differences between the groups. Statistical significance was defined as a value of p < 

0.05. 
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RESULTS 

Mortality and exclusions 

A total of 167 rats were used in the protocol. Two died at the anesthesia induction. Two others died 

due to the ventilator failure. Three animals were euthanized under deep anesthesia due to an excessive 

bleeding. In three cases, rats died before the end of reperfusion because of an inability to reperfuse the 

infarcts. Two rats were excluded on the basis of a too small AAR (AAR/LV<10%). Thus, 155 rats 

were included in this study (51 for the infarct size and 104 for the mitochondrial pattern). 

 

Hemodynamics 

Heart rate and mean arterial blood pressure (MAP) were comparable among groups at baseline (p = ns, 

Table 1). Sustained I/R caused a significant decrease in MAP in control, PreC Isch and PreC Iso 

groups (p<0.05), but MAP returns near to baseline values at the end of reperfusion period in PreC Isch 

and PreC Iso groups. 

 

Area at risk and infarct size 

Body weight, LV mass, AAR weight, and the ratio of AAR to LV mass were similar between groups 

(data not shown). When IS was plotted with AAR, data points for the preconditioned groups (PreC 

Isch, PreC CsA, and PreC Iso) lie below the control line, indicating that for any size of the risk region, 

the preconditioning protocols resulted in significantly smaller infarcts than controls (Fig. 2A). In 

contrast, in the postconditioned groups, the regression lines of the PostC Isch and PostC CsA data 

were comparable from that obtained in the control group, indicating that these protocols fail to protect 

rat heart in vivo (Fig. 2B). Only Isoflurane-induced postconditioning was able to significantly reduce 

the IS. These data were confirmed when the IS was expressed as percentage of area at risk (Fig. 2C). 

PreC Isch, PreC CsA and PreC Iso significantly reduced the IS (17.1 ± 3.5%, 23.9 ± 5.4%, and 20 ± 
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5.3%, respectively) compared to the control group (59.4 ± 2.8%, p<0.05). PostC Isch and PostC CsA 

had no significantly effect on IS (49.5 ± 4.1% and 52.2 ± 2.1%, respectively), but PostC Iso resulted in 

significantly smaller infarcts (36.2 ± 3.4%, p<0.05) than controls. 

 

Oxidative phosphorylation 

In the Sham group, respiration of mitochondria using complex I electrons donors was tightly coupled 

(RCI = 5.7, Table 2). In control group, state 3, state 4 and RCI decreased significantly when compared 

to the Sham group (p<0.05). The preconditioned groups and the PostC Iso group had a significantly 

higher state 3 than Control (p<0.05). Similarly, state 4 rates were preserved in the PreC Isch, the PreC 

Iso, and the PostC Iso groups. As a consequence, RCI was significantly higher in PreC CsA, PreC Iso, 

and PostC Iso groups when compared to Control group (p<0.05). Using complex II electrons donor, 

state 3 and state 4 were significantly decreased in the control group compared to the Sham group 

(p<0.05). This effect was reversed by isoflurane in the PreC Iso and the PostC Iso groups. 

 

Calcium retention capacity 

Using complex I electrons donors, CRC averaged 320 ± 33 nmol CaCl2.mg protein
-1

 in the sham group 

and was significantly reduced to 166 ± 27 nmol CaCl2.mg protein
-1

 in the control group (p<0.05, Fig. 

3). The PreC and PostC protocols did not significantly modify the values of CRC, compared to the 

control group. Interestingly, in vitro addition of CsA significantly increased CRC in all groups 

(p<0.05, Fig. 3). 

Using complex II electrons donor, CRC averaged 815 ± 77 nmol CaCl2.mg protein
-1

 in the Sham 

group and significantly decreased to 276 ± 34 nmol CaCl2.mg protein
-1

 in the control group (p<0.05). 

The values of CRC were not different from the control group in all PreC and PostC groups except in 

the PostC Iso (437 ± 28 nmol CaCl2.mg protein
-1

). In vitro addition of CsA increased CRC of the 

Sham group (+54%, p<0.05 compared to succinate alone). In contrast, CsA had no effect in all groups 
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submitted to I/R sequence except in the PostC Iso group (+39%, p<0.05). In all groups, the addition of 

rotenone, to test the influence of complex I in the presence of succinate, had no significantly effects on 

CRC compared to succinate alone. In contrast, combination of CsA and rotenone significantly 

increased the CRC in all groups (p<0.05). Only Sham and PreC Isch groups had an increased CRC in 

this condition when compared to CsA alone (+28% and +75%, respectively, p<0.05). 

 

Reactive oxygen species production  

Using complex I electrons donors, H2O2 production per O2 consumed at state 3 was 0.038 ± 0.002% in 

the Sham group, and increased significantly in the control group (+171%, p<0.05, Fig. 4A).  This 

small percentage is the consequence of unit’s variation between the ROS production (pmol) and 

oxygen consumption (nmol), and is equivalent to that calculated from another study 
33

. The different 

cardioprotection protocols had no significantly effects on ROS production, when compared to control 

group. In contrast, PreC Iso (-60%) and PostC Iso (-79%) groups significantly reduced the H2O2 

production, compared to the Control group (p<0.05). 

The ratio of H2O2 production per O2 consumed in the Sham group was about a hundred times higher 

with complex II electrons donor (3.95 ± 0.32%) than with complex I (Fig. 4B). This rate was not 

significantly modified in the control group. The different cardioprotection protocols had no significant 

effect compared to control. Nevertheless, PreC Iso and PostC Iso tend to decrease this level to -52% 

and -23%, respectively, compared to control. 

 

DISCUSSION 

In this study, we compared the cardioprotection afforded by various PreC and PostC protocols in the 

rat in vivo model. Our results clearly established the beneficial effects of the different PreC protocols 

and the PostC induced by isoflurane on the IS sparing in this model. In addition, we focused on the 
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mitochondrial functions including oxidative phosphorylation, mPTP opening, and H2O2 production. 

We founded that oxidative phosphorylation was related to the IS results. The different PreC protocols 

and the PostC by isoflurane decreased the mitochondrial H2O2 production and only PostC Iso inhibited 

the mPTP opening by increasing the CRC compared to the control group. These results show up the 

differences in the metabolic ways of rat model compared to others in vivo or in vitro models and 

suggest the implication of intrinsic factors modulation in rat cardiomyocytes, especially on the 

regulation of the respiratory chain. 

Hearts subjected to ischemia injury developed an IS which is proportional to the duration of ischemia 

34
. Early reperfusion could salvage myocardium from infarction and reduce IS 

35
. However, 

reperfusion is a double-edged sword which not only rescues from infarction but also induces 

irreversible damage 
36

. Based on this, Zhao et al. 
6
 first reported that several brief cycles of I/R applied 

on the first moment of reperfusion reduced IS. Since, the cardioprotective effect of ischemic PostC has 

been verified in many species, including dogs 
6
, pigs 

7
, rabbits 

8
, mice 

9
, and even humans 

10
. In rats, 

this phenomenon seems to be ambiguous, at the difference of PreC. In the literature, some studies 

demonstrated that ischemic PostC protects this specie 
11-13

 while other one’s failed too 
14-15

. Vinten-

Johansen’s group found that ischemic PostC was significantly less efficient than PreC in a rat in vivo 

model 
11

. These authors evoked the fact that rats have greater xanthine oxidase activity and greater 

production of oxygen radicals than other species. In addition, several studies investigated 

pharmacological PostC by CsA or volatile anaesthetic 
14, 18, 37-38

. So, Huhn et al 
37

 showed that CsA 

administered just before reperfusion reduced the IS whereas Dow et al 
14

 failed with the same 

pharmacological PostC. Conversely, volatils anesthetics sevoflurane and isoflurane, which had been 

demonstrated as being cardioprotectors as well in PreC or PostC in the in vivo rabbit and mouse 

models 
18, 38-39

, are also efficient in the rat heart 
37, 40-42

. In the present study, we questioned whether the 

paradox of the PreC and PostC in the rat can be linked to the protocol used. For understand this, we 

treated animals with three distinguish protocols: ischemic, CsA and isoflurane PreC and PostC 

procedures. As expected, we have shown that all PreC protocols reduce the IS after a 30 min ischemia, 

with a same effect (from -60 to -70% vs. control group). In contrast, PostC Isch and PostC CsA failed 
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to reduce IS. This result is in accordance with the observations of Dow et al 
14

 who showed that 

whatever the duration of ischemia and the protocol used, PostC Isch and PostC CsA does not reduce 

IS in the rat. The difference with their study is that ours was carried out on males whereas theirs was 

on females. However, although this effect was smaller in females, PostC reduced IS in both genders 
43

. 

Finally, in agreement with literature 
20, 41

, we demonstrated that isoflurane was efficient to induce 

postconditioning on the rat heart. Taking together, these results show that rat cardiomyocytes seems 

particularly sensitive to ischemia, which results in an increased difficulty to postcondition these 

animals. Although the signal ways of PreC and PostC are not clearly elucidated, it seems that the 

reperfusion injury salvage kinase pathway, with the inhibition of the opening of the mPTP like 

finality, plays an important role in this protection 
44-45

. Ischemia seems to have a critical and 

differential consequence on the signal ways involved in the cardioprotection. Signals applied before 

ischemia, as PreC, seems to be more efficient than those administered at the end of ischemia, as PostC. 

Thus, PostC Isch, PostC CsA, and PostC Iso, well having common signal ways, must certainly have 

proper ones which were differently affected by ischemia. This would explain why PostC Iso is 

effective in our model whereas the two others are not. 

Mitochondria are proposed to play an essential role in the mechanism of cardioprotection. The primary 

mitochondrial function is to produce the energy necessary for cellular functioning. We showed in the 

present study that all PreC protocols and PostC Iso increased oxidative phosphorylation in the 

presence of complex I substrates. Thus, there is a correlation between effectiveness of the treatment on 

the IS reduction and oxidative phosphorylation in this rat in vivo model. However, our group 
8
 recently 

demonstrated in a rabbit in vivo model that PostC Isch inhibited mPTP opening independently to 

oxidative phosphorylation. The rat model appears clearly to be different from the other species 

regarding the PostC phenomenon. Concerning PostC Iso, Pravdic et al 
41

 demonstrated that in vivo 

PostC Iso decreased oxidative phosphorylation with complex I substrates in a rat model. Moreover, 

these authors also showed that in vitro PostC Iso, but not PreC Iso, preserved oxidative 

phosphorylation in isolated mitochondria. Isoflurane has been shown to inhibit complex I of the 

respiratory chain 
46

. In addition, some authors showed that PreC and PostC with amobarbital inhibited 
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the complex I activity and decreased IS in Langendorff-perfused rat hearts 
22-23

. Furthermore, they 

demonstrated that the specific site that elicits mitochondrial damage during ischemia is likely located 

in the segment between complex III and cytochrome oxidase 
47

. An inhibition upstream of this site 

protects from the mitochondrial damage. Thus, there is potentially a link between the efficiency of 

isoflurane in our model and the inhibition of the complex I activity by this pharmacological agent. 

An important consequence of ischemia is an uncontrolled uptake of calcium which in turn results in 

the opening of the mPTP. Strategies aimed at protecting against I/R injuries have focused on 

mitochondria, especially on the mPTP 
48

. Indeed, our group established in different species and even 

in human that the inhibition of the mPTP opening conditions the success of PostC 
8-9, 49

. Pravdic et 

al 
19, 41

 demonstrated that PreC and PostC with isoflurane delayed the opening of the mPTP in the rat. 

We showed that whatever the substrates used, I/R decreased the CRC, and all the treatments had no 

effect on this, except in the PostC Iso group with succinate. These results are in apparent disparency 

with many studies, including in our own laboratory, who have demonstrated that PreC and PostC 

induced inhibition of mPTP opening 
9, 38, 50

. These differences can be due to the species and models 

(like Langendorff-perfused hearts) used. In rat model, Pravdic et al. 
19, 41

 demonstrated that PreC and 

PostC with isoflurane inhibited the mPTP opening in the presence of complex I substrates. In our 

study, we showed that only PostC Iso with complex II substrate inhibited the mPTP opening. This can 

be explaining by the difference of the methods used between these studies. Thus, Pravdic et al 
19, 41

 

used different protocols (time administration and concentration of isoflurane, PreC Iso without 

ischemia after), buffers, substrates (pyruvate/malate for complex I electrons donors) and index of 

mPTP opening (ǻȌm) that us. In order to check the capacity of CsA to inhibit the mPTP opening by 

detaching cyclophilin D (Cyp D) from the other components of the pore, we measured the CRC after 

in vitro addition of CsA. We showed that in vitro addition of CsA delayed the opening of the mPTP in 

all groups with Glutamate/Malate as substrates. Furthermore, in these conditions, the value of the CRC 

is higher in the Sham group compared to all the I/R groups, which seems shown that ischemia partially 

bound Cyp D to mPTP proteins. 
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Interestingly, with succinate as substrate, this phenomenon was abolished when ischemia undergoes, 

except in the PostC Iso group. Thus, it seems that after ischemia there is only a correlation between the 

complex I and the CsA’s target the Cyp D. Inhibition of complex I by rotenone, which did not have 

any effect when used alone, restored the property of CsA to delay the mPTP opening in all groups. It 

seems that the mPTP, who has a “normal” functioning on intact mitochondria (e.g. response to CsA 

added in vitro), loses its capacity after an ischemia. It thus seems there is a regulation of the mPTP by 

complex I and Cyp D. This is in agreement with Chauvin et al 
51

 which demonstrated that respiratory 

chain complex I plays a key role in mPTP regulation. Furthermore, it seems that the value of the CRC 

in the presence of rotenone plus CsA after stimulation of complex II is overall identical to that in the 

presence of CsA after stimulation of complex I. It thus seems that the mitochondria are to the 

maximum of their capacities of Ca
2+

 uptake. All these results show the difficulty to establish a relation 

between the mPTP and the IS in rat model. 

In physiological function of mitochondria, the electron transport chain produces superoxide (O2
.-
) in 

relation with oxygen consumption 
52

. Superoxide is converted into H2O2 in the matrix or in the cytosol 

by antioxidant enzymes. The sites of superoxide production have been localized to complex I and III 

in mitochondrial electron transport chain 
53-54

. It is established that ischemia and I/R increased the 

H2O2 production in rat heart mitochondria 
22, 55

. Thus, cardiac ischemia damages the ETC, decreases 

the oxidative phosphorylation and O2 consumption 
22

, and in turn results in the uncoupling of the 

respiratory chain. To illustrated this phenomenon and examined the effect of various protocols used in 

the present work, we presented the ratio of rates of H2O2 production and oxygen consumption in state 

3 in each groups (Fig. 4). In agreement with previous study 
56

, our results confirm that with 

Glutamate/Malate substrates the H2O2 production from isolated mitochondria in Sham group is low. In 

Control group, the percentage of H2O2 production was some 2-fold greater. Of all the I/R groups, only 

isoflurane reduced this production. These results reinforce the idea that the isoflurane acts by the 

inhibition of the complex I 
46

. However, PreC Isch and PreC CsA do not reduce the H2O2 production 

in spite of theirs effects on oxidative phosphorylation. Nevertheless, only isoflurane restores the 

oxidative phosphorylation with the substrate of complex II. Recently, Schaller et al 
24

 demonstrated a 
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reduction of IS in rat with a new PostC pharmacological agent (TRO40303), and proposed a 

mechanism implicating both oxidative stress and inhibition of mPTP opening. Thus, a possibility of 

succeeding with postconditioning the rat is to reduce the ROS production which then will affect the 

mPTP opening. 

In summary, in our in vivo rat model of myocardial I/R, PreC induced by three independent protocols 

reduced myocardial IS. In contrast, PostC Isch and PostC CsA did not reduce myocardial IS. Only 

PostC Iso reduces the IS. Mitochondrial functions were tested, including oxidative phosphorylation, 

mPTP opening and ROS production. We demonstrated that there is a good correlation between 

effectiveness of the treatment on the IS reduction and oxidative phosphorylation. However, we did not 

find a relation between the inhibition of the mPTP and the quantity of the IS in rat model. Finally, 

PreC and PostC by Isoflurane reduced the ROS overproduction consecutive to I/R and inhibit the 

mPTP opening, potentially acting by the inhibition of the complex I. 

In conclusion, the present study demonstrates the complexity of the rat model, for which the success of 

the PreC and PostC passes by a safeguarding of the respiratory chain. In PostC, the reduction of IS 

require a reduction in the production of ROS and an inhibition of mPTP opening.  
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Table 1 

 

Hemodynamic measurements 

Groups Baseline  15 min CAO  15 min reperfusion 

 HR (bpm) MAP (mmHg)  HR (bpm) MAP (mmHg)  HR (bpm) MAP (mmHg) 

 

Sham 

 

401 ± 22 

 

113 ± 8 

 

 

397 ± 20 

 

106 ± 11 

 

 

402 ± 20 

 

     90 ± 5 

Control 409 ± 10 100 ± 6  424 ± 18 75 ± 6*  381 ± 6 69 ± 3* 

PreC Isch 404 ± 12 90 ± 8  447 ± 19 71 ± 7*  423 ± 17 91 ± 9 

PreC CsA 407 ± 23 102 ± 7  451 ± 15 101 ± 6  436 ± 21
†
 94 ± 8 

PreC Iso 416 ± 13 99 ± 8  433 ± 20 74 ± 6*  409 ± 16 82 ± 6 

PostC Isch 404 ± 15 102 ± 9  455 ± 13* 94 ± 5  426 ± 10 78 ± 5 

PostC CsA 385 ± 28 87 ± 14  450 ± 12* 89 ± 11  447 ± 8*
†
 97 ± 6

†
 

PostC Iso 408 ± 11 109 ± 7  453 ± 10* 97 ± 7  436 ± 11
†
 99 ± 9

†
 

 

HR: heart rate; bpm: beats per minute; MAP: mean arterial pressure; CAO: coronary artery occlusion. 

n = 5-8 / group. * p<0.05 vs. baseline; 
†
 p<0.05 vs. control. 
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Table 2 

 

Oxydative phosphorylation 

 Sham Control PreC Isch PreC CsA PreC Iso PostC Isch PostC CsA PostC Iso 

 

Complex I 

        

State 3 59 ± 5 13 ± 1* 28 ± 4
†
 26 ± 4

†
 30 ± 4

†
 18 ± 1 14 ± 3 36 ± 5

†
 

State 4 11 ± 1 6 ± 1* 9 ± 1
†
 7 ± 1 9 ± 1

†
 6 ± 1 6 ± 1 9 ± 1

†
 

RCI 5.7 ± 0.2 2.1 ± 0.2* 3.2 ± 0.2 3.7 ± 0.5
†
 3.4 ± 0.4

†
 3.1 ± 0.2 2.5 ± 0.6 3.8 ± 0.5

†
 

Complex II         

State 3 45 ± 4 24 ± 4* 33 ± 5 34 ± 2 39 ± 2
†
 27 ± 1 33 ± 2 39 ± 1

†
 

State 4 32 ± 4 21 ± 4* 29 ± 5 28 ± 2 33 ± 2
†
 23 ± 1 30 ± 2 32 ± 1

†
 

RCI 1.4 ± 0.1 1.2 ± 0.1* 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.2 ± 0.1 

 

State 3 and state 4 were measured in isolated mitochondria with Glutamate/Malate (complex I) or 

succinate/rotenone (complex II), and expressed in nmol O2.min
-1

.mg protein
-1

. RCI: respiratory control 

index (state 3/state 4). n = 5-8 / group. * p<0.05 vs. Sham; 
† 
p<0.05 vs. Control. 
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Figure 1. 

 Experimental protocol. All groups underwent 30 min of ischemia followed by 15 min (isolated 

mitochondria experiments) or 2 h (infarct size experiments) of reperfusion. I: ischemia ; R: 

reperfusion ; CsA, Cyclosporine A; MAC, minimum alveolar concentration; PreC Isch, 

preconditioning by three 3-min I / 5-min R cycles; PreC CsA, preconditioning by the injection of CsA 

(10mg/kg) 10 min before ischemia; PreC Iso, preconditioning by two cycles of 15-min isoflurane 

administration (1.0 MAC) followed by 5 min washout; PostC Isch, six 10-s cycles of postconditioning; 

PostC CsA, postconditioning by the injection of CsA (10mg/kg) 5 min before reperfusion; PostC Iso, 

postconditioning by isoflurane (1.5 MAC) administered for 5 min before and 5 min after the onset of 

reperfusion. 

 

Figure 2.  

Infarct size. Panels A and B: necrosis plotted as a function of area at risk. Both individual values and 

the regression lines obtained by linear regression analysis are illustrated. Preconditioning (A) and 

Postconditioning (B) data were compared to control animals. In all groups, infarct size was positively 

and linearly related to the size of the area at risk. Analysis of covariance demonstrated that the 

regression lines for PreC Isch, PreC CsA, PreC Iso and PostC Iso groups were significantly different 

from that for control group, indicating that, when compared to the control group, they develop a 

smaller infarct for any size of the area at risk. Panel C: myocardial infarct size expressed as a 

percentage of area at risk. All Preconditioning protocols, but only PostC Iso, significantly reduced 

infarct size compared to the Control group. n = 6-8 / group. * p<0.05 vs. control 
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Figure 3.  

Calcium retention capacity (CRC). CsA: Cyclosporine A. n = 5-8 / group. * p<0.05 vs. respective 

substrate only; 
† 
p<0.05 vs. Control;

 § 
p<0.05 vs. Succinate + CsA 

 

Figure 4.  

Ratio of H2O2 production and oxygen consumption in state 3 with Glutamate/Malate (A) and succinate 

(B). n = 5-8 / group. * p<0.05 vs. Sham; 
†
 p<0.05 vs. Control  
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Synthèse des résultats et discussion 

 

Manintveld et al. 
305

 ont montré que le PostC Isch protégeait le cœur contre les lésions d’I/R 

lorsque la durée de l’ischémie était comprise entre 45 et 60 minutes. Nous avons commencé 

une étude pilote (résultats non présentés) en nous basant sur leurs travaux. Ainsi, nous avons 

étudié l’effet du PreC Isch (afin de valider notre modèle) sur les lésions d’I/R consécutives à 

une ischémie de 45 minutes. Le PreC Isch permet de réduire significativement la taille de 

l’infarctus comparé au groupe contrôle (44.1 ± 4.6% vs 58.2 ± 3.3% de l’aire à risque, 

respectivement). Cependant, la protection limitée de ce traitement préventif (seulement -24% 

de réduction de taille d’infarctus) nous a conduit à redéfinir notre modèle afin de ne pas 

masquer le possible effet bénéfique du PostC Isch, admis comme étant moins efficace que le 

PreC Isch. Au regard de la littérature 
298, 325, 357

, nous avons décidé de réduire la durée de 

l’ischémie à 30 minutes. Ce raccourcissement ne modifie pas significativement la taille de 

l’infarctus (59.4 ± 2.8% pour 30 minutes contre 58.2 ± 3.3% pour 45 minutes). Néanmoins, le 

bénéfice du PreC Isch est beaucoup plus important dans ces conditions (-70% de réduction de 

taille d’infarctus). Nous avons donc décidé d’arrêter la durée de l’ischémie à 30 minutes dans 

notre modèle puisque la quantité de myocarde potentiellement préservable est très importante. 

Nous avons montré que les trois types de PreC testés dans notre étude (PreC Isch, PreC CsA 

et PreC Iso) diminuaient significativement la taille de l’infarctus par rapport au groupe 

contrôle, avec une efficacité comparable entre les groupes (entre -60 et -70% de réduction de 

taille d’infarctus). 

A l’inverse, ni le PostC Isch, ni le PostC CsA n’ont permis de réduire significativement la 

taille de l’infarctus. Nous avons également testé un deuxième algorithme de PostC Isch (3 

cycles de 10 s de reperfusion/10 s d’ischémie au lieu de 6 cycles). Ce 2
ème

 type de PostC Isch 

a également échoué à réduire la taille de l’infarctus (55.3 ± 3.3%, p = ns vs groupe contrôle). 

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Dow et al. 
358

 qui ont montré que quels que 

soient la durée de l’ischémie et le protocole utilisé, le PostC Isch et le PostC CsA ne 

réduisaient pas la taille de l’infarctus chez le rat. En revanche, nous avons montré que le 

PostC Iso réduisait les lésions d’I/R. Nos résultats indiquent que le modèle du rat est sensible 

au PostC mais dans des conditions particulières. Les PostC Isch, PostC CsA et PostC Iso, bien 

qu’ayant des voies de signalisation communes, doivent très certainement avoir des voies 

propres qui sont affectées différemment par l’ischémie. Ceci peut expliquer pourquoi le PostC 

Iso est effectif dans notre modèle alors que les PostC Isch et PostC CsA ne le sont pas.  

Les mitochondries jouent un rôle majeur dans les processus de cardioprotection dans plusieurs 

espèces. Nous avons donc étudié la phosphorylation oxydative, l’ouverture du mPTP et la 

production de ROS de nos différents groupes afin de voir si la réussite du conditionnement 

était corrélée à ces différentes fonctions mitochondriales. 

Les mitochondries cardiaques des rats soumis à une séquence d’I/R ont un découplage de leur 

chaîne respiratoire. Les trois protocoles de PreC et le PostC Iso préviennent ce découplage, à 

l’inverse du PostC Isch et du PostC CsA. Nos résultats suggèrent que la préservation de la 
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phosphorylation oxydative est une condition nécessaire à la réussite du conditionnement chez 

le rat. 

L’I/R module également le mPTP puisqu’elle favorise son ouverture. Lorsque le complexe I 

est stimulé, les trois protocoles de PreC et de PostC ne modifient pas l’ouverture du mPTP par 

rapport au groupe contrôle. Dans ces conditions, l’ajout de CsA in vitro inhibe l’ouverture du 

mPTP de tous les groupes. Lorsque le complexe II est stimulé, seul le groupe PostC Iso 

retarde l’ouverture de ce pore. L’addition de CsA inhibe l’ouverture du mPTP du groupe 

sham mais pas des groupes soumis à une séquence d’I/R, hormis pour le groupe PostC Iso. 

L’inhibition du complexe I par la roténone, qui n’a aucun effet lorsqu’elle est utilisée seule, 

restaure la propriété de la CsA à retarder l’ouverture du mPTP dans tous les groupes. Il 

semble donc que le mPTP soit régulé par le complexe I et la Cyp D. A la différence des autres 

espèces, l’inhibition du mPTP n’apparaît pas comme un évènement incontestable dans le 

processus de cardioprotection chez le rat. Cette spécificité pourrait être à l’origine de la 

difficulté à postconditionner cet animal. Cependant, il serait nécessaire d’approfondir nos 

investigations afin d’argumenter cette hypothèse. 

Lorsque le complexe II est stimulé, la voie de production mitochondriale d’H2O2 n’est pas 

différente entre les groupes sham et contrôle. Les différents protocoles de PreC et PostC ne 

modifient pas cette production par rapport au groupe contrôle. Lorsque le complexe I est 

stimulé, la voie de production mitochondriale d’H2O2 augmente dans le groupe contrôle par 

rapport au groupe sham. Cette production est diminuée uniquement dans les groupes traités à 

l’isoflurane. La réussite du PreC Isch et du PreC CsA n’est donc pas directement dépendante 

d’une baisse de la production de ROS. A l’inverse, le traitement à l’isoflurane, qu’il soit 

préventif ou palliatif, réduit la production de ces radicaux libres. Ces résultats confirment que 

les modes d’action de ces différents protocoles ne sont pas les mêmes. Il est donc possible que 

la réussite du PostC nécessite une réduction de la production de ROS. Cette hypothèse 

pourrait être vérifiée en quantifiant la taille de l’infarctus après traitement par un piégeur de 

radicaux libres, conjointement à l’application d’un PostC Isch. 

Nos résultats démontrent la complexité de la cardioprotection chez le rat. Alors que les trois 

types de PreC testés dans notre étude montrent un effet bénéfique, seul le PostC à l’isoflurane 

est cardioprotecteur. L’étude des fonctions mitochondriales cardiaques démontre qu’elles ne 

sont pas spécialement impliquées dans la cardioprotection induite chez le rat, à la différence 

des autres espèces. La phosphorylation oxydative est préservée dans tous les groupes 

cardioprotégés. Il semble donc que le succès du PreC et du PostC nécessite la sauvegarde de 

la respiration mitochondriale. Contrairement aux autres espèces, le mPTP ne semble pas jouer 

un rôle majeur dans la cardioprotection chez le rat. Nos résultats montrent que le complexe I 

de la chaîne respiratoire régule l’ouverture du mPTP, en accord avec Fontaine et al. 
47

. Ce 

complexe I pourrait en fait être plus qu’un simple régulateur de ce pore. Bien que nos résultats 

ne le démontrent pas clairement, il apparaît envisageable que ce complexe soit en réalité un 

élément constitutif du mPTP. Cette hypothèse est étudiée plus en détail dans le 2
ème

 article de 

ce travail. Nous avons également montré que seul le traitement à l’isoflurane permettait de 

réduire la surproduction de ROS consécutive à la séquence d’I/R. La réduction de la taille de 

l’infarctus par le PostC chez le rat peut ainsi nécessiter, en plus de la sauvegarde de la 
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respiration mitochondriale, une réduction de la production de ROS et une inhibition de 

l’ouverture du mPTP.  
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Résumé 

 

Objectif : L’inhibition de l’ouverture du mPTP prévient la mort cellulaire induite par un 

stress oxydatif, notamment lors des lésions d’I/R. La régulation de ce pore est un déterminant 

majeur des stratégies visant à réduire ces lésions. L’inhibition du complexe I de la chaîne 

respiratoire inhibe l’ouverture de ce pore dans plusieurs types tissulaires. Le but de ce travail 

est d’étudier la relation de la Cyp D et du complexe I sur la régulation du mPTP dans une 

large variété de tissus. 

Matériels et méthodes : L’ouverture du mPTP est mesurée par spectrofluorimétrie sur 

différentes populations cellulaires, incluant les mitochondries isolées de foie et de cœur de rat 

et de souris wild type et Cyp D
-/-

. Cette ouverture est mesurée sous différentes conditions : à 

l’état de base ; en présence de roténone, un inhibiteur du complexe I ; en présence de CsA, la 

molécule inhibitrice de référence du mPTP ; ou en présence conjointe de ces deux composés. 

Les quantités de Cyp D, de complexe I et d’ANT sont mesurées par Western blot après 

séparation protéique par électrophorèse sur gel SDS-PAGE 10%. 

Résultats : La roténone inhibe l’ouverture du mPTP des mitochondries de foie de souris ainsi 

que des cellules C6 de tumeurs gliales et MH1C1 de carcinome hépatocellulaire de rat. A 

l’inverse, elle ne modifie pas le mPTP des mitochondries cardiaques de rat et de souris, ainsi 

que les mitochondries de foie et les hépatocytes perméabilisés de rat. La roténone inhibe 

l’ouverture du mPTP lorsque la Cyp D est détachée ou absente (mitochondries cardiaques de 

souris Cyp D
-/-

). La combinaison de roténone plus CsA inhibe plus fortement l’ouverture de 

ce pore que la CsA seule sur les cellules pour lesquelles la roténone seule n’a pas d’effet. Le 

taux de Cyp D est plus important dans ces cellules que dans celles où la roténone a un effet 

sur le mPTP. 

Conclusion : L’inhibition du complexe I régule l’ouverture du mPTP de façon 

Cyp D-dépendante. Puisque la Cyp D est le seul composant indiscutable du mPTP, ces 

résultats suggèrent que le complexe I ferait également partie de la composition de ce pore. 
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Prolonged opening of the mitochondrial permeability transition pore (PTP) leads 

to the release into the cytosol of mitochondrial pro-apoptotic mediators
1
. Inhibition of 

PTP opening has been proven to be an effective strategy to prevent oxidative stress-

induced cell death
2-4

, including ischemia-reperfusion injury in man
5
. PTP regulation has 

been extensively studied in rat liver mitochondria
6
, assuming that it is identical in every 

tissue. However, respiratory chain Complex 1 inhibition prevents PTP opening in some 

tissues
7-9

. Here we show that low level of Cyclophilin D characterizes tissues where 

Complex 1 regulates PTP opening, and that detachment or ablation of Cyclophilin D 

restores the regulation by Complex 1 in tissues with high level of Cyclophilin D. Because 

Cyclophilin D is the only indisputable component of the PTP
3-4

, these results suggest that 

Complex 1 may be a hitherto unrecognized component of the pore. 

 

The mitochondrial permeability transition (PT) consists in a sudden increase in the 

permeability of the inner mitochondrial membrane, which becomes non-selectively permeable to 

molecules smaller than 1500 Da
6
. It is believed that PT is due to the opening of an inner membrane 

channel regulated by other mitochondrial proteins. This multi proteins complex is called the 

Permeability Transition Pore (PTP). Despite numerous efforts, the exact molecular nature of the PTP 

remains elusive. The matrix protein Cyclophilin D (CyP-D) is the only indisputable component of the 

PTP
3-4

. Although the molecular target of CyP-D has not been found yet, CyP-D favours PTP opening 

when it binds the PTP
10

. The reference PTP inhibitor Cyclosporin A (CsA) indirectly inhibits PTP 

opening by detaching CyP-D from the other components of the pore
11-12

. 

We have shown that direct or indirect inhibition of respiratory chain Complex 1 inhibited PTP 

opening in U937, KB and HMEC cells
7-9

, whereas this kind of regulation did not exist in rat liver 

mitochondria
6
. We therefore started an extensive study to survey the tissues or cells in which Complex 

1 inhibition prevented PTP opening. 
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Matrix Ca
2+

 is the single most important factor for inducing PT. The “PT-inhibitors” and the 

other so-called “PT-inducers” design compounds that increase and decrease the amount of Ca
2+

 

required to induce PT
13

. The Ca
2+

 retention capacity (i.e., the amount of Ca
2+

 required to induce PTP 

opening) was measured by loading mitochondria or digitonin permeabilized cells with train of Ca
2+

 

pulses until a fast Ca
2+

 release occurred
14

. As shown in figure 1, Complex 1 inhibitor rotenone did not 

inhibit PTP opening in rat liver mitochondria, permeabilized rat hepatocytes, rat heart mitochondria 

and mice heart mitochondria. This is in agreement with the general literature on the PTP, which has 

mainly studied rat liver or rat heart mitochondria
6
. In all the other tissues or cell lines tested in this 

work, rotenone was more potent than CsA at PTP inhibition. This was particularly the case in rat 

hepatoma MH1C1 cells, in rat glioma C6 cells and in mice liver mitochondria, suggesting that the lack 

of PTP regulation by Complex 1 does not characterize a particular animal species (rat) or a particular 

tissue (liver). Note that CsA is not a universal PTP inhibitor because CsA did not prevent PTP opening 

in CLTTi, NIH/3T3 and HL60 cells (figure 1). Together, these data confirms that PTP regulation may 

noticeably change according to the tissue studied, indicating that PTP regulation in rat liver 

mitochondria cannot be safely extrapolated to other tissues. 

In the presence of both CsA and rotenone, the Ca
2+

 retention capacity was always higher than 

in the presence of CsA alone (figure 1). This was particularly the case in rat liver, rat heart and mice 

heart mitochondria, in which rotenone alone did not affect PTP opening, suggesting that CsA might 

potentiate rotenone at PTP regulation. On the other hand, rotenone did not potentiate CsA in cells in 

which CsA was inactive.  

CyP-D is the molecular target of CsA
2-4,10

, while ANT and Complex 1 have been 

proposed to be part of the PTP
7,15

. We then quantified CyP-D, ANT, Complex 1 and 

cytochrome oxidase (as a control) in several cells lines in which rotenone differently regulates 

PTP opening. As shown in figure 2, the CyP-D / cytochrome oxidase ratio remained the same 

in all the cells tested. On the contrary, the CyP-D / ANT and the CyP-D / Complex 1 ratios 
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were dramatically higher in cells in which rotenone alone did not regulate PTP opening as 

compared with cells in which rotenone alone regulated PTP opening.  

CyP-D can be detached from the PTP by incubating mitochondria either in the presence of 

CsA
12

, or in hyper osmotic media
11

, or at alkaline pH (figure 3A). As shown in figure 3A, rotenone 

inhibited PTP opening in rat liver mitochondria once CyP-D has been detached. Rotenone also 

inhibited PTP opening in permeabilized rat hepatocyte when CyP-D expression was decreased by 

siRNA (figure 3B), or in mice heart mitochondria from genetically ablated CyP-D (figure 3C). 

As shown in figure 1 (insert), rotenone inhibits Complex 1 and PTP opening in a similar 

concentration manner, suggesting that rotenone inhibits PTP opening because it inhibits Complex 1. 

As a consequence, a significant inhibition of PTP opening can be obtained when Complex 1 is partly 

inhibited. Indeed, the anti diabetic drug metformin, which indirectly restricts Complex 1 activity
16

, has 

been shown to inhibit PTP opening and to prevent PTP opening-induced cell death
8-9

. 

Up to now, the molecular target of CyP-D for PTP regulation has not been found. 

CyP-D binds the adenine nucleotide translocator (ANT), but CsA regulates PTP opening in 

ANT-deleted cells
17

 suggesting that ANT is not the molecular target of CyP-D. Whether CyP-

D induces PTP opening because it binds one or several components of the PTP is not known. 

Note however that Complex 1 inhibition regulates PTP opening in a CyP-D-dependent 

manner, which suggests a direct or an indirect interaction between these two proteins. 

Therefore, despite the fact that the mechanism by which Complex 1 inhibition regulates PTP 

opening remains unknown, these results suggest that Complex 1 may be a hitherto 

unrecognized component of the PTP.   
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Methods 

 

CyD-Knock-out mice were a generous gift from Korsmeyer’s laboratory
4
. Liver and heart 

mitochondria were isolated from rat and mouse as described previously
18-19

. Liver mitochondria and 

permeabilized cells were incubated in a medium containing 250 mM sucrose, 1 mM Pi-Tris and 10 

mM Tris-MOPS, while heart mitochondria were incubated in a medium containing 150 mM sucrose, 

50 mM KCl, 2 mM KH2PO4 and 20 mM Tris/HCl. Measurements of Ca
2+

 were performed 

fluorimetrically at 25 °C in the presence of 0.25 μM Calcium Green-5N (excitation: 506 nm, emission: 

530 nm) with a spectrofluorometer equipped with magnetic stirring and thermostatic controls
14

.  

Human fibroblasts were prepared from normal skin by trypsin treatment. Human lymphocytes 

were extracted from whole blood collected in the Grenoble medical centre. OV1 and CLTT cells were 

generous gifts from Dr J. Benard
20

, and Dr Galiana
21

, respectively. These cells were grown in a RPMI 

medium (Gibco), supplemented with 10% SVF and antibiotics. Mouse fibroblasts NIH/3T3 (CRL-

1658™), human promyeloblasts HL-60 (CCL-240™), human epithelial KB (CCL-17™), human 

erythroleukemia K-562 (CCL-243™), human fibrosarcoma HT-1080 (CCL-121™), human 

hepatocellular carcinoma Hep G2 (HB-8065™), rat hepatoma MH1C1 (CCL-144™) and rat glioma 

C6 (CCL-107™) were obtained from ATCC and were grown in the medium suggested by the supplier.  

Freshly isolated rat hepatocytes were grown in DMEM medium (Gibco) containing 

4.5g/l glucose supplemented with 25% M199 (Sigma), 10% SVF, 0.2 mg/ml BSA, 10μg/ml 

insulin, 2 mM glutamine, and antibiotics (100 U /ml penicillin and streptomycin). After 24h 

the medium was supplemented with 1 μM Hydrocortisone, 10 ng/ml EGF and 1 mg/ml BSA. 

Rat hepatocytes were transfected in a serum and antibiotics-free DMEM transfection medium 

by cationic liposomes, using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). CyD-targeting siRNA oligonucleotides 

CAAGAGCCCUGAGUUAUGU (oligo n°1) and GAGGACUGUUCAGAAAUCU (for oligo n°2) 

were obtained from Eurogentec. Oligonucleotides (300 pmoles) were added to the transfection 

medium and combined to lipofectamine according to the manufacturer’s protocol. After 20 minutes 
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incubation, complexes were added to a 100 mm culture dish containing 5 ml transfection medium. 

Hepatocytes were then added at a density of 1 million per dish and incubated at 37°C for 4 hours. 

After this period the culture medium was supplemented with SVF and antibiotics for 20 hours. 

Total proteins from cells or liver lysates were separated by 10% SDS-PAGE, 

transferred onto nitrocellulose membranes and probed with antibodies against the human CyD 

(rabbit polyclonal antibody (Affinity Bioreagent PA1028)), against the human complex 1 39 

KDa subunit (mouse monoclonal Molecular Probes A21344), against the human cytochrome 

oxidase subunit 4 (cox4) (mouse monoclonal Molecular Probes A21348), against the ANT-1 

(mouse monoclonal Mitosciences MSA02) and against actin (mouse monoclonal Sigma A 

3853). Detection was performed by enhanced chemiluminescence (ECL) (GE-Healthcare) and 

densitometry was performed with NIH image software. 
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Legends 

 

Figure 1. Rotenone inhibits PTP opening in most of the tested tissues. The incubation medium (see 

material and methods) was supplemented with 5 mM succinate-Tris, and 0.25 μM Calcium Green-5N. 

The final volume was 1 ml, pH 7.4, 25 °C. Experiments were begun by the addition of either 0.5 mg 

isolated mitochondria or 2.10
6
 cells plus 40 μM digitonin, followed by the addition of either vehicle 

(control), 1 μM CsA, 1 μM rotenone or 1 μM CsA plus 1 μM rotenone. After 2 min of incubation, the 

Ca
2+

 Retention Capacity (CRC) was measured by adding Ca
2+

 pulses until PTP opening. Results are 

mean ± S.E. of at least four independent experiments. Insert: Isolated rat liver mitochondria were 

incubated as indicated above in the presence of 1 μM CsA. The oxygen consumption rate (JO2) and 

the CRC were measured in parallel experiments at the indicated concentration of rotenone. Results are 

mean ± S.E. of three independent experiments. 

 

Figure 2. Cy-D is elevated in tissues in which rotenone does not inhibit PTP opening. 

Upper: Representative experiment with 50μg of total proteins from lysates separated by 10% 

SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose membranes and probed with antibodies against 

CyD, Complex 1 (39 KDa), Cytochrome oxidase (Cox4) and ANT-1. Lower: Each 

immunoblot was quantified and the ratios were calculated. For an easier comparison between 

the different cell lines, the ratios were normalized (divided by the corresponding ratio 

observed in KB cells). Results are mean ± S.E. of 10 independent immunoblots.  

 

Figure 3. Detachment of CyD or decrease in CyD content allows rotenone to inhibit PTP 

opening. A: Isolated rat liver mitochondria were incubated in a medium containing 1 mM Pi-

Tris, 10 mM Tris-MOPS, 5 mM succinate-Tris, 0.25 μM Calcium Green-5N and the indicated 

concentration of sucrose in the presence or absence of 1 μM CsA. The final volume was 1 ml, 
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pH as indicated, 25 °C. The CRC was measured as in figure 1. The same mitochondria were 

broken (frozen and thawed 3 times) and then centrifuged for 30 min at 8000g. The 

supernatants were run on 10 % SDS-PAGE, blotted and probed with a polyclonal antibody 

against CyD. Results (CRC and quantification of unbound CyD) are mean ± S.E. of 5 

different assays. B: Rat hepatocytes (1 million cells) were transfected with CyD siRNA 

oligonucleotides (50 nM) using lipofectamine 2000 in a DMEM medium, then incubated in 

100 mm plates for 24h. Quantification of CyD, Complex 1 and Cytochrome oxidase were 

performed on hepatocyte lysates as described in figure 2. 

Each immunoblot was quantified and the ratios were calculated. For an easier comparison, the 

ratios were divided by the proper ratio observed in control condition (ie; lipofectamine 

without oligonucleotide). The CRC measurements were performed on digitonin-

permeabilised rat hepatocytes as described in figure 1. Results (CRC and quantification of 

CyD, Complex 1 and Cytochrome oxidase) are mean ± S.E. of 3 to 5 different assays. C: 

Heart mouse mitochondria isolated from wild type or CyD -/- animal were incubated as in 

figure 1 in order to measure the CRC. Results are mean ± S.E. of 3 different assays. 
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Synthèse des résultats et discussion 

 

En 1998, Fontaine et al. 
47

 ont proposé que le flux d’électrons à travers le complexe I de la 

chaîne respiratoire mitochondriale régule l’ouverture du mPTP. Ce phénomène a été examiné 

sur des mitochondries de foie, de muscle squelettique et des cellules cancéreuses. Nous avons 

repris et élargi ce travail sur des mitochondries cardiaques de rat et de souris. La capacité de 

rétention calcique (CRC) des mitochondries isolées de cœurs de rats et de souris est examinée 

sous stimulation du complexe II. L’inhibition du complexe I par la roténone ne modifie pas la 

CRC des mitochondries sham. Cependant, la combinaison de roténone et de CsA augmente la 

CRC des mitochondries cardiaques de rat et de souris par rapport à la CsA seule. La 

production d’H2O2 est inhibée en présence de roténone, mais la combinaison avec la CsA ne 

la modifie pas davantage (résultats non publiés). Dans un modèle de souris déficientes en Cyp 

D, la roténone seule inhibe l’ouverture du mPTP d’une façon comparable à celle obtenue en 

présence de la combinaison de roténone et CsA chez les wild type. Ce résultat démontre que le 

flux d’électrons à travers le complexe I de la chaîne respiratoire peut réguler le mPTP 

cardiaque en relation avec la Cyp D. La modification de la production de ROS sous l’effet de 

la roténone n’est pas suffisante pour expliquer son effet sur l’ouverture du mPTP. 

Bien que l’utilisation de roténone (inhibiteur du complexe I) en présence de succinate 

(substrat du complexe II) laisse supposer que la régulation du mPTP implique le flux inverse 

d’électrons du complexe II vers le complexe I, il semble en réalité que l’activité du complexe 

I soit à l’origine de cette régulation. En effet, il est connu que le mPTP est moins résistant à la 

surcharge calcique en présence des substrats du complexe I qu’en présence du substrat du 

complexe II (Fontaine et al. 
47

, résultats de notre 1
ère

 étude). Ceci suggère que le complexe par 

lequel entrent les électrons dans la chaîne respiratoire joue un rôle important dans la 

régulation du mPTP. Le deuxième argument qui exclue le rôle du flux inverse d’électrons 

vient des résultats de gonflement mitochondrial induit par le FCCP (non publiés). Le FCCP 

découple la chaîne respiratoire et abolit totalement ce flux inverse d’électrons 
17

. Cependant, 

l’inhibition du gonflement mitochondrial provoquée par la combinaison de roténone et de 

CsA persiste en présence de FCCP. Nous en concluons que c’est bien le transport d’électrons 

suite à l’activation du complexe I qui régule l’ouverture du mPTP. 

Notre travail démontre le rôle régulateur du complexe I sur l’ouverture du mPTP, un facteur 

essentiel qui dirige les cellules cardiaques vers la vie ou la mort. Son mécanisme d’action 

demeure néanmoins inconnu. Nos résultats démontrent que ce processus est lié à l’état de la 

Cyp D, un autre régulateur important du mPTP, mais indépendant de la production de ROS. 

Les modifications de conformation pendant l’interaction entre la Cyp D et le complexe I sont 

des facteurs majeurs pour expliquer les effets observés sur l’ouverture du mPTP. Une 

meilleure connaissance de la structure du complexe I et le développement d’inhibiteurs 

spécifiques dirigés contre ses sous-unités nous aideront à élucider son mécanisme d’action sur 

la régulation du mPTP.  
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Résumé 

 

Objectif : Il est connu que les analogues du coenzyme Q sont impliqués dans la régulation 

des fonctions mitochondriales de foie de rat. L’objectif de cette étude est de déterminer les 

effets de deux de ces analogues, le CoQ2 et le CoQ10, sur la production d’H2O2 et le pore de 

transition de perméabilité de mitochondries cardiaques. 

Matériels et méthodes : Des lapins New Zealand White sont anesthésiés par injection sous 

cutanée de kétamine/xylazine (50/5 mg/kg). Les mitochondries cardiaques de ces lapins sham 

sont isolées par centrifugations différentielles. La production d’H2O2 et l’ouverture du mPTP 

sont mesurées par spectrofluorimétrie (sondes Amplex Red et Calcium Green, 

respectivement) en présence de CoQ2, CoQ10. La respiration mitochondriale est mesurée par 

oxygraphie à l’aide d’une électrode de Clark. L’acide L-ascorbique est utilisé comme agent 

antioxydant pour étudier la relation éventuelle entre la production d’H2O2 et l’ouverture du 

mPTP en présence de CoQ2 et CoQ10. 

Résultats : D’une façon dose dépendante, le CoQ10 et le CoQ2 découplent la chaîne 

respiratoire (diminution du RCI de 30% et 46%, respectivement, p<0.01), essentiellement par 

augmentation de la consommation d’oxygène à l’état 4. Ils favorisent également l’ouverture 

du mPTP et modulent la production d’H2O2. L’effet sur le mPTP est partiellement prévenu 

par la CsA. L’acide L-ascorbique diminue énormément le niveau d’H2O2 induit par le CoQ2. 

Cependant, il n’affecte pas l’ouverture du mPTP induite par cet analogue. 

Conclusion : Le CoQ2 favorise l’ouverture du mPTP de cœur de lapin. Cet effet ne peut être 

attribué à l’augmentation du taux d’ H2O2, mais est relié à une modification d’activité de la 

chaîne respiratoire. Le CoQ2 module donc différemment l’ouverture du mPTP selon le tissu et 

l’espèce étudiés. 
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Abstract 

Coenzyme Q (CoQ) analogues are known to be implicated in the regulation of mitochondrial 

permeability transition pore (mPTP) in isolated rat liver mitochondria and in reactive oxygen 

species (ROS) generation. By an in vitro approach, we examined the effect of tow CoQ 

analogues: CoQ10 and CoQ2, on mPTP opening and ROS production in isolated rabbit heart 

mitochondria.  

Hearts were excised from anesthetized New Zealand White rabbits, and the mitochondria were 

isolated. Oxygen consumption was measured using a Clark-type electrode. ROS production and 

Ca
2+

-induced mPTP opening were assessed by spectrofluorometry in the presence of Amplex 

Red
®
 and Calcium Green

®
-5N, respectively. 150 μM of L-ascorbic acid was used as an 

antioxidant and 1 μM of cyclosporine A (CsA) as an inhibitor of mPTP opening.  

CoQ10 at 23 μM did not modified significantly any mitochondrial parameter measured in this 

study. Both CoQ10 and CoQ2 at 46 μM reduced the respiratory control index by 30 % and 46 

%, respectively (p<0.01), mainly through an increased oxygen consumption in state 4. CoQ2 at 

23 μM increased (+170%, p<0.05) H2O2 production by mitochondria and decreased (-60%, 

p<0.05) the Calcium Retention Capacity (CRC). CsA partially prevented this effect on CRC. 

Although L-A reduced the level of H2O2 in the presence of CoQ2, it did not attenuate its effect 

on CRC. Finally, none of the analogues significantly affect the mitochondrial membrane 

potential (ǻȥm). We concluded that CoQ2 favors mPTP opening in isolated rabbit heart 

mitochondria in opposed manner to its role in rat liver mitochondria.   

 
Keywords: Coenzyme Q; mitochondria; permeability transition pore; oxygen radicals; rabbit 

heart. 
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Coenzyme Q (CoQ) exists in many intracellular organelles. The chemical structure of CoQ 

varies among species and tissues by the number of monounsaturated trans-isoprenoid units. 

The chemical structure of CoQ10 or Ub50, the major form in primates and CoQ2 or Ub10, the 

major form in micro-organisms [44] includes 10 and 2 isoprenoid units, respectively. In 

mitochondria, CoQ10 is not only a component of the respiratory electron transport chain 

(ETC), but also presents several other physiological or pathophysiological functions [25, 44]. 

The ETC significantly contributes to the production of intracellular reactive oxygen species 

(ROS), mainly localized in complexes I and III [31, 42]. ROS were traditionally considered to 

be substances that cause damage to mitochondrial proteins, lipids, DNA and cell membranes. 

Recent studies have shown that a small amount of ROS is a sensor to stimulate signal 

transduction pathways that feeds back to protect cells against lethal ischemia-reperfusion 

injury [5, 39, 43]. 

The opening of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) appears to be a pivotal 

event in cell death [7, 49]. The opening of this mega-channel is regulated by several factors 

including Ca
2+ 

overload, mitochondrial matrix pH, decreases of membrane potential (ǻȥm), 

concentration of ATP, and excessive production of ROS [4, 6, 29, 30, 37]. Consequently, the 

selective inhibition of mPTP opening is a promising therapeutic strategy. The CoQ2 was 

classified as mPTP inhibitor in liver’s mitochondria but did not affect mPTP opening in 

cultured liver Clone-9 and cancerous rat liver MH1C1 cells [17, 20, 45]. In contrast, the 

classification of CoQ10 has not been determined. Moreover, several in vivo studies examining 

the effects of CoQ10 on cardiovascular diseases in rabbit, rat, and more recently in humans 

have provided limited and controversial results [8, 12, 13, 41]. 

In this study, we used isolated rabbit heart’s mitochondria to investigate the effects of CoQ10 

and CoQ2 on mitochondrial respiration, ROS production, mPTP opening and ǻȥm. We found 
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for the first time, that CoQ10 and CoQ2 activated mPTP opening in a concentration-dependent 

manner, and increased the ROS production in isolated rabbit heart mitochondria.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 Animal experiments were performed in conformity with the Guide for the Care and 

Use of Laboratory Animal published by the US National Institute of Health (NIH Publication 

No. 85-23 revised 1996). All experimental protocols were carried out in accordance with the 

French (87/848, Ministère de l’Agriculture et de la Forêt) and European Community 

guidelines (86609/EEC). 

 

Materials 

 All chemical reagents of the highest purity were purchased from Sigma-Aldrich (St 

Quentin Fallavier, France). Calcium Green
®

-5N and Amplex Red
®

 reagents were purchased 

from Molecular Probes, Inc. (Cergy Pontoise, France). CoQ10 (Ub50) and CoQ2 (Ub10) were 

dissolved in absolute ethanol (0.5 mg/ml and 1 mg/ml respectively). 

 

Animal preparation and isolation of mitochondria  

 Male New Zealand White rabbits (2.2 to 2.5 kg) were anesthetized with xylazine (5 

mg/kg i.m.) and ketamine (50 mg/kg i.m.), and ventilated with room air, as previously 

described [40]. A cannula was inserted into the left carotid artery for measurement of blood 

pressure. Limb lead II of the ECG was used to measure heart rate. Heart rate and blood 

pressure were monitored continuously by a Gould recorder (Gould Inc). After the left 

thoracotomy was performed, a 20 min stabilization period was observed. At the end of this 

period, the heart was harvested and the left ventricle was rapidly excised. Mitochondria were 

isolated as previously described [23], re-suspended in medium (pH 7.4) containing sucrose 70 
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mM and mannitol 210 mM in Tris 50 mM, at 4°C. Mitochondrial protein concentration was 

determined by a Biuret’s method, using bovine serum albumin as standard [24]. Using this 

method, we obtained about 16 mg of mitochondrial protein/g cardiac tissue.  

 

Measurement of mitochondrial oxygen consumption 

 Mitochondrial oxygen consumption was measured using a Clark-type oxygen 

electrode at 25°C. Mitochondria (about 800 μg prot/ml) were incubated in the respiration 

buffer (pH 7.4) containing KCl 60 mM, sucrose 150 mM, Tris-HCl 20 mM and KH2PO4 5 

mM. Glutamate/malate (complex I substrates, 5 mM each) were used in the absence (control) 

or presence of CoQ10 or CoQ2 (23 or 46 μM each). State 3 (ADP-stimulated: induced by 

addition of 0.3 mM ADP) and state 4 respiration (ADP-limited: without ADP) were 

determined and expressed as nmol O2/min/mg prot. The respiratory control index (RCI) was 

calculated as the ratio of the state 3/state 4. 

 

Measurement of the mitochondrial calcium retention capacity (CRC) 

 CRC is defined here as the amount of calcium required to trigger mPTP opening in 

vitro, as previously described [2]. Measurement of CRC was carried at 25°C using a 

spectrofluorophotometer F-2500 digi lab Hitachi
®
 equipped with magnetic stirring and 

thermostatic control. Extra-mitochondrial free Ca
2+

 was measured in the presence of Calcium 

Green
®
-5N (1 μM) with excitation and emission wavelengths set at 500 and 530 nm 

respectively. The mitochondria (400 μg prot/2ml) were resuspended in buffer (pH 7.4) 

containing 50 mM KCl, 2 mM KH2PO4, 20 mM Tris, 150 mM sucrose and 5 mM succinate at 

25°C. Following 1 min preincubation period, 10 nmol CaCl2 was administered every one 

minute. As previously reported, once added, Ca
2+ 

is rapidly taken up by the mitochondria 

resulting in a rapid return of extra-mitochondrial Ca
2+ 

concentration to near baseline level [2]. 
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After sufficient CaCl2 loading, a rapid increase of fluorescence indicates a massive release of 

Ca
2+

 by mitochondria due to mPTP opening. The influence of CoQ10 or CoQ2 (23 μM or 46 

μM) on CRC was tested in optimal concentrations of CoQ analogues tested in liver 

mitochondria [45], and also in the presence or absence of 150 μM of L-ascorbic acid or 1 μM 

CsA. The CRC was expressed as nmol Ca
2+

/mg prot.  

 

Measurement of H2O2 production in mitochondria 

 The quantification of H2O2 has been accepted as an indicator of ROS production by 

mitochondria. The superoxide radicals produced by ETC are immediately converted into 

H2O2 catalyzed by superoxide dismutase [22]. Because H2O2 diffuses across mitochondrial 

membrane it can be used as an indicator of ROS production by mitochondria [1, 9, 34]. The 

rate of H2O2 production by rabbit heart mitochondria was measured at 25°C in the presence of 

Amplex Red
®

 (10 M) and horseradish peroxidase (0.6 units) using spectrofluorophotometer 

F-2500 digi lab Hitachi
®
 (excitation and emission wavelengths set at 530 and 590 nm 

respectively). The rate of H2O2 production from mitochondria was measured in basal 

condition and with CoQ analogues (23 μM of each). Isolated mitochondria (200 μg prot) were 

added to 2 ml buffer (pH 7.4) containing 250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 0.15% BSA and 1 

mM EGTA in 20 mM Tris/HCl.  

The rate of H2O2 production was also measured after stimulation of the ETC either by the 

complex I substrates glutamate/malate (5 mM each) or by the complex II substrate succinate 

(3.75 mM) in absence or presence of CoQ2 or CoQ10. Finally, we tested the H2O2 production 

when complex I was inhibited, with rotenone (6.25 μM), in presence of complex I or complex 

II substrates.  

To verify the origin of fluorescence in the medium, we added 450U/ml of catalase. The 

fluorescence was attenuated by 90-95 %. The calibration curve was obtained by adding 
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known amount of H2O2 to the assay medium. The assay was linear from 0 to 150 nM H2O2. 

The H2O2 production was measured by estimating the fluorescence variation in time. The 

results were expressed as pmol H2O2/min/mg prot.  

 

Measurement of the mitochondrial membrane potential (ǻȥm) 

 ǻȥm was measured during state 2-4 respiration using glutamate/malate by 

transmembrane distribution of the fluorescence indicator tetramethylrhodamine methyl ester 

(TMRM) as previously described [38]. Briefly, fresh mitochondria (250 μg prot) were 

suspended in 2 ml of the respiration buffer (pH 7.4) containing also 200 nM TMRM. The 

fluorescence was recorded at 25°C (excitation and emission wavelengths set at 550 and 580 

nm respectively). Following 2 min equilibration period, 5 mM of each substrate 

glutamate/malate (without ADP) was added to reach state 2. State 3 respiration was induced 

by the addition of 0.2 mM ADP. ǻȥm was expressed as the percentage of TMRM fluorescence 

relative to the fluorescence recorded after addition of 3 mM carbonylcyanide-4-

(trifluoromethoxy)-phenylhydrazone (FCCP) a mitochondrial uncoupler considered as 100% 

efficient. 

  

Statistical analysis 

 All results are expressed as mean ± standard error of mean (S.E.M). Multiple groups 

comparisons were performed using one-way analysis of variance (Graph Pad InStat) followed 

by a Tukey’s post hoc test. Statistical significance was defined at p ≤ 0.05. 

 

RESULTS 

Oxidative phosphorylation 



130 

 

 In the control group, RCI averaged 4.35 ± 0.29 (Table 1). CoQ10 (23 μM) did not 

modify the mitochondrial respiration parameters. At 46 μM, CoQ10 significantly decreased 

(p<0.01) the RCI caused by a reduction in state 3 combined with a increase in state 4 

respiration. At both concentrations, CoQ2 resulted in a marked decrease (30 % and 46 % 

respectively, p<0.01) in RCI, which was caused mainly by a major increase of state 4 (30% 

and 92 % respectively, p<0.01). L-ascorbic acid did not reverse the effect of CoQ analogues 

on respiratory parameters (data not shown). 

 

Calcium retention capacity (CRC) 

 In control mitochondria, CRC averaged 605 ± 59 nmol Ca
2+

/mg prot (Fig. 1). In the 

presence of CoQ10 (46 μM) or CoQ2 (23 μM or 46 μM), the CRC value was significantly 

reduced to 287 ± 35, 219 ± 28 and 158 ± 10 nmol Ca
2+

/mg prot respectively (p<0.05 vs 

control). Interestingly, CsA 1 μM partially reversed their effect on mPTP (Fig. 1). In contrast, 

L-ascorbic acid did not affect the reduction of CRC by CoQ analogues (Fig. 1). 

 

H2O2 production in basal condition 

 In basal condition, the rate of H2O2 production by mitochondria was very low (4.74 ± 

0.68 pmol/min/mg prot). It was not modified by CoQ10 (23 μM) and significantly increased 

by 23 μM CoQ2 (12.7 ± 1.1 pmol/min/ mg prot; p<0.05 vs basal) (Fig. 2).   

 

H2O2 production in the presence of complex I substrates 

 In control group, the addition of complex I substrates (glutamate/malate) significantly 

increased H2O2 production to 20.3 ± 2.9 pmol/min/mg prot, p<0.05 vs basaline. Further 

addition of rotenone significantly increase H2O2 production to 60 ± 10 pmol/min/mg prot 

(p<0.05) (Fig. 3). CoQ10 did not affect H2O2 production in any groups (Fig. 3). In contrast, 
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CoQ2 significantly increase the level of H2O2 in each individual group compared to control 

group (p<0.05) (Fig. 3). The co-addition of L-ascorbic acid and complex I substrates 

dramatically reduced the level of H2O2 in all groups (data not shown). 

 

H2O2 production in the presence of complex II substrate 

 In control group, the addition of complex II substrate (succinate) stimulated the H2O2 

production to 312 ± 37 pmol/min/mg prot (p<0.05 vs basal group) (Fig. 3). Rotenone 

significantly reduced this succinate-induced H2O2 production to 45 ± 10 pmol/min/mg prot). 

The addition of CoQ10 did not significantly affect the succinate-induced increase in H2O2 

production. In this condition, rotenone reduced H2O2 production in a similar manner to control 

(Fig. 3). 

In the presence of CoQ2, the H2O2 production was not significantly different compared to 

control group. In this case, rotenone lost its capacity to reduce the succinate-induced increase 

in H2O2 production (Fig. 3). Again, the presence of L-ascorbic acid in medium abolished the 

level of H2O2 in the succinate plus CoQ2 group without or with rotenone (Fig. 4). 

 

Mitochondrial membrane potential (ǻȥm) 

In control group, the degree of depolarization of mitochondrial membrane in state 2 (S2), state 

3 (S3) and state 4 (S4) was illustrated in fig. 5.  The addition of CoQ10 and CoQ2, in all 

concentrations tested, did not significantly affect any state (Fig. 5). 

 

Discussion 

 In the present study, we demonstrate that CoQ10 and CoQ2 modulate the mitochondrial 

respiration, ROS production and increase mPTP susceptibility in dose dependent manner and 

that CsA, but not L-A, prevents the effects of these analogues on mPTP. We conclude that 
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exogenous CoQ2 favor the mPTP opening in rabbit heart mitochondria. This effect is related 

to a modification of activity of the ETC. 

The endogenous coenzyme Q, a constituent of the respiratory chain, is located in the 

mitochondrial inner membrane. It acts as an electron shuttle between ubiquinone reductase 

and complex III. In complex I, electron transport to CoQ is coupled to proton pumping which 

generates membrane potential [18, 47]. Due to their lipophilic properties, the exogenous 

CoQ10 and CoQ2 can be incorporate into the mitochondrial inner membrane, and modulate the 

respiratory complex activity and oxidative phosphorylation [18]. The effects of exogenous 

CoQ on mitochondrial respiration have been objectives in many works. It is widely admitted 

that CoQ contributes to ATP synthesis by generating proton gradient across the membrane 

[35, 36]. Nevertheless, Echtay et al. reported that CoQ is also an obligatory cofactor of 

uncoupled protein [19]. Fontaine et al. showed that some analogues of CoQ inhibited the 

uncoupled mitochondria respiration [45]. In our work we observe that CoQ2 at 23 μM and 46 

μM and CoQ10 46 μM uncoupled the mitochondria respiration in the rabbit heart 

mitochondria. However, we did not observed a significant modification on ǻȥm in the 

presence of these two analogues. 

CoQ has been considered to be an important antioxidant agent [27, 33]. CoQ has also been 

explored as an oxygen radical generator in heart mitochondria, with a suggested mechanism 

of auto-oxidation of CoQ [10, 11, 26, 48]. In our work, to specifically investigate the 

interaction between CoQ and ROS production we only tested the 23 μM dose of CoQ10 that 

doesn’t affect mPTP opening. We observe that CoQ10 did not modify H2O2 generation in the 

presence of complex I and II substrates, CoQ2 accentuated H2O2 production with either 

substrate tested. In the presence of succinate and CoQ2, rotenone did not modify H2O2 

production by mitochondria. The sensitivity of complex I to rotenone is known to be reduced 

in presence of CoQ2 [15], a phenomenon which might conserve the reverse electron transport 
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from complex II to complex I and keep H2O2 production at a high level in spite of the 

presence of rotenone.  

Recent studies indicate that exogenous CoQ analogues regulate the opening of the mPTP. 

Although mPTP regulation exhibits a number of tissue-specific characteristics, several 

molecules are classified as either activator (Ca
2+

, ROS, and Bax) or inhibitor (ATP, CsA) of 

mPTP opening [14, 16, 19-21, 46]. From studies performed with isolated rat liver 

mitochondria, three functional classes of CoQ analogs have been defined in which CoQ2 acts 

as a strong inhibitor of mPTP opening [45]. In contrast, we found that CoQ2 increased mPTP 

opening in rabbit heart mitochondria, and that CsA (1 μM) partially prevented this effect. 

Accumulating evidence suggests that CsA interaction with cyclophilin D (CypD) blocks the 

attachment of CypD to mPTP and inhibits mPTP opening. Our data suggest that CoQ2 

regulates mPTP opening in a CypD independent manner, which is in agreement with the 

results obtained in mice devoid of CypD by Basso et al. [3]. In contrast to CsA, the presence 

of L-ascorbic acid, an antioxidant, dramatically reduced the level of H2O2 produced in the 

presence of CoQ2, but could not prevent activation of mPTP opening [28, 32]. This strongly 

suggests that the effect of CoQ2 on mPTP is not related to high H2O2 production. The 

mechanism of action of CoQ2 may be related to a substantial damage of the ETC. The 

hypothesis of Fontaine et al. that the electron flux through the complex I modulates mPTP 

opening seems to be a reasonable explanation. The sensibility of complex I to different CoQ 

analogues in the absence or presence of complex I inhibitors and their effects on mPTP should 

be investigated to further elucidate this theory.  

 In summary, we show for the first time in isolated rabbit heart mitochondria that 

CoQ10 and CoQ2 induced mPTP opening in a concentration-dependent manner, and that CoQ2 

increases the production of H2O2 and uncouples the oxidative phosphorylation. Finally, the 

effects of CoQ analogues on mPTP opening were still antagonized by CsA.  
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TABLE AND FIGURE LEGENDS 

 

 

 

Table 1: Oxidative phosphorylation. 

 

 

        State 3 

nmol O2/min/mg 

     State 4 

   nmol O2/min/mg 

          RCI 

 State 3/State 4 

  n 

Control       69.50 ± 5.37    16.00 ± 1.45     4.35 ± 0.29      8 

CoQ10 23μM       63.83 ± 4.57    18.33 ± 1.94     3.58 ± 0.40      6 

CoQ10 46μM       58.13 ± 4.73    19.25 ± 1.77      3.04 ± 0.19*      8 

CoQ2 23μM       63.74 ± 8.60     20.73 ± 2.46       3.07 ± 0.05* 4 

CoQ2 46μM       67.17 ± 5.36  30.67 ± 2.82*      2.35 ± 0.09*      6 
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Fig. 1: Effects of CoQ10 and CoQ2 on the calcium retention capacity. Effect of L-

ascorbic acid or CsA. 
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Fig. 2: H2O2 production in isolated mitochondria.  
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Fig. 3: H2O2 production with complex I and complex II substrates. Effect of 

rotenone 
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Fig. 4 : Effect of L-ascorbic acid on the level of H2O2. 
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Fig. 5: Effect of CoQ10 or CoQ2 on membrane depolarization.  
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Table 1: Oxidative phosphorylation. 

O2 consumption was measured at state 3 (0.3 mM ADP-stimulated) and state 4 

(ADP-limited) in control condition and in the presence of CoQ10 or CoQ2. The 

respiratory control index (RCI) was determined as the ratio of state 3/state 4. Data 

(nmol O2/min/mg prot) are expressed as mean ± S.E.M. *p<0.01 vs control. 

 

Fig. 1: Effects of CoQ10 and CoQ2 on the calcium retention capacity. Effect of L-

ascorbic acid or CsA. 

CRC Results (nmol CaCl2/mg prot) are mean ± S.E.M, of eight independent 

experiments. CoQ10 and CoQ2 were added at indicated concentration. The effect of 

150 μM L-ascorbic acid (LA) or 1μM CsA was tested in all groups. *p<0.05 vs 

control group. 

 

Fig. 2: H2O2 production in isolated mitochondria. 

H2O2 production in control group was determined by the slope of the Amplex Red
®

 

fluorescence as described in materials and methods. Data (pmol H2O2/min/mg prot) 
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are mean ± S.E.M, of eight independent experiments. CoQ10 and CoQ2 were added at 

23 μM. *p<0.05 vs control group. 

 

Fig. 3: H2O2 production with complex I and complex II substrates. Effect of 

rotenone. 

H2O2 production was measured at control condition after stimulation by complex I or 

complex II substrate in the absence or presence of rotenone. In the same conditions, 

the CoQ10 and CoQ2 were both tested at 23 μM.  Data (pmol H2O2/min/mg prot) are 

mean ± S.E.M, of eight independent experiments. *p<0.05 compared to control and 

CoQ10 groups respectively. 
†
p<0.05 compared to respective substrates (alone). 

 

Fig. 4 : Effect of L-ascorbic acid on the level of H2O2. 

L-ascorbic acid (L-A) nearly abolished the level of H2O2 release in medium by 

mitochondria stimulated by complex II substrate (succinate) in control or in the 

presence of CoQ2. The effect of L-ascorbic acid on rotenone plus succinate was 

tested. Data (pmol H2O2/min/mg prot) are mean ± S.E.M of four independent 

experiments.  
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Fig. 5: Mitochondria membrane depolarization. Effect of CoQ analogues 

The membrane potential (ǻȥm) in rabbit heart mitochondria in stat 2, stat 3 and stat 4 

was calculate as a % of the effect of FCCP with or without CoQ analogues. 

Administration of the mitochondrial uncoupler FCCP substantially dissipated the 

ǻȥm at the same level between all groups. Data (% of FCCP induced maximum 

TMRM fluorescence) are mean ± S.E.M of four independent experiments.  
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Synthèse des résultats et discussion 

 

Nous démontrons pour la première fois que le CoQ10 et le CoQ2 découplent la respiration 

mitochondriale, modulent la production de ROS et favorisent l’ouverture du mPTP de 

mitochondries cardiaques de lapin. Le mPTP des mitochondries traitées par ces analogues 

reste sensible à la CsA. Le traitement par l’acide L-ascorbique, un piégeur de ROS, ne 

modifie pas l’ouverture du mPTP en présence de ces deux analogues. Nous en concluons donc 

que dans les mitochondries cardiaques de lapin, le CoQ10 et le CoQ2 favorisent l’ouverture du 

mPTP sans altérer la Cyp D et que le taux d’H2O2 n’est pas la cause de cette ouverture. 

Le CoQ10 est un transporteur d’électrons essentiel entre les complexes I, II et le complexe III. 

Il est utilisé depuis longtemps comme agent cardioprotecteur dans différentes pathologies 

cardiaques 
373

. Ses mécanismes d’action ne sont pas complètement élucidés. Il pourrait agir en 

améliorant la production d’ATP en condition aérobie et en assurant un meilleur couplage de la 

chaîne respiratoire 
374

. Cependant, il a également été observé qu’il découplerait la chaîne 

respiratoire en rapport avec son rôle de cofacteur avec les protéines de découplage 
375

. 

Fontaine et al. 
115-116

 ont montré que les analogues du CoQ sont soit neutres, soit des 

inhibiteurs du découplage de la respiration mitochondriale. Dans notre travail, nous montrons 

pour la première fois que le CoQ10 et le CoQ2 découplent la chaîne respiratoire d’une façon 

dose dépendante sur des mitochondries de cœur de lapin. 

Le rôle du CoQ sur la production de ROS a également été proposé pour expliquer sa propriété 

cardioprotectrice. Ainsi, de nombreuses études ont montré que le CoQ est un agent 

antioxydant. Paradoxalement, il agit également comme un pro-oxydant en augmentant la 

production d’ H2O2 
376

. Dans notre étude, le CoQ10 ne modifie pas la production d’H2O2 en 

présence de glutamate/malate à la dose de 23 μM. Le CoQ2 augmente cette production 

quelques soient les substrats utilisés par la chaîne respiratoire. En présence du succinate et du 

CoQ2, la roténone n’a pas d’effet sur la production d’ H2O2. Etant donné la plus forte affinité 

du CoQ2 vis-à-vis du complexe I par rapport à la roténone 
377

, le CoQ2 permet de préserver le 

flux inverse du complexe II vers le complexe I. Ainsi, la production d’H2O2 reste élevée 

malgré la présence de roténone. 

Fontaine et al. 
115-116

 ont largement étudiés les effets régulateurs des analogues du coenzyme 

Q sur le mPTP de foie et d’hépatocyte. Contrairement à ce qu’ils ont observé sur des 

mitochondries de foie de rat, le CoQ2 favorise l’ouverture du mPTP de cœur de lapin. Nous 

montrons également que le CoQ10 favorise cette ouverture à 46 μM. Nos résultats montrent 

que les facteurs régulateurs du mPTP varient selon les organes et peut être entre les espèces. 

Nos résultats obtenus en présence d’acide L-ascorbique nous permettent d’exclure un rôle 

direct des ROS dans ce processus. De la même façon, nous concluons que ces analogues 

favorisent l’ouverture du mPTP sans altérer la Cyp D puisque le mPTP reste sensible à la 

CsA. L’hypothèse proposée par Fontaine et al. selon laquelle le flux d’électrons à travers le 

complexe I régule l’ouverture du mPTP nous incite à mieux connaître la structure de ce pore 

et le rôle éventuel du complexe I dans sa constitution. 
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L’ensemble de ces résultats sont en faveur d’un rôle essentiel de la chaîne respiratoire dans la 

régulation du mPTP et par conséquence de la mort cellulaire. 
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Résumé 

 

Objectif : Dans le cerveau immature, les effets de l’I/R sur l’ouverture du mPTP ne sont pas 

entièrement compris. Le but de cette étude est d’évaluer l’effet de la CsA sur l’ischémie 

cérébrale transitoire de rat nouveau-né. 

Matériels et méthodes : Des ratons Wistar âgés de 7 jours sont anesthésiés par injection i.p. 

d’hydrate de chloral. Les animaux sont soumis à une ischémie cérébrale par occlusion 

définitive de l’artère cérébrale moyenne gauche et ligature transitoire (50 minutes) de l’artère 

carotide commune gauche. A la fin de l’ischémie, les animaux sont soumis à une reperfusion 

de 30-40 minutes pour l’étude de l’ouverture du mPTP et de la dégradation de l’Į-spectrine 

calpaïne-dépendante, ou de 48 heures pour l’étude de la taille de l’infarctus, de la mort 

cellulaire et de l’inflammation. Les ratons sont répartis en plusieurs groupes : le groupe 

contrôle ne reçoit pas d’autre intervention, le groupe prétraité à la CsA reçoit une injection i.v 

de CsA (10 mg/kg) 14 heures avant l’induction de l’ischémie et les groupes sham reçoivent 

une injection équivalente de CsA ou de solution saline sans I/R. 

Résultats : La CsA réduit la taille d’infarctus (5.6 ± 2.5 vs 9.0 ± 3.6), la fragmentation de 

l’ADN (49.2 ± 10.8 vs 76.8 ± 11.2), les corps apoptotiques (-70%) et les réponses 

inflammatoires (diminution des neutrophiles, de la dégranulation des mastocytes et de 

l’activation de la microglie) lors de lésions ischémiques modérées, mais pas lorsqu’elles sont 

sévères. La CsA augmente la charge calcique nécessaire à l’ouverture du mPTP (78.4 ± 19.2 

vs 50.2 ± 19.9 nmol.mg
-1

 protein, p<0.05) en limitant le découplage de la chaîne respiratoire 

(5.66 ± 1.41 vs 4.31 ± 1.27) par réduction de l’état 4, mais sans modifier l’état 3. Elle permet 

également de préserver l’intégrité du cytosquelette (atténuation de la protéolyse précoce de 

l’Į-spectrine calpaïne-dépendante). 

Conclusion : Le mPTP est impliqué dans ce modèle d’attaque cérébrale chez le rat nouveau-

né. L’administration de CsA permet, par inhibition du mPTP, de protéger le cerveau contre les 

lésions ischémiques modérées.  
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Synthèse des résultats et discussion 

 

Le mPTP est impliqué dans le phénomène d’hypoxie-ischémie se produisant dans le cerveau 

en cours de développement. Nos résultats démontrent que ce pore s’ouvre également au début 

de la reperfusion qui fait suite à une ischémie focale dans le cerveau immature de rat. L’I/R 

cérébrale chez le rat nouveau-né diminue la respiration mitochondriale et provoque un 

infarctus dont la taille est proportionnelle à la sévérité de l’ischémie. Cette séquence d’I/R 

conduit à des lésions caractéristiques de la mort cellulaire. Nous avons ainsi observé qu’elle 

induit une nécrose cellulaire et une fragmentation de l’ADN avec apparition de corps 

apoptotiques. Elle engendre également une réponse inflammatoire se traduisant par une 

augmentation des neutrophiles, une dégranulation des mastocytes et une activation de la 

microglie. L’I/R induit enfin une protéolyse de l’Į-spectrine calpaïne-dépendante, qui traduit 

une désorganisation du cytosquelette. 

L’administration de CsA 14 heures avant le début de l’ischémie réduit la taille de l’infarctus, 

la fragmentation de l’ADN, le pourcentage de corps apoptotiques et les réponses 

inflammatoires chez les animaux soumis à des lésions ischémiques modérées. Ce traitement 

pharmacologique inhibe l’ouverture du mPTP et restaure l’index du contrôle respiratoire 

mitochondrial. La CsA limite ainsi le découplage de la chaîne respiratoire en réduisant 

l’état 4, sans modifier l’état 3. Elle permet également de préserver l’intégrité du cytosquelette 

en atténuant la protéolyse précoce de l’Į-spectrine calpaïne-dépendante. 

Notre étude démontre que le mPTP joue un rôle dans les conséquences de l’I/R cérébrale chez 

le rat nouveau-né, et que l’inhibition de son ouverture, par un traitement à la CsA, protège le 

cerveau contre ces lésions. Lorsque l’on compare ces résultats avec ceux de notre première 

étude (PreC et PostC chez le rat adulte), on remarque qu’il y a une différence intra-espèce. En 

effet, nous avons montré que le PreC à la CsA chez le rat adulte protégeait le myocarde contre 

les lésions d’I/R sans modification de l’ouverture du mPTP. Le PreC à la CsA module donc 

l’ouverture du mPTP dans le cas de l’I/R cérébrale mais pas de l’I/R myocardique. Les causes 

de cette différence sont probablement multiples. En effet, nous avons relevé quelques 

différences entre ces deux études. 1- La spécificité tissulaire peut être mise en jeu puisque les 

études ont été réalisées sur le cerveau ou sur le myocarde. 2- La différence de maturité des 

organes étudiés peut également expliquer cette divergence. 3- Il est par ailleurs possible que 

l’intervalle de reperfusion joue un rôle puisque les fonctions mitochondriales ont été 

analysées à 15 minutes de reperfusion sur le cœur contre 30 à 40 minutes sur le cerveau. Des 

études complémentaires seraient nécessaires afin d’élucider les raisons de cette différence. 
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Résumé 

 

Objectif : L’âge prédispose à l’insuffisance cardiaque. Chez les personnes âgées, 

l’insuffisance cardiaque est la conséquence d’un remodelage cardiaque à long terme 

caractérisé par une perte de cardiomyocytes, une hypertrophie compensatrice et une 

dysfonction ventriculaire. Les ROS sont supposés participer à de tels dommages cardiaques 

associés au vieillissement. La production d’H2O2 par la MAO-A augmente fortement dans le 

cœur sénescent. Ceci suggère que cette enzyme joue un rôle majeur dans les lésions 

oxydatives cardiaques lors du vieillissement. L’objectif de ce travail est d’évaluer le rôle de la 

MAO-A dans les dommages cellulaires. 

Matériels et méthodes : Afin de mimer les changements observés lors du vieillissement, des 

souris transgéniques adultes surexprimant la MAO-A spécifiquement au niveau des 

cardiomyocytes, sous le contrôle du promoteur Į de la chaîne lourde de myosine, ont été 

générées. 

Résultats : Les cœurs transgéniques présentent une diminution du taux des substrats de la 

MAO-A, la norépinéphrine et la sérotonine, et un taux élevé d’H2O2, associés avec des 

dommages oxydatifs de l’ADN. Dans deux lignées indépendantes de souris transgéniques, la 

surexpression de la MAO-A induit une perte progressive de cardiomyocytes par nécrose, un 

remodelage ventriculaire et une insuffisance cardiaque. Le traitement chronique à la 

clorgyline, un inhibiteur de la MAO-A, et au NAC, un antioxydant, prévient cette mort 

cellulaire et cette dysfonction cardiaque chez ces souris transgéniques. In vitro, la transfection 

des cardiomyocytes par un adénovirus-MAO-A induit un stress oxydatif et une nécrose. Les 

effets délétères de la MAO-A sont corrélés avec des défauts d’ultrastructure des 

mitochondries et des altérations bioénergétiques des cœurs des souris transgéniques. 

Paradoxalement, la sensibilité du mPTP au calcium n’est pas modifiée. 

Conclusion : Ces résultats démontrent que la MAO-A induit des dommages mitochondriaux 

et participe à la progression de l’insuffisance ventriculaire par la génération d’un stress 

oxydatif chronique. 
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Synthèse des résultats et discussion 

 

La MAO est une enzyme localisée sur la face externe de la membrane mitochondriale externe. 

Elle régule le métabolisme des amines endogènes. L’H2O2 est un produit de ces réactions de 

désamination des catécholamines. Nous avons choisi ce modèle afin d’étudier l’influence de 

l’H2O2 endogène sur la régulation du mPTP. 

Les souris transgéniques surexprimant la MAO-A spécifiquement au niveau cardiaque 

produisent de très grandes quantités d’H2O2 sous stimulation à la tyramine. Cependant, 

lorsque les mitochondries cardiaques de ces souris sont stimulées par ce substrat, le mPTP ne 

devient pas plus sensible au calcium que celui des souris non transgéniques. De plus, l’ajout 

de CsA retarde d’une façon identique l’ouverture du mPTP chez les souris transgéniques et 

les wild type. Ces résultats suggèrent donc que le mPTP n’est pas sensible à l’activation de la 

MAO-A. 

In vitro, le traitement à la tyramine induit un relargage de LDH, mais pas de calcéine, chez les 

cardiomyocytes transfectés par un adénovirus MAO-A. La nécrose de ces cardiomyocytes 

induite par la tyramine n’est pas prévenue par un prétraitement à la NIM-811, un inhibiteur de 

la Cyp D. Ces résultats démontrent que l’ouverture du mPTP n’est pas une cible de la 

production mitochondriale d’H2O2 MAO-A-dépendante. 

Le mPTP est considéré comme le médiateur de la nécrose cellulaire. Cependant, bien que de 

grandes quantités d’H2O2 soient produites par la MAO-A lors de la dégradation de la 

tyramine, la sensibilité du mPTP au calcium n’est pas modifiée sur les mitochondries de 

cœurs transgéniques. De plus, nous avons montré que ce pore n’était pas impliqué dans la 

nécrose cellulaire grâce au modèle in vitro de cardiomyocytes transfectés par un adénovirus 

MAO-A. 

Les souris transgéniques surexprimant la MAO-A ont une durée de vie limitée, inversement 

proportionnelle à l’activité de la MAO-A. Les traitements chroniques par la clorgyline, un 

inhibiteur de la MAO-A, ou le NAC, un anti-oxydant, préviennent la patholgie cardiaque de 

ces souris. Ceci démontre que le piégeage ou l’inhibition de la surproduction de ROS 

préviennent la nécrose et la patholgie cardiaque induites dans ce modèle transgénique, bien 

que l’ouverture du mPTP ne soit pas modifiée. 

Ces résultats démontrent que la dysfonction cardiaque et la mort cellulaire induite par une 

surproduction de ROS n’affectent pas l’ouverture du mPTP. Il semble que la MAO-A soit une 

cible pharmacologique de premier choix dans la prévention de la mort des cardiomyocytes 

survenant lors de maladies chroniques. Dans le cas présent, la nécrose induite par une 

surproduction de ROS n’est pas dépendante de l’ouverture du mPTP. Ce modèle montre 

l’existence d’autres voies que le mPTP dans la régulation de la mort cellulaire. D’une façon 

plus générale, il convient de prendre en compte un ensemble de facteurs dans l’étude de la 

mort cellulaire. 
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La réussite du postconditionnement pose un problème chez le rat. Certains auteurs ont montré 

que le PostC cardioprotège cet animal, alors que d’autres ont montré qu’il est inefficace. Les 

raisons de la spécificité du rat par rapport au PostC ne sont pas connues. Il semble que la 

durée de l’ischémie, l’algorithme du postconditionnement, la nature du traitement 

pharmacologique et le sexe de l’animal peuvent être des facteurs influençant la réussite de 

cette manœuvre. 

Le but de notre travail était d’éclaircir le paradoxe du PostC chez le rat. Nous avons donc 

étudié les effets de trois types de préconditionnement et de postconditionnement cardiaques 

sur un modèle de rat in vivo. Ces trois protocoles (PreC et PostC ischémiques, à la CsA et à 

l’isoflurane) mettent en jeu des voies cellulaires distinctes. Parallèlement, nous avons étudié 

la transition de perméabilité mitochondriale, la phosphorylation oxydative et la production 

d’espèces radicalaires de nos différents groupes afin d’établir éventuellement une relation 

entre l’évolution des fonctions mitochondriales et la réussite ou l’échec de la cardioprotection. 

Nous avons également étudié l’implication de ces fonctions mitochondriales à l’aide d’autres 

modèles expérimentaux afin de préciser le rôle de la mitochondrie. Nous avons ainsi étudié, 

sur différentes lignées cellulaires et modèles animaux, la régulation du mPTP par le flux 

d’électrons à travers le complexe I de la chaîne respiratoire. De plus, nous avons examiné la 

régulation de ce pore par deux analogues de l’ubiquinone, CoQ2 et CoQ10, sur le cœur de 

lapin sham. Nous avons également évalué l’impact de l’administration de CsA en PreC et en 

PostC dans un modèle d’infarctus cérébral chez le rat nouveau-né. Enfin, nous avons étudié le 

rôle des ROS dans la cardioprotection à l’aide de souris transgéniques surexprimant la 

MAO-A cardiaque. 

Nos conclusions sont : 

 1. Le rat est sensible au PostC cardiaque sous certaines conditions. Il semble que la 

réussite du PostC chez cet animal nécessite à la fois une préservation de la phosphorylation 

oxydative, une inhibition de l’ouverture du mPTP et une diminution de la production de ROS. 

2. La sensibilité à la protection est organe dépendante. Ainsi, chez le rat nouveau-né, 

l’inhibition de l’ouverture du mPTP protège le cerveau contre les lésions ischémiques. 

3. Le complexe I de la chaîne respiratoire peut réguler l’ouverture du mPTP en relation 

avec la Cyp D. 

4. Les analogues de l’ubiquinone régulent différemment l’ouverture du mPTP selon 

les organes étudiés. Cette régulation n’altère pas la Cyp D et ne met pas directement en jeu les 

ROS. 

5. La surproduction de ROS, dans un modèle de souris surexprimant la MAO-A, induit 

une dysfonction cardiaque mais n’affecte pas l’ouverture du mPTP, ce qui démontre qu’il 

existe d’autres voies que le mPTP dans la régulation de la mort cellulaire. 

L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure que le rat n’est pas réfractaire au 

postconditionnement, mais pour que celui-ci soit efficace, il est nécessaire de préserver 

l’intégrité des différentes fonctions mitochondriales. Le flux d’électrons à travers le complexe 

I est capable de réagir sur un site de régulation du mPTP cardiaque masqué par la Cyp D. Ces 

résultats suggèrent que le complexe I est peut être un constituant du mPTP. Les différentes 
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approches utilisées dans ce travail de thèse nous permettent également de conclure que la 

cardioprotection et la régulation des fonctions mitochondriales sont spécifiquement liées au 

modèle utilisé.  
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Résumé  
Le postconditionnement cardiaque est paradoxal chez le rat. Certains auteurs ont montré que cet 

animal pouvait être protégé par le postconditionnement alors que d’autres ont montré qu’il était 

inefficace. L’objectif de notre travail était d’éclaircir cette situation et d’établir un lien entre la 

régulation des fonctions mitochondriales et la réussite ou l’échec du postconditionnement. Nous 

avons montré sur un modèle in vivo que le rat est sensible au postconditionnement cardiaque sous 

certaines conditions. Il semble que la réussite de cette thérapie nécessite à la fois une préservation 

de la phosphorylation oxydative, une inhibition de l’ouverture du mPTP et une diminution de la 

production de ROS. Nous avons également montré que le complexe I de la chaîne respiratoire 

régule l’ouverture du mPTP en liaison avec l’état de la Cyp D. L’ensemble de nos résultats 

montrent que le rat n’est pas réfractaire au postconditionnement, mais pour que celui-ci soit 

efficace, il est nécessaire de préserver l’intégrité des différentes fonctions mitochondriales. La 

cardioprotection et la régulation des fonctions mitochondriales sont donc spécifiquement liées au 

modèle utilisé.  
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Abstract  
Cardiac postconditioning is paradoxical in rat. Certain authors showed that this animal could be 

protected by postconditioning whereas others showed that it was ineffective. The objective of our 

work was to clarify this situation and to establish a link between the regulation of the 

mitochondrial functions and the success or the failure of postconditioning. We showed on an in 

vivo model that the rat is sensitive to cardiac postconditioning under certain conditions. It seems 

that the success of this therapy requires at the same time a safeguarding of oxidative 

phosphorylation, an inhibition of the mitochondrial permeability transition pore opening and a 

reduction in the ROS production. We also showed that complex I of the respiratory chain controls 

the opening of the mPTP in relation with the state of Cyp D. Our results show that the rat is not 

insensitive to postconditioning, but it is necessary to preserve the integrity of the mitochondrial 

functions to be effective. The cardioprotection and the regulation of the mitochondrial functions 

are specifically related to the model used.  
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