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BSA : Bovine Serum Albumin

C : Cholestérol

CE : Cellules Endothéliales

CETP : Cholesterol Ester Transfer Protein
cGMP : Guanosine MonoPhosphate cyclique
CGRP : Calcitonin Gene-Related Peptide
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
COX-2 : CycloOXygenase-2

CPA : Cellules Présentatrices d’Antigénes
CPP : Coronary Perfusion Pressure

CREB : Cyclic-AMP Response Element Binding protein
CRP : Protéine C-Réactive

Cx-43 : Connexine-43

CXCR4 : CXC Chemokine Receptor type 4
CyP-D : Cyclophiline D

DAPI : 4',6-DiAmidino-2-Phénylindole
DIGE-2D : 2-Dimensional Differential In-Gel Electrophoresis
DPCPX : 8-CycloPentyl-1,3-DiPropylXanthine
DPDPE : [D-Pen2,5] EnkePhaline

EC : Esters de Cholestérol
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ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
eNOS : endothelial Nitric Oxide Synthase
EPO : ErythroPOQOiétine

ERK1/2 : Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2
GC : Guanylate Cyclase

Glib : Glibenclamide

GSK-3B : Glycogen Synthase Kinase-3[3
5-HD : 5-HydroxyDecanoate

HDL : High Density Lipoproteins

HE : Hématoxyline-Eosine

HIF-a : Facteur de réponse a I'lhypoxie-a

HL : Hepatic Lipase

H,0, : Peroxyde d’hydrogéne

HRP : HorseRadish Peroxydase

HSP70 : Heat Shock Protein 70

IC : Ischemic Conditioning

ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule-1
IDM : Infarctus Du Myocarde

IHC : ImmunoHistoChimie

I-kB : Inhibitor of NF-kB

IL : InterLeukine

iINOS : inductible Nitric Oxide Synthase
IPostC : Ischemic PostConditioning

IPreC : Ischemic PreConditioning

I/R : Ischémie-Reperfusion

IVA : InterVentriculaire Antérieure

JAK : JAnus Kinases

JNK1/2 : c-Jun N-terminal Kinases 1/2

KO : Knock-Out

LCAT : Lecithine Cholesterol Acyl Transferase
LC-MS/MS : Liquid Chromatography - Mass Spectrometry / Mass Spectrometry
LDH : Lactate DésHydrogénase

LDL : Low Density Lipoproteins

L-NAME : L-Nitro Arginine Methyl Ester
L-NNA : Nw-Nitro-L-Arginine
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LPS : LipoPolySaccharide

LVDP : Left Ventricular Developed Pressure

LVEDP : Left Ventricular End Diastolic Pressure
MALDI-TOF-MS : Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation - Time Of Flight -
Mass Spectrometry

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinases

MCP-1 : Monocyte Chimoattractant Protein-1

MGP : N-2-MercaptoPropionyl Glycine

MI : Myocardial Infarction

MiRNA : microARN

mKatp : Canal mitochondrial potassique ATP dépendant
MEK1/2 : Mitogen-activated protein kinase kinase 1/2
MPTP : Pore de Transition de Perméabilité mitochondrial
MyD88 : Myeloid Differenciation factor 88

m/z : Masse/charge

NF-kB : Nuclear Factor-kB

NO : Oxide Nitrique

NOS : Nitric Oxide Synthase

oxLDL : LDL oxydées

Ooe*- : Anion superoxide

PBS : Phosphate-Buffered Saline

PCI : Percutaneous Coronary Intervention

PGl; : Prostacycline I,

PI13K : Phosphatidyl Inositol-3-Kinase

PKA : Protéine Kinase A

PKC-¢ : Protéine Kinase C-¢

PKG: Protéine Kinase G

PL : PhosphoLipides

PLTP : PhosphoLipid Tansfer Protein

RCT : Remote Conditioning of Trauma

rHDL : HDL reconstituées

Rho K : Rho Kinase

RIC : Remote Ischemic Conditioning

RIPerC : Remote Ischemic PerConditioning

RIPostC : Remote Ischemic PostConditioning
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RIPreC : Remote Ischemic PreConditioning

RISK : Reperfusion Injury Salvage Kinase

ROS : Espéces Réactives de 'Oxygéne

SAFE : Survivor Activating Factor Enhancement

SDF-1a : Stromal cell-Derived Factor-1a

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
SELDI-TOF-MS : Surface-Enhanced Laser Desorption and lonization - Time Of
Flight - Mass Spectrometry

SsiRNA : small interfering RNA

S1P : Sphingosine-1-Phosphate

8-SPT : 8-sulphophenyltheophylline

SR-BI : Scavenger Receptor class B type |

STAT-3 : Signal Transducer Activator of Transcription-3

TBS : Tris-Buffered Saline

TCR : T Cell Receptor

TG : TriGlycérides

TLRA4 : Toll Like Receptors 4

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-a

TNFR6 : TNF Receptor superfamily, member 6

TRAF : TNF Receptor Associated Factor

TRAM/TRIF : TRIF-Related Adaptor Molecule / TIR domain-containing adaptor
inducing IFN-3

TTC : TriphenylTetrazolium Chloride

TTR : TransThyRétine

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1

VDAC : Voltage-Dependent Anion Channel

VLDL : Very Low Density Lipoproteins

WB : Western Blot
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L’infarctus du myocarde (IDM) est une nécrose ischémique du myocarde due
dans la majorité des cas a une thrombose occlusive brutale d’'une artére coronaire.
Cette occlusion coronaire aigué survient en général aprés la rupture, I'érosion ou la
fissuration d’'une plaque d’athérome préexistante, entrainant la formation d’un
thrombus. D’autres causes d’IDM sont possibles mais plus rares : le spasme artériel,

la dissection aortique et I'embolie coronaire.

La thrombose coronaire brutale va entrainer une insuffisance dans I'apport en
oxygéne et en nutriments au niveau du myocarde et donc une souffrance ischémique
aboutissant a une nécrose progressive du tissu. Cette nécrose survient en général
au bout de 30 a 45 min d’ischémie. Elle est d’autant plus importante que le siége de
'occlusion est proximal et que l'artére concernée est l'interventriculaire antérieure
(IVA). En I'absence de reperfusion coronaire ou de circulation collatérale, la nécrose
va progresser du sous-endocarde vers |'épicarde jusqu’a étre transmurale au-dela de
la 6°™ heure : c'est le phénoméne de « wavefront of ischemic cell death » [1], a

I'origine du dogme des « 6 golden hours » du traitement de I'IDM [2].

L’IDM est donc une maladie constituant une urgence cardiologique majeure.
Elle est en effet une des principales causes de mortalité dans les pays industrialisés.
En France on recense chaque année environ 120 000 nouveaux cas d’IDM, a
I'origine de 10 a 12% de la mortalité totale annuelle chez 'adulte. Il s’agit donc d’une
pathologie avec un risque fatal important. Il est cependant intéressant de noter que la
morbi-mortalité liée a 'IDM a considérablement diminué depuis 10 ans (-30% en

Europe de I'Ouest).

La stratégie actuelle de prise en charge de I'IDM a pour objectif de reperfuser
le plus précocement, le plus efficacement et le plus durablement possible I'artére
responsable. Cela permet de réduire l'altération de la fonction ventriculaire gauche
en préservant le maximum de myocarde infarci. Cette recanalisation précoce
contribue donc a améliorer le pronostic des patients en réduisant la mortalité et les
complications comme l'insuffisance cardiaque [3,4]. Le bénéfice de cette reperfusion
est directement lié au délai de sa mise en place : plus la revascularisation est
précoce, plus la réduction de la mortalité est importante.

En pratique, la technique de référence utilisée pour reperfuser le myocarde est

'angioplastie coronaire primaire (percutaneous coronary intervention, PCI). Bien que

21



ce soit la meilleure technique de reperfusion, elle n'est pas systématique car elle ne
peut pas toujours étre réalisée dans les 120 premiéres minutes suivant le diagnostic.

Dans ce cas on aura recours a la thrombolyse intraveineuse.

La prise en charge de I'IDM a donc fait de nombreux progres, notamment
dans I'amélioration de la prise en charge du patient, dans le choix de la technique de
revascularisation et dans la compréhension que la reperfusion précoce est le seul
moyen de limiter la taille de l'infarctus. Bien que la reperfusion soit la plus précoce et
la plus efficace possible, elle va elle-méme étre a l'origine d’altérations nommées
Iésions de reperfusion. Initialement décrites par Jennings et al. en 1960, ces
« lésions létales de reperfusion » alterent les bénéfices de la reperfusion (Figure 1)
[5]. Leurs origines sont multiples et encore en partie méconnues, néanmoins on peut
en citer certaines, aujourd’hui bien établies : le « paradoxe de I'oxygéne » [6,7], le
« paradoxe du calcium » [8], le « paradoxe du pH » [9-11] ou encore I'ouverture du
pore de transition de perméabilité mitochondrial (mPTP) a la reperfusion [12,13]. Ces
phénomeénes, engendrés dans les cardiomyocytes par la restauration rapide du flux
coronaire aprés une ischémie prolongée, vont étre a l'origine de perturbations
physico-chimiques et biologiques importantes. On peut citer notamment la génération
d’especes réactives de lI'oxygéne (ROS) [14], des dysfonctions au niveau des
pompes ioniques Na*/K* ATPase et Ca®* ATPase [15], des modifications brutales du
pH intracellulaire par I'activité des échangeurs Na*/H" ou Na’/HCOs [16] ou encore
une déplétion majeure en adénosine triphosphate (ATP) par un effondrement du
potentiel de membrane mitochondrial et un arrét de la phosphorylation oxydative
[17]. Ces troubles cellulaires vont étre responsables de la mort de cardiomyocytes et
d’'une nécrose supplémentaire a celle induite par lischémie (Figure 1). Il est
impossible de différencier ces deux types de nécrose mais les descriptions tissulaires
font état d’'cedémes dans les cardiomyocytes, de contractures des myofibrilles,
d’accumulation de particules de calcium dans les mitochondries ainsi qu’une

perturbation des sarcolemmes [18,19].

Bien que la reperfusion la plus rapide possible soit la seule fagon efficace de
protéger le myocarde contre 'accumulation de Iésions ischémiques, il est donc
aujourd’hui clairement démontré que cette reperfusion a également des effets
néfastes sur la survie des cardiomyocytes. Prévenir ces |ésions de reperfusion s’est

donc avéré étre une cible thérapeutique essentielle de la prise en charge de I'IDM, et
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c’est dans ce cadre que des travaux pré-cliniques ont été menés dans les années
80.

Mort Cellulaire

Ischémie Reperfusion

/ Lésions de reperfusion

S

Lésions d’ischémie

Figure 1. Mort cellulaire au cours du temps et conséquences de la
reperfusion. Une part importante de la taille de linfarctus est la conséquence de
Iésions survenant a la reperfusion (rouge). Elles touchent le myocarde encore viable
et viennent s’ajouter aux Iésions myocardiques irréversibles liées a l'ischémie (bleu).
Adaptée de Thibault et al. 2007 [20].

Murry et al. furent les premiers a décrire une technique dite de
« cardioprotection » en réalisant des cycles d’occlusions intermittentes non létales
d’'une artére coronaire, en prévision d’un infarctus ultérieur de cette méme coronaire
[21]. Ce « préconditionnement local » (Ischemic PreConditioning, IPreC), par
I'induction d’un stress initial, est un phénomeéne puissant qui activerait une protection
endogéne contre I'ischémie. Il a été capable de réduire de 75% la taille de linfarctus
chez des chiens « conditionnés » et les auteurs ont évoqué un possible mécanisme
d’inhibition de la déplétion en ATP et de 'accumulation en catabolites, habituellement
observées durant l'ischémie. Aujourd’hui, presque 30 ans apres cette description
initiale, I'IPreC a été reproduit chez un grand nombre d’espéces et s’est avéré

efficace pour protéger un grand nombre d’organes [22-24].
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Alors que pendant longtemps le préconditionnement local a été la seule
technique de cardioprotection physique existante, le fait de devoir anticiper la
survenue d’'un épisode ischémique létal tel que c’est le cas dans I'IDM, rendait son
application clinique trés difficile. Il a néanmoins été appliqué avec succés dans le

cadre de chirurgies coronaires programmeées [25-27].

Il faut attendre 2003 pour que Zhao et al. mettent en évidence qu’il est
possible de réduire les lésions d'ischémie-reperfusion (I/R) liées a I'IDM, par la
réalisation de séquences d’ischémies transitoires similaires a celle de I'lPreC, mais
réaliséees au moment de la reperfusion myocardique [28]. Clest Ile
« postconditionnement local » (Ischemic PostConditioning, IPostC). lls ont décrit un
mécanisme d’une puissance comparable a I'lPreC, capable de réduire la taille de
l'infarctus chez les chiens soumis a 60 min d’ischémie myocardique, mais également
de préserver la fonction endothéliale, de diminuer la production de ROS et encore de
réduire linfiltration leucocytaire dans le tissu infarci. Cette découverte a relancé
l'intérét de la phase de reperfusion comme cible potentielle de la cardioprotection.
Cela a eu pour effet de générer plusieurs études cliniques concluantes sur
I'application de I'lPostC lors de la reperfusion par PCl en phase aigué d’infarctus [29-
31]. L’application clinique de I'lPostC est donc beaucoup plus grande que celle de

I'lPreC puisqu’elle ne nécessite pas d’anticiper un éventuel épisode ischémique.

Depuis la découverte de ces deux conditionnements, de nombreuses études
ont été consacrées a la compréhension de leur mode d’action. On sait aujourd’hui
que la protection induite par I'lPreC dépend de la durée entre la fin du
préconditionnement et le début de l'ischémie myocardique compléte. On distingue
donc deux fenétres d’actions nommées « préconditionnement précoce » (durée
inférieure a 3 h), faisant intervenir des réactions courtes telles que I'activation de
canaux ioniques ou la phosphorylation/déphosphorylation d’enzymes endogénes
(Figure 3) [32,33], et le « préconditionnement tardif » (24 h a 96 h), agissant par la
modulation de I'expression génique (Figure 3) [22,34]. L'IPostC a longtemps été
décrit comme inefficace si appliqué au-dela de la premiére minute de reperfusion du
myocarde [35], mais des travaux récents laissent supposer que d’'une fagon similaire
a l'lPreC, I'lPostC posséde une phase d’action plus tardive et peut donc étre
appliqué plus en aval de la reperfusion (jusqu’a 30 min aprés la reperfusion). C’est le

« delayed postconditioning » (Figure 3) [36].
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Les effets cardioprotecteurs de I'lPreC et de I'lPostC sont aujourd’hui bien
démontrés dans un ensemble de modeles animaux et cliniques mais il n’en reste pas
moins que les signaux cellulaires et moléculaires impliqués ne sont pas encore
complétement identifiés. Trois étapes de signalisation cellulaires, pouvant étre a
I'origine de la cardioprotection locale, ont tour a tour été décrites pour expliquer la

cascade d’événements intracellulaires engendrée.

Il s’agit premiérement de laction d’« initiateurs » endogénes, tels que
'adénosine, la bradykinine, les opioides ou encore le tumor necrosis factor-a (TNF-a)
libérés par les cycles transitoires d’occlusion/reperfusion de la coronaire. Ces
éléments vont étre capables de conditionner le coeur en se fixant au niveau de
récepteurs spécifiques, comme les récepteurs transmembranaires couplés aux

protéines G ou les récepteurs au TNF-a (Figure 2) [37-40].

Des « médiateurs » vont ensuite prendre le relai de cette information
protectrice et c’est le rdle joué par les kinases de survie cellulaire. Un premier groupe
de kinases activées par les protéines G a d’abord été décrit, a savoir les reperfusion
injury salvage kinase (RISK). Il comprend la phosphatidyl inositol-3-kinase (PI3K),
Akt [41,42], ainsi que les kinases appartenant a la voie des mitogen activated protein
kinases (MAPK) comme les mitogen-activated protein kinase kinase 1/2 (MEK1/2) et
les extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) [43,44]. Un deuxiéme groupe
appelé survivor activating factor enhancement (SAFE) est capable de véhiculer le
signal dans le cardiomyocyte. Il s’agit du tandem janus kinases/signal transducer
activator of transcription-3 (JAK/STAT-3), activé par les récepteurs au TNF-a [45,46].
Des travaux de notre équipe ont montré que ces deux voies pouvaient interagir entre
elles [47]. Une troisieme voie a été décrite dans la littérature comme étant activée par
RISK et SAFE. Elle repose sur l'activation de I'endothelial nitric oxide synthase
(eNOS). L’oxyde nitrique (NO) produit va générer la synthése de guanosine
monophosphate cyclique (cGMP) via la guanylate cyclase (GC) [48,49]. Ce cGMP
est alors capable d’activer la protéine kinase G (PKG). Il y a alors production de
ROS, en particulier de peroxyde d’hydrogéne, a 'origine de I'activation de la protéine
kinase C-¢ (PKC-¢) (Figure 2) [50-52].

Les derniers éléments de signalisation pouvant aboutir a la cardioprotection,

sont les « effecteurs ». lls sont activés par les médiateurs cités précédemment et
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interviennent a la fin de la cascade intracellulaire engendrée par le conditionnement
local. Le plus important d’entre eux, car semblant étre I'effecteur final de toutes les
voies décrites ci-dessus, est le mPTP [53-55]. Il est essentiel dans I'intégrité de la
chaine respiratoire mitochondriale, et son ouverture a la reperfusion, sous I'effet d’'un
exces de calcium ou des ROS, va engendrer des dommages cellulaires sévéres, par
larrét de la respiration mitochondriale [56-59]. C’est donc vers [linhibition de
l'ouverture de ce pore que les voies de survie cellulaire convergent. Un acteur
important de cette inhibition est la glycogen synthase kinase-33 (GSK-38). Il s’agit
d’'une protéine cytoplasmique dont la forme active, non phosphorylée, est capable
d’ouvrir le mPTP [60,61]. Il a été démontré que le conditionnement local est capable
de phosphoryler la GSK-33 et donc d’inhiber I'ouverture du mPTP [62]. Il existe
cependant des données discordantes sur l'implication de cette GSK-3B dans ces
mécanismes protecteurs [63]. Le deuxiéme effecteur de la survie cellulaire induite
par le conditionnement local est le canal mitochondrial potassique ATP dépendant

(mKatp) [64-67]. Il permet le maintien du mPTP clos a la reperfusion (Figure 2).
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Figure 2. Signalisations intracellulaires impliquées dans la
cardioprotection. De multiples facteurs peuvent activer les voies de survie
intracellulaires, notamment I'adénosine, la bradykinine, les opioides ou le TNF-a.
Ces initiateurs se fixent au niveau des récepteurs couplés aux protéines G et des
récepteurs au TNF-a. Sont ensuite mises en jeu deux cascades de signalisation
distinctes, la voie RISK et la voie SAFE. De nombreux médiateurs appartiennent a
ces voies et notamment les kinases PI3K, Akt, ERK1/2, JAK ou le facteur de
transcription STAT-3. La voie RISK aboutit a I'ouverture du mKatp, induisant la
génération de ROS puis I'activation de la PKC-¢. Cette kinase va permettre d’'inhiber
'ouverture du mPTP, responsable des lésions de reperfusion. L'inhibition de la GSK-
3B par la voie RISK permet elle aussi de bloquer I'ouverture du mPTP. La voie
SAFE, via STAT-3, aboutit a l'inhibition du mPTP, par des mécanismes encore
méconnus. Adaptée d’Ovize et al. 2010 [68].

Malgré certaines incertitudes quand aux voies de signalisation impliquées,
'action du conditionnement local est maintenant bien démontrée en recherche
préclinique. En thérapeutique humaine des limites existent quant a I'utilisation de ce
conditionnement [20]. Bien qu’il s'accompagne d’effets bénéfiques réels, tels que la
réduction de la taille de l'infarctus ou de l'aire sous la courbe des créatines kinases

libérées, il ne permet pas de réduire la morbi-mortalité. Son autre désavantage
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majeur est qu’il s’agit d’'une procédure appliquée directement au niveau du cceur,
accessible uniquement aux patients traités par angioplastie, et non sans risque de
par sa nature invasive. La démonstration de [l'effet cardioprotecteur d'un
conditionnement appliqué a un organe ou un tissu a distance du cceur a donc été

une avanceée importante dans la cardioprotection.
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Chapitre 1. Le conditionnement a distance

Historique

1. Le préconditionnement

Le conditionnement ischémique a distance (Remote Ischemic Conditioning,
RIC) est une stratégie simple de cardioprotection, permettant de lutter contre les
lésions d’ischémie-reperfusion. Il s’agit d’'un phénomeéne dans lequel de bréves
séquences d’ischémies non létales, d’'un organe ou d’'un tissu a distance du cceur,

peuvent conférer a ce dernier une résistance contre une ischémie Iétale.

Initialement, c’est dans le cadre de la protection intracardiaque que le
conditionnement a distance a été décrit [69]. Il s’agissait de chiens conditionnés, par
4 cycles de 5 min d’ischémie-5 min de reperfusion du territoire irrigué par la coronaire
circonflexe, avant une ischémie létale d’'une heure du territoire irrigué par l'artere
coronaire gauche descendante. Ce préconditionnement ischémique a distance
(Remote Ischemic PreConditioning, RIPreC) (Figure 3) s’est avéré capable de
réduire de 65% la taille de l'infarctus chez ces chiens, par rapport aux chiens
contréles. Les auteurs ont présumé que l'activation, la production ou le transport,
d’'un ou des facteurs protecteurs jusqu’a la zone infarcie pourrait étre la raison de
cette cardioprotection. Ces travaux ont été confirmés par une étude chez le lapin
montrant qu’'un RIPreC par 10 min d’occlusion de I'artére rénale gauche était aussi
efficace pour réduire la taille de l'infarctus qu’une ischémie de 5 min d’'une artére
coronaire [70]. Bien qu’efficaces, ces conditionnements sont trop invasifs pour étre
appliqués a ’'homme. Il était donc nécessaire de développer une autre méthode pour
induire le RIPreC. C’est en 1997 que Birnbaum et al. ont fait une premiére avancée
dans cette direction. lls ont décrit un modéle de RIPreC par sténose d’un muscle
squelettique (55% a 65% de réduction du flux de l'artere fémorale) associé a une
stimulation électrique du muscle gastrocnémien (une stimulation par seconde). lls ont
ainsi induit une cardioprotection chez des lapins, soumis a 30 min d’ischémie
myocardique et 4 heures de reperfusion, en réduisant la taille de I'infarctus de 65%
[71]. Cette méthode de RIPreC moins invasive a ensuite été perfectionnée par

Oxman et al. en induisant l'ischémie transitoire d’une patte inférieure mais cette fois-
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ci a laide d'un tourniquet élastique placé sur son extrémité supérieure [72]. Le
RIPreC induit était donc totalement atraumatique et permettait de réduire les
arythmies de reperfusion causées par 30 min d’ischémie myocardique par la
méthode de coeur isolé perfusé selon la technique de Langendorff. Il s’agissait de la
premiere description d’'une technique de RIPreC non invasive et applicable a

’'homme.

Ces preuves de concept du RIPreC ont ensuite fait 'objet de nombreuses
études dans les années 2000. Elles ont permis de confirmer que divers organes
peuvent étre le siége du préconditionnement a distance afin d’induire une
cardioprotection. C’est le cas du rein [73-76], de l'intestin [77-79], du cerveau [80,81]

ou encore des membres [82-84].

En plus de faire varier le lieu d’application du RIPreC, les chercheurs se sont
également intéressés a optimiser la cardioprotection offerte par cette technique, en
faisant varier la durée des ischémies transitoires. L’hypothése initiale était que plus
'organe a distance est « conditionné » plus la cardioprotection est efficace. Différents
cycles d’ischémies intermittentes de I'organe a distance ont alors été testés sans
gu’un cycle en particulier n’apparaisse comme plus efficace que les autres. Il semble
que l'efficacité des algorithmes de conditionnement soit dépendante a la fois de
'organe et de I'espéce chez lesquels ils sont réalisés. Il a néanmoins été admis que
plusieurs cycles d’occlusion/désocclusion sont plus efficaces qu’un cycle unique, et
qu’il faut que ces cycles soient d’une durée suffisante pour induire une réponse de
I'organe. L’algorithme classiquement utilisé et présentant de bons résultats au niveau
de la réduction de la taille de linfarctus dans plusieurs modéles est donc 3 ou 4

cycles de 5 min d’occlusion-5 min de reperfusion de I'organe a distance [85,86].

2. Le perconditionnement

Le perconditonnement ischémique a distance (Remote Ischemic
PerConditioning, RIPerC) (Figure 3) differe du RIPreC par le fait que le
conditionnement a distance est réalis€é non pas avant mais pendant I'ischémie
myocardique. Cela permet de réduire la durée de la procédure opératoire et de la
rendre applicable a la prise en charge d’ischémies en cours.
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Décrit pour la premiére fois en 2007 par Schmidt et al., le RIPerC était réalisé
par 4 cycles de 5 min d’ischémie-5 min de reperfusion de la patte a I'aide d’un
tourniquet, durant les 40 min d’occlusion coronaire. Dans ce modéle d’infarctus chez
le cochon, le RIPerC a permis de réduire la taille de l'infarctus, d’améliorer les
paramétres de la fonction cardiaque et de réduire la survenue d’arythmies a la
reperfusion [87]. Par la suite, le RIPerC s’est montré efficace dans d’autres especes
animales et avec d'autres algorithmes de conditionnement, afin de réduire
'apparition du phénomeéne de no-reflow ainsi que la réponse inflammatoire [88,89].
Des travaux de notre équipe ont également démontré que le RIPerC peut étre
combiné a un conditionnement local comme I'lPostC. Chez le rat, cette association
induit une diminution de la taille de linfarctus supérieure a celle obtenue avec

chaque conditionnement seul [47].

3. Le postconditionnement

La troisieme fagon de protéger le myocarde des Iésions d’ischémie
reperfusion consiste a appliquer le conditionnement a distance au moment de la
reperfusion coronaire. C’est le postconditionnement ischémique a distance (Remote

Ischemic PostConditioning, RIPostC) (Figure 3).

Utilisé pour la premiére fois dans I'étude de Kerendi et al. en 2005, le terme
RIPostC désignait un conditionnement par 5 min d’ischémie rénale suivi d’'une
reperfusion. Ce RIPostC n’était pas appliqué a la fin des 30 min d’ischémie
myocardique mais entre la 24°™ et la 29°™ minute. Il s’agissait donc plutét d’un
RIPerC réalisé en fin d’'ischémie. Dans cette étude la taille de linfarctus des rats
ayant subi le RIPostC a été réduite de 50% par rapport aux animaux contrdles. La
libération de créatine phosphokinase a 2 h de reperfusion a également été diminuée
de 34% dans le groupe conditionné [90]. De la méme maniére, Li et al. ont réalisé un
RIPostC chez le lapin, par 5 min d’occlusion de l'artére fémorale, 6 min avant la fin
de lischémie myocardique. lls ont ainsi réduit la taille de linfarctus, la libération de
créatine phosphokinase et de malondialdéhyde, mais également linfiltration des
polynucléaires neutrophiles dans la zone a risque [91]. Il faut finalement attendre
2007 et I'étude d’Andreka et al. pour voir la premiére réalisation d’'un réel RIPostC,
par 4 cycles de 5 min d’ischémie-5 min de reperfusion de la patte a I'aide d’un

brassard a tension, initié juste aprés la reperfusion myocardique. Ce conditionnement
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a abouti a la diminution de 48% de la taille de I'infarctus ainsi qu’a une réduction de
la libération de CPK de 26% [92].

Il a été établi que la cardioprotection induite par le RIPreC était dépendante de
lalgorithme utilisé ainsi que de l'organe a distance qui était le siége du
conditionnement. De la méme maniére, Gritsopoulos et al. ont comparé la
cardioprotection obtenue par un méme cycle de RIPostC mais appliqué a deux
endroits différents. Celui-ci consistait en 4 cycles de 1 min d’ischémie-1 min de
reperfusion soit d’'une autre artére coronaire que celle servant a lischémie
myocardique, soit de l'artére carotide gauche. lls ont ainsi montré que les deux
conditionnements étaient efficaces pour induire la cardioprotection mais sans
différence d’efficacité entre eux. En effet, ils réduisaient de fagon significative la taille
de linfarctus de respectivement 62% et 61%. Dans cette étude, ils ont également
comparé l'effet de ces RIPostC a celui obtenu par le méme algorithme mais en
IPostC. Avec une réduction de 30% la taille de linfarctus, I'lPostC s’est montré
beaucoup moins efficace que le RIPostC [93]. Breivik et al. ont également montré
qu’il était possible de mimer l'effet du RIPostC par I'injection d’effluents coronaires

issus d’IPostC, dans un modéle d’infarctus du myocarde sur cceur isolé perfusé [94].

4. Les différentes phases du conditionnement a distance

A limage du conditionnement local, le conditionnement a distance présente
deux phases, nommées phase précoce et phase tardive. De par leur dénomination,
ces deux « fenétres d’action » difféerent en terme de moment ou elles sont mises en

place aprés la réalisation du RIC, mais également par leurs mécanismes d’actions.

La phase précoce du RIC est la phase classiquement décrite dans les études
utilisant un conditionnement appliqué quelques heures (<4 h) ou quelques minutes
avant (RIPreC) ou aprés (RIPostC) la réalisation de I'ischémie myocardique (Figure
3). Reposant essentiellement sur des modifications post-traductionnelles des
protéines existantes, cette période de protection a été mise en évidence dans de
nombreux modéles de RIC induisant une cardioprotection [47,74,94,95], mais
également dans d’autres modeéles de protection tissulaires sur des organes différents
du ceceur [96-99].
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La phase tardive du RIC met en jeu des processus cardioprotecteurs plus
longs a mettre en place (24-72 h), tels que des régulations géniques ou des
modulations de I'inflammation (Figure 3). Plusieurs modéles de RIC se sont montrés
efficaces pour induire une cardioprotection tardive. En 2001, Xiao et al. ont utilisé un
modeéle de RIPreC au niveau intestinal et ont mis en évidence une diminution de la
taille de [linfarctus, quand celui-ci était réalisé 24, 48 ou 72 h aprés le
conditionnement a distance [100]. En 2004, Li et al. ont montré qu'un RIPreC a la
patte réalisé 24 h avant une ischémie myocardique était capable de réduire de 31%
la taille de Tlinfarctus [101]. Le RIC et sa phase tardive ont également été
grandement étudiés en dehors de la cardioprotection. Moses et al. ont montré en
2005 que la réalisation d’'un RIPreC a la patte plusieurs heures (0 a 96 h) avant une
ischémie au niveau de muscles dorsaux était capable de réduire significativement la
taille de l'infarctus a 4 h (phase précoce), 24, 28, 36, 48 et 72 h (phase tardive) [102].
A 6 h et 8 h aprés le RIPerC, la protection n’était pas présente, ce qui décrit bien une

séparation entres les deux phases de conditionnement.

La cardioprotection a distance en clinique humaine

A I'neure actuelle, et bien qu’il soit clairement décrit comme efficace dans de
nombreux modéles précliniques [86,103], le RIC n’a pas encore de réalité clinique
quotidienne. Certains essais cliniques ont pourtant décrits de réels effets bénéfiques
de cette procédure, mais sans qu'il y ait d’effets sur la morbi-mortalité [104-106]
[107]. C’était le cas par exemple lors de la réalisation d’'un pontage aorto-coronarien
[108] ou lors d’une chirurgie réparatrice suite a une malformation cardiaque
congénitale [109]. Les bénéfices décrits dans ces études ne concernaient que la
réduction des Ilésions péri-opératoires et la réduction de la libération des
biomarqueurs comme la troponine | [110-112]. Dans d’autres études, et pour les
mémes types d’interventions, le conditionnement a distance était en revanche

incapable d’induire une protection [113-115].
Plusieurs causes peuvent expliquer les différences de résultats observées

entre ces essais cliniques. Elles sont détaillées dans la revue de Lim et Hausenloy
[111]:
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Figure 3. Les différents algorithmes du conditionnement ischémique. Le
conditionnement local correspond a la réalisation de séquences d’l/R transitoires non
|étales directement au niveau de I'organe cible. Le conditionnement a distance quant
a lui est appliqué au niveau d’un organe périphérique. Dans le préconditionnement
local ® (IPreC), comme dans le préconditionnement a distance ® (RIPreC), il existe
deux fenétres d’action, dépendants de la durée s’écoulant entre les épisodes d’'I/R
intermittentes et I'ischémie Iétale de I'organe cible. On parle de phase tardive (24-72
h) et de phase précoce (0-4 h). Dans le conditionnement a distance un
perconditionnement peut étre effectué @ (RIPerC) durant I'ischémie létale. Il est
également possible de conditionner I'organe cible aprés sa reperfusion. La fenétre
d’action (0-30 min) est cependant plus courte que pour la phase précoce du
préconditionnement. On peut appliquer ce conditionnement localement @ (IPostC)
ou bien a distance ® (RIPostC). Adaptée d’Hausenloy et Yellon. 2011 [116].

- L'utilisation concomitante de médicaments, pouvant induire une protection,
peut masquer l'effet du RIC. C’est le cas de l'utilisation des dérivés nitrés et de

certains anesthésiques comme l'isoflurane ou le propofol [117].

- Le moment d’application et lalgorithme du RIC utilisé peuvent étre

différents entres les études.

- La population étudiée ainsi que le type d’intervention réalisée peuvent

intervenir dans les différences de résultats.
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Des espoirs existent pourtant quant a I'application prochaine du RIC chez
’lhomme. L’étude de Thielmann et al. a démontré pour la premiére fois qu’un impact
du conditionnement a distance était possible sur la morbi-mortalité [118]. De futurs
essais cliniques viendront peut-étre confirmer ou infirmer cette étude, et ainsi décider

du devenir de la cardioprotection a distance en clinique humaine.

Les mécanismes de la cardioprotection a distance

Bien que le conditionnement a distance soit aujourd’hui démontré dans de
nombreux modéles, il n’en reste pas moins que ses mécanismes d’action, et en
particulier ceux permettant le transfert de I'information protectrice de l'organe a
distance vers le cceur, ne sont pas clairement identifiés. Certains travaux donnent
des résultats divergents et il est de fait possible que les mécanismes mis en jeux
dans un type de conditionnement ne soient pas strictement les mémes dans un
autre. Cela pourrait par exemple expliquer des différences de mécanistique entre le
RIPreC, le RIPerC et le RIPostC. De méme des variations peuvent survenir quand au
moyen par lequel est véhiculée l'information cardioprotectrice jusqu’au cceur, en
fonction de l'organe a distance qui a été le siege du conditionnement. Il est donc
nécessaire d’appréhender ces hypothéses de cardioprotection comme différents
phénomeénes qui ne sont pas nécessairement antagonistes entre eux. lls peuvent

méme interagir entre eux et étre dépendants les uns des autres.

Trois hypotheses existent quand a l'origine de la cardioprotection a distance.
La 1° met en jeu une voie neuronale, induisant la libération de facteurs comme
'adénosine, la bradykinine ou le peptide relié au géne de la calcitonine (calcitonin
gene-related peptide, CGRP). Ces médiateurs stimuleraient ensuite une voie
neuronale afférente puis une voie efférente jusqu’au cceur pour induire la
cardioprotection. La 2°™® hypothése suppose que les facteurs libérés au niveau
périphérique sont véhiculés par la circulation systémique jusqu’au cceur et agissent
ensuite via des récepteurs au niveau du myocarde. La 3°™® possibilité est celle
suggérant que le RIC induirait une réponse systémique protectrice, aboutissant a la
réduction des phénomeénes de stress cellulaire, d'inflammation et d’apoptose (Figure
4).
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1. Lavoie neuronale

Plusieurs facteurs semblent impliqués dans cette protection par voie
neuronale, comme I'adénosine, la bradykinine ou le CGRP. lls semblent étre libérés
par l'organe a distance, étre relargués dans la circulation au moment de la
reperfusion et agir de maniére paracrine avec des nerfs afférents qui vont relayer
I'information cardioprotectrice jusqu’au myocarde par d’autres nerfs, efférents cette
fois-ci. Cette hypothése est notamment soutenue par des travaux utilisant des
bloqueurs pharmacologiques de certains ganglions et montrant une perte de la
cardioprotection a distance. Cela confirme I'implication de la voie neuronale dans la

transduction du signal [119].

1.1. Adénosine

L’adénosine et 'ATP jouent, entre autre, un réle neuromodulateur. Il existe un
equilibre entre les concentrations de ces deux éléments, avec dans les conditions
physiologiques une balance en faveur de I'ATP. Durant une phase aigué d’anoxie la
balance est complétement inversée, avec une augmentation rapide de 'adénosine et
une chute du taux d’ATP [120]. L’adénosine peut étre comparée a « une molécule de
'urgence », notamment dans le cceur hypoxique. Elle induit une bradycardie avec
des effets chronotropes et inotropes négatifs, ainsi qu'une diminution de la
contractilité cardiaque, pouvant conduire a la cardioprotection. L’adénosine a
également un réle de compensation du besoin en oxygéne en induisant une
vasodilatation dans le muscle durant I'hnypoxie. La présence de nombreux récepteurs
a 'adénosine dans le myocarde et au niveau des artéres coronaires suggére aussi

un réle majeur de cette molécule dans la cardioprotection.
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Figure 4. Les mécanismes potentiels du conditionnement ischémique a
distance. Trois hypothéses existent quant a la transmission du signal protecteur de
lorgane a distance jusqu’au cceur. La voie humorale implique la libération
d’autacoides dans la circulation sanguine alors que la voie neuronale est induite par
la libération de médiateurs activant une voie afférente puis une voie efférente. I
existe également une réponse systémique par la régulation de I'expression génique,
la suppression de l'inflammation et de I'apoptose. Au niveau du cceur, la transmission
du signal protecteur aboutit a la fixation des médiateurs au niveau d’initiateurs de la
signalisation cellulaire, notamment les récepteurs aux protéines G et les récepteurs
au TNF-a. Les voies de survie cellulaire RISK et SAFE activent ensuite des
effecteurs au niveau de la mitochondrie afin d’inhiber l'ouverture du mPTP et
d’induire la cardioprotection. Adaptée de Szijarté et al. 2012 [103].

by

Un antagoniste non spécifique des récepteurs a l'adénosine, le 8-
sulphophenyltheophylline (8-SPT), a montré qu’elle jouait un réle majeur dans le RIC.
En effet, administré avant le RIPreC [74,121], aprés le RIPreC [122] ou avant un
RIPostC [123], le 8-SPT a été capable dinhiber la diminution de la taille de
linfarctus. Ding et al. ont également montré que l'injection de 8-SPT était capable

d’inhiber la décharge des neurones afférents, habituellement induite par le RIC [124].
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L’hexaméthonium, un bloqueur des ganglions, s’est également montré capable
d’'inhiber la cardioprotection induite par [linjection d’adénosine au niveau du
meésentére [121]. L’injection d’adénosine au niveau de l'artere fémorale par Dong et
al. en 2004 a également réduit la taille de linfarctus [125]. Ces observations
suggérent que, comme au niveau du cceur, 'adénosine est massivement relarguée
au niveau périphérique lors du RIC pour ensuite stimuler des nerfs afférents.
Toujours par l'intermédiaire de I'adénosine, des voies efférentes jusqu’au coeur
seraient ensuite activées. C’est en tout cas ce que suggérent Liem et al. en montrant
que linjection de 8-SPT aprés le RIPreC, soit aprés la décharge des neurones
afférents, était capable d’inhiber la cardioprotection [121]. L’adénosine pourrait
également avoir des effets directs sur les cardiomyocytes en se fixant sur ses
récepteurs. La réalisation d’un RIPreC chez des souris knock-out (KO) pour le

récepteur A1 de 'adénosine n’a en effet pas permis d’induire la cardioprotection [80].

1.2. Bradykinine

La bradykinine est un puissant vasodilatateur, notamment des coronaires, qui
augmente la perméabilité des capillaires. Elle accéléere et renforce les contractions
myocardiques ainsi que la contraction des muscles lisses non vasculaires. Elle est

également impliquée dans les mécanismes de la douleur.

Comme observé avec I'adénosine, l'utilisation d’'un antagoniste spécifique des
récepteurs B2 a la bradykinine, le Hoechst-140, avant un RIPreC au niveau
mésentérique, a aboli la réduction de la taille de l'infarctus [78]. Dans cette étude, la
libération de bradykinine habituellement observée durant le RIPreC était aussi
inhibée par le Hoechst-140. De plus, 'hexaméthonium a été capable d’inhiber la
cardioprotection induite par l'administration de bradykinine. Wolfrum et al. ont
proposé que la réduction de la taille de l'infarctus par le RIPreC soit médiée par la
bradykinine au travers de [Iactivation de la PKC-¢. Le Hoechst-140 et
I’lhexaméthonium ont réussi a abolir cet effet protecteur du RIPreC et la translocation
de la PKC-¢ [126].
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1.3. Peptide relié au géne de la calcitonine

Un troisieme facteur jouerait un role dans le conditionnement a distance : le
peptide relié au géne de la calcitonine. Il s’agit d’'un neurotransmetteur, libéré par le
nerf vague et les nerfs sensitifs sensibles a la capsaicine. L’implication de cette
molécule dans le conditionnement ischémique a d’abord été mise en évidence dans
le conditionnement local [127,128]. Etudiée ensuite dans le RIC, l'implication du
CGRP a également été confirmée. En effet, Tang et al. ont décrit que le RIPreC au
niveau intestinal était capable d’induire la libération de CGRP au niveau plasmatique,
et que cette libération cardioprotectrice était abolie en cas de prétraitement avec de
la capsaicine. Ce serait donc la capsaicine qui libérerait le CGRP par les nerfs et un
prétraitement par cette molécule aurait pour effet de dépléter les neurones en CGRP
et donc d’inhiber la cardioprotection [95]. Cette interaction entre la capsaicine et le
CGRP a fait I'objet d’'une autre publication en 2001, par Xiao et al. lls ont montré que
le RIPreC était capable d’induire la libération plasmatique de CGRP et que cette
augmentation était inhibée, ainsi que la cardioprotection, par l'utilisation de de L-nitro
arginine methyl ester (L-NAME), un inhibiteur de la synthése de NO [100]. Le
prétraitement des animaux par la capsaicine a eu le méme effet que dans I'étude de
Tang et al., a savoir la déplétion de neurones en CGRP et donc l'inhibition de sa

libération plasmatique et de la cardioprotection.

De nombreuses autres études ont depuis confirmé I'implication de 'ensemble
de ces molécules dans le RIC. L’hypothése retenue est donc que le conditionnement
ischémique induirait la libération de NO, qui activerait ensuite les fibres nerveuses
sensibles a la capsaicine. Celles-ci libéreraient alors du CGRP dans le sang pour

induire la cardioprotection via la PKC-¢ (Figure 5) [79].

1.4. Le conditionnement traumatique

Un phénomene plus rarement décrit, mais semblant également présenter de
puissantes capacités cardioprotectrices, est le conditionnement traumatique (Remote
Conditioning of Trauma, RCT) (Figure 5). Il s’agit d'induire de fagon non-ischémique
un conditionnement a distance, par l'intermédiaire de la stimulation de la réponse

nociceptive. Dans cette étude, Ren et al ont induit chez des souris une
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cardioprotection, caractérisée par une diminution de 81% de la taille de I'infarctus en
phase précoce et de 40% en phase tardive. En pratique, le RCT était réalisé par une
incision transverse de 2 cm au niveau de I'abdomen, allant de la peau jusqu’au

péritoine [129].

Ce conditionnement traumatique et le RIC sont donc différents, de part leur
mise en ceuvre, mais ils semblent tout deux partager des mécanismes communs. En
effet l'induction d’une cardioprotection par I'activation de la réponse nociceptive n’est
pas sans rappeler le transfert de la cardioprotection du RIC par la voie neuronale et
en particulier par le CGRP et la capsaicine. Les fibres C, qui sont des fibres
nerveuses sensitives, sont sensibles a la capsaicine et présentent dans leur
physiologie de nombreux neuropeptides comme le CGRP. La bradykinine et
I'histamine sont également capables de provoquer la libération de CGRP par ces
fibres sensitives de type C. C’est donc sans surprise que par la suite des travaux ont
démontré in vivo chez la souris que la capsaicine appliquée au niveau de I'abdomen
était capable d’induire une cardioprotection semblable a celle obtenue avec le RCT
[130]. L'utilisation de souris KO pour le récepteur B2 a la bradykinine ou bien
l'utilisation de I'antagoniste Hoechst-140 a aboli la cardioprotection induite par le
RCT. Cette inhibition était associée a la non translocation de la PKC-¢ [130,131].
Dans une étude récente, Gross et al. ont confirmé que le RCT nécessite I'action des
récepteurs a la bradykinine, et que la signalisation protectrice passerait par la voie du
cytochrome P450 (Figure 5) [132].

1.5. La transduction nerveuse du signal

Bien qu’aujourd’hui le réle du systéme nerveux dans la transduction du signal
cardioprotecteur a distance soit bien référencé, il n’en reste pas moins de
nombreuses zones d’ombres. Différentes molécules décrites précédemment
semblent impliquées, comme I'adénosine, la bradykinine, le CGRP, la capsaicine, le
NO, la PKC-¢, mais sans que I'on ait clairement identifié la cascade d’événements
relayant ces acteurs a 'organe a distance et au cceur. Il est possible que l'implication
de ces molécules soit dépendante de l'organe a distance qui est le sieége du

conditionnement ainsi que des voies nerveuses mises en jeu.
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Depuis une dizaine d’année plusieurs travaux ont cherché a mettre en
évidence un role de telle ou telle voie nerveuse dans la transduction du signal
cardioprotecteur, en réalisant des sections de nerfs afin d’abolir I'effet. Ding et al. et
Dong et al. ont respectivement mis en évidence que la section du nerf rénal ou du
nerf fémoral pouvait abolir I'effet cardioprotecteur du RIPreC [124,125]. L’ablation
des nerfs vagues pouvait également inhiber la cardioprotection a distance quand le
cceur est 'organe qui subit le conditionnement. Brzozowski et al. ont en effet montré
que le RIPreC, par des cycles d’I/R de I'lVA, pouvait étre aboli en cas de vagotomie
[133]. En 2010, une étude a confirmé que la section du nerf sciatique et du nerf
fémoral était capable de bloquer I'effet cardioprotecteur du RIPreC [134]. A linverse,
'application de capsaicine au niveau de I'abdomen ou la stimulation électrique
directe du nerf fémoral s’est montrée capable de mimer la cardioprotection induite
par le RIPreC [135].

Ce n’est que tout récemment que des travaux visant a identifier avec précision
les fibres nerveuses, le type de neurones ou de ganglions impliqués ont vu le jour.

Aprés avoir démontré que linjection intrathécale de naloxone méthiodide
(dérivé quaternaire de la naloxone, antagoniste non spécifique des récepteurs
opioides) était capable d’inhiber les effets cardioprotecteurs du RIPreC et du RCT,
Wong et al. ont utilisé plusieurs agents chimiques afin d’identifier le type de récepteur
opioide qui pouvait étre impliqué dans le transfert de la cardioprotection au niveau de
la moelle épiniére [136]. lls ont donc testé sans effets des antagonistes spécifiques
pour les récepteurs k et 8, mais I'antagoniste des récepteurs y a totalement inhibé la
cardioprotection. lls ont donc conclu que se sont les récepteurs opioides P qui sont
capables de relayer, au niveau de la moelle épiniére, le signal cardioprotecteur
(Figure 5).

L’hexaméthonium, antagoniste des récepteur nicotiniques a l'acétylcholine, a
clairement été démontré comme capable d’inhiber la cardioprotection induite par le
RIPreC [121,126,136]. Les récepteurs nicotiniques sont essentiellement présents au
niveau de la jonction neuromusculaire ainsi qu’au niveau pré et post-ganglionnaire
pour les systémes nerveux sympathique et parasympathique. L’hexaméthonium
n'ayant que peu d’affinité pour les récepteurs nicotiniques musculaires, cela suggere
que le RIPreC serait en partie relayé par le systéme neurovégétatif. Dans I'étude de
Mastitskaya et al., 'hypothése était que le RIPreC était dépendant de l'activité des

neurones pré-ganglionnaires du nerf vague, et donc de la voie parasympathique du
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systeme neurovegétatif. lls ont donc montré que [linhibition spécifique de ces
neurones par une transfection virale était capable d’inhiber l'effet du RIPreC. A
l'inverse, leur stimulation était capable de mimer I'effet du RIPreC. L’utilisation d’un
bloqueur des récepteurs cholinergiques muscariniques, l'atropine, a également
inhibé l'effet cardioprotecteur du RIPreC [137]. Il y a donc bien un réle du systéme
neurovegeétatif dans la transduction de la cardioprotection induite par le RIPreC, et en
particulier par la principale voie efférente du coeur, le nerf vague. Il semblerait qu’a la
fois les récepteurs cholinergiques nicotiniques et muscariniques soient impliqués
(Figure 5).

Une troisiéeme étude, réalisée sur des lapins, montrait que la cardioprotection
induite par le RIPreC au niveau d’'une patte était inhibée par différents traitements, a
savoir : la section de la moelle épiniére entre T9 et T10, la vagotomie bilatérale, le
blocage des récepteurs cholinergiques muscariniques a I'acétylcholine ou la section
des nerfs sciatiques et fémoraux. En revanche, la stimulation électrique du nerf

vague était capable de mimer la cardioprotection du RIPreC [138].

L’ensemble des études montrent donc que différentes voies neuronales

peuvent médier la cardioprotection a distance, a différentes étapes de la conduction.

- Dans un premier temps le signal initial du RIC ou du RCT serait pris en
charge par les nerfs moteurs et sensitifs périphériques, via une cascade de
signalisation dépendante de plusieurs molécules telles que l'adénosine, la

bradykinine, le NO ou encore le CGRP.

- Il serait ensuite transmis a la moelle épiniére par lintermédiaire des

récepteurs opioides p.

- Enfin, il serait véhiculé au cceur par les voies efférentes et en particulier le
systéme neurovégétatif parasympathique via le nerf vague et les récepteurs

cholinergiques nicotiniques et muscariniques.

2. Lavoie humorale

Bien que la théorie neuronale soit aujourd’hui bien documentée, d’autres

études apportent une vision différente sur la fagon dont peut étre médiée la
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cardioprotection par le RIC. Dés 1993, McClanahan et al. ont en effet montré qu’'une
période de reperfusion de l'organe a distance était essentielle pour obtenir I'effet
cardioprotecteur [70]. Cette observation va a I'encontre d’une réponse neuronale
rapide et plus dans le sens d'une libération dans le temps de facteurs humoraux.
Cette nécessité d’'une reperfusion de I'organe a distance, pour induire la libération de
facteurs dans la circulation sanguine, a ensuite été confirmée par Weinbrenner et al.
qui ont démontré que la réalisation d’'un RIPreC, par 15 min d'occlusion de l'aorte
abdominale, n’était protecteur que lorsque ce conditionnement était suivi d’une

période de reperfusion de 10 min [139].

2.1. La preuve du concept

Dickson et al. furent les premiers a démontrer que le transfert de la
cardioprotection pouvait passer par d’autres mécanismes que la signalisation
nerveuse. Dans une premiére étude de 1999, ils démontrérent qu’il était possible de
transférer la cardioprotection d’'un lapin ayant subit un RIPreC a un lapin naif, par
transfert de sang. Le conditionnement était appliqué au niveau de I'artére coronaire
circonflexe ainsi qu’a l'artére rénale par 5 épisodes de 5 min d’ischémie-10 min de
reperfusion. 5 mL de sang étaient récupérés 1 min avant et 1 min aprés chaque
épisode ischémique puis transfusés a un animal non conditionné. A la suite de cet
échange sanguin, la taille de I'infarctus observée chez I'animal transfusé était réduite

de 77% par rapport aux animaux non traités [140].

Ces travaux ont ensuite été confirmés dans un modéle de cceur isolé-perfusé
selon la technique de Langendorff. Des cceurs non traités recevaient I'effluent
coronaire collecté a partir de coeurs ayant subi un conditionnement local par 3 cycles
de 5 min dischémie globale-10 min de reperfusion. Les coeurs ainsi traités
présentaient une fonction améliorée [141,142] et une taille d’infarctus réduite

d’environ 75% par rapport aux cceurs contrbles [143].

44



Nerf vague

Récepteurs cholinergiques
nicotiniques et muscariniques

Récepteurs
Adénosine Nerfs sensitifs opioides
RIC Bradykinine
RCT NO
CGRP Nerfs moteurs
Voies afférentes Voies efférentes

Figure 5. La voie neuronale. L'’hypothése de la transmission du signal
cardioprotecteur par une voie neuronale met en jeu deux types de
conditionnements : le conditionnement ischémique (RIC) et le conditionnement
traumatique (RCT) a distance. lls sont tous les deux capables de provoquer, au
niveau périphérique, la libération de médiateurs qui vont activer des voies nerveuses
périphériques. Ces voies afférentes passent par des nerfs sensitifs ou moteurs,
dépendamment du type de conditionnement utilisé et de I'organe conditionné. Le
signal semble ensuite pris en charge au niveau de la moelle épiniere par
lintermédiaire des récepteurs p aux opioides. Il est finalement véhiculé jusqu’au
cceur par des voies efférentes, et en particulier par le systéeme neurovégétatif
parasympathique du cceur, c'est-a-dire le nerf vague. Cette transmission de
l'information passe par les récepteurs cholinergiques nicotiniques et muscariniques.

Ces preuves du concept de la cardioprotection a distance par des facteurs
humoraux furent de nouveau étayées par une étude en 2005, montrant que la
dénervation d’un coeur n’empéchait pas d’obtenir un effet cardioprotecteur par le
RIPreC. Dans ce modéle, le coeur d’'un porc non traité était transplanté a un autre
animal, et était donc privé d’innervation. La réalisation d’'un RIPreC, par 4 cycles de 5
min d’ischémie de patte-5 min de reperfusion, était capable de réduire de 57% la
taille de linfarctus, ce qui excluait 'hypothése neuronale d’'une voie efférente

jusqu’au coeur, notamment par le nerf vague [83].
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2.2. Talille et propriétés physicochimiques

Le débat sur la nature et la taille des facteurs humoraux mis en jeu n’est pas
encore tout a fait tranché. Différentes études ont été menées pour pouvoir répondre

a cette question.

La 1% étude est celle de Lang et al. qui ont utilisé une méthode protéomique
pour identifier des facteurs circulants de I'lPreC et du RIPreC mais sans succes.
Comme le seuil de détection de leur technique protéomique était de 8 kDa, ils en ont
conclu que la cardioprotection passait soit par une voie neuronale, soit par des
facteurs humoraux de taille inférieure a 8 kDa [144]. |l est néanmoins possible que la
technique utilisée a I'époque ne permettait pas d’identifier toutes les protéines

sanguines modifiées par I'lPreC ou le RIPreC.

En 2007, Serejo et al. ont utilisé une technique de filtration pour déterminer la
taille des facteurs circulants. Pour cela ils ont récupéré le perfusat coronaire issu d’un
ceeur préconditionné selon la technique de Langendorff et I'ont dialysé a travers une
membrane présentant des pores de 3.5 kDa. La fraction non dialysée, donc
supérieure a 3.5 kDa a ensuite été séparée en une fraction hydrophobe et une
fraction hydrophile, a l'aide d’'une colonne C-18. lls ont ensuite obtenu une
cardioprotection avec la fraction hydrophobe et ont donc conclu que les facteurs
circulants libérés par le conditionnement étaient de taille supérieure a 3.5 kDa et de
nature hydrophobe. lls ont également observé que cette cardioprotection était perdue
lorsque le perfusat était chauffé a 70°C, a 100°C ou bien laissé 24 h a température
ambiante. Cette cardioprotection était en revanche conservée lors de [ajout
d’'inhibiteurs des protéases au perfusat avant de le laisser 24 h a température
ambiante. Serejo et al. ont donc conclu que les facteurs circulants sont thermolabiles

et plutét de nature protéique [145].

Shimizu et al. ont également utilisé une colonne C-18 pour traiter le plasma de
lapins ayant subi un RIPreC. De la méme facgon, la fraction hydrophile n’était pas
capable de reproduire la cardioprotection, a I'inverse de la fraction hydrophobe. La
dialyse du plasma au travers de pores de 15 kDa permettait d’obtenir un éluat
cardioprotecteur, permettant ainsi de conclure a des facteurs circulants du RIPreC de
nature hydrophobe et <15 kDa [146].
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Il existe des limites dans ces deux derniéres études. En effet Serejo et al. et
Shimizu et al. n'ont pas testé réciproquement I'effet du dialysat <3.5 kDa et >15 kDa
sur la cardioprotection. lls n’ont également pas testé I'effet cardioprotecteur de la
fraction hydrophile non dialysée. Il est donc possible qu’ils soient passés a coté de

facteurs circulants d’'une nature et d’'une taille différente de ceux qu’ils ont décrits.

L’étude de Breivik et al. est venue apporter des précisions quand a ces limites.
En effet, contrairement aux études précédentes, Breivik et al. ont traité I'effluent
coronaire issu d’'un IPReC, par une colonne C-18, avant de le dialyser. lls ont ainsi
montré que peu importe la taille des molécules protectrices, seule la fraction
hydrophobe était capable d’induire la cardioprotection. lls ont donc apporté une
donnée nouvelle sur les facteurs circulants en concluant qu’ils sont nécessairement
de nature hydrophobe et que cette fraction est cardioprotectrice qu’elle soit injectée
en pré, en per ou en postcondtionnement. Ensuite, Breivik et al. ont réalisé
différentes dialyses de cette fraction hydrophobe en utilisant une membrane a 10
kDa et une membrane a 30 kDa. lls ont ainsi montré que les fractions <10 kDa, >10
kDa et <30 kDa étaient capables d’induire la cardioprotection, mais pas celle >30
kDa [94].

L’ensemble des études ayant investigué la nature de ces facteurs s’accorde
donc sur un point : la nature hydrophobe des facteurs circulants.

Concernant la taille des molécules impliquées, il existe encore des zones
d’ombre. Breivik et al., en fractionnant leur portion hydrophobe, ont clairement décrit
qu'il existe plusieurs facteurs circulants, certains <10 kDa et d’autres entre 10 et 30
kDa. Si on recoupe cette étude avec celles de Serejo et al. et Shimizu et al., qui
montrent respectivement des facteurs protecteurs >3.5 kDa et <15 kDa, alors il est
possible qu’il existe des facteurs compris entre 3.5 et 10 kDa et/ou entre 10 et 15
kDa et/ou entre 15 et 30 kDa. De plus, dans leur étude, Serejo et al. ont exclu la
participation de facteurs <3.5 kDa tels que I'adénosine (267 Da), la bradykinine (1060
Da) ou les opioides (500-800 Da) dans la cardioprotection induite par leur fraction
hydrophobe. Il n’en reste pas moins qu’ils n'ont pas testé I'effet cardioprotecteur de
leur dialysat <3.5 kDa. Il est donc possible que des facteurs inférieurs a ce seuil

puissent malgré tout induire la cardioprotection.
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La nature des facteurs circulants n’est aujourd’hui pas clairement établie mais

Serejo et al. ont statué clairement pour une nature protéique de ces molécules.

Actuellement il n’y a donc pas de réel consensus quant a la nature et taille des
facteurs circulants du RIC. Ce que montre I'étude de Breivik et al., c’est que la
cardioprotection a distance est le fait d'un ensemble de molécules et non d’'une
seule. Celles-ci sont peut étre méme dépendantes de la nature du conditionnement a

distance ou encore de l'organe a distance auquel il est appliqué.

L’amélioration des techniques de purification et d’identification pourrait
également expliquer les différences et les incertitudes observées dans ces études.
C’est notamment le cas de I'étude de Lang et al. qui en 2006, en utilisant une
technique protéomique de 2-dimensional differential in-gel electrophoresis (DIGE-2D)
/ matrix assisted laser desorption and ionisation - time of flight - mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS) et liquid chromatography - mass spectrometry / mass spectrometry
(LC-MS/MS), n’avait pas réussi a identifier des facteurs circulants >8 kDa. Les
progres de ces méthodes dans les derniéres années ont permis a Hepponstall et al.
de récemment étudier, par ces mémes techniques protéomiques, le protéome de
patients volontaires sains ayant subis un RIPreC. lIs ont cette fois démontré une forte
modification de I'expression protéique dans les plasmas avec pas moins de 51
protéines modulées. Parmi ces protéines identifiées, plusieurs correspondent aux
crittres de taille <30 kDa et d’hydrophobicité [147]. C’est donc la preuve que
I'amélioration des techniques utilisées permet aujourd’hui d’avoir une vision différente
sur les facteurs humoraux du RIC. De plus, il est probable que toutes ces études
n'observent qu’'une partie de la réponse humorale au RIC et qu’il existe différents
facteurs circulants cardioprotecteurs de taille et de nature physicochimique

différentes.

2.3. Espeéces chimiques

En paralléle des études sur la taille des facteurs circulants, les années 2000
ont été marquées par de nombreux travaux visant a identifier les espéces chimiques
pouvant étre responsables de la cardioprotection a distance. De multiples molécules
ont donc été décrites comme impliquées dans le RIC, et certaines sont aujourd’hui

bien documentées.
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2.3.1. Opioides

La famille des opioides est constituée de plusieurs types de peptides
(enképhalines, endorphines et dynorphines) ainsi que de plusieurs types de
récepteurs (O, K, 4). Ces molécules sont présentent dans le systéme nerveux central
et jouent un rdle de neuromodulation et neurotransmission, mais sont aussi
présentent dans les régions neuromusculaires du cceur, de l'intestin ou encore des
muscles squelettiques. Cette famille de molécules, déja décrite dans I'hypothése
neuronale, a également fait 'objet de plusieurs travaux évoquant une transmission

humorale du RIC.

Dickson et al. ont décrit en 2001 que l'effluent coronaire, issu d’'un cceur
préconditionné par un IPreC, pouvait induire une cardioprotection sur un coeur
contréle. Cet effet bénéfique pouvait étre aboli par la naloxone, un antagoniste non
spécifique des récepteurs aux opioides, alors que l'effet protecteur de I'lPreC n’était
pas inhibé [148]. C’est donc la premiére mise en évidence que, contrairement au
conditionnement local, le RIC est dépendant d’'un signal humoral de nature opioide.
La méme équipe a ensuite démontré cet effet inhibiteur de la naloxone, sur la
protection induite par l'effluent coronaire d’'un cceur conditionné, au niveau de la

contractilité d’'une portion isolée de jéjunum [149].

In vivo, c’est Patel et al. qui ont décrit le réle des opioides dans la voie
humorale du RIC, en montrant que le RIPreC par 15 min d’ischémie mésentérique-
10 min de reperfusion, n’était plus cardioprotecteur en présence de naloxone [150].
Une étude récente est venue confirmer I'effet inhibiteur de la naloxone sur le RIPreC
non plus réalisé sur un animal mais chez ’lhomme. S’appuyant sur les connaissances
que l'exercice physique est capable de protéger contre les Iésions de reperfusion,
Michelsen et al. ont utilisé le sang de volontaires sains, préconditionnés par un
exercice physique, pour protéger des cceurs de lapins isolés. Cette méthode de
conditionnement a permis de réduire la taille de linfarctus dans les coeurs traités,
mais pas lors de I'administration concomitante de naloxone aux coeurs isolés. La
cardioprotection induite dans ce modeéle par le conditionnement ischémique a
distance était donc dépendante des récepteurs aux opioides [151].
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Par la suite, les études se sont attachées a essayer d’'identifier le type de
récepteurs opioides impliqués dans le RIC. Addison et al. ont utilisé un cycle de
conditionnement au niveau de la patte pour réduire linfarctus et linfiltration des
neutrophiles au niveau de muscles périphériques (dorsaux, abdominaux, de la
cuisse). Cet effet protecteur, perdu en présence de naloxone, I'était également en
présence d’un antagoniste spécifique des récepteurs &1 aux opioides, le 7-
benzylidene naltrexone maleate (BNTX). L’injection du bloqueur des ganglions,
’hexaméthonium, de I'antagoniste non spécifique des récepteurs a 'adénosine, le 8-
SPT, ou d'un antagoniste spécifique des récepteurs A1 a l'adénosine, le 8-
cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX), n’était en revanche pas capable d’inhiber
la protection musculaire [152]. Ceci validait I'hypothése d’une transmission humorale
par les opioides au détriment de I'hypothése neuronale. Le BNTX fut également
capable d’inhiber la cardioprotection induite par 15 min d’occlusion-10 min de
reperfusion de l'aorte abdominale. A l'inverse le [D-Pen2,5] enkephaline (DPDPE),
un agoniste des récepteurs 1 aux opioides, a induit la cardioprotection [76]. Dans
cette étude, et contrairement a celle de Dickson et al. en 2001, la cardioprotection
induite par un IPreC était également abolie lors de I'inhibition de la voie des opioides,
suggérant de potentielles interactions entre les conditionnements, par la voie des

opioides.

Bien que les récepteurs 01 soient décrits comme impliqués dans la
cardioprotection induite par le RIC, Zhang et al. ont montré que [l'utilisation de
naltrindole, un antagoniste des récepteurs 6, n’a pas d’effet sur la cardioprotection
induite par un RIPreC a la patte. En revanche, la nor-binaltorphimine, un antagoniste
des récepteurs kK aux opioides, est capable d’inhiber cette protection. Le U50,488H,
un agoniste des récepteurs opioides Kk, permet également de réduire la taille de
linfarctus de facon similaire au RIPreC, de diminuer la libération de lactate
déshydrogénase (LDH), et aussi de réduire 'ouverture du mPTP [84]. En 2011, dans
un modeéle d’'ischémie cérébrale, Zhou et al. ont confirmé I'effet cardioprotecteur du
RIPostC par une voie humorale via les opioides, puisque la protection est perdue lors
de l'utilisation de naloxone, et mimée par l'ajout de morphine, un agoniste des

récepteurs opioides [153].

L’'implication des deux types de récepteurs aux opioides & et Kk, dans

I'hypothése humorale de la cardioprotection a distance, ne semble donc pas encore
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totalement définie. Il est cependant intéressant de noter qu’a I'’heure actuelle aucun
travail ne semble évoquer un réle des récepteurs Y aux opioides dans cette voie
humorale, alors que dans I'hypothése neuronale, ce sont ceux qui semblent

impliqués, contrairement aux récepteurs 0 et K.

2.3.2. Endocannabinoides

Les endocannabinoides sont des molécules jouant divers rbles, a la fois
neuromodulateurs et neuroprotecteurs, mais également dans le systeme

cardiovasculaire.

En 2004, Di Filippo et al. ont mis en évidence que les endocannabinoides
pouvait induire une cardioprotection dans leur modéle d’l/R myocardique in vivo chez
la souris. L’utilisation de WIN55212-2, un agoniste des récepteurs CB1 et CB2 aux
endocannabinoides, a en effet permis de réduire de 51% la taille de I'infarctus, de
diminuer la production d’interleukine (IL)-1B et de réduire l'infiltration leucocytaire.
L’utilisation d’'un antagoniste spécifique du récepteur CB2 (AM630) inhibait la
cardioprotection induite par le WIN55212-2, mais pas [lutilisation d’AM251,
antagoniste spécifique du récepteur CB1 [154]. Hajrosouliha et al. ont ensuite
confirmé cette hypothése en l'appliquant au domaine de la cardioprotection a
distance. lls ont montré qu’'un RIPreC par 15 min d’ischémie de l'artére mésentérique
suivi de 15 min de reperfusion était capable de diminuer la taille de l'infarctus et la
durée des arythmies. La protection obtenue était perdue lors de I'utilisation d’AM630
mais pas avec 'AM251 [155].

L’'implication du récepteur CB2 dans la protection cellulaire a également été
démontrée au niveau du systéme nerveux central. Les endocannabinoides étant en
effet tres présents dans ces tissus, Viscomi et al. ont réalisé des ischémies
cérébrales a des animaux, en présence ou non d’'un agoniste des récepteurs CB2
(JWH-015). En présence de I'agoniste, une protection cellulaire était observée par la
diminution de la mort neuronale et par la diminution de la libération de cytochrome C.
Ces effets bénéfiques étaient ensuite perdus lorsque les animaux recevaient un
antagoniste des récepteurs CB2 (SR144528) [156]. Su et al. ont continué a explorer
l'effet protecteur des endocannabinoides dans le systéme nerveux central en

réalisant un RIPreC a la patte de rats pour les protéger contre une future ischémie
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cérébrale. L'effet protecteur, passant par une diminution du déficit moteur ainsi
qu'une augmentation du nombre de neurones normaux, était ensuite inhibé par
I'utilisation d’AM251 mais pas par '’AM630. Dans ce modele de RIC, ce sont donc les
récepteurs CB1 qui semblent impliqués dans la transduction humorale du signal

protecteur [157].

2.3.3. Oxyde nitrique

Une autre molécule qui semblerait impliquée dans la transmission du signal

protecteur du RIC est le NO.

Les données de la littérature ne sont pas toutes en accord et certaines méme
ne décrivent pas cette molécule comme impliquée dans la voie humorale. C’est le
cas d'un travail dans lequel un RIPreC par une ischémie de lintestin réalisé en
présence d’'un inhibiteur de la NOS, le Nw-nitro-L-arginine (L-NNA), ne permettait
pas d’inhiber la cardioprotection [158]. Le méme inhibiteur, utilisé dans un modéle de
RIPreC a la patte avant une ischémie cérébrale, n’était de nouveau pas capable de
bloquer la protection tissulaire précoce a 15 min. Un inhibiteur spécifique de I'oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS), le S-methylisothiourea sulfate, permettait en

revanche de bloquer la protection tardive a 48 h [159].

Dans d’autres modeéles et d’autres organes, les études mettent en évidence
un role du NO dans le RIC. C’est le cas d’'un préconditionnement réalisé au niveau
hépatique, qui permet de protéger les poumons, mais pas en présence de L-NAME
[160]. Ce méme inhibiteur, utilisé dans un modéle de préconditionnement a la patte
était également capable d’inhiber la protection musculaire a l'ischémie [161]. Les
travaux de Kanoria et al. ont aussi décrit le NO comme impliqué dans le phénoméne
du RIC. Dans plusieurs études, ils ont montré que le RIPreC au niveau d’'une patte
était capable de protéger le foie contre I'ischémie. Cela se traduisait par une
diminution des phénomeénes déléteres observés lors d’'une ischémie seule, tels que
I'élévation des niveaux d’aminotransférases, une réduction de la pression artérielle,
du flux hépatique, de l'oxygénation périphérique et mitochondriale. Ces effets
bénéfiques du RIC étaient corrélés a une augmentation du taux de NO circulant, a la

fois au niveau artériel périphérique et au niveau veineux hépatique [96,162,163].
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Tokuno et al. ont décrit que le RIPreC par ischémie cérébrale était capable de
diminuer l'expression de I'eNOS, d’augmenter celle d’iNOS, de diminuer la
contraction et d’'augmenter la relaxation d’anneaux aortiques isolés. lls ont suggéré
que 'augmentation de I'expression d’iINOS était un signe du réle de médiateur du NO
dans la cardioprotection. Il pouvait également étre un effecteur final de cette
protection par ses propriétés vasodilatatrices [164]. Dans une autre étude, cette
méme équipe a décrit le RIPreC par une ischémie cérébrale, comme capable de
protéger contre linfarctus, mais pas chez des souris INOS KO. Au niveau du
myocarde, I'expression d'iNOS est restée inchangée 24 h aprés le RIPreC. Le NO
semblait donc jouer plus un réle de cible finale de la cardioprotection [81]. Wang et
al. ont montré que ['utilisation de deux inhibiteurs de I'iINOS, 'aminoguanidine et le S-
methylisothiourea sulfate, était capable d’inhiber les effets cardioprotecteurs d’un
RIPreC intestinal. Alors que le NO semble impliqué dans cette cardioprotection, les
auteurs n‘ont pas détecté d’augmentation de I'expression d’iINOS au niveau
myocardique, 24 h apres le conditionnement. En revanche, 30 min aprés I'ischémie
myocardique, I'expression d'iNOS était augmentée. Cette augmentation était bloquée
par les deux inhibiteurs [165]. A l'inverse, Li et al. ont détecté une augmentation de
'INOS myocardique 24 h aprés un RIPreC [101].

La fonction précise du NO, notamment dans la cardioprotection tardive du
RIC, n’est pas encore trés claire et la distinction entre médiateur humoral et effecteur

final reste donc encore a préciser.

2.3.4. Autres médiateurs

De nombreuses autres molécules ont fait I'objet d’études quant a leur capacité
a véhiculer I'effet cardioprotecteur du RIC. C’est le cas de I'érythropoiétine (EPO) qui
permet de mimer I'effet du RIPreC chez des rats en insuffisance rénale, alors que
celui-ci était inefficace [73]. L'utilisation d’'un antagoniste des récepteurs A1 a
'angiotensine permet également de bloquer la cardioprotection du RIPreC [75].
L’héme oxygénase-1 présente des propriétés protectrices dans le RIC puisque son
expression est augmentée dans le foie a 4 h et a 24 h aprés le conditionnement. Son
inhibition par le Zinc protoporphyrin IX abolit cette protection [166]. Kanoria et al. ont
aussi suggéreé que 'héme oxygénase-1 jouait un réle en association avec le NO [85].

Le facteur de réponse a I'’hypoxie (HIF-a) semble également jouer un rdle dans la
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réponse humorale au RIC. Habituellement dégradé par les prolyl-hydroxylases,
I'inhibition de ces molécules permet de mimer la cardioprotection induite par le
RIPreC. L’activation de ces prolyl-hydroxylases, ou l'inhibition de la signalisation de
HIF-a passant par le nuclear factor-kB (NF-kB), bloque l'effet protecteur [167]. Ce
travail est cependant en désaccord avec celui publié récemment par notre
laboratoire, et démontrant 'absence d’implication de HIF-a dans la cardioprotection a
distance. Notre étude a eu recours a I'utilisation de souris HIF-a*" et & I'utilisation
d’'un inhibiteur pharmacologique du HIF-a, le cadmium. Dans ces deux modéles in

vivo, la cardioprotection induite par le RIPreC n’était pas abolie [168].

3. Lavoie systémique

La voie de réponse systémique au RIC consiste en une modification de
I'expression génique globale ainsi qu’en une modulation de la réponse inflammatoire.

L’ensemble aboutit a I'inhibition de phénomeénes de stress cellulaire et d’apoptose.

3.1. L’expression génique

Un profil génique favorable semble étre induit en réponse au RIC, et pourrait
médier la cardioprotection par l'inhibition ou l'activation de génes apoptotiques/anti-
apoptotiques. Konstantinov et al. ont été les premiers a démontrer 'influence du RIC
sur la transcription. Dans leur étude, ils ont appliqué le conditionnement a des
volontaires sains par des ischémies au niveau du bras, et ont observé les
modifications dans I'expression des génes au niveau des leucocytes circulants. Des
protéines proinflammatoires et proapoptotiques telles que les récepteurs de type Toll
4 (toll like receptors 4, TLR4), le TNF receptor superfamily, member 6 (TNFR6), le
CD11b ou encore la caspase 8 voyaient leur expression réduite. En revanche, des
protéines anti-inflammatoires comme la calpastatine ou I'heat shock protein 70
(HSP70) étaient surexprimées [169]. Ces observations ont été confirmées par deux
études chez I'animal montrant une modification de I'expression génique dans le coeur

de souris en réponse a un RIPreC [170,171].
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3.2. L’inflammation

En étroite relation avec la modulation de I'expression génique, la suppression
de l'inflammation induite par le RIC joue un réle central dans la réduction des lésions
d’'I/R. Le duo NF-kB et son inhibiteur (inhibitor of NF-«kB, 1-kB) est un acteur majeur
de cette modulation de linflammation. Dans le myocarde, le RIPreC induit la
translocation de NF-kB dans le noyau et provoque I'expression de molécules anti-
inflammatoires. Cela permet ainsi de réduire la taille de l'infarctus. Les souris KO
pour la sous-unité p105 de NF-kB ne présentent pas de cardioprotection en réponse
au RIPreC [101].

Le TNF-a, un autre marqueur de linflammation, est également modulé en
réponse au RIC. Peralta et al. ont montré que 'augmentation de TNF-a, observée
aprés une ischémie du foie, était diminuée suite au RIPreC, empéchant ainsi
'expression de la P-selectine et le recrutement des leucocytes dans les autres
organes [172]. Le RIPostC appliqué au niveau de l'aorte abdominale induit
également la diminution de linflammation dans les poumons et les reins via la
réduction de I'expression des ROS et du TNF-a [173]. La méme protection des
poumons a été constatée par Harkin et al. ainsi que Waldow et al. suite au RIPreC a
la patte. Ce conditionnement a réduit I'expression d’IL-6, d’IL-1B, I'importance des
cedémes, linfiltration leucocytaire et la phagocytose [174,175]. Wei et al. ont
également décrit que le RIPreC a la patte était capable de diminuer la taille de
linfarctus via notamment la diminution de linfiltration des macrophages et des
polynucléaires neutrophiles, ainsi que I'expression de la protéine chimioattractive

monocytaire (monocyte chimoattractant protein-1, MCP-1) [88].

Chez 'homme, le RIPreC au niveau du bras induit également une réponse
anti-inflammatoire au niveau circulatoire. Elle se manifeste notamment par la
diminution de l'adhésion, la phagocytose et I'exocytose des leucocytes circulants
[176].

Tous ces résultats suggérent donc un réle central de linflammation, et
notamment par l'infiltration leucocytaire, dans les Iésions d’ischémie-reperfusion. La
modulation de ce phénomeéne par le RIC semble donc étre une part essentielle dans

son effet protecteur.
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La transduction du signal

Comme pour le conditionnement local (Ischemic Conditioning, IC), de
nombreuses études ont exploré les capacités protectrices du RIC, mais sans que la
signalisation qui permet d’obtenir ces effets ne soit clairement élucidée.

La transduction du signal serait organisée en différentes étapes successives
depuis I'organe a distance jusqu’au cceur. La premiere étape serait I'induction, par
'organe conditionné, d’'un message protecteur. Comme décrit précédemment,
plusieurs hypothéses (neuronale, humorale ou systémique) existent quand a la
nature de ce message. La deuxiéme étape consisterait a I'activation, par le message
protecteur, de protéines G au niveau du cceur. Ces protéines permettraient
l'intégration du message et I'activation d’'une signalisation intracellulaire. En réponse
a ces cascades de signalisation, des effecteurs de la cardioprotection seraient a leur
tour activés et permettraient de répondre au stress ischémique et ainsi de protéger le
myocarde. Cette protection aurait lieu au travers de différentes régulations
physicochimiques, voire méme au travers de l'activation de nouvelles signalisations

intracellulaires.

Toutes ces étapes concernant la transduction du signal sont a considérer avec
précaution et aucune n’est démontrée avec certitude. Compte tenu des différentes
hypothéses de transfert de la cardioprotection a distance, et de la multitude de
mediateurs envisagés, il est trés probable qu’il existe plusieurs cascades de
signalisation et plusieurs effecteurs finaux induits par le RIC. De plus, comme il
n’existe que peu d’études ayant permis d’explorer les voies de signalisation du RIC, il
est possible de faire le paralléle avec celles concernant I'lC, mais sans avoir la

certitude que les signaux mis en jeu sont strictement identiques.

1. Les voies RISK et SAFE

Les kinases de survie cellulaire des voies RISK et SAFE sont classiquement
décrites dans le conditionnement local, et sont capables d’induire la cardioprotection
au travers de [lactivation de protéines anti-apoptotiques et de [linhibition de
phénomeénes apoptotiques comme l'ouverture du mPTP. A I'heure actuelle, seuls
quelques travaux ont étudié I'implication de ces voies de survie RISK et SAFE dans
le RIC.
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Dans un travail sur I'étude des facteurs circulants du RIC, Huffman et al. ont
utilisé I'effluent coronaire d’animaux ayant subi un conditionnement local. Cet effluent
coronaire, injecté a un cceur non traité, était capable d’induire une cardioprotection.
lls ont ainsi montré que ce conditionnement a distance était capable d’induire une
surexpression de la protéine STAT-3 ainsi qu'une diminution de l'expression de
STAT-1 et de la protéine apoptotique Bcl-2-associated X protein (Bax). Cette
augmentation de STAT-3 était perdue en cas d’utilisation d’'un inhibiteur spécifique
de la protéine JAK, 'AG490 [142].

D’autres protéines kinases furent décrites comme impliquées dans le RIC par
Heidbreder et al. Dans cette étude, le RIPreC était appliqué au niveau intestinal et
était comparé a l'lPreC classique. Les deux conditionnements étaient capables
d’augmenter la phosphorylation des protéines kinases ERK1/2 et c-Jun N-terminal
kinases 1/2 (JNK1/2). De fagon surprenante cette augmentation suite au RIPreC a eu
lieu non pas dans le myocarde mais dans l'intestin gréle. Il n’en reste pas moins que
I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ces deux kinases était capable d’inhiber I'effet
cardioprotecteur du RIPreC [77]. Il s’agirait donc d’une activation des voies de survie
dans l'organe a distance, induisant ensuite une autre signalisation cardioprotectrice
dans le myocarde. La capacité des deux types de conditionnements a activer les
mémes voies de survie a ensuite été retrouvée dans I'étude de Xin et al. Le RIPerC
et I'lPostC augmentaient la phosphorylation d’Akt et de ERK1/2, et de maniére
intéressante, encore plus lorsque les deux conditionnements étaient associés. Des
inhibiteurs spécifiques de la PI3K et d’ERK1/2 étaient capables d’inhiber I'effet
protecteur de I'association RIPerC + [PostC, mais les auteurs n'ont pas testé I'effet

des inhibiteurs seuls, sur chacun des conditionnements [177].

L’activation des mémes voies de signalisation, par les conditionnements
locaux et a distance, a également été explorée dans un travail de notre équipe. Nous
avons testé I'effet de I'lPostC et du RIPerC, sur 'activation des deux voies de survie,
RISK et SAFE. Démontrés comme protecteurs séparément, la cardioprotection
induite par I'association des deux conditionnements était supérieure a celle obtenue
avec I'lPostC seul, suggérant ainsi un effet synergique. Nous avons démontré que
I'lPostC et le RIPerC activaient tous les deux a la fois la voie RISK, via Akt, ERK1/2,
GSK-3B, et la voie SAFE via STAT-3. Ces activations de la voie RISK n’étaient pas
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supérieures lorsque les deux conditionnements sont associés, en revanche
'activation de STAT-3 était significativement augmentée dans le groupe RIPerC +
IPostC. Contrairement a I'étude de Xin et al. nous avons cherché a mettre en
évidence un cross-talk entre les voies RISK et SAFE, pouvant expliquer I'effet
synergique observé en terme de cardioprotection ou d’activation de STAT-3.
L’utilisation d’un inhibiteur de la voie SAFE, 'AG490, nous a donc permis de mettre
en évidence la perte totale de [l'effet cardioprotecteur, liée a I'absence de
phosphorylation de STAT-3. Nous avons également pu observer la perte de la
phosphorylation des protéines de la voie RISK en réponse a I'AG490. Ce lien
intéressant entre les deux cascades de signalisation a également été retrouvé lors
de [l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la voie RISK. Nous avons utilisé la
wortmannine, qui bloque PI3K-Akt, et le U0126 qui bloque MEK1/2-ERK1/2, et
comme précédemment la cardioprotection était totalement inhibée et 'ensemble des
kinases était non phosphorylé. Nous avons ainsi pu mettre en évidence un lien entre

les deux cascades de signalisation intracellulaire RISK et SAFE [47].

Il est maintenant clair que la signalisation de I'lC et du RIC passe par les voies
de survie RISK et SAFE, et que celles-ci peuvent interagir entre elles. Il existe
cependant quelques divergences quand a ces activations, notamment entre les
études de Heidbreder et al. et Xin et al. En effet, les premiers n’ont pas montré de
phosphorylation des kinases dans le myocarde suite au RIPreC, a linverse des
seconds. La raison qui pourrait expliquer ces différences peut étre le fait que les
deux RIPreC ne sont pas appliqués aux mémes organes a distance, en l'occurrence
respectivement l'intestin et la patte. Il est également possible que pour un méme
organe conditionné, selon que les cycles soient appliqués en pré, en per ou en post-
conditionnement, I'influence sur la cascade de signalisation mise en jeu ne soit pas
identique. Hausenloy et al. ont en effet montré que pour un méme organe
conditionné, a savoir la patte, le RIPreC et le RIPerC ne partagent pas la méme
signalisation. Ces deux méthodes sont capables de réduire la taille de I'infarctus
mais seul le RIPreC est sensible a un inhibiteur de PI3K-Akt [178]. Il est donc
possible qu’il existe le méme type de différence de signalisation entre un RIPreC a la

patte ou a l'intestin.
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2. Les canaux potassiques mitochondriaux ATP dépendants

Un élément qui semble essentiel a la cardioprotection, et qui a fait I'objet de
nombreuses études, est l'activation des canaux potassiques mitochondriaux ATP
dépendants. Ces canaux ont largement été décrits comme impliqués dans la
cardioprotection locale, mais également a distance. Localisés au niveau des
membranes internes des mitochondries, ils permettent I'entrée de K' dans le
compartiment interne. lls sont inhibés par la présence d’ATP, et a l'inverse, leur
ouverture peut étre médiée par différentes molécules comme le NO. Durant
ischémie, ils s’ouvrent et permettent ainsi de compenser la perte en ATP, de
préserver le potentiel de membrane mitochondrial et de diminuer la surcharge
calcique. Il existe des canaux de ce type également au niveau des sarcolemmes.
Ces derniers ne semblent cependant pas jouer un réle dans le RIC, puisque la
protection induite par le conditionnement n’est pas perdue lors de l'utilisation d’un
inhibiteur spécifique, ’THMR-1098 [97,132,179].

2.1. Mise en évidence de I'effet protecteur

La mise en évidence de l'effet cardioprotecteur du RIC par l'intermédiaire de
ces canaux mKartp est maintenant ancienne. En effet, des 1998, Pell et al. ont décrit
que le RIPreC au niveau rénal était capable d’induire la cardioprotection, en passant
par un mécanisme dépendant des récepteurs a I'adénosine, mais également en
mettant en évidence un réle de ces mKarp. L'utilisation d’un inhibiteur spécifique, le
5-hydroxydecanoate (5-HD), permettait en effet d’abolir I'effet protecteur du RIPreC
[74]. Cet effet inhibiteur du 5-HD a ensuite été retrouvé dans un grand nombre
d’études sur le RIC [97,179,180]. Un inhibiteur non spécifique des canaux
mitochondriaux, le glibenclamide (Glib), a également été utilisé pour démontrer
I'implication de ces mKatp dans la cardioprotection a distance [83,87,89,97,149,179].
A linverse, l'utilisation d’activateurs de ces mKarp a également été une approche
pour tester leur effet sur le RIC. Moses et al. ont réalisé un RIPreC au niveau de la
patte pour protéger des muscles dorsaux de lischémie, et ont démontré que
I'utilisation de BMS-191095, un activateur des canaux mKarp, était capable de mimer
I'effet protecteur du RIPreC, et de diminuer linfiltration leucocytaire [97]. De la méme
fagon, Kristiansen et al. ont utilisé le diaxozide pour activer les canaux, et ont obtenu

ainsi une cardioprotection similaire au RIPreC a la patte [179]. Dans le RCT, les
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canaux mKarp semblent aussi jouer un réle, puisqu’une étude récente de Gross et al.
a décrit que l'utilisation de 5-HD bloque l'effet protecteur de l'incision abdominale
[132].

Décrit chez l'animal, le réle de ces canaux dans la cardioprotection a
également été démontré chez I'homme. Dans la cardioprotection a distance,
'application d’'un RIPreC ou d’'un RIPerC au niveau d'un bras ou d'une jambe,
pendant l'ischémie prolongée de l'autre bras, permet de préserver la fonction
endothéliale. L’administration aux patients de Glib par voie orale permet en revanche
d’inhiber la protection induite [181]. Dans le conditionnement local, le méme résultat
a été obtenu en appliquant un IPostC durant la premiére minute de reperfusion du
bras ayant subi I'ischémie. L’inhibition des |ésions endothéliales observées était de

nouveau perdue par I'administration préalable de Glib aux patients [182].

2.2. Activation des canaux mKatp

2.2.1. La protéine kinase A et la kinase Rho

Malgré les nombreuses études mettant en évidence l'implication des mKartp
dans le conditionnement local et a distance, peu d’entre elles ont réussi a expliquer
comment ces canaux seraient activés. Zhao et al. ont donné un premier élément de
réponse en décrivant que le RIPreC était capable d’'inhiber la taille de l'infarctus,
limportance du no-reflow, d’augmenter le volume coronaire, et d’inhiber I'activation
de la kinase Rho (Rho K). Cette Rho K semblait avoir un role néfaste pour la
cardioprotection, puisque l'utilisation d’un inhibiteur spécifique était capable de mimer
'effet du RIPreC. L’hypothése que la Rho K est un inhibiteur des mKatp a donc été
confirmée par [I'utilisation de Glib. Celui-ci était capable d’inhiber les effets
protecteurs du RIPreC et de linhibiteur de la Rho K, mais sans empécher son
activation [89]. La Rho K se trouve donc en amont dans la signalisation menant aux
mKatp €t en conditions normales elle inhibe I'ouverture de ces canaux. Lors d’un
RIPreC, cette kinase est inhibée, permettant ainsi d’activer les mKarp et d’'induire la
cardioprotection. Décrite dans d’autres domaines que la cardioprotection, la
signalisation de la kinase Rho semble dépendante de la protéine kinase A (PKA), qui

aurait un rdle inhibiteur [183,184]. L’activation de la PKA, décrite dans la
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cardioprotection, serait donc responsable de cette inhibition de la kinase Rho et de
I'activation des mKarp (Figure 7) [185-187].

2.2.2. La protéine kinase C

2.2.2.1. Utilisation d’inhibiteurs

Déja décrite comme impliquée dans la cardioprotection induite par l'lC, la
PKC-¢ semblerait également jouer un réle dans le RIC. Son implication a été mise en
évidence par l'utilisation d’inhibiteurs de cette protéine, la chelerythrine et la
staurosporine, qui ont tous les deux bloqué l'effet protecteur du RIPreC au niveau
intestinal ou de l'aorte abdominale [79,126,139,180]. La chelerythrine s’est méme
montrée efficace pour inhiber I'action de I'lPreC, démontrant bien son effet dans les

deux types de conditionnement [139].

Les différentes études ayant exploré son rdle sont cependant contradictoires,
et ne mettent pas en évidence les mémes médiateurs impliqués. Dans leur étude,
Wolfrum et al. ont utilisé 'hexaméthonium, un bloqueur des ganglions, et le Hoechst-
140, un antagoniste spécifique des récepteurs B2 a la bradykinine, et ont démontré
une inhibition de I'activation de la PKC-¢ ainsi que de la cardioprotection induite par
le RIPreC [126]. lls ont donc suggéré un réle neuronal par la bradykinine dans
lactivation de la PKC-¢. Weinbrenner et al. ont contredit cette conclusion et
suggeérent plutét I'action d’'un facteur humoral puisque, dans leur modéle de RIPreC
au niveau de l'aorte abdominale, la cardioprotection n’était pas inhibée par
’hexaméthonium [139]. Wang et al. ont également confirmé que, dans leur modéle
de RIPreC intestinal, I'hexaméthonium n’avait pas d’effet inhibiteur, contrairement a
un bloqueur des mKatp [180]. En 2005, contrairement aux deux études précédentes,
Wolfrum et al. ont confirmé le réle neuronal dans l'activation de la PKC-¢. lls ont
montré que le RIPreC intestinal augmentait la concentration plasmatique en CGRP,
mais pas en preésence de chelerythrine. L'injection de ce peptide permettait de mimer
la cardioprotection a distance et l'utilisation d’'un antagoniste de ses récepteurs
bloquait le RIPreC. L’hexaméthonium, bien qu’inhibant I'activation de la PKC-¢ et le
RIPreC, n’avait aucun effet sur la libération de CGRP par 'ischémie a distance. C’est
donc que le CGRP est impliqgué en amont de la PKC-¢ et que ces deux molécules

sont liées dans I'action cardioprotectrice du RIPreC (Figure 7) [79].
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2.2.2.2. Liens avec les ROS

Comme dans I'lC, les ROS semblent jouer un réle majeur dans l'induction de
la cardioprotection a distance. La mitochondrie, et en particulier les canaux mKarp,
sont a l'origine de cette production de ROS. Leur ouverture, sous l'effet du RIC, va
augmenter I'entrée de K' dans la matrice mitochondriale, et donc induire son
gonflement et son alcalinisation. Ceci a pour effet d’activer la chaine de transport de
protons, aboutissant a la production d’anion superoxyde (O2¢) puis de peroxyde
d’hydrogéne (H2O.) (Figure 7) [188]. L’H,O, ainsi produit jouerait donc un rdle de
messager de la cardioprotection. Cet effet dans le RIC a été démontré par I'utilisation
de N-2-mercaptopropionyl glycine (MGP), un bloqueur de la libération de radicaux
libres. Son administration in vivo a des rats, avant un RIPreC au niveau de l'aorte
abdominale, était capable d’inhiber la production de ROS ainsi que [Ieffet

cardioprotecteur observé [188] .

Décrit par Costa et al., le lien entre ROS et mKarp s’établi grace a la PKC-g,
qui est présente sous 2 isoformes, PKC-¢4 et PKC-¢,. Activée par le cGMP et la
PKG, la PKC-¢¢ est responsable de I'ouverture des canaux mKatp, aboutissant ainsi
a la production de ROS. Ceux-ci vont ensuite avoir un role de rétrocontréle positif en
activant a leur tour la PKC-¢g1, Queliconi et al. ont démontré que 'Oz et I'H,O, ont
des effets activateurs sur les canaux mKarp, mais également les dérivés nitrés [189].
Ces résultats sont concordants avec I'hypothése que le NO activerait le cGMP,

responsable a son tour de I'activation de la PKG, et donc de la PKC-¢4 (Figure 7).

2.2.2.3. Les connexines-43

Les connexines sont des protéines transmembranaires formant des jonctions
communicantes entre les cellules. La connexine-43 (Cx-43) est trés présente dans
les cellules cardiaques et son implication dans la signalisation de la PKC a
également été décrite. Rottlaender et al. ont décrit que la PKC induirait la
phosphorylation de la Cx-43, elle-méme aboutissant a I'ouverture des canaux mKatp.
Cette phosphorylation de la Cx-43 serait habituellement inhibée par la protéine GSK-
3B, mais la PKC aurait un réle d’inhibiteur de cette GSK-33 (Figure 7) [190]. La
GSK-3pB est en effet une protéine active sous sa forme non phosphorylée, et donc

I'activation de la PKC induirait une phosphorylation inhibitrice sur cette protéine. Plus
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éloignée de la PKC et des canaux mitochondriaux, la Cx-43 pourrait également jouer
un réle de cofacteur de la sous-unité G des protéines G. L’activation de ces
protéines G, décrite comme étant une voie de transduction du signal du RIC, induirait
'activation de la PI3K, d’Akt, et au final une phosphorylation de la GSK-3 [191].
C’est cette méme signalisation par PI3K et Akt qui méne a la production de NO par la

NOS et donc a I'activation des mKarp.

2.3. Effets bénéfiques des mKarp

Le consensus serait donc qu’'un médiateur du RIC se lierait au niveau de
protéines G, induisant une cascade de signalisation passant par 'augmentation de
lactivité de la PKA. La Rho kinase serait ainsi inhibée. La signalisation du RIC
passerait aussi par la production de NO, I'activation des PKG, ainsi que des PKC.
L’ensemble aboutirait finalement a I'ouverture des canaux mKarp, Il existe ensuite
plusieurs hypothéses concernant les effets bénéfiques de cette ouverture, compte
tenu des différents réles physiologiques liés a la mitochondrie et a ces canaux
potassiques. Il est probable que plusieurs de ces hypothéses soient exactes et

gu’elles ne soient pas nécessairement exclusives les unes des autres.

2.3.1. Action sur la physiologie de la mitochondrie

La premiére action de I'ouverture des canaux mKarp passerait par une légéere
dépolarisation de la membrane mitochondriale, engendrant une diminution de
I'accumulation de Ca®* dans la matrice [192]. Une augmentation du volume de la
matrice mitochondriale serait également induite par l'ouverture des canaux
potassiques. Cela inhiberait ainsi la contraction de cette matrice, causée par la
phosphorylation oxydative, pouvant avoir des effets délétéres sur la mitochondrie
[193]. Enfin, la préservation de l'intégrité de la mitochondrie, afin de limiter les pertes
en ATP pendant I'ischémie, serait causée par I'ouverture des mKatp, La mitochondrie
pourrait ainsi mieux répondre a la demande énergétique a la reperfusion. Elle
éviterait ainsi le fonctionnement anarchique de la chaine respiratoire lors de la

reperfusion, et donc des contractions de la matrice mitochondriale [194].

Le contrdle de la production de ROS semble aussi étre un réle essentiel des

canaux mKarp et de la protection induite par le RIC. Classiquement, une production
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néfaste de ROS est observée durant Iischémie [195,196] ainsi que pendant la
reperfusion [197,198]. A l'inverse, une production de ROS, tels que 'O+ et I'H20,,
est également retrouvée dans la cardioprotection passant par les PKC-¢. || semble
donc que se soit la quantité de radicaux libres produite qui soit responsable d’un effet
délétere ou bénéfique. La cardioprotection a distance, comme locale, a été
démontrée comme capable de bloquer cette production excessive de ROS, observée
pendant I'l/R, et ce d’'une facon dépendante des mKatp et de la PKC [177,197]. Les
ROS ont donc des propriétés dichotomiques puisqu’ils peuvent dans une certaine
mesure étre responsables de Iésions tissulaires par leur surproduction, mais
également induire une signalisation cardioprotectrice lorsqu’ils sont produits par

I'ouverture des canaux potassiques mitochondriaux.

3. Le pore de transition de perméabilité mitochondrial

3.1. Physiopathologie du canal

L’ouverture des mKatp est également en relation directe avec le mPTP. Décrit
initialement par Haworth and Hunter, la structure exacte du canal est encore sujette a
débat mais 3 constituants semblent étre aujourd’hui identifiés [199]. Il s’agit du canal
anionique voltage-dépendant (voltage-dependent anion channel, VDAC) [200],
présent au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, de 'ATP/ADP
translocase de la membrane interne (adenine nucleotide translocase, ANT) [201], et
de la cyclophiline D (CyP-D) présente dans la matrice mitochondriale [200]. D’autres
protéines, dites régulatrices, pouvant interagir avec ces 3 composants,
constitueraient également le mPTP. |l s’agit notamment de I'hexokinase, de la
créatine kinase, des récepteurs périphériques des benzodiazépines ou encore des

protéines B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) et Bax [202] (Figure 6).

Ce pore est essentiel pour I'intégrité de la chaine respiratoire mitochondriale,
et ce sous sa forme fermée. Son ouverture est provoquée par différents phénomeénes
tels que I'accumulation de calcium, la production excessive de ROS ou encore de
faibles niveaux en ATP [203]. Cela rend la membrane interne de la mitochondrie
perméable a I'eau et aux solutés, faisant ainsi s’effondrer le potentiel de membrane
mitochondrial. Les conséquences sont alors dramatiques pour la cellule puisque la

phosphorylation oxydative s’arréte, provoquant une déplétion en ATP, un gonflement
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de la matrice et pour finir la mort de la cellule par nécrose [204]. En plus de ces
phénomeénes physiques et énergétiques, la libération de molécules apoptotiques
peut également expliquer la mort cellulaire engendrée par I'ouverture du mPTP. La
membrane externe, sous I'effet du gonflement de la matrice mitochondriale, libére en
effet le contenu de I'espace inter-membranaire et notamment du cytochrome C et

I'apoptosis inducing factor [203].

Le mPTP, de part la nature des facteurs pouvant influencer son ouverture, a
donc trés rapidement été décrit comme responsable d’'une partie des Iésions d’I/R.
En effet, bien qu'’il soit fermé durant l'ischémie, 'accumulation de calcium ainsi que la
déplétion en ATP classiquement décrites, correspondent aux facteurs pouvant
induire son ouverture. A la reperfusion, la production excessive de ROS est
également un mécanisme pouvant activer I'ouverture de ce pore [12]. Fermé durant
'ischémie, le mPTP s’ouvre donc dans les premiéres minutes de la reperfusion et

provoque ainsi une partie des dommages cellulaires de I'l/R [58,204].

3.2. mPTP et cardioprotection

Le mPTP est donc une cible potentielle de cardioprotection. Les premiéeres
études ont eu recours a des agents pharmacologiques pour inhiber son ouverture, et
ainsi mettre en évidence un effet protecteur contre l'infarctus. La ciclosporine-A et la
sanglifehrine-A sont deux immunosuppresseurs qui se lient a la CyP-D et inhibent
ainsi la formation du mPTP. Leur utilisation comme agents cardioprotecteurs s’est

donc montrée efficace pour réduire la taille de I'infarctus [205,206].
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Figure 6. Schéma hypothétique de la structure du mPTP. Le mPTP est un
pore liant la membrane interne (IMM) a la membrane externe (OMM) de la
mitochondrie. Plusieurs molécules régulatrices sont suspectées d’intervenir dans sa
constitution. Dans les conditions de stress cellulaire, comme lors d’'une ischémie-
reperfusion, son ouverture entraine de nhombreux phénoménes physiopathologiques
aboutissant a la mort cellulaire. Abréviations : ANT, adenine nucleotide translocase;
BAX, Bcl-2-associated X protein; CK, créatine kinase; Cyclo D, cyclophiline D; PBR,
peripheral benzodiazepine receptor; ROS, espéces réactives de I'oxygéne; VDAC,
voltage-dependent anion channel; AWYm, mitochondrial membrane potential. Abou-
Sleiman et al. 2006 [207].

La démonstration que la CyP-D, et donc le mPTP, sont impliqués dans les
Iésions d’I/R, a également été faite par I'utilisation de souris KO pour le géne de la
CyP-D. Ces souris, déficientes pour cet élément du pore de transition, se sont
montrées plus résistantes a [Iischémie-reperfusion [208,209]. Chez I'homme
I'utilisation de ciclosporine-A, lors d’une reperfusion par PCl a la phase aigué
d’infarctus, a permis de réduire de fagon significative le taux de créatinine kinase
ainsi que la masse de tissu infarci, mettant ainsi en évidence le réle essentiel du

mPTP dans les dommages liés a I'infarctus [210].

La démonstration que le RIC pouvait inhiber I'ouverture du mPTP a été
réalisée par Zhang et al. Appliqué au niveau de la patte, le RIPreC s’est montré
cardioprotecteur mais l'utilisation d’atractyloside, un activateur de l'ouverture du
mPTP, inhibait cette protection. Ce méme agent, sur des cardiomyocytes en culture,
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était capable de bloquer la diminution de l'ouverture du mPTP, produite par un

agoniste des récepteurs opioides k [84].

Le lien entre mKatp, mMPTP et cardioprotection s’établit par la PKC-¢ et les
ROS. On sait que I'ouverture des canaux mKarp va induire la production de ROS,
aboutissant a un rétrocontrdle positif sur 'ouverture de ces mémes canaux, via la
PKC-¢4 (Figure 7). En paralléle, la PKC-¢, est également contrdlée par la production
de ROS mais cette fois-ci avec un effet inhibiteur sur 'ouverture du pore de transition
mitochondrial (Figure 7) [57,188]. L’inhibition de l'ouverture du mPTP est ainsi
retrouvée via des activateurs des mKarp, tel que le diazoxide. Le NO, activateur de la
PKC-¢4 via la PKG, a également un effet inhibiteur sur cette ouverture du mPTP
[211]. Pour finir, 'ajout d’un bloqueur de la libération de radicaux libres empéche le
blocage du pore et démontre donc le role essentiel des ROS dans cette signalisation

cardioprotectrice [57].
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Figure 7. Voies effectrices finales au niveau de la mitochondrie. La
cardioprotection a distance permet d’empécher I'ouverture du mPTP lors de la
reperfusion myocardique. La voie RISK, au travers de I'activation de la PKG, active la
PKC-¢4, capable a son tour d’inhiber la GSK-33. La connexine-43 (Cx-43) peut alors
étre phosphorylée par la PKC-¢; et provoquer l'ouverture du mKarp. Par un
mécanisme encore inconnu, la PKA peut également étre activée par la
cardioprotection a distance. Elle inhibe alors la Rho K, levant ainsi l'inhibition de
louverture du mKamp. L'entrée dions K' induit l'augmentation du pH
intramitochondrial, responsable de la production de ROS, et en particulier d’'H,0,. La
PKC-¢; est alors activée. Elle permet d’inhiber 'ouverture du mPTP, et induit ainsi la
cardioprotection contre les lésions d’ischémie-reperfusion. La voie SAFE peut elle
aussi intervenir dans linhibition du mPTP mais les mécanismes impliqués sont
encore mal connus. Adaptée de Costa et al. 2008 [212].
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Chapitre 2. L’apolipoprotéine A-l et la

cardioprotection

Métabolisme de I’ApoA-| et des High Density Lipoproteins
1. Les Apolipoprotéines

1.1. Généralités

Les éléments lipidiques tels que le cholestérol (C), les phospholipides (PL) ou
les triglycérides (TG) sont insolubles en milieu aqueux et vont donc se lier dans le
sérum a des protéines appelées apolipoprotéines (Apo). Celles-ci vont ainsi
permettre la prise en charge et le transport de ces molécules hydrophobes dans le

sang.

Il s’agit d’'une famille constituée d’'une vingtaine de membres, avec des
structures, des séquences et des fonctions relativement proches, de par leur origine
génétique commune [213]. Il existe néanmoins des différences entre toutes les Apo,

permettant de les diviser en différentes classes et sous classes [214].

L’association des lipides plasmatiques aux Apo permet la formation et la
stabilisation des lipoprotéines (Figure 8). Chacune d’elles posséde un profil en Apo
caractéristique. Il varie par la nature et la quantité de la ou des Apo présentes au
sein de cette lipoprotéine. Ce sont les Apo qui vont étre responsables du devenir

métabolique spécifique de chaque type de lipoprotéine [215].

1.2. L’apolipoprotéine A-I
1.2.1. Structure
Le groupe des ApoA est constitué de 5 protéines différentes, et 'apolipoprotéine

A-l (ApoA-I) est la plus abondante. Son géne est situé sur le locus 11923, regroupé

en tandem avec les génes codants pour les apolipoprotéines C-Ill et A-1V [216].
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Figure 8. Représentation schématique d’une lipoprotéine.

Synthétisée par le foie et l'intestin, 'ApoA-I est une protéine de 28 kDa, formée
d’'une simple chaine polypeptidique de 243 acides aminés [217]. Elle comporte au
sein de cette séquence 10 répétitions en tandem de 11 ou 22 résidus, qui vont
induire la formation de 10 hélices a (Figure 9A). Ces structures s’organisent en fer a
cheval et possédent une face hydrophobe, a I'origine de la forte affinité de I'’ApoA-I
pour les phospholipides des high density lipoproteins (HDL), et une face hydrophile

riche en acides aminés chargés négativement [218,219].

1.2.2. Biologie clinique

La concentration plasmatique de I'ApoA-lI varie d’un individu a l'autre, en
fonction de I'dge et du sexe, mais sa mesure seule ne présente que peu d’intérét.
Par conséquent, elle est souvent associée a celle de I'ApoB, et le rapport entre ces
deux concentrations est un bon indicateur de I'état du métabolisme lipidique. Ces
deux Apo ont en effet une demi-vie longue dans le sang et varient peu a la suite d’un
apport alimentaire léger, leur mesure est donc plus fiable que celle de marqueurs
comme le C ou les TG [220].

En routine clinique, ces deux protéines sont dosées par des méthodes de

turbidimétrie ou de néphélémétrie, et le ratio ApoB/ApoA-I est ainsi un bon index du
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processus de transport du C et des lipides dans le sang. Les ApoB constituant
principalement les low density lipoproteins (LDL), a l'origine de la formation de
plaques d’athérome, et les ApoA-I étant associées aux HDL, et donc a I'élimination
du C excédentaire, plus la valeur de ce rapport est haute, plus il est synonyme de
dépbts de C dans les tissus et les parois artérielles. Il permet ainsi d’évaluer le risque

d’athérogenése et le risque d’'un événement cardiovasculaire [221].

Le foie étant l'organe principal a lorigine de la synthése d'’ApoA-l, les
pathologies hépatiques sont fréquemment reliées a de faibles taux d’ApoA-I. C’est le
cas notamment des hypertriglycéridémies, des affections hépatiques et également
lors du processus de fibrose hépatique, inhérent a des complications suite a une
affection hépatique [222,223]. En revanche, dans certains cas I'’ApoA-I peut voir son
taux plasmatique augmenter. C’est le cas dans certaines pathologies comme I'hyper-

a-lipoprotéinémie familiale ou I'’hyperthyroidie [224-226].

2. Letransportinverse du cholestérol

2.1. Synthése des HDL

Les HDL sont une classe de lipoprotéines plasmatiques jouant un réle de
transport inverse du C, c'est-a-dire qu’elles retirent le C des membranes cellulaires et
des tissus périphériques pour le ramener jusqu’au foie [227-229]. Ces molécules, de
petite taille mais de forte densité, subissent différentes modifications dans leur
composition au cours du temps, et en fonction de leur contenu en lipides et en Apo.
Les ApoA-l constituant la fraction protéique maijoritaire des HDL, elles sont
essentielles pour la régulation de la taille et de la distribution de ces HDL [230,231].
Classiquement, les HDL sont décrites comme ayant une géométrie discoidale,
structurée par deux molécules d’ApoA-I disposées de fagon antiparalléle. Ces deux
molécules d’ApoA-l viennent ceinturer la bicouche lipidique et ainsi stabiliser et
conformer les HDL (Figure 9B) [229,232,233].
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Figure 9. Organisation de I’ApoA-I au niveau des HDL. A. Deux molécules
d’ApoA-I, comprenant chacune 10 hélices a, s’organisent 'une au dessus de l'autre,
de fagon antiparallele. Saito et al. 2004. B. Elles entourent une bicouche de
phospholipides et forment ainsi des HDL discoidales. Segrest et al. 2000 [234].

Deux organes principaux sont a l'origine de la synthése des HDL, appelées
initialement préB-HDL. Il y a principalement le foie qui synthétise 'ApoA-I et qui libére
ensuite cette protéine associée a des PL dans le plasma. Il y a également l'intestin,
qui libere des chylomicrons, constitués d’ApoA-I, de PL et de C non-estérifié, dont la

dégradation va aboutir a la formation des pré3-HDL (Figure 10) [235].

2.2. Devenir des HDL circulantes

Les prép-HDL formées migrent ensuite dans la circulation sanguine jusqu’aux
tissus périphériques, ou elles vont permettre le transport inverse du C. Le
chargement des prép-HDL en C s’effectue en grande majorité par des phénoménes
actifs, médiés par des récepteurs spécifiques qui seront décrits plus tard. Les HDL

ainsi chargées en C sont dites HDL3 [236].

Une enzyme essentielle va ensuite intervenir dans le métabolisme du C, a
savoir la lecithine cholesterol acyl transferase (LCAT), synthétisée par le foie et
associée aux HDL. Cette protéine, dont 'ApoA-l est le cofacteur, va permettre
d’estérifier le C, de le stocker au centre de la particule d’HDL et ainsi de modifier sa
conformation [230,237]. Les HDL3 passent en effet d’'une forme discoidale a une
forme sphérique, s’enrichissant de plus en plus en esters de cholestérol (EC). La
taille de la particule augmente, et sa densité diminue, jusqu’a aboutir a la formation
d’HDL,, riches en EC au cceur de la particule (Figure 10) [238].
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Il existe ensuite deux possibilités quant a I'avenir des ces HDL, dans la
circulation sanguine. Premiére possibilité, elles peuvent ne subir aucune modification
et étre directement prises en charge par le foie ou un tissu stéroidogénique pour
recycler leur C. Deuxiéme possibilité, elles entrent en contact avec des lipoprotéines
plus légéres comme les chylomicrons ou les lipoprotéines de trés faibles densité
(very low density lipoproteins, VLDL). Via I'activation de la cholesterol ester transfer
protein (CETP) les HDL, vont ainsi échanger les EC contre des TG [239,240]. Le C
échangé est alors pris en charge, sur ces lipoprotéines de faible densité, par 'ApoB-
100 et les TG obtenus en échange des EC sont hydrolysés par la lipase hépatique
(hepatic lipase, HL) [241]. Les HDL, vont ainsi perdre en diamétre, mais gagner en
densité, pour redevenir des HDL3 qui sont de nouveau capables de se charger en C

au niveau périphérique et de réintégrer le cycle d’élimination du C (Figure 10) [236].

Les HDL3 peuvent également subir une autre étape de remodelage, consistant
a fusionner 2 particules de HDL3 pour donner une HDL, et des préB-HDL. Cette
fusion est contrdlée par l'action de la phospholipid transfer protein (PLTP), aussi
activée par 'ApoA-l. Cette protéine permet également le passage des PL des VLDL
aux HDL [242,243].

2.3. Deégradation des HDL

Le métabolisme des HDL est donc un circuit complexe, faisant intervenir de
nombreux partenaires enzymatiques. In fine, 'excédant de C périphérique, stocké
sous forme d’EC au centre des HDL, est soit éliminé au niveau hépatique, soit
métabolisé sous forme d’hormones stéroidiennes dans un tissu stéroidogénique.
Cette élimination requiert une liaison sélective entre 'HDL et un récepteur spécifique,
nommeé scavenger receptor class B type | (SR-BI), situé sur les membranes des
cellules cibles au niveau des cavéoles [244]. Les EC diffuseraient ainsi a I'intérieur
de la cellule sans qu’il N’y ait endocytose de 'HDL [245]. Celle-ci est ensuite remise
en circulation pour recommencer un nouveau cycle de transport inverse du C [246].
Le rein serait également capable de lier I’ApoA-lI des HDL. Cette liaison se fait au
travers d'une internalisation compléete de la particule grace a un récepteur a I'’ApoA-I
appelé cubiline. Cette ApoA-I| est ensuite dégradée et éliminée par les cellules du

tube contourné proximal [247].
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Figure 10. Le métabolisme des HDL et du cholestérol. Les HDL et 'ApoA-I,
sécrétées majoritairement par le foie sous forme de prép-HDL immatures, ont un rdle
central dans le transport inverse du cholestérol (FC). Au niveau périphérique, elles
vont capter et éliminer le cholestérol des cellules et des tissus puis I'estérifier via la
LCAT, pour devenir des HDL matures. Ces HDL matures peuvent ensuite étre
éliminées par le foie, le rein, ou des tissus producteurs d’hormones, en se fixant au
niveau des récepteurs SR-Bl. Elles peuvent également subir une étape de
remodelage, en entrant en contact avec des VLDL/LDL. L’action de la CETP et de la
PLTP va réciproquement permettre d’échanger le cholestérol estérifié (CE) contre
des triglycérides et des phospholipides (PL). Les triglycérides (TG) captés sont
ensuite hydrolysés par la HL. Les HDL redeviennent alors des HDL immatures,
capables de recommencer un cycle d’élimination du cholestérol périphérique.
Abréviations : ABC, ATP binding cassette; ApoA-l, apolipoprotéine A-lI; CETP,
cholesterol ester transfer protein ; LCAT, lecithine cholesterol acyl transferase; LDLR,
LDL receptor; PLTP, phospholipid transfer protein; SR-BI, scavenger receptor class
B type |. Speer et al. 2013 [248].
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3. Les récepteurs de PApoA-I et des HDL
3.1. Le transporteur ATP Binding Casette A1

Les transporteurs ATP binding casette Al (ABCA1) sont des protéines
transmembranaires présentes au niveau du cerveau, du rein, du foie ou encore de
l'intestin [249]. lls permettent le passage de nombreuses molécules, et en particulier
du C, au travers de la membrane plasmique. Ce sont ces transporteurs qui sont en
partie responsables du transfert du C et des PL cellulaires vers les HDL lors du

transport inverse du C [250].

La liaison entre TABCA1 et les HDL s’effectue au niveau extracellulaire, mais
le motif intracellulaire du transporteur est essentiel dans la fixation de '’ApoA-I [251].
Présent au niveau des cavéoles sur la membrane plasmique, TABCA1 est également
a l'origine de la formation de prép-HDL en captant 'ApoA-| et en lui transférant des
PL (Figure 11) [252-254]. L’ABCA1 est également présent au niveau des
macrophages, ou il joue un réle d’élimination de I'excés de cholestérol cytoplasmique
présent sous forme de cristaux [255]. Tous ces échanges sont des processus actifs

qui nécessitent de I'énergie, apportée sous forme d’ATP.

L’expression de ce transporteur est fortement dépendant de I'’ApoA-I puisque
la liaison de cette molécule a sa surface inhibe sa dégradation par le protéasome,
augmente sa phosphorylation par la PKC, ce qui stabilise son expression a la

membrane, et augmente sa capacité d’efflux des lipides [256,257].

75



@ translocation

X
chol PC

2l

ATP  ADP+Pi
Q

F

[\ EP o

@ dissociation @{
/!

)

Figure 11. Le récepteur ABCAL. Différentes étapes modulent la liaison de I'’ApoA-I
au récepteur ABCA1, et la formation de préB-HDL. De I'ApoA-I libre va se fixer au
niveau des domaines extracellulaires du récepteur ®. Du cholestérol (chol) et des
phospholipides (PC) vont également étre transférés au niveau du récepteur @. Ces
deux étapes sont indépendantes et nécessitent toutes les deux de 'ATP. L’ApoA-I
libre et les lipides vont alors fusionner pour former des prép-HDL ®. Cette fusion
induit un changement de conformation de 'ApoA-I, permettant la dissociation des
préB-HDL du récepteur ABCA1 @. Adaptée de Nagao et al. 2010 [258].

3.2. Le récepteur SR-BI

Le récepteur SR-Bl est une protéine avec une structure en fer a cheval,
localisée au niveau des cavéoles, et avec ses extrémités N et C-terminales
intracytoplasmiques [259,260]. Il a pour réle de favoriser I'efflux du C et de récupérer
les EC des HDL [261]. Pour cela le récepteur SR-BI est capable de lier les HDL, et
préférentiellement les HDL chargées en EC (Figure 12). Cette liaison est décrite
comme fortement dépendante de la conformation et de I'organisation de 'ApoA-| au
niveau des HDL [262]. Elle induit la formation d’un canal hydrophobe permettant le
passage des molécules lipidiques selon le gradient de concentration. Ainsi au niveau
des macrophages, riches en EC, les HDL vont se charger, alors qu'au niveau de
tissus hépatiques ou stéroidiques, demandeurs en C, les HDL vont libérer leur
contenu [263,264].
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Figure 12. Le récepteur SR-BI. Ce récepteur est capable de se lier aux HDL,
via 'ApoA-I, et de contrdler le transfert des EC. Au niveau du foie, SR-BI favorise le
transport inverse du cholestérol en permettant I'efflux des EC vers les hépatocytes,
sans internaliser la particule d’HDL. Au niveau périphérique, SR-Bl permet de
charger les HDL en récupérant 'excés d'EC des membranes des cellules (cellules
endothéliales, macrophages, etc.). «Les Lipoprotéines», Dr. Chikouche,
http://share.pdfonline.com.

3.3. Les récepteurs a la sphingosine-1-phosphate

La sphingosine-1-phosphate (S1P) est une molécule lipidique, obtenue par
'addition d’un groupement phosphate sur une sphingosine, via les sphingosine
kinases [265]. Les sources principales de S1P dans le plasma sont les érythrocytes
[266], les plaquettes [267] et les cellules endothéliales [268]. Cette S1P est véhiculée
en grande partie dans le plasma par les HDL [269,270]. La S1P est impliquée dans
de nombreux phénomeénes physiologiques et pathologiques, grace a la variété de
récepteurs existants pour cette molécule [271,272]. En effet, la S1P peut se lier a 5
récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G, appelés S1P
a S1Ps, et présentant chacun des fonctions et des signalisations différentes (Figure
13) [272-274]. De nombreux réles liés a la liaison de cette S1P sur ses récepteurs
sont donc attribués aux HDL [275].
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Figure 13. Les récepteurs ala S1P. Les réponses cellulaires engendrées par
la liaison de la S1P sur ses récepteurs dépendent du type de récepteur impliqué
ainsi que de la sous-unité Ga activée. L'existence de 5 récepteurs différents (S1P; a
S1Ps), et de la variété de protéines G couplées, explique les nombreux réles de la
S1P. Adaptée de Spiegel and Milstien. 2003 [272].

4, Mutations dans le métabolisme de ’ApoA-|

Comme décrit précédemment, I'ApoA-l joue un rdle crucial dans le
métabolisme du C, puisquelle participe a l'activitt de nombreuses enzymes
essentielles. Pour preuve, des mutations au niveau de ses récepteurs, comme
'ABCA1 [276], le SR-BI [277,278], les récepteurs S1P [279,280], ou bien au niveau
de ses partenaires, comme la LCAT [281,282], ont des effets néfastes sur la

physiologie des HDL.
Il existe également a ce jour une cinquantaine de mutations connues au

niveau du gene de I'ApoA-l lui-méme. Elles sont habituellement séparées en 3

groupes (Figure 14) :
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- Les mutations associées avec des amyloidoses héréditaires. Localisées au
niveau de la partie N-terminale de la séquence peptidique, la plupart de ces
mutations sont associées avec un faible niveau en HDL circulantes [283]. La
mutation ApoA-I lowa fut la premiére mutation a amyloidose héréditaire décrite. Elle
est causée par la substitution d’'une glycine par une arginine au niveau du fragment
N-terminal de la protéine. Cela engendre une rapide clairance de '’ApoA-| au niveau
du plasma, et donc une diminution de 30 a 50% des taux d’ApoA-| et d’HDL. Chez
les patients, les dépbts amyloides retrouvés sont majoritairement constitués de cette
ApoA-I mutée, et non de transthyrétine (TTR) mutée, comme c’est le cas
habituellement [284,285].

- Les mutations associées uniquement a des faibles niveaux en HDL. C’est le
cas des mutations ApoA-I Milano et ApoA-l Paris [286,287], qui sont caractérisées
par une substitution d’'un acide aminé au profit d’'une cystéine dans la séquence
peptidique. Cela se traduit par une mauvaise activation de la LCAT engendrant un
manque de maturation et donc un déficit en HDL [284]. Ces mutations sont pour la
plupart localisées dans la partie centrale, voire pour certaines dans la partie C-
terminale de la séquence peptidique. La diminution des taux d’ApoA-I et d’HDL chez
ces patients est plus importante que chez les patients atteints d’amyloidose. Dans le
cas d’un allele muté la réduction est de I'ordre de 40 a 50%, et dans le cas d’'une
mutation sur les deux alléles, on peut atteindre 85 a 90% de perte des taux d’ApoA-I|
et d’HDL [283,288].

- Il existe également de nombreuses mutations de I'’ApoA-I (plus d’1/3) ne
présentant ni association avec une amyloidose héréditaire, ni avec un faible taux en
HDL. Elles ne possédent pas de localisation particuliere sur la séquence peptidique
de I'ApoA-l [283]. En 2011, Haase et al. ont décrit une nouvelle mutation se
caractérisant par la substitution, en position 164 de la séquence peptidique, d’'une
alanine par une sérine. Cette mutation, présente dans 1 cas sur 500 dans la
population étudiée, est synonyme d'une augmentation du risque de pathologie
cardiaque, et en particulier d’infarctus du myocarde, ainsi que d’une réduction de 10
ans de la survie post-pathologie cardiaque. Elle ne s’accompagne cependant pas
d’'une réduction du taux circulant d’ApoA-l et d’HDL, contrairement a deux mutations
déja connues a savoir la V11X et la L144R, qui sont caractérisées par une diminution
des taux d’ApoA-l et dHDL mais sans augmentation du risque de pathologie

cardiaque [289].
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ApoA-I mutations associated with familial amyloidosis and low HDL levels

i

~ - N
A(60-71), INS Val, Thr

Leu6t0Arg

L Leu%0Pro
TrpS0Arg
AiT0-72) ALys107 Argl73Pro
Gly26Arg

9 13 50 65 67 gl',' 08 100 120 122 142 144 164 166 184 186 QFS 219 228 242
NH; 2 L sl « Hos 6 7 H sl | 0 | COOH
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Leuld4Arg Prol65Arg FS 203-229, A(230-243),
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ApoA-I mutations associated with reduced LCAT activation
and/or low HDL levels

Figure 14. Les mutations naturelles de I’ApoA-l. Sont décrites
classiquement 3 types de mutations naturelles sur le géne de I'ApoA-l, se
caractérisant par leur localisation sur le génome ainsi que par le phénotype
pathologique associé. Zannis et al. 2006 [229].

Il existe donc de nombreuses pathologies liées a des mutations impliquant
directement 'ApoA-| ou ses partenaires moléculaires. Ces mutations, bien que rares
pour certaines, ne sont pas anecdotiques puisque par exemple '’ApoA-l Paris est
décrite dans prés de 10% de la population. De plus, et ce de fagon surprenante, les
mutations ApoA-I Milano et ApoA-I Paris ne se traduisent pas par une augmentation
du risque cardiovasculaire, malgré un faible taux en HDL, mais au contraire par un
effet anti-athérogénique. Cet effet inattendu peut en partie s’expliquer par la capacité
de ces ApoA-l a empécher la péroxydation les PL [290,291]. Ces mutations de
I’ApoA-l ont donc notamment été étudiées, lors d’études pré-cliniques et cliniques,
pour leurs propriétés anti-athéromateuses importantes. Les propriétés protectrices de

ces ApoA-|, et des HDL en résultant, seront détaillées par la suite.
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Les effets des ApoA-I/SIP/HDL sur le systeme
cardiovasculaire

1. Synergie entre ApoA-l et S1P dans I'effet des HDL

Afin de décrire les propriétés que peuvent avoir les HDL dans le systéme
cardiovasculaire, il est important de s’intéresser aux liens qui peuvent exister entres
ses constituants majeurs, a savoir 'ApoA-| et la S1P. Certaines propriétés des HDL
pourraient en effet étre dues a [laction de chacune de ces protéines
indépendamment, mais il semblerait également qu’il existe une forme de synergie

dans leur mode d’action.

Une raison qui pourrait expliquer cet effet synergique de ’ApoA-| et de la S1P,
serait la proximité physique entre leurs récepteurs. En effet, ces deux molécules
possédent des récepteurs différents, et donc des actions différentes, mais le
regroupement de ces récepteurs au niveau des cavéoles des membranes cellulaires

serait a I'origine d’'une certaine coopération entre eux (Figure 15) [292].

Pour preuve de cette coopération, des HDL reconstituées (rHDL), composées
d’ApoA-I, de PL et de C, étaient incapables de mimer I'activation de 'eNOS et des
MAPK, observée avec des HDL natives. En revanche, I'utilisation d’anticorps anti-
ApoA-l ou anti-SR-BI était capable de bloquer I'activation induite par des HDL
natives. C’est donc que I'effet des HDL est médié par la S1P et ses récepteurs, mais

d’'une fagon dépendante d’'une co-activation par 'ApoA-I et SR-BI [293].

Des démonstrations que les différents constituants des HDL peuvent avoir des
effets similaires, mais indépendants les uns des autres, ont également été réalisées.
Nofer et al. ont démontré que la vasodilatation induite par les HDL était réduite
d’environ 60% lors d’'une déficience dans les récepteurs S1P3, alors que la totalité de
I'effet vasodilatateur était perdu lors d’'une administration de S1P seule. C’est la
démonstration qu’un autre élément des HDL, surement I'ApoA-I, peut jouer un rdle
similaire a la S1P sur la vasodilatation et/ou est nécessaire a I'action de celle-ci
[294]. De la méme facon, l'inhibition de I'expression de molécules d’adhésion, par
I'activation de 'eNOS via les HDL, était partiellement inhibée par l'utilisation de small
interfering RNA (siRNA) anti-récepteurs S1P ou anti-SR-Bl. Cette inhibition était

ensuite totale lors de l'utilisation des deux siRNA simultanément [295].
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Au niveau de certaines fonctions, il semblerait que seule ’ApoA-I joue un role
dans l'effet des HDL. C’est le cas pour stimuler lefflux du cholestérol des
macrophages, puisque des rHDL composées uniquement d’ApoA-l et de PL, sont
aussi efficaces que des rHDL, contenant a la fois ApoA-I et S1P [296]. De la méme
facon, des rHDL sans S1P présentent la méme efficacité que des HDL natives dans
le transport inverse du C [297-299] et dans I'activation de 'eNOS. Ce sont donc des

réles de 'ApoA-I indépendants de la S1P.

Parfois il semble que la S1P soit capable d’avoir des effets indépendamment
de '’ApoA-Il. C’est le cas au niveau des protéines de signalisation intracellulaire Akt et

ERK1/2, que seules les rHDL contenant la S1P ont permis de phosphoryler [296].

En conclusion, I'ApoA-l et la S1P sont toutes les deux capables d’avoir des
effets indépendants l'une de [lautre, mais également d’interagir entre elles,
probablement par une coopération au niveau de leurs récepteurs. Il est donc trés

difficile de différencier I'apport de chaque molécule dans I'effet global des HDL.

2. Effets des HDL sur les cellules endothéliales et les vaisseaux

2.1. Régulation du tonus vasculaire

Une des propriétés principales des HDL est de pouvoir réguler le tonus
vasculaire, par la libération notamment de NO au niveau des cellules endothéliales
(CE). Cela induit un relachement des cellules musculaires lisses des vaisseaux, et
donc une vasodilatation. Cette libération de NO par les CE est le résultat de la
phosphorylation, et donc de [lactivation, de I'enzyme eNOS a lorigine de sa
synthése. Cette eNOS a été démontrée comme activée par les HDL a la fois dans
des modéles de CE en culture [293,300] et également dans des modeéles d’arteres
isolées [293,294].
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Figure 15. Effets indépendants et synergiques de I’ApoA-| et de la S1P.
Une part de l'action des HDL résulte de la fixation individuelle de 'ApoA-I et de la
S1P sur leurs récepteurs spécifiques, réciproquement SR-BI et les récepteurs a la
S1P. Ont lieu alors des réponses cellulaires indépendantes les unes des autres. Un
phénoméne de coopération entre 'ApoA-l et la S1P est également décrit. Les
réponses cellulaires qui résultent de la liaison des deux molécules a leurs récepteurs
sont communes. Elles sont donc attribuées aux HDL dans leur globalité. Adaptée de
Brewer. 2011 [301].

L’ApoA-I est une des molécules décrites comme a l'origine de cette production
de NO. En effet, dans un travail publié en 2001 par Yuhanna et al., il a été démontré
que l'activation de I'eNOS, induite par les HDL, était retrouvée a la fois au niveau de
CE en culture, mais également au niveau de cavéoles endothéliales isolées
comprenant 'eNOS et le récepteur SR-BI. Cette activation était en revanche perdue
lors de l'utilisation d’anticorps anti-ApoA-I et anti-SR-BI [293]. Bien que le mécanisme
impliqué dans cette activation de 'eNOS soit encore inconnu, il semblerait que la
liaison de I'ApoA-I au récepteur SR-BI, lors de I'efflux du C, permette une interaction
entre 'ApoA-I et 'eNOS, aboutissant a sa phosphorylation et son activation (Figure
16) [297,298].

La S1P est également impliquée dans la production de NO, puisque cette
molécule, ou son analogue le FTY720, se sont montrés capables d’induire une
vasodilatation similaire a celle obtenue avec des HDL [294,302]. In vivo, les HDL via

le récepteur S1P; ont également permis la synthése de NO et une augmentation de
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la perfusion myocardique (Figure 16) [303]. A l'inverse, lors d’'une délipidation des
HDL [269,292,294], ou lors de [l'utilisation de souris déficientes pour le récepteur
S1P3 [294,302], la vasodilatation induite par la S1P ou les HDL est perdue.

HDL ...
‘ SR

\ OxLDL apoB
Plasma / .\::'\%\"\ @

membrane | \

Figure 16. Réle du NO dans I'effet vasodilatateur des HDL. La production
de NO est I'élément principal de la réponse vasodilatatrice liée aux HDL. La fixation
de I'ApoA-l sur SR-BI, et de la S1P sur ses récepteurs, active des signalisation
intracellulaires aboutissant a 'augmentation de la synthése @ et a I'activation de
'eNOS ®. De plus, les HDL peuvent bloquer I'effet délétére des LDL oxydées Q.
Elles sont en effet capables de remplacer le cholestérol membranaire capté (cercles
oranges) par des esters de cholestérol (cercles bleus). Elles empéchent ainsi la
perturbation de I'expression de 'eNOS a la membrane, et préviennent la production
d’anion superoxyde @. Mineo et al. 2006 [304].

Le NO n’est pas la seule molécule vasodilatatrice qui soit induite par les HDL.
La prostacycline |, (PGl,) est également synthétisée sous l'induction des HDL, par
les CE et les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Cette production repose sur
la capacité des HDL a stimuler la transcription du géne cyclooxygenase-2 (COX-2),
qui synthétise la PGl, (Figure 17) [305-307]. Il semble que ce soit la S1P qui induise
cette vasodilatation dépendante de PGl,. Son utilisation seule mime en effet
I'induction de COX-2 et PGl, induite par les HDL [308], alors que la délipidation des

HDL, ou l'utilisation d’antagonistes des récepteurs S1P;, et S1P3, abolie I'induction de
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COX-2 [308,309]. Récemment I'ApoA-I a également été montrée comme capable
d’induire I'activation de COX-2 et de PGl; par sa liaison aux récepteurs ABCA1 [310]
et SR-BI [311].

Les voies de signalisation impliquées dans la production de NO et de PGl;
sont des voies classiques de signalisation cellulaire, a savoir la voie PISK/Akt/MAPK
pour le NO [300], et ERK1/2, p38 MAPK et cyclic-AMP response element binding
protein (CREB) pour la PGl (Figure 17) [308,311].

Chez ’'homme, lors de carences en HDL, comme c’est le cas dans les hypo-a-
lipoprotéinémie, la vasodilatation ne se fait pas suffisamment, ce qui peut entrainer
progressivement le développement de l'athérosclérose [312]. L'utilisation d’HDL,
pour traiter les patients hypercholestérolémiques ou déficients en HDL, a donc
permis de restaurer la fonction endothéliale, par la vasodilatation et 'augmentation
du flux [313,314].
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Figure 17. Synthése de PGI2 par les HDL. L’autre élément de la réponse
vasodilatatrice liée aux HDL est la synthése de COX-2 et de PGl, Cette production
est dépendante de l'activation du facteur de transcription CREB par les kinases
cellulaires MEK1/2, p38 MAPK et ERK1/2. Abréviation : AA, acide arachidonique;
CREB, cyclic-AMP response element binding protein. Adaptée de Gonzéalez-Diez et
al. 2008 [308].
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2.2. Propriétés anti-thrombotiques

En parallele de la vasodilatation induite par le NO et la PGl,, les HDL sont
capables de protéger contre I'athérosclérose en réduisant la thrombose. Cet effet
anti-thrombotique est la résultante de plusieurs propriétés des HDL et de leurs

constituants (Figure 18).

Premierement, les HDL sont capables d’agir directement au niveau des
éléments cellulaires de la coagulation que sont les plaquettes [315]. L’ApoA-I Milano,
comme les rHDL, est capable de réduire I'agrégation plaquettaire chez I'animal [316],
et ce par une interaction directe avec les plaquettes [317]. Les HDL peuvent
également réduire I'agrégation plaquettaire en régulant la synthése de thromboxane
A-2, et en produisant de la PGl; et du NO [304,318,319].

Les HDL sont également capables d’interagir avec un ensemble de facteurs
intervenants dans la cascade de coagulation. Elles peuvent notamment induire la
libération de la thrombomoduline [320], et leur présence est inversement corrélée a
la libération de fragments de la prothrombine, signe d’'une inhibition de la coagulation
[321]. Le tandem protéine C activée (APC)/protéine S, qui joue un rdle crucial dans la
coagulation, est également une des cibles des HDL. La concentration en ApoA-| est
en effet liée a la réponse anticoagulante du couple APC/protéine S [322], et la S1P a
été démontrée comme étant un des cofacteurs de 'APC [323,324]. Les HDL

possedent donc des propriétés anti-thrombotiques en réduisant la coagulation.

Elles peuvent également influer sur la dégradation du thrombus. C’est ce que
décrivent différents travaux mettant en évidence une augmentation de la fibrinolyse
induite par les HDL. Cette fibrinolyse passe par l'inhibition de I'expression du
plasminogen activator inhibitor-I, qui est un agent anti-fibrinolytique puisqu’il inhibe la
transformation du plasminogene en plasmine. A [linverse, elles induisent la
production de tissue plasminogen activator, qui pour sa part est un agent
fibrinolytique [306,325,326].

Chez 'homme, les pathologies du métabolisme lipidique se traduisant par de

faibles concentrations sériques en HDL sont classiquement associées a une

thrombose artérielle. C’est le cas notamment des dyslipidémies et des
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dyslipoprotéinémies [327]. A l'inverse, les patients présentant des particules HDL de
grande taille sont moins sujets a des accidents artériels [328]. L'injection de rHDL
chez des patients sains a également permis de démontrer I'effet anti-thrombotique

des HDL, en diminuant I'agrégation plaquettaire [329].

2.3. Apoptose et survie des cellules endothéliales

Une couche intacte de CE permet de réguler 'homéostasie de la barriére
vasculaire et de protéger les cellules musculaires lisses des différents stress. La
perturbation de cette intégrité de la barriere endothéliale, notamment par des
phénoménes apoptotiques, induit I'exposition a des facteurs circulants pro-
inflammatoires et aux cellules inflammatoires, pouvant étre a l'origine de processus
pathologiques favorisant I'athérosclérose [330]. Plusieurs facteurs pro-apoptotiques
peuvent étre contrés par les HDL et leurs composants, '’ApoA-I et la S1P (Figure
19):

- L’apoptose induite par le TNF-a est capable d’étre inhibée par les HDL,

notamment en diminuant I'activité de la caspase 3 [331].

- L’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire, causée par les
LDL oxydées (oxLDL), est responsable de la mort des CE. Les HDL et 'ApoA-|
seule, sont capables de bloquer cette élévation du calcium et ainsi d’empécher
I'apoptose [332]. Une autre propriété apoptotique des LDL oxydées, est leur capacité
a diminuer la quantité de S1P présente au niveau des HDL, empéchant ainsi la

protection induite par cette molécule [333].

- La privation en facteurs de croissance est également une cause d’apoptose
pour les CE, notamment en perturbant le potentiel de membrane mitochondrial, en
induisant la génération excessive de ROS ou bien en libérant du cytochrome C. Les
HDL, et leurs sphingolipides, sont capables de protéger les CE de cette mort
cellulaire, par lintermédiaire de la voie de survie Akt/ Bcl-2-associated death

promoter (BAD)/B-cell ymphoma-extra large (Bcl-xL) [334].
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Figure 18. Effets anti-thrombotiques des HDL. L’action des HDL sur la
formation du thrombus est double. Elles sont capables de stimuler les processus
bénéfiques que sont 'augmentation de la vasodilatation et du flux sanguin, via la
production de prostacycline (PGl,) et de NO. Elles peuvent réguler négativement de
nombreux phénoménes néfastes comme ['activation endothéliale, I'activation des
plaquettes ou encore la formation de thrombine. Mineo et al. 2006 [304].

Cette action bénéfique des HDL semble médiée par plusieurs facteurs. La
S1P est décrite comme capable d’activer la voie PI3K/ERK1/2 [335], ainsi que la
production de NO via 'eNOS [336]. Les récepteurs S1P41 et S1P3 sont les vecteurs
de cette protection induite par la S1P [335,336]. Pour preuve de cet effet de la S1P,
les HDL3, plus riches en S1P, sont plus efficaces que les HDL, pour protéger les CE
de I'apoptose [337]. La S1P n’est pas la seule molécule active des HDL, puisqu’un
peptide synthétiqgue mimétique de I'ApoA-l, le D-4F, a également montré des
capacités a réduire la fragmentation et la desquamation de I'épithélium vasculaire in
vivo [338].

2.4. Migration/prolifération/angiogenése

En réponse a une lésion vasculaire ou lors de la formation de nouveaux

vaisseaux, il est nécessaire d’induire une prolifération et une migration des cellules
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endothéliales vasculaires. Ces processus ont été démontrés comme régulés par de

nombreux facteurs, et en particulier les HDL (Figure 19).

Initialement, c’est Tauber et al. qui ont décrit I'induction de la prolifération des
CE en réponse aux HDL [339]. L'induction de la migration des CE par les HDL a été
décrite plus tard, par Murugesan et al. [340]. Ces phénomeénes ont ensuite été
confirmés a la fois in vivo et in vitro sur différents modéles, et plusieurs facteurs

semblent impliqués.

Il'y a tout d’abord la S1P qui semble étre un élément essentiel, puisque les
récepteurs S1P¢/S1P2/S1P3; sont trés largement décrits comme responsables de
cette réponse des CE aux HDL [296,341]. Dans un modéle d’ischémie de patte
notamment, la récupération du flux sanguin était augmentée lors de I'administration
de S1P, mais perdue chez des souris KO pour le récepteur S1P; [342]. De la méme
maniére, les HDL riches en S1P étaient plus efficaces que les HDL pauvres en S1P

pour induire la migration des CE [335].

L’ApoA-lI est également capable de médier la réponse des CE aux HDL,
notamment par l'intermédiaire du récepteur SR-BI. En effet, alors que les HDL sont
capables in vitro de provoquer la prolifération, la migration et la réendothélisation
suite a une lésion, l'utilisation de souris ApoA-I ou SR-BlI KO abolit ces effets
bénéfiques [343].

Le processus d’angiogenése est lui aussi modulé par les lipoprotéines,
puisque la formation de capillaire est stimulée par les HDL [344] et la S1P [345].
Comme la prolifération et la migration, il semble que de nombreuses kinases soient
mises en jeu dans l'action angiogénique des HDL, et notamment les kinases
PI3K/Akt, ERK1/2, p38 MAPK ou encore Rho [296,335,344]. La voie du NO est
également décrite comme un facteur essentiel de cette action des HDL, au travers de
I'action de la eNOS et de la production de NO liée aux HDL [345,346].

A l'opposé de leurs actions sur les CE, les HDL et la S1P vont bloquer la
prolifération et la migration des cellules musculaires lisses des vaisseaux, empéchant
ainsi I'envahissement de l'intima par ces cellules et donc le développement de la

plaque d’athérome. Ces effets inhibiteurs des HDL passent en partie par la régulation
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de COX-2 et la production de PGl,, qui va bloquer les cellules a la phase G1 du cycle
cellulaire [347]. Le blocage des récepteurs S1P3 et SR-BI réprime l'action des HDL :
c’est la démonstration de I'implication de la S1P et de 'ApoA-l dans ce processus
[348].
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Figure 19. Préservation de l'intégrité de la barriéere endothéliale. En
inhibant 'apoptose des cellules endothéliales, et en stimulant leur prolifération et leur
migration, les HDL contribuent au maintien de ’'homéostasie vasculaire. L’existence
d’'une barriere endothéliale fonctionnelle est en effet essentielle pour la survie des
cellules musculaires lisses vasculaires. Ces phénoménes protecteurs des HDL sont
meédiés par linhibition des caspases, par I'activation de nombreuses kinases de
survie cellulaire, ainsi que par l'inhibition de la production excessive de calcium par
les LDL oxydées. Mineo et al. 2006 [304].

2.5. Régulation de I'activation de I'endothélium

Il existe plusieurs molécules permettant I'adhésion des cellules leucocytaires
aux CE vasculaires. Les molécules qui sont décrites comme sensibles aux HDL, sont
la molécule d’adhésion aux cellules vasculaires-1 (vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1), la molécule d’adhésion intercellulaire-1 (intercellular adhesion molecule-1,

ICAM-1), la E-sélectine et MCP-1. Le rble de ces molécules est de réguler le
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roulement, I'adhésion, l'arrét et la transmigration des leucocytes au travers de
I'épithélium vasculaire [349]. Cette diapédése des cellules leucocytaires est un des

phénomeénes principaux en réponse a I'inflammation induite par I'athérosclérose.

L’inhibition de ces processus par les HDL explique en grande partie leurs

effets anti-inflammatoires (Figure 20).

En effet, les HDL ont été décrites comme ayant la capacité d’inhiber
I'expression de ces molécules au niveau de la membrane des CE. Cockerill et al. ont
ainsi décrit une réduction de I'expression membranaire de VCAM-1, d'ICAM-1 et de
la E-sélectine, en réponse a des HDL humaines purifiées [350]. MCP-1, induite par
les oxLDL, a également été décrite comme inhibée par la présence d’HDL dans les
travaux de Mackness et al. et Navab et al. [351,352]. Ces effets des HDL ont ensuite
été retrouvés dans de nombreuses études, et cela que ce soit avec des HDL natives
ou des rHDL ne contenant que I'ApoA-l [305,353-355]. De fagcon intéressante,
l'inhibition de MCP-1 par les HDL est également retrouvée au niveau des cellules
musculaires lisses des vaisseaux. C’est le lien entre l'inhibition de l'activation de
'endothélium et linhibition de la prolifération et de la migration des cellules

musculaires lisses, observées dans I'athérosclérose [348].

Ces effets des HDL peuvent, comme souvent, étre dépendants des deux
principales molécules qui les composent, a savoir 'ApoA-I et la S1P. Comme décrit
précédemment, 'ApoA-I seule au niveau de rHDL est capable de mimer l'effet des
HDL sur l'inhibition de I'expression des molécules d’adhésion. Le récepteur SR-BI a
par conséquent été étudié et mis en évidence comme impliqué dans I'action des HDL
[295]. La protéine C-réactive (CRP), qui intervient dans I'induction de I'inflammation,
est également la cible de 'ApoA-l, puisque qu’elle peut engendrer I'expression des
molécules d’adhésion (Figure 20). Wadham et al. ont donc étudié l'effet d’HDL
natives et de rHDL sur I'inflammation médiée par la CRP, et ont décrit une inhibition
par les deux types d’HDL [356].

Bien que les données soient parfois contradictoires, le role de la S1P dans
'action des HDL est lui aussi bien établi. Plusieurs études démontrent en effet une
inhibition de I'expression des molécules d’adhésion en réponse a la S1P et aux

sphingolipides des HDL [295,357,358]. C’est essentiellement le récepteur S1P4 qui
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semble permettre I'action de la S1P au niveau des cellules endothéliales, puisqu’il
permet de réduire I'expression de VCAM-1 et donc I'adhésion des monocytes [359].
C’est également le récepteur S1P4 qui induit la signalisation cellulaire aboutissant au
réarrangement des intégrines de la face apicale a la face basale des CE, empéchant
ainsi le recrutement des leucocytes [360]. Des effets inverses ont été décrits lors de
la fixation de la S1P au niveau de son récepteur S1P3 sur les CE. Cette interaction
favorise I'expression des molécules d’adhésion, au travers de l'activation de NF-kB
[299,361]. Ces différences de réponse entre les différents types de récepteurs a la
S1P peut s’expliquer a la fois par des différences expérimentales, mais également
par les multiples propriétés et les nombreuses signalisations engendrées par les

récepteurs a la S1P.

Les mécanismes mis en jeu lors de cette régulation de [lactivation de
'endothélium sont nombreux et dépendants de la molécule, 'ApoA-I ou la S1P,
induisant la protection. lls sont trés similaires a ceux décrits précédemment pour les

autres propriétés des HDL, a savoir :
- L’activation des voies PI3K/Akt [299,358]
- La synthése de NO via 'eNOS [294,299]
- La production de PGl par COX-2 [350,362]

- L’inhibition de la production excessive de ROS [363,364]

Tous ces phénoménes anti-inflammatoires et antioxydants, liés aux HDL,
stoppent I'induction de NF-kB. Ce facteur de transcription, activé notamment par le
TNF-a et les autres cytokines inflammatoires, est responsable de I'expression, entre
autre, des molécules d’adhésion [299,357,363].

Les effets des HDL sur l'inflammation vasculaire ne sont pas uniquement
démontrés in vitro. L'utilisation d'HDL chez des souris spontanément
athérosclérotiques, a permis de réduire I'état d’activation de I'endothélium vasculaire
[365] et de diminuer la présence de MCP-1 dans la plaque d’athérome [366].
Toujours in vivo, I'adhésion et la migration des monocytes était également inhibée

par les HDL, mais pas chez des souris S1P3; KO [362]. In vivo chez le lapin, dans un
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modeéle d’athérogenese induite par la pose d'un collet autour des carotides, la forte
inflammation manifestée par la production de ROS, I'expression de molécules
d’adhésion et par linfiltration des polynucléaires neutrophiles, était inhibée par
I'utilisation de rHDL contenant 'ApoA-I [320,367].

Toutes ces études sur I'effet bénéfique des HDL in vivo ont ouvert la voie a
I'utilisation de ces molécules chez 'lhomme. Des essais cliniques ont été réalisés et

se sont montrés concluants quant a la réduction de I'athérosclérose [368-370].
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Figure 20. Propriétés vasculaires des HDL. Les HDL, et leurs constituants,
sont capables d’exercer de nombreux effets protecteurs au niveau de la barriére
vasculaire. Le réle premier des HDL est d’éliminer le cholestérol membranaire, a la
fois au niveau des macrophages, mais également au niveau des cellules
endothéliales @. L’apoptose de ces dernieres peut étre inhibée par les HDL ® en
bloquant l'oxydation des LDL (oxLDL) ®. Sous leffet des HDL, les cellules
endothéliales peuvent synthétiser des molécules vasodilatatrices (NO, PGl,, CNP)
®. Ces molécules interviennent également dans linhibition de la synthése de
cytokines et dans l'inhibition de I'expression membranaire de molécules d’adhésion,
bloquant ainsi 'adhésion et |la diapédése des leucocytes au niveau de I'épithélium
vasculaire @. Les HDL peuvent également réguler la coagulation ® et 'agrégation
plaquettaire @, en particulier via le couple APC/protéine S. Le maintien de l'intégrité
vasculaire passe également par la stimulation de la survie et de la prolifération des
cellules musculaires lisses par les HDL ®. Abréviation : CNP, C-type natriuretic
peptide. von Eckardstein. 2004 [371].
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3. Effets des HDL sur les cellules immunitaires

Au-dela des nombreux effets des HDL sur la physiologie et la
physiopathologie vasculaire, les HDL ont également des liens étroits avec I'immunité.
En effet, les réactions régissant I'activation des cellules immunitaires découlent pour
certaines directement de I'état d’activation des CE. C’est le cas notamment lorsque
les CE présentent a leurs surfaces des molécules d’adhésion. Il va y avoir
recrutement des leucocytes au niveau du vaisseau, puis infiltration du tissu sous-
jacent, en l'occurrence au niveau des cellules musculaires lisses et au niveau des

cardiomyocytes, si on se place dans le cas de l'inflammation liée a I'IDM.

I est donc intéressant de constater, qu'en dehors de [Iinhibition du
recrutement des leucocytes au niveau vasculaire, les HDL sont capables d’agir
directement sur les cellules immunitaires. Il ne s’agit pas seulement d’'une régulation

passive de leur activation via I'endothélium vasculaire.

Avant de décrire les différentes études mettant en évidence l'action des HDL
sur limmunité, il est nécessaire d’évoquer deux acteurs essentiels de cette

régulation, que sont les radeaux lipidiques et les TLR :

- Les radeaux lipidiques (Figure 21) sont des microdomaines de la membrane
plasmiques, trés rigides, riches en cholestérol et en glycosphingolipides. lls
constituent des zones privilégiées pour la signalisation cellulaire, puisqu’ils
permettent la concentration de nombreuses protéines et de nombreux récepteurs.
Dans le cadre de l'immunité, les lymphocytes T reconnaissent des peptides
antigéniques présentés par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA), au niveau
de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), via leur récepteur
spécifique (T cell receptor, TCR). Ces molécules, ainsi que de nombreuses
molécules de co-stimulation sont présentent en grande quantité au niveau de ces
radeaux lipidiques. lls sont donc importants dans la signalisation de l'inflammation et
de I'immunité [372].

- Les TLR sont des récepteurs transmembranaires, présents a la surface de

nombreux types cellulaires, et en particulier des cellules de I'immunité (Figure 22).
lls permettent la reconnaissance de motifs pathogéniques, et ont donc un réle de
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mise en place de I'immunité innée. Les deux TLR classiquement décrits dans la
littérature consacrée aux HDL sont les TLR2 et TLR4. La reconnaissance de motifs
antigéniques par ces TLR va permettre I'induction de cascades de signalisation
spécifiques, aboutissant a I'activation de génes de défense. Il y a la voie du myeloid
differenciation factor 88 (MyD88), conduisant a la synthése de cytokines
inflammatoires, et la voie TRIF-related adaptor molecule / TIR domain-containing
adaptor inducing IFN-B (TRAM/TRIF). Cette derniére est responsable de I'expression
de génes permettant une réponse antivirale, une maturation des cellules dendritiques
et des macrophages, I'expression de molécules de co-stimulation du CMH, ainsi que

la sécrétion d’IFN-3. C’est ce qu’on appelle la réponse interféron de type | [373].
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Figure 21. Interaction CMH/TCR au niveau des radeaux lipidiques.
L’activation des lymphocytes T (T cell) par les cellules présentatrices d’antigénes
(APC) est fortement dépendante de la présence de radeaux lipidiques membranaires
(Raft platform). lls permettent le contact entre les molécules de CMH, présentant un
peptide antigénique (pMHC), et les TCR des Ilymphocytes. De nombreuses
molécules de costimulation sont nécessaires a la formation du complexe
supramoléculaire central d’activation (c-SMAC) et donc a Tlinitiation de signaux
intracellulaires en réponse a la liaison CMH/TCR. Abréviations : LAT, linker for T cell
activation; LCK, lymphocyte cell-specific protein Tyr kinase; ZAP70, Tyr kinase 70
kDa ¢ —associated protein. Simons et Gerl. 2010 [372].

Comme décrit précédemment, les radeaux lipidiques, et plus généralement
I'expression de récepteurs membranaires, est cruciale pour le bon fonctionnement de
la réponse immunitaire. La stabilité de ces radeaux et de leur contenu est donc
dépendante de la régulation de I'efflux de C. Déja démontrée, la déplétion en C par
des agents chimiques est capable d’inhiber la présentation d’antigénes par les CPA

et donc l'activation des lymphocytes T [374,375]. Les HDL et 'ApoA-l étant des
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chélateurs naturels du C, il est logique de supposer qu’elles peuvent avoir un effet

similaire.

Dans leur étude in vitro, Wang et al. ont ainsi démontré que I'’ApoA-I et les
HDL pouvaient inhiber la stimulation des lymphocytes T par les CPA, en perturbant
les radeaux lipidiques par une augmentation de I'efflux de C. Il y avait ainsi moins de
radeaux présents a la surface de la membrane plasmique, et ceux restants
contenaient moins de C. En résulte une mauvaise distribution des molécules de
CMH-Il a la membrane et une diminution de l'activation des lymphocytes T. Ces
effets se traduisaient par une réduction de synthése d’IL-2 et d’'IFN-y par les
lymphocytes T [376]. Hyka et al., ont également démontré |la capacité de 'ApoA-I a
bloquer le contact entre les monocytes et les lymphocytes T, empéchant ainsi la
synthése d’IL-18 et de TNF-a [377].

Endosome

Cytoplasm

Nucleus

Figure 22. Voies de signalisation dépendantes du TLR4. De multiples
protéines interviennent dans la signalisation du TLR4. On distingue deux voies
principales: la voie TRAM/TRIF, aboutissant a I'activation de la réponse interféron de
type | via linterferon regulatory factor-3 (IRF-3), et la voie MyD88, induisant la
synthése de cytokines inflammatoires via NF-kB et I'activator protein-1 (AP-1). Kawai
et Akira. 2006 [373].
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Cet effet perturbateur de '’ApoA-I et des HDL est retrouvé par Umemoto et al.
au niveau d’adipocytes. Dans leur étude, ils démontrent que la réduction de
linflammation, liée aux HDL et a '’ApoA-l, passe par les récepteurs classiques a
savoir ABCA1 et SR-BI, induisant 'augmentation de I'efflux du C des adipocytes vers
I’ApoA-I/HDL, et perturbant ainsi la stabilité des radeaux lipidiques [378]. De la méme
maniére, des souris déficientes pour le récepteur ABCA1, ou des monocytes de
patients atteints de la maladie de Tanger (déficit en efflux du cholestérol), voient les
effets anti-inflammatoires de I'’ApoA-I et des HDL bloqués [379,380].

Il'y a donc bien une relation entre 'ApoA-I des HDL et la voie principale
d’élimination du C, a savoir ABCA1/SR-BI, et la stabilisation/perturbation des

radeaux lipidiques [228].

La régulation de la signalisation cellulaire, au niveau des cellules
leucocytaires, est une autre propriété des HDL. Comme au niveau des CE, la S1P
est capable de se lier a ses récepteurs, présents au niveau des membranes des
monocytes et des macrophages [381], et d'induire I'activation de signalisations
aboutissant a la diminution des phénomeénes inflammatoires [382]. Dans leurs
études, Nofer et al. et Keul et al. ont décrit le FTY720, un analogue de la S1P,
comme étant capable de réduire I'athérosclérose in vivo. L’action de cette S1P
synthétique est médiée par la diminution de I'activation, de la migration et de la
sécrétion des macrophages [383,384]. Elle peut également orienter la réponse des
macrophages en favorisant le phénotype M2 anti-inflammatoire, au détriment du
phénotype M1 pro-inflammatoire [385]. Au niveau de la signalisation intracellulaire, la
S1P est capable d’inhiber l'action du facteur de transcription NF-kB et donc

'inflammation [386].

NF-kB est une plaque tournante de la signalisation intracellulaire en lien avec
limmunité. Il est notamment activé par la liaison de motifs antigéniques pathogénes
au niveau de TLR, qui sont les senseurs de limmunité innée, notamment
antibactérienne. Les radeaux lipidiques jouent un rdle essentiel dans cette
signalisation intracellulaire, puisqu’ils sont en effet des plateformes permettant la
présence de nombreux récepteurs de I'immunité a la membrane, et en particulier les
TLR. De fagon surprenante, il a été démontré que les lipoprotéines pouvaient

interagir avec les ligands des TLR pour moduler I'activation de ces récepteurs.
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Plusieurs études ont donc étudié le role des TLR dans 'anti-inflammation induite par
les HDL.

La 1°™ étude est celle de Suzuki et al. en 2010, réalisée sur des macrophages
en culture, et explorant les voies de la réponse interféron de type |. Les
macrophages stimulés par du lipopolysaccharide (LPS) présentaient un profil pro-
inflammatoire en réponse a la fixation du LPS sur le TLR4, et a l'activation des
molécules de signalisation TRAM/TRIF. Cette réponse interféron de type | était en
revanche inhibée par l'ajout d’HDL, et ce en favorisant la translocation de TRAM
dans le compartiment intracellulaire. Cet effet des HDL sur la signalisation du TLR4
est attribué a '’ApoA-Il, de par sa capacité a perturber 'expression membranaire des
récepteurs via la régulation du C, et a été confirmé par I'utilisation de souris ApoA-|
KO. Lors d’une infection bactérienne, elles présentaient six fois plus de synthése
d'IFN-B que les souris sauvages, désignant bien I'ApoA-l comme une protéine
inhibitrice de 'immunité liée au TLR4 [387].

La régulation du TLR4 par 'ApoA-I a ensuite été explorée par Mogilenko et al.
lls ont démontré que I'ApoA-l était localisée a la fois dans des vésicules
intracytoplasmiques, mais également a la membrane, et plus particulierement au
niveau de son récepteur ABCA1 et des radeaux lipidiques. Elle est ainsi capable
d’avoir un double effet régulateur sur les récepteurs membranaires, puisqu’elle peut
a la fois stabiliser I'expression d’ABCA1 a la membrane, et a la fois réprimer
I'expression du TLR4 [388].

En lien avec la signalisation du TLR, 'ApoA-I a également été décrite comme
ayant un effet sur la signalisation du récepteur CD40. Le couple CD40/CD40 ligand
est en effet capable d’interagir avec le TNF receptor superfamily, member 6
(TRAFB6), qui fait également partie de la signalisation liée a MyD88 au niveau du
TLR4. En régulant le cholestérol cellulaire via ABCA1, 'ApoA-I peut ainsi perturber
les radeaux lipidiques de macrophages et empécher le recrutement de TRAF6 au
niveau des radeaux. Elle bloque ainsi la signalisation dépendante de CDA40,

aboutissant a 'induction de cytokines inflammatoires via NF-kB (Figure 23) [389].

Au niveau des cellules endothéliales, 'ApoA-I peut également jouer un rdle

dans la régulation des radeaux lipidiques. En effet, en réponse a un régime
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alimentaire contenant du cholestérol, 'expression de marqueurs des radeaux comme

la cavéoline-1, la flotilline-1, ainsi que I'expression de TLR2 et TLR4, était augmentée

chez des souris sauvages.
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Figure 23. Interactions entre les voies CD40/CD40 ligand et TLR4/MyD88.
La protéine TRAF6 est localisée a la membrane plasmique, au contact des
récepteurs CD40 et TLR4. Elle joue un rble central dans les signalisations permettant
la synthése de cytokines inflammatoires via NF-kB. L’ApoA-I des HDL est capable de
perturber les radeaux lipidiques et d’'empécher ainsi le recrutement de TRAF6 a la

membrane. Adaptée de van Loo et Beyaert. 2011 [390].

Chez des souris surexprimant 'ApoA-l humaine, leur expression était en

revanche diminuée. De plus, 'ApoA-| était capable de bloquer le recrutement du

TLR4 aux radeaux lors de la stimulation des cellules, empéchant ainsi 'expression

de nombreuses molécules inflammatoires dépendantes de NF-kB, comme l'IL-6, le

TNF-a ou MCP-1 [391].
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In vivo, des études utilisant des souris doubles déficientes, pour le récepteur
aux LDL et pour '’ApoA-I, ont été utilisées pour mettre en évidence les effets anti-
inflammatoires de 'ApoA-l. Ces souris présentent constitutivement des dépéts de C
et des infiltrations massives de macrophages sous la peau et dans le foie. Elles
présentent également une sévére athérosclérose [392,393]. Elles possédent
également des ganglions lymphatiques plus chargés en C et en cellules immunitaires
que les souris uniquement déficientes pour le récepteur aux LDL [394]. Cette
infiltration massive de lymphocytes T, lymphocytes B, cellules dendritiques et
macrophages dans les ganglions est réduite par l'injection d’ApoA-l a ces souris.
Cette injection se traduit également par une augmentation du nombre de
lymphocytes T régulateurs, réduisant I'inflammation, ainsi que par une réduction des

dépbts de C dans les ganglions et sous la peau [395].

Toutes ces études décrivent bien le role anti-inflammatoire que peuvent avoir
les HDL, en agissant directement sur les principaux médiateurs de l'immunité que
sont les leucocytes. Ces effets, complémentaires de ceux sur le mur vasculaire, vont
permettre de lutter contre [linflammation chronique, liée notamment a
'athérosclérose, mais également contre [linduction aigué de phénomenes

inflammatoires lors de I'IDM (Figure 24).

100



Endothelial Cells Vascular Smooth Muscle Cells
(-) apoptosis @ (+) prostacyclin production
(+) migration (-) migration
(4) proliferation O (-) monocyte recruitment
(-) adhesion (-) ROS production

(+) NO production (-) extracellular matrix degradation

(+) prostacyclin production () cell detachment /

(-) thromboxane A2 production (-) apoptosis

(-) ROS production

(-) platelet activating factor release H D I- - ’

(-) tissue factor expression
Platelets & {;j
() activation @

Adipocytes

Endothelial Progenitor Cells (EPC)
(-) apoptosis

(+) differentiation

(+) migration

(4) proliferation

(+) tube formation

(+) glucose uptake

(+) adiponectin production
Monocytes/Macrophages

(-) adhesion
(-) cytokine induction
(-) dendritic cell differentiation Skeletal Muscle Myocytes
(+) glucose uptake
(+) glycogen synthesis
Neutrophils Pancreatic -cells Z
(-) adhesion ) Z =
(-) migration (-) apoptosis 2 : 2
(+) insulin secretion s \

Figure 24. Effets biologiques des HDL. Schéma récapitulatif des différentes
cibles cellulaires des HDL. Mineo et Shaul. 2012 [396].

4. Effets des HDL au niveau cardiaque

En lien avec le RIC, et au méme titre que 'EPO, la ciclosporine, 'adénosine et
de nombreuses autres molécules décrites préecédemment, les HDL ont été étudiees
dans le cadre de la protection contre les lésions d’l/R. Bien que leurs multiples
propriétés vasculaires, a la fois anti-thrombotiques et anti-inflammatoires, soient des

eéléments essentiels a linduction de cette cardioprotection, ces molécules ont

également des effets directs au niveau cardiaque.
4.1. Protection induite par I'ApoA-|
De nombreux travaux ont étudié les propriétés cardioprotectrices des HDL et de
'ApoA-I, en utilisant des systémes de cceur isolé perfusé. lls sont pour la plupart

issus de travaux de l'université de Milan, a l'origine de la découverte de la mutation
ApoA-I Milano.
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Dans ces modéles ex vivo selon la technique de Langendorff, les rHDL
composeées d'ApoA-I et de PL ont montré de nombreuses propriétés
cardioprotectrices. Elles ont en effet permis d’obtenir une réduction de la taille de
l'infarctus, corrélée a 'amélioration d’'un ensemble de paramétres hémodynamiques.
On peut citer 'augmentation de la pression développée par le ventricule gauche (left
ventricular developed pressure, LVDP), la diminution de la pression de perfusion
coronaire (coronary perfusion pressure, CPP) ou encore de la diminution de la
pression télédiastolique du ventricule gauche (left ventricular end diastolic pressure,
LVEDP). Cette action bénéfique des HDL, par 'ApoA-Il, se manifeste également par
la diminution de la libération de marqueurs de souffrance cellulaire et d’inflammation,
comme le TNF-a ou les créatines kinases. A l'inverse on observe, en réponse a
'administration d’HDL, la production de facteurs bénéfiques comme la PGI; et la
prostaglandine E, [397-401].

Ce role protecteur des HDL, en I'absence de sang circulant et de S1P, décrit
probablement une action directe de I'ApoA-l sur les cardiomyocytes. Cette
cardioprotection pourrait é&tre médiée par les récepteurs ABCA1 et SR-BI, sans qu'il
n’y ait pour l'instant de démonstration claire. Il semble néanmoins que I'ApoA-I ait
besoin de partenaires, comme au niveau des CE, pour interagir avec ses récepteurs.
En effet, dans toutes ces études, 'ApoA-lI ne permet d’obtenir une cardioprotection
que lorsqu’elle est sous la forme d’HDL natives ou de rHDL, donc liée a des PL. Il y
aurait au niveau des cardiomyocytes le méme genre de coopération entre 'ApoA-| et
les PL, qu’entre 'ApoA-I et la S1P au niveau des CE. Cette nécessité de I'association
de PL a 'ApoA-I pour former des rHDL tient peut-étre d’'une meilleure conformation

spatiale et d’'une meilleure présentation de 'ApoA-I a ses récepteurs.

In vivo, les HDL contenant I'ApoA-l ont également démontré des effets
protecteurs lors d’administrations chroniques. Dans I'étude de Kiya et al., aprés une
ligature définitive de I'lVA chez le rat, le traitement pendant quatre semaines par des
rHDL a permis de diminuer le remodelage et d’améliorer la fonction ventriculaire
[402]. Chez 'homme, ces effets anti-inflammatoires et anti-athérogéniques des rHDL
contenant I'ApoA-lI ont également été étudiés par des traitements de plusieurs
semaines [368,370]. En aigué, I'administration de rHDL, composées d’ApoA-I,
diminue les arythmies de reperfusion [403], et 'ApoA-l seule permet de diminuer

'expression des marqueurs de dommages tissulaires et d’inflammation que sont les
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créatines kinases, le TNF-a, I'lL-6, ICAM-1 et l'infiltration des neutrophiles [404].
Dans d’autres modéles que la cardioprotection, a savoir la protection rénale et
intestinale, 'ApoA-I| seule et les rHDL contenant 'ApoA-I, ont montré le méme type

d’effets sur la diminution de I'expression de ces marqueurs [405-407].

4.2. Protection induite par la S1P

En paralléle de l'action de 'ApoA-l, la S1P est également capable d’agir au
niveau myocardique puisque des travaux sur coeur isolé perfusé ont démontré que
'injection de S1P dans le liquide de perfusion était capable d’induire une
cardioprotection contre I'ischémie [408-410]. Une découverte intéressante est que
cette méme S1P est libérée en réponse au conditionnement local, qu'’il soit réalisé en
pré ou en post-conditionnement [411,412]. De plus, cette protection induite par les
HDL et la S1P peut étre abolie par différents procédés agissant sur la voie de
synthése et sur la signalisation de la S1P. Les sphingosines kinases, a I'origine de la
synthése de S1P, sont en effet nécessaires a la protection induite par I'lPreC et
'lPostC, puisque l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques ou de souris déficientes ne
mettait pas en évidence une diminution de la taille de linfarctus [411,413,414].
L’activation de ces kinases par le ganglioside GM-1 stimule également la production
de S1P et induit la cardioprotection [408]. Comme pour '’ApoA-I, la cardioprotection
induite par la S1P est caractérisée ex vivo par la réduction de la taille de l'infarctus et

par 'amélioration des paramétres hémodynamiques.

La capacité de la S1P a avoir un effet protecteur in vivo a été validée, avec la
démonstration que son action peut passer par différents récepteurs. Pour cela des
souris déficientes pour S1P3 ou pour S1P, et S1P; ont été utilisées, de méme que
des inhibiteurs spécifiques. Les récepteurs S1P4, S1P,, et S1P3; semblent donc tous

les trois avoir un effet sur la cardioprotection induite par la S1P [362,412,415].

Sur des cultures de cardiomyocytes, de nombreuses études ont été menées
afin d’explorer les mécanismes impliqués dans la cardioprotection induite par la S1P
[416,417]. De la méme fagon qu’ex vivo, les sphingosines kinases ont été mises en
évidence comme nécessaires, puisque les cardiomyocytes déficients pour ces
enzymes avaient une libération de cytochrome C et une mort cellulaire augmentée

[418]. Le ganglioside GM-1, en revanche, était capable de stimuler la synthése de
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S1P et d’induire la survie cellulaire dans des cardiomyocytes naifs, mais pas dans
les cardiomyocytes déficients [418]. Dans ces études in vitro, la protection induite par
la S1P était de nouveau reliée aux récepteurs S1P¢, S1P; et S1P3 [419,420].

4.3. La signalisation cellulaire mise en jeu

En raison de la variété de récepteurs pouvant lier TApoA-I et la S1P, il existe de
multiples voies de signalisation intracellulaires qui peuvent induire une

cardioprotection via les HDL.

Il y a tout d’abord les facteurs habituellement décrits dans la signalisation des
HDL, au niveau des cellules endothéliales notamment, a savoir le NO [303,362,403],
PI3K/Akt et ERK1/2 [403,419,420]. Ces voies sont décrites comme activées a la fois
par 'ApoA-| et la S1P. La protéine effectrice GSK-3 est elle aussi la cible des HDL,

puisqu’elle est phosphorylée, et donc inhibée, en leur présence [416,419].

Ces facteurs de signalisation cellulaires, appartenant plutét a la voie de survie
RISK, sont a mettre en paralléle d’autres médiateurs appartenant a la voie survie

SAFE, eux aussi décrits comme impliqués dans la signalisation des HDL.

Alors que le TNF-a est inhibé par les HDL, les souris TNF-a KO sont incapables
d’étre protégées par les HDL. Cette molécule, pourtant décrite comme un facteur
pro-inflammatoire, aurait donc des effets bénéfiques sur la signalisation cellulaire, et

notamment celle des HDL, lorsqu’elle est synthétisée en faibles quantités [421 ,422].

L’autre élément de la voie SAFE est le facteur de transcription STAT-3. La
liaison du TNF-a sur ses récepteurs induit son activation et donc sa translocation au
noyau. En revanche, cette action bénéfique induite par les HDL, disparait dans des
animaux STAT-3 KO [421-423]. D’autres observations, impliquant STAT-3 dans la
protection induite par les HDL, la S1P, ou les rHDL contenant la S1P, ont été faites
sur cardiomyocytes isolés. STAT-3 y est phosphorylé et sa fixation a 'ADN est ainsi
augmentée, pour qu’il puisse jouer son réle de facteur de transcription en activant
'expression de génes anti-inflammatoires et anti-apoptotiques. La fraction

mitochondriale de STAT-3 est elle aussi augmentée en réponse aux HDL et la S1P,
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et cette augmentation est corrélée avec [linhibition de l'ouverture du mPTP
[422,424 ).

La mitochondrie, et en particulier le mPTP, est la cible finale de ces voies de
survie RISK et SAFE. Les HDL sont donc capables, au travers de ces cascades de
signalisation, d’agir sur la mitochondrie. Elles ont été clairement démontrées comme
empéchant l'activation des caspases et donc de I'apoptose (Figure 25) [420,422].
Pour preuve de ce lien entre HDL/voie SAFE/caspases et apoptose, les souris STAT-
3 KO présentent une activation plus grande de la caspase 3, et dans les CE, les HDL

inhibent I'activation de cette caspase 3 [334,425].

Un autre moyen qu’ont les HDL de protéger contre I'ischémie-reperfusion, c’est
de bloquer I'extension de la nécrose myocardique. Pour cela elles peuvent agir au
niveau de molécules déja décrites comme impliquées dans le RIC, et jouant un role
essentiel dans le maintien des jonctions cellulaires: les connexines-43. Leur
perturbation permettrait de dissocier suffisamment les cardiomyocytes pour stopper
la propagation de signaux et de facteurs pro-apoptotiques, tels que le cytochrome C
et les caspases. Ces Cx-43 sont phosphorylées par la PKC-¢, ainsi que par la voie
SAFE via JAK/STAT, et participent donc a l'effet des HDL et de la S1P sur la
cardioprotection (Figure 25) [410,426].
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Figure 25. Signalisation des HDL au niveau cardiaque. La fixation des HDL
sur leurs récepteurs induit I'activation des voies de survie RISK et SAFE O©. Elles
empéchent ainsi 'apoptose @ engendrée par I'ouverture du mPTP a la reperfusion
®. Par l'activation et STAT-3 et de PKC-¢, les HDL peuvent également phosphoryler
les connexines-43 (Cx-43) @ et ainsi empécher la diffusion de signaux apoptotiques
entre les cardiomyocytes ®. STAT-3 est également transloqué au noyau pour activer
'expression de génes anti-inflammatoires et anti-apoptotiques ®.
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5. Récapitulatif

Pour résumer les effets que peuvent avoir les HDL au niveau du systéme
cardiovasculaire, il est nécessaire de bien appréhender leur mode d’action, en
fonction du type cellulaire et tissulaire étudié. |l est également important de maitriser
les réles que vont jouer leurs deux constituants majeurs, I'ApoA-l et la S1P,
individuellement. Ces rdles peuvent varier, voire méme étre contradictoires, et la
résultante, en termes d’effet protecteur des HDL, dépend fortement des récepteurs et
des voies de signalisation mis en jeu. Dans le cas de l'utilisation d’HDL synthétiques,
leur mode d’action sera essentiellement modulé par la présence ou I'absence de ces

deux constituants majeurs (Tableau 1).

L’ApoA-| se fixe au niveau des récepteurs ABCA1 et SR-BI, et participe ainsi a
la régulation du cholestérol cellulaire par les HDL. Ces récepteurs ne sont que tres
peu impliqués dans des cascades de signalisation cellulaire, ce qui explique l'effet
limité de I'ApoA-I dans certains modéles. Au niveau de l'inflammation et des cellules
immunitaires, '’ApoA-l semble cependant efficace a la fois in vivo et in vitro, seule ou
liée aux HDL. Elle agit en perturbant la présence de C, et en supprimant les radeaux
lipidiques, porteurs de molécules de signalisation a la membrane des cellules. Elle
permet ainsi de diminuer leur activation et leur réactivité face a I'inflammation. Dans
les études sur les cellules endothéliales, 'ApoA-I posséde quelques actions, comme
la production de NO, de PGl,, la diminution de I'expression des molécules

d’adhésion. Son effet est cependant moindre que celui observé avec la S1P.

Contrairement a 'ApoA-I, la S1P posséde de nombreux récepteurs, couplés a
des protéines G, et donc de nombreux effets sur les voies de signalisation cellulaire.
C’est la raison pour laquelle cette molécule est efficace in vivo, ex vivo et in vitro, et
cela au niveau des cellules endothéliales, des leucocytes et des cardiomyocytes. Elle
est notamment décrite comme capable d’activer les voies de survie cellulaire

RISK/SAFE alors que I'ApoA-I seule ne I'est pas.

Au-dela de leurs actions isolées, la S1P et 'ApoA-I sont également capables de
potentialiser leurs effets. Pour preuve, dans les études ex vivo sans sang circulant,
I'ApoA-I ne peut pas médier la réponse cardioprotectrice en modulant I'inflammation.

Il est donc nécessaire de l'administrer sous la forme de rHDL, associée a des
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partenaires moléculaires, comme les PL seuls, ou la S1P et des PL. Elle peut alors
induire une cardioprotection, et ce probablement grace a une meilleure
reconnaissance de la particule lipoprotéique au niveau des récepteurs, comparé a

I'ApoA-I seule.

Le modéle classiquement décrit est donc celui d'une co-activation des
récepteurs ABCA1 ou SR-BI avec les récepteurs a la S1P. La liaison des deux
molécules va permettre une meilleure liaison de la particule HDL a la membrane de
la cellule cible, et une meilleure induction des cascades de signalisation
intracellulaires. Elle permettra également a I'ApoA-l de mieux interagir avec la

membrane plasmique, pour jouer son role d’épuration du cholestérol.

L’ensemble de ces éléments permet de résumer l'action de I'ApoA-l et de la
S1P dans la protection cellulaire, et de mieux comprendre les différences qui peuvent
survenir dans leur utilisation. In vivo 'ApoA-l peut moduler la réponse leucocytaire
mais aussi se lier aux PL et a la S1P circulants dans le plasma, former des HDL et
donc avoir de multiples effets. In vitro et ex vivo seule, elle n'est en revanche que
tres peu efficace en terme de cardioprotection. La S1P quant a elle est efficace

quelque soit ses conditions d’utilisation.
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Tableau 1. Tableau récapitulatif des effets des HDL/ApoA-I/S1P.

In vitro HDL | ApoA-1| S1P Récepteurs Effets
Cellules S1PR ™ NO, PGI2
o ++ + ++
endothéliales SR-BI VICAM-1, VCAM-1, E-sélectine
S1PR V' Radeaux lipidiques, adhésion,
Leucocytes ++ ++ ++
SR-BI/ABCA1 TRL4, NK-kB
. ™ RISK/SAFE
Cardiomyocytes | ++ - ++ S1PR
\ apoptose
Ex vivo HDL | ApoA-1| S1P Récepteurs Effets
S1PR N Paramétres hémodynamiques
++ = ++
SR-BI/ABCA1 ? ¥ TNF-q, taille de linfarctus
In vivo HDL | ApoA-lI| S1P Récepteurs Effets
S1PR V' Inflammation, taille de
++ ++ ++
SR-BI/ABCA1 l'infarctus

Abréviation : S1PR, récepteurs a la S1P
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Modeles expérimentaux

Anesthésie

Toutes les expérimentations ont été menées en accord avec le comité régional
d’éthique en expérimentation animale des Pays de la Loire. Tous les animaux on été
traités en accord avec « The guide for the care and use of laboratory animals »,

publié par le « National Institutes of Health » (derniére révision en 1996).

Les rats utilisés, des méles Wistar agés de 8 a 10 semaines, ont été anesthésiés
par une injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique a raison de 60 mg/kg de
masse corporelle (Penthotal® ; Ceva Santé Animale, France). Aprés sédation totale,
les animaux ont été placés en décubitus dorsal sur une planche de contention en
polystyréne. lls ont été ensuite intubés a l'aide d’'une sonde orotrachéale de 16
gauges de diamétre interne. L’intubation a été réalisée en contrélant visuellement la
filiere pharyngo-laryngée. Tout au long de I'expérimentation, 'animal a été ventilé
mécaniquement a une fréquence respiratoire de 50-60 insufflations/minutes et une
pression inspiratoire de 12 cm HyO. La ventilation a été réalisée a l'aide d’un
respirateur pour petit animal SAR-830/AP (CWE® ; PA, Etats-Unis). La température
corporelle a été maintenue a 37+1°C a l'aide d’'une couverture chauffante connectée
a un régulateur de température relié a une sonde rectale (HB101/2 RS, BIOSEB,

France).

Conditionnement a distance

Lorsque les animaux ont été soumis a un préconditionnement a distance celui-ci
a eteé réalisé par la pose d'un clamp vasculaire atraumatique au niveau de I'artere et
de la veine fémorale droite, préalablement exposées. L’occlusion compléte du flux
sanguin était confirmée par I'absence de pulsation au niveau de l'artére et par le

collapsus de sa partie distale.
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Ischémie-reperfusion myocardique

Pour les rats ayant subi une ischémie-reperfusion myocardique, une sternotomie
meédiane a été réalisée. Le péricarde a ensuite été réséqué afin de permettre
'exposition de la face antérieure du cceur. Afin de ligaturer l'artére coronaire
interventriculaire antérieure gauche, un fil de suture non résorbable a été placé
autour de sa partie proximale (fl Premio 7/0; Péters surgical®, France). Les
extrémités du fil ont été introduites dans un court tube en plastique, appliqué contre
la surface épicardique, directement sur I'lVA, et I'occlusion a été maintenue grace a
un clamp. L'ischémie a été confirmée par le blanchiment et la cyanose du myocarde
en aval de la ligature. Une akinésie au niveau de la paroi antérieure du ventricule

gauche confirmait également la présence d’une ischémie.

Prélevements

Deux types de prélévements ont été réalisés au cours des différentes études.

'y a tout d’abord l'analyse des plasmas de rats soumis ou non a un
conditionnement a distance, mais sans ischémie-reperfusion myocardique. Du sang
total a donc été collecté sur des tubes EDTA (Becton, Dickinson and Company ; NJ,
Etats-Unis). Pour cela les animaux ont subi une laparotomie et 6 mL de sang a été

prélevé en veine cave inférieure.

Les coeurs soumis a 40 min d’infarctus du myocarde ont été prélevés aprés 15
min ou 2 heures de reperfusion. Dans le premier cas, il s’agissait d’analyser les voies
de survie par western blot (WB). Dans le deuxiéme, le prélévement a permis
l'analyse de la taille de linfarctus ainsi que de l'effet anti-inflammatoire induit par
'ApoA-I.
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Groupes expérimentaux

1. Analyse protéomique

Trois groupes de rats ont été constitués (Figure 26B) :

1) Groupe contréle (Control): 20 min de stabilisation puis prélevement de
sang, sans autre intervention ; n=10

2) Groupe RIPreC 5': le RIPreC a été réalisé par 10 min d’occlusion des
vaisseaux fémoraux et 5 min de reperfusion de la patte, suivi du
prélevement de sang ; n=10

3) Groupe RIPreC 10’ : le RIPreC a été réalisé par 10 min d’occlusion des
vaisseaux fémoraux et 10 min de reperfusion de la patte, suivi du

prélevement de sang ; n=10

2. Etude du RIPreC par séquences répétées de clampage artériel

4) Groupe RIPreC 4*5’: le RIPreC a été réalisé par 4 cycles de 5 min
d’occlusion des vaisseaux fémoraux et 5 min de reperfusion de la patte,

suivi du prélévement de sang ; n=6 (Figure 26B)

3. Mesure de la taille d’infarctus

Tous les rats ont été soumis a 40 min d’ischémie suivies de 2 heures de

reperfusion (Figure 26A).

5) Groupe MI (myocardial infarction) : infarctus seul ; n=9

6) Groupe RIPreC + Ml : l'infarctus est précédé d’'un RIPreC 10’ appliqué 20
minutes avant la ligature coronaire ; n=11

7) Groupe ApoA-l + MI: Injection intraveineuse d’un bolus d'ApoA-I|
(Academy Bio-Medical Company, Inc., TX, Etats-Unis) a 10 mg/kg, 10 min

avant 'occlusion coronaire ; n=8
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4. Analyse des protéines par Western Blot

Tous les rats ont été soumis a 40 min d’ischémie suivies de 15 minutes de

reperfusion (Figure 26A).

8) Groupe MI : infarctus seul ; n=6
9) Groupe ApoA-lI + MI : Injection intraveineuse d’'un bolus d’ApoA-I a 10

mg/kg, 10 min avant I'occlusion coronaire ; n=6

5. Evaluation histochimique de I'inflammation

Tous les rats ont été soumis a 40 min d’ischémie suivies de 2 heures de

reperfusion (Figure 26A).
10) Groupe MI : infarctus seul ; n=2

11) Groupe ApoA-lI + MI : Injection intraveineuse d’un bolus d’ApoA-l a 10

mg/kg, 10 min avant I'occlusion coronaire ; n=2
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Figure 26. Groupes expérimentaux. Représentation schématique du protocole
expérimental appliqué a chaque groupe de rats. A. Des rats méales Wistar ont été
divisés en 3 groupes et soumis a 40 min d’occlusion coronaire. Le groupe infarctus
seul (MIl) n’a recu aucune autre intervention supplémentaire. Le groupe ApoA-I + Ml
a recu l'injection de 10 mg/kg d’ApoA-I sous forme d’un bolus en intraveineuse, 10
min avant I'occlusion coronaire. Le groupe RIPreC + MI a été soumis a un cycle de
conditionnement a distance par 10 min d’ischémie de la patte/10 min de reperfusion,
20 min avant l'occlusion coronaire. A la fin des 40 min d’'ischémie myocardique, les
cceurs ont été reperfusés puis prélevés a différents temps : a 15 min de reperfusion
pour I'analyse western blot (WB) ; a 2 heures de reperfusion pour la mesure de la
taille de linfarctus par marquage au triphenyltetrazolium chloride (TTC) et de
'inflammation par immunohistochimie (IHC). B. Pour I'analyse protéomique, et pour
les dosages ELISA de I'’ApoA-I, des rats ont été soumis a des conditionnements a
distance puis prélevement de sang, sans ischémie myocardique. Il s’agissait d’'un
cycle unique de 10 min d’ischémie de patte/5 (RIPreC 5’) ou 10 min (RIPreC 10’) de
reperfusion, ou bien de 4 cycles de 5 min d’ischémie de patte/5 min de reperfusion
(RIPreC 4*5’). Le groupe Control n'a regu aucune autre intervention que le
prélévement de sang.
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Détermination de la zone a risque et de la taille

d’infarctus

Les rats ayant servi a la mesure de la taille d’infarctus ont été soumis a 40 min

d’ischémie myocardique puis 2 heures de reperfusion.

Les cceurs ont ensuite été prélevés puis canulés par I'aorte a une seringue
contenant du Bleu Evans (Sigma-Aldrich Co, MO, Etats-Unis) dilué a 1% dans du
phosphate-buffered saline (PBS). Préalablement a la canulation, le fil de suture
laissé en place au niveau de I'IlVA a été religaturé définitivement. La perfusion du
Bleu Evans a été effectuée de fagon rétrograde par l'aorte ascendante, et colore

donc en bleu tout le tissu myocardique irrigué.

Le ventricule gauche a ensuite été isolé du ventricule droit et des oreillettes,
puis rincé pour éliminer le bleu excédentaire. Il a été coupé en 5 a 6 coupes
transversales de 1 mm d’épaisseur de I'apex a la base du cceur. Chaque coupe a
alors été incubée dans un bain de triphenyltetrazolium chloride (TTC ; Sigma-Aldrich
Co, MO, Etats-Unis) 1% a 37°C pendant 10-15 min.

Selon le principe de la méthode du TTC, sont colorées en blanc les zones
nécrosees, en rouge les zones a risque non necrosees, et en bleu les zones non a

risque.

Les deux faces de chacune des coupes ont été photographiées a I'aide d’un
stéréomicroscope Leica (Microscope EZ 4D ; Leica, Allemange). Afin d’exprimer les
rapports d’'aire a risque/aire du ventricule gauche et d’aire nécrosée/aire a risque, les
aires de ces zones ont été quantifiees a I'aide du logiciel de planimétrie ImageJ
(National Institutes of Health, MD, Etats-Unis).
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Etude protéomique

Le sang prélevé a été centrifugé pendant 15 min a 1500 g et le plasma a été
recueilli et séparé en fractions de 500 pyL (Cryo Tubes Nunc; Thermo Fisher
Scientific, MA, Etats-Unis), conservées a -80°C. Les plasmas ont été manipulés dans
les 2 h suivant le prélevement et n‘ont pas subi plus de 2 cycles de

congélation/décongélation avant d’étre analysés.

L’analyse protéomique de ces plasmas a été réalisée dans le laboratoire du
Docteur Florence Pinet (INSERM, U744 ; Institut Pasteur de Lille ; Université Lille

Nord de France).

Equalisation

Chaque échantillon a été traité par une technique permettant I'exploration des
protéines minoritaires du plasma (ProteoMiner® protein enrichment kit ; Bio-Rad
Laboratories, CA, Etats-Unis). Reposant sur l'utilisation d’une librairie de peptides
complémentaires, elle permet de réduire la gamme dynamique en enrichissant
I'échantillon en protéines minoritaires et en réduisant la quantité de protéines

majoritaires (Figure 27).

Analyse protéomique

Les plasmas ont par la suite été analysés par la technique de surface-enhanced
laser desorption and ionization - time of flight - mass spectrometry (SELDI-TOF-MS).
Cette méthode repose sur la comparaison de profils protéiques et permet de mettre
en évidence des variations quantitatives de I'abondance d’une protéine ou d’un

fragment protéique dans un mélange comme le plasma.
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Figure 27. Principe de I'équalisation. Cette technique consiste en ['utilisation
d’'une librairie d’hexapeptides aléatoires, fixés a des billes de chromatographie, qui
vont lier de fagon équivalente toutes les protéines du plasma. lls permettent ainsi de
réduire la gamme dynamique en éliminant I'excés de protéines majoritaires non liées
tout en enrichissant les protéines de faible abondance.

Les protéines sont adsorbées sur une puce protéique métallique recouverte d’'une
surface de chromatographie. Elle permet de retenir spécifiquement un type de
protéine, en fonction des ses propriétés physicochimiques, et ainsi de simplifier la
complexité de I'échantillon. Deux types de puces protéiques ont été utilisées dans
cette étude, a savoir des ProteinChip CM10 arrays et des ProteinChip H50 arrays
(Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis). Elles sont respectivement destinées a

'analyse des protéines hydrophiles et des protéines hydrophobes.

Les puces protéiques sont ensuite placées dans un spectrométre de masse (PBS
4000 SELDI-TOF-MS ; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis) qui va permettre de
désorber et d’ioniser la préparation, a I'aide d’'un faisceau laser pulsé. Une fois
ionisées, les protéines de I'échantillon vont pénétrer dans un analyseur de temps de
vol qui va permettre de séparer les ions en fonction de leur rapport masse/charge
(m/z). Les ions de petites tailles, donc de faible rapport m/z, parviendront en premier

au détecteur. Ce détecteur enregistre alors l'arrivée des groupes d’ions et les
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transforme en signal électrique. Plus il y a d’ions de méme rapport m/z plus l'intensité
du signal sera forte, signe d’'une plus grande abondance de la protéine en question.
L’acquisition et le traitement des données se fait grace a un logiciel informatique
(ProteinChip® Data Manager software; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis)
(Figure 28).
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Figure 28. Utilisation de la technologie SELDI-TOF-MS pour l'analyse du
protéome plasmatique. Cette technique combine la chromatographie de surface a
la spectrométrie de masse. Les plasmas sont d’abord adsorbés sur des puces
protéiques et recouverts d’'une matrice pour étre ensuite ionisés et analysés en
spectrométrie de masse en temps de vol. On obtient un spectre protéique
représentant les différentes protéines de I'échantillon en fonction de leur rapport m/z.
Les profils sont ensuite normalisés et calibrés puis comparés par une analyse
informatique afin d’identifier des variations significatives d’intensité entre les groupes.
Adaptée de Fan et al. 2005 [427].

Nous avons analysé par cette technique I'ensemble des 30 échantillons, a la fois
sous leur forme native et sous leur forme équalisée. Chaque plasma a été analysé
en double sur chaque condition et a deux intensités laser différentes, afin d’analyser

soit les protéines de petites masses soit les protéines de grandes masses.
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Nous avons ainsi obtenu un ensemble de spectres protéiques, c'est-a-dire
lensemble des m/z des protéines et fragments protéiques présents dans

I'échantillon. C’est ce qu’on appelle les pics protéiques, ou clusters.

Une fois I'ensemble de profils protéiques obtenus, ils ont ensuite été normalisés
et calibrés, puis lintensité des clusters a été comparée groupe a groupe par une

analyse statistique uni-variée avec un test non-paramétrique (Mann-Whitney).

Nous avons ainsi obtenu une liste de 30 pics protéiques sous ou surexprimés
dans un des 3 groupes. Chacun de ces pics était caractérisé par sa masse, son
intensité moyenne dans chaque groupe, la déviation standard ainsi que par 2
plasmas d’intérét: celui avec la plus forte intensité, et celui avec la plus faible
(Figure 29).

N°du cluster | m/z (Da) Echantillon Intensité Intensite Deviation
moyenne standard
33 13035 Rat 22 — Control 0.642 1.135 0.307
13034 Rat 37 — RIPreC 10’ 2.193 1.599 0.355
Control RIPreC 10’ Control RIPreC 10’

Figure 29. Exemple de caractérisation d’un pic protéique. Le tableau présente
les données essentielles concernant le cluster identifieé comme significativement
modulé. Est représentée graphiquement la différence significative d’intensité du
cluster n° 33 entre les plasmas du groupe Control et ceux du groupe RIPreC 10’. La
ligne continue représente la moyenne et chaque point représente un échantillon.
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Purification des pics protéiques

L’étape suivante consistait a purifier chacun de ces 30 pics afin de les identifier.
Cette purification est cruciale et consiste a choisir une stratégie adaptée permettant
d’enrichir et de purifier les pics sélectionnés en SELDI-TOF-MS, afin de pouvoir les
identifier ensuite par MALDI-TOF-MS/MS.

Pour cela on a utilisé prioritairement le plasma identifié a I'étape précédente
comme étant le plus intense pour le pic d’'intérét. Si la mise en évidence du pic a été
faite dans les conditions du plasma natif il était nécessaire de réaliser une déplétion
en albumine et en IgG avant de purifier le pic protéique (ProteoPrep® Blue Albumin
Depletion Kit ; Sigma-Aldrich Co, MO, Etats-Unis).

On a ensuite utilisé un ensemble de techniques de purification pour purifier le pic
a partir du plasma d’intérét. Ces techniques ont été utilisées en cascade afin

d’obtenir une purification optimale (Figure 30) :

- Chromatographie sur colonne: il s’agit d'une résine échangeuse d’ions
(ProteinChip® CM spin columns ; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis) qui a les
mémes propriétés de liaison et d’élution que les puces CM10 utilisées lors de
l'identification par SELDI-MS-TOF. Les échantillons ont donc été déposés sur ces
colonnes, élués et fractionnés en augmentant progressivement le pH du tampon

d’élution.

- Focalisation isoélectrique en phase liquide : les protéines sont isolées et purifiées
en fonction de leur point isoélectrique, grace a la technique de MicroRotofor

(MicroRotofor™ cell ; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis).

- Elution hydrophobique : des billes de chromatographie phase inverse (Agilent
Technologies, Inc, CA, Etats-Unis) ont été utilisées pour lier les protéines
plasmatiques qui ont ensuite été éluées et fractionnées en augmentant le

pourcentage d’acétonitrile dans le tampon d’élution de 10% a 70%.
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Figure 30. Représentation schématique des étapes de purification. Cet arbre
décisionnel consiste en une succession de techniques aboutissant a I'enrichissement
et a la purification optimale du pic d’intérét. Adaptée de Fertin et al. 2011 [428].

Une purification optimale se caractérise par la disparition des pics protéiques
environnants du pic d’intérét. Une fois ce résultat atteint, I'échantillon purifié a été mis
a migrer sur un gel d’électrophorése sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) 15% (Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis) coloré au
Bleu de Coomassie. Le gel a ensuite été découpé au niveau de la bande protéique,

puis celle-ci a été extraite et digérée avec de la trypsine.

Identification par spectrométrie de masse

La digestion trypsique a ensuite été analysée par MALDI-TOF-MS, ce qui a
permis d’obtenir I'empreinte peptidique de la protéine, c'est-a-dire la liste des
fragments peptidiques aprés digestion. Cette liste est spécifique d’une protéine. La
protéine purifiée a donc pu étre identifiée en interrogeant les bases de données

bioinformatiques.
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Il était ensuite nécessaire de confirmer lidentification de la protéine par la
technique de MALDI-TOF-MS/MS. Elle consiste a réanalyser I'échantillon purifié
mais cette fois ci chacun des fragments trypsiques est sélectionné par une premiere
spectrométrie de masse, puis fragmenté de nouveau par une deuxiéme
spectrométrie de masse. On obtient ainsi la séquence peptidique exacte de la

protéine et on peut confirmer l'identification (Figure 31).

Validation par immunodeéplétion

Une fois l'identification certifiée, il était nécessaire de s’assurer que les protéines
identifiées étaient bien celles correspondant aux pics d’intérét. On a donc réalisé des

immunodéplétions contre ces protéines avec des anticorps spécifiques (Tableau 2).

Cette technique repose sur la liaison du fragment Fc des anticorps a des billes de
protéine A (protein A Sepharose 4 Fast Flow beads ; GE Healthcare, Royaume-Uni).
Les anticorps préalablement mis au contact du plasma, et donc ayant lié leur
protéine spécifique, vont étre éliminés par centrifugation et ainsi dépléter I'échantillon
de la protéine d’intérét. On visualise ensuite la disparition du pic protéique par
SELDI-TOF-MS. On valide ainsi 'identification.

Tableau 2. Anticorps utilisés en immunodéplétion.

Désignation Fournisseur Référence
Anti-ApoA-| Bioss Inc bs-0849R
Anti-ApoA-IV sc-19036
Anti-ApoC-lll sc-50378
Anti-Fibrinogéne-g Bi?géfw%gz , | 50335581
Anti-Haptoglobine-a sc-134466
Anti-Hémoglobine-3 sc-31116
Anti-Transthyrétine Abcam ab-9015
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Figure 31. Processus d’identification par spectrométrie de masse MALDI-
TOF. Apres purification, le pic d’intérét est isolé par électrophorése sur gel SDS-
PAGE, découpé puis digéré par de la trypsine. Une premiére analyse est réalisée par
MALDI-TOF-MS et permet une identification grace a I'obtention d’'une carte protéique
massique. Un séquencage du pic protéique est ensuite réalisé par MALDI-TOF-
MS/MS et permet de valider I'identification. Adaptée de Vandenbrouck et al. 2005
[429].
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Dosages plasmatiques de ’ApoA-I

Les concentrations plasmatiques en ApoA-l ont été déterminées dans les
plasmas des animaux ayant servi a l'analyse protéomique et a la réalisation du
RIPreC 4*5’. La méthode utilisée est un dosage par enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) (Kit for rat apolipoprotein A-l ; USCN, Life Science Inc., Chine).

100 pL de plasma ont été incubés 2 heures a 37°C sur une plaque préchargée
avec des anticorps spécifiques anti-ApoA-l. 100uL d’'un anticorps couplé a une

biotine ont ensuite été ajoutés aux échantillons.

Aprés 1 heure a 37°C et plusieurs lavages successifs, de I'avidine couplée a
une horseradish peroxidase (HRP) a été ajoutée. La plaque a été incubée 30 min a
37°C. De nouveaux lavages ont précédé lajout de 90 pyL de 3,3.,5,5-
tétraméthylbenzidine, permettant la réaction colorée.

Celle-ci a été stoppée par I'ajout d’acide sulfurique, et la densité optique a été

mesuree immeédiatement par spectrophotométrie a 450 nm (SAFAS, Monaco).

Analyse des protéines par Western Blot

Extraction protéique

Aprés 15 minutes de reperfusion, les zones a risque des coeurs soumis a
linfarctus ont été collectées et congelées immédiatement dans I'azote liquide.
L’extraction protéique a été réalisée apres avoir réduit les échantillons en poudre
manuellement. Pour cela 100 mg de poudre ont été mis en présence de 400 pL de
tampon de lyse (Tableau 3) puis homogénéisés mécaniquement (POLYTRON® PT
2100 ; Thermo Fisher Scientific, MA, Etats-Unis). Aprés 1 heure de centrifugation a
13000 rotations par minute, le surnageant a été récupéré et dosé selon la méthode
de Lowry (Bio-Rad DC protein assay kit; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis)
contre une gamme étalon de bovine serum albumin (BSA ; Bio-Rad Laboratories,
CA, Etats-Unis) allant de 0 a 1450 pg/mL. La densité optique a été lue a 570 nm
(Multiskan Ascent ; Thermo Fisher Scientific, MA, Etats-Unis).
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Tableau 3. Composition du tampon de lyse.

Composé Concentration
Hepes 30 mM
EGTA 2.5 mM
EDTA 2.5mM
KCI 20 mM
NaszVO, 1 mM
NaF 40 mM
NaPPi 4 mM
Glycerol 10%
Nonidet P40 1%
Inhibiteur de phosphatase 1%
Inhibiteur de protéase 1 pastille/10 mL

La technique du Western Blot

Les extraits protéiques ont ensuite été analysés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (gel SDS-PAGE). Nous avons pour cela
utilisé des gels 4-15% (Mini-PROTEAN® TGX™ ; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-
Unis), placés dans une cuve contenant du tampon de migration (10x tris/glycine/SDS
buffer ; Bio-Rad Laboratories, CA, Etats-Unis (Tableau 4). 50 ug de protéines ont été
chargés dans les puits de ces gels, et la migration des protéines a été réalisée a

température ambiante pendant 40 min a voltage constant de 200 V.

Tableau 4. Composition du tampon de migration.

Composé Concentration
Tris Base 25 mM
Glycine 192 mM
SDS 0.1%

pH 8.3

Une fois la migration terminée, les protéines ont été transférées sur une
membrane de nitrocellulose par transfert semi-sec grace a une tension électrique de
25 V pendant 7 min (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System ; Bio-Rad Laboratories,

CA, Etats-Unis). La membrane a ensuite été saturée pendant 1 heure a température
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ambiante dans du tampon tris-buffered saline-Tween (TBS-Tween) contenant 5% de

lait écréemé (Régilait, France) (Tableau 5).

Tableau 5. Composition du TBS-Tween.

Composé Concentration
Tris Base 20 mM
NaCl 137 mM
HCL2 M 0.38%
Tween 20 0.1%

pH 7.6

Les anticorps primaires spécifiques des protéines recherchées ont alors été
incubés durant une nuit a 4°C, aprés les avoir dilué a leur concentration optimale
d’utilisation dans du TBS-Tween contenant 5% de lait écrémé. Aprés plusieurs
lavages au TBS-Tween, la membrane a été mise en présence de l'anticorps
secondaire spécifique de I'espéce utilisée pour I'anticorps primaire. Ces anticorps
secondaires étaient dilués dans du TBS-Tween contenant 5% de lait, a leur
concentration optimale d’utilisation. lls étaient couplés a une HRP, et l'incubation a

eu lieu pendant 1 h a température ambiante (Tableau 6).

La révélation des membranes a été faite au sein du laboratoire du Docteur
Daniel Henrion : Laboratoire BNMI — UMR INSERM 1083 — UMR CNRS 6214 de
I'Université d’Angers. Nous avons utilisé un kit de révélation (Western Blotting
Luminol Reagent ; Santa Cruz Biotechnology, CA, Etats-Unis) couplé a [l'utilisation

d’'un imageur a détection de chimiluminescence (LAS-3000 mini ; Fujifilm, Japon).
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Tableau 6. Récapitulatif des anticorps et des dilutions utilisés en WB.
Anticorps primaires

Désignation Fournisseur | Espéce Référence  Dilution
Anti-p-Akt #9271 1/1500
Anti-Akt #9272 1/1000
Anti-p-ERK1/2 #4370 1/2000
Anti-ERK1/2 _ . . #4695 1/1000
, Cell Signalling | Lapin
Anti-p-GSK-3f #9323 1/1000
Anti-GSK-3p3 #9315 1/1000
Anti-p-STAT-3 #9145 1/2000
Anti-STAT-3 #4904 1/1000
Anti-GAPDH Sigma-Aldrich | Souris | #G8795 | 1/20000
Anticorps secondaires
Désignation Fournisseur | Espéce Référence | Dilution
Anti-Lapin Santa Cruz sc-2004 1/2000
: : . Chévre
Anti-Souris Biotechnology sc-2005 | 1/5000

Les anticorps ont ensuite été décrochés de la membrane a l'aide de 2 bains
de 3 min dans un tampon de déshybridation (Tableau 7). La membrane a été rincée
plusieurs fois au TBS Tween avant d’étre de nouveau saturée avec du TBS-Tween
contenant 5% de lait. Nous avons ainsi pu effectuer un autre cycle d’hybridation,

avec un nouvel anticorps.

Tableau 7. Composition du tampon de déshybridation.

Composé Concentration
Tris HCL 62.5 mM
B-Mercaptoéthanol 100 mM
SDS 2%

pH 6.8

L’intensité des bandes obtenues avec le logiciel d’acquisition a été quantifiée
grace au logiciel Imaged (National Institutes of Health, MD, Etats-Unis).
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Analyses histochimiques

Coupes de cceur

Les cceurs de rats ont été prélevés a la fin des 2 heures de reperfusion et
congelés rapidement dans du milieu d’enrobage (Freeze Gel; Labonord SAS,
France). Des coupes de 7 uym d’épaisseur ont ensuite été réalisées a I'aide d’'un
Cryostat CM3050 S (Leica Biosystems, Allemagne), au sein du laboratoire du
Docteur Joél Eyer (Laboratoire LNBT - UPRES EA. 3143 de I'Université d’Angers).

Marquages

Des sections médio-ventriculaires ont été marquées afin d’étudier

I'architecture histologique et l'infiltration leucocytaire, en réponse a l'infarctus.

1. Hématoxyline-Eosine

La coloration hématoxyline-éosine (HE) se décompose en plusieurs étapes
successives. Les coupes de tissus ont tout d’abord été colorées 10 min a
I’hématoxyline (Sigma-Aldrich Co, MO, Etats-Unis) afin de marquer les noyaux en
bleu-violet. Apres ringage pour évacuer I'excédent de colorant, les coupes ont été
colorées a I'éosine (Sigma-Aldrich Co, MO, Etats-Unis), également pendant 10 min.
Les cytoplasmes des cellules sont ainsi colorés en rose-rouge. Apres ringage, les
coupes ont été déshydratées par des bains successifs dans différents solvants : des

bains d’alcool a 70°, 95° puis 100°, puis deux bains de xyléne.

Les lames ont ensuite été montées a I'aide d’'un milieu de montage (Eukitt®;
O. Kindler GmbH & Co, Allemagne).

2. Marguage immunohistochimique CD45

Pour confirmer de facon spécifique linfiltration leucocytaire dans les tissus
infarcis, un marquage immunohistochimique CD45 a été réalisé. Pour cela les
coupes meédio-ventriculaires ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant

30 minutes, puis lavées 30 minutes dans du PBS. Une saturation de 30 minutes
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dans de la BSA a été réalisée puis les coupes ont été incubées sur la nuit a 4°C avec
un anticorps primaire anti-CD45 diluée au 1:100 (F10-89-4, Souris, Merck Millipore,
Allemagne). Aprés plusieurs lavages les coupes ont été incubées avec un anticorps
secondaire 1 heure a température ambiante (1:300, chévre anti-souris Alexa-Fluor
488, Invitrogen, CA, Etats-Unis). Les noyaux ont été marqués avec du 4'6-
diamidino-2-phénylindole (DAPI) (1:300, Sigma-Aldrich Co, MO, Etats-Unis) pendant
10 minutes a température ambiante. Aprés plusieurs lavages, les coupes ont été
recouvertes d’'une lamelle en verre avec du milieu de montage (Fluoromount™

Aqueous Mounting Medium ; Sigma-Aldrich Co, MO, Etats-Unis).

3. Lecture des marquages

Les images des marquages HE et CD45 ont été obtenues a laide d'un
microscope Leica (Microscope DMR; Leica, Allemange - Imaged software ; National
Institutes of Health, MD, Etats-Unis).

Le nombre de cellules leucocytaires CD45" a été évalué de fagon semi-

quantitative selon la procédure suivante :

- Un marquage positif de I'anticorps était caractérisé par une fluorescence

verte circulaire au niveau de la membrane.

- Le nombre de cellules positives par champs au grossissement x400 a été

compteé.

- Les champs étaient choisis aléatoirement sur les échantillons, sans jamais

analyser deux fois le méme champ.
- 10 champs par rat ont été analysés dans la zone infarcie.

- Le nombre moyen de cellules positives par champs a été calculé et exprimé

par rapport a une unité de surface (mm?2).
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Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel SPSS 17.0 (SPSS
Inc, IL, Etats-Unis). Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + erreur standard

de la moyenne et le seuil de significativité est fixé a 0.05.

Les clusters des spectres protéiques ont été analysés par une analyse uni-variée
avec un test non parameétrique pour calculer le p de chaque cluster. Un test de Mann-
Whitney a été utilisé pour comparer les groupes deux a deux et un test de Kruskal-

Wallis pour comparer les trois groupes ensemble.

D’une facon similaire, nous avons appliqué les tests Kruskal-Wallis et Mann-
Whitney pour I'analyse des dosages de I’ApoA-I| par ELISA.

Les données concernant les tailles d’infarctus ont été traitées par un test
d’analyse de la variance a 1 facteur (analysis of variance, ANOVA) suivi par un test

post-hoc de Bonferroni.

L’analyse de la mortalité entre les groupes expérimentaux a été réalisée grace a

un x? de Pearson.

131



TRAVAUX ET RESULTATS

132



Identification de facteurs circulants du
préeconditionnement ischémique a distance par

une approche protéomique

Introduction

La cardioprotection induite par le conditionnement ischémique a distance est
aujourd’hui une réalité a la fois au niveau préclinique sur 'animal, mais également
dans certaines applications en clinique humaine [103,110]. De multiples études ont
depuis deux décennies cherché a identifier les facteurs pouvant étre a l'origine du

transfert de cette cardioprotection de I'organe a distance jusqu’au cceur.

Comme décrit plus tét, trois voies de signalisation sont envisagées, notamment la
voie humorale et la voie neuronale, pour expliquer la transmission du signal
protecteur de I'organe conditionné vers le cceur. Bien que la voie neuronale présente
des arguments solides démontrant I'implication du systéme nerveux dans la capacité

protectrice du RIC [111], c’est la voie humorale qui a fait I'objet de cette étude.

Plusieurs familles de molécules ont été décrites comme impliquées dans cette
voie humorale du RIC, tels que les opioides [84] ou les endocannabinoides [154],
mais aucune étude n’avait pour le moment réussi a identifier des facteurs humoraux
de cette cardioprotection a distance. Elles ont cependant, et ce malgré des limites
évidentes dans la conception et dans l'interprétation des expériences, « ciblé » la
nature et la taille du ou des facteurs circulants de ce RIC. lls sont décrits comme des

protéines hydrophobes avec une taille comprise entre 3.5 et 30 kDa [94].

Le développement et l'amélioration récente des techniques d’analyse du
protéome plasmatique [430,431] ont permis d’envisager une autre approche du RIC
et de ses facteurs circulants. lls ont notamment permis de s’affranchir des anciennes
méthodes de filtration et de séparation par dialyse et chromatographie. Il est
maintenant possible de travailler sur plasma entier, avec une large gamme

dynamique de protéines pouvant étre analysée, a la fois en terme de taille et de
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nature chimique. Ces nouvelles méthodes permettent donc une analyse sans apriori

des facteurs circulants pouvant étre impliqués dans le RIC.

Dans ce travail, nous avons donc mis a profit une technique protéomique, le
SELDI-TOF-MS, afin d’analyser le protéome plasmatique de rats contréles et de rats

ayant subis un RIPreC.

Nous avons ainsi pu comparer le profil protéique des rats de ces deux conditions,
et identifier des protéines dont I'expression était significativement modulée suite au
conditionnement a distance. Ces protéines, au hombre de 8, sont donc des facteurs

circulants potentiels du RIPreC.

Parmi ces facteurs, une protéine en particulier a fait I'objet de travaux
complémentaires. |l s’agit de I'apolipoprotéine A-l, dont la littérature trés riche sur ses
propriétés anti-inflammatoires et anti-thrombotiques, laissait supposer d'un effet
cardioprotecteur possible. Nous avons donc cherché a mettre en évidence si cette
ApoA-I| était capable in vivo d’induire une cardioprotection similaire a celle induite par
le RIPreC, et ainsi d’étre décrite comme un facteur circulant identifié dans la réponse

humorale au RIPreC.
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Abstract

Background: Remote ischemic preconditioning (RIPC) has emerged as an attractive strategy in clinical settings. Despite
convincing evidence of the critical role played by circulating humoral mediators, their actual identities remain unknown. In
this study, we aimed to identify RIPC-induced humoral mediators using a proteomic approach.

Methods: and Results Rats were exposed to 10-min limb ischemia followed by 5- (RIPC 5) or 10-min (RIPC 10’) reperfusion
prior to blood sampling. The control group only underwent blood sampling. Plasma samples were analyzed using surface-
enhanced laser desorption and ionization - time of flight - mass spectrometry (SELDI-TOF-MS). Three protein peaks were
selected for their significant increase in RIPC 10’. They were identified and confirmed as apolipoprotein A-I (ApoA-I).
Additional rats were exposed to myocardial ischemia-reperfusion (I/R) and assigned to one of the following groups
RIPC+myocardial infarction (MI) (10-min limb ischemia followed by 10-min reperfusion initiated 20 minutes prior to
myocardial I/R), ApoA-I+MI (10 mg/kg ApoA-I injection 10 minutes before myocardial I/R), and MI (no further intervention).
In comparison with untreated MI rats, RIPC reduced infarct size (52.2%£3.7% in RIPC+MI vs. 64.9+2.6% in MI; p<<0.05).
Similarly, ApoA-l injection decreased infarct size (50.9£3.8%; p<<0.05 vs. MI).

Conclusions: RIPC was associated with a plasmatic increase in ApoA-I. Furthermore, ApoA-I injection before myocardial I/R
recapitulated the cardioprotection offered by RIPC in rats. This data suggests that ApoA-I may be a protective blood-borne
factor involved in the RIPC mechanism.
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Introduction and elective percutaneous coronary interventions (PCI) [11].
Recently, intermittent arm ischemia with four cycles of 5-min
inflation and 5-min deflation of a blood pressure cuff, in the
ambulance during transfer to primary PCI, has been shown to
significantly increase myocardial salvage [12]. The protective
mechanisms underlying remote ischemic conditioning are still
unclear. However, there is convincing evidence for the critical role

Local ischemic preconditioning, which consists of transient non-
lethal episodes of myocardial ischemia before a prolonged
ischemia-reperfusion (I/R) cardiac injury, is well recognized as
one of the most potent innate cardioprotective mechanisms.
However, it necessitates direct application of invasive procedures
to the myocardium in order to attain cardioprotection, which
could be harmful in clinical settings. An alternative strategy is to
apply the cardioprotective stimulus to an organ or tissue far from
the heart, an approach entitled remote ischemic preconditioning
(RIPC) [1,2]. Short periods of I/R of various remote tissues,
including the intestine [3], kidney [3,4], and skeletal muscle [5],
were reported to protect the myocardium and other tissues from 1/
R injury [6]. With no need for invasive procedures, RIPC using
transient limb ischemia as a stimulus has emerged as an attractive
strategy in clinical settings [2,7]. This strategy was shown to
attenuate myocardial injury in patients undergoing corrective
cardiac surgery for congenital heart disease [8], coronary bypass
surgery [9], elective surgery for abdominal aortic aneurysm [10],

played by humoral mediators transported through the circulation
[13-16]. Yet, the actual identity of the humoral mediators remains
undetermined.

Proteomic analysis provides an expanded approach to the study
of biomarkers selected to a non a priori basis. Surface-enhanced
laser desorption and ionization - time of flight - mass spectrometry
(SELDI-TOF-MS), which is a combination of both chromatogra-
phy and mass spectrometry (MS), is a sensitive method for
accessing proteolytic fragments from major plasma proteins [17].
Therefore, this study was designed to identify potential RIPC-
induced humoral mediators via SELDI-TOF-MS technology.
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Materials and Methods

Ethics Statement

All experiments were performed in accordance with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals published by the US National
Institute of Health [NIH publication 85 (23), revised in 1996].
Protocols have been approved by our regional ethic committee:
Comité Régional d’Ethique pour 'Expérimentation Animale-Pays
de la Loire (N°CEEA.2012.50). All surgery was performed under
sodium pentobarbital anesthesia, and all efforts were made to
minimize suffering.

Animal Studies

Two animal studies were conducted. Study 1 was performed in
order to identify RIPC-induced circulating factors by proteomic
analysis. Study 2 was carried out in order to verify the potential
cardioprotective effect of the circulating factor identified, notably
apolipoprotein A-I (ApoA-I), in a myocardial I/R model.

For Study 1, 8- to 10-week-old male Wistar rats were
anesthetized with 60 mg/kg of intraperitoneal sodium pentobar-
bital (Céva santé Animal, France) and orotracheally intubated with
a 16-gauge tube. Animals were ventilated using a small animal
ventilator at a rate of 50-60 breaths per minute (SAR-830 A/P,
CWE). The body core temperature was continuously monitored
during the procedure and maintained at 37+1°C using a
homeothermic blanket, connected to a temperature control unit
(HB101/2 RS, Bioseb, France).

Rats were randomly assigned to one of three groups: Control
(which endured no further intervention, but blood sampling only,
n=10); RIPC 5" (blood sampling 5 minutes after the end of limb
ischemia, n =10); RIPC 10’ (blood sampling 10 minutes following
the end of limb ischemia, n=10). RIPC was achieved using a
vascular clamp placed on the upper right femoral artery in order
to occlude arterial blood flow for 10 minutes, followed by
reperfusion. Limb ischemia was confirmed by a change in skin
color and a decrease in subcutaneous limb temperature. Following
limb reperfusion, the skin color turned back to a pink color, while
the under-skin temperature reached the baseline temperature.
Blood samples were collected from the inferior vena cava 5 or 10
minutes after limb reperfusion using glass tubes that contained the
anticoagulant ethyldiamine tetraacetic acid (EDTA). Plasma
samples were immediately processed, divided into aliquots of
500 pL, and stored at —80°C. These samples underwent no more
than two freeze/thaw cycles prior to analysis.

For Study 2, 8- to 10-week-old male Wistars rats were used. All
animals were anesthetized via intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital (60 mg/kg) (Céva santé Animal) and endotracheally
intubated with a 16-gauge tube. Animals were ventilated using a
small animal ventilator (SAR-830 A/P, CWE). Body core
temperature was continuously monitored throughout the surgical
procedure and maintained at 36-38°C using a homeothermic
blanket, connected to a temperature control unit (HB101/2 RS,
Bioseb, France). The chest was opened via median sternotomy.
The pericardium was removed, the heart was exposed, and a 7.0
monofilament suture (Premio 7.0, Peters Surgical) was placed
around the proximal portion of the left anterior descending
coronary artery (LAD) and passed through a short piece of tubing
(PE50) in order to create a reversible snare. Following cardiac
stabilization, coronary occlusion was initiated by clamping the
snare onto the epicardial surface directly above the coronary
artery. Ischemia was confirmed by epicardial cyanosis below the
suture and dyskinesis of the ischemic region. Following 40 minutes
of occlusion, reperfusion was achieved by loosening the snare and
confirmed by a marked hyperemic response on reperfusion. Three
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groups were constituted: MI (myocardial I/R alone, n=11);
RIPC+MI (10-min limb ischemia followed by 10-min reperfusion
initiated 20 minutes before coronary artery occlusion, n=13);
ApoA-I+MI (ApoA-I injection 10 minutes before coronary artery
occlusion, n =10). RIPC was performed as described in Study 1.
ApoA-I (Academy Bio-Medical Company, Inc. Houston, TX,
USA) was injected intravenously as a bolus of 10 mg/kg. The dose
was chosen to assess ApoA-I afforded cardioprotection in
accordance with the literature that describes protective effects of
ApoA-I in a range from 5 mg/kg to 25 mg/kg [18-20]. Infarct
size was measured at the end of the 2-hour reperfusion period.

Area at Risk and Infarct Size Determination

The heart was removed and the LAD reoccluded using the
monofilament suture kept in place. The heart was then
retrogradely perfused with Evans blue (1%) in order to delineate
the area at risk (AAR). The heart was then cut into five to six slices
from the apex to the base followed by incubation at 37°C in a 1%
solution of phosphate-buffered 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(T'TC, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) so as to delineate the
infarcted myocardium. Slices were then fixed in 10% formalin,
and the infarct size was quantified by computerized planimetry
using image J software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD). The area of necrosis was expressed as a percentage of AAR
(INF%AAR), and AAR as a percentage of the total left ventricular
area (AAR%LV).

Seldi-TOF-MS Profiling

Samples (200 pL) were pretreated with the ProteoMiner®
protein enrichment kit, based on a combinatorial peptide ligand
library (CPLL) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), as previ-
ously described [21]. Elution samples (20 pL repeated three times)
were pooled and stored at —20°C.

Collected samples were profiled using SELDI-TOF-MS anal-
ysis. Native and CPLL treated forms of all samples were analyzed
using CM10 (weak cation exchanger) and H50 (reverse phase)
ProteinChip® Arrays (Bio-Rad Laboratories). Fach of these
samples was tested in duplicate and randomly distributed on
arrays, as previously described [21]. All data was processed using
ProteinChip® Data Manager software. Peaks were detected
automatically. Groups of peaks with similar mass across the
spectra were assembled into clusters, according to two-step
parameter settings, as previously described [21]. The m/z range
was set between 3,000 and 30,000 for low-mass proteins, and
between 20,000 and 150,000 for high-mass proteins.

Proteins corresponding to the peaks found at m/z 27583-27791
and 28284 were isolated and purified by liquid-phase isoelectric
focusing (IEF) via the MicroRotofor cell (Bio-Rad Laboratories), as
previously described [22]. A 30 pL. CPLL-treated plasma sample
was diluted with an IEF buffer solution (7 mol/L urea, 2 mol/L
thiourea, CHAPS 4% [w/v], and 0.24% Triton X100), glycerol
(5% v/v), and ampholytes (pH range 4-6, 1.6% v/v). Focusing
was performed at room temperature, under a constant power of
IW. At the end of IEF, protein fractions from each compartment
(200 pL) were harvested quickly in order to avoid the diffusion of
separated proteins, and a 2-D Clean-Up kit (GE Healthcare) was
used in order to precipitate proteins. Precipitation was performed
to selectively discard contaminants from the proteins. Finally, the
pellet was suspended in 20 uL of de-ionized water and stored at
—20°C. The detection of peaks (5 ul) was performed on
ProteinChip® NP20 array.

Fractions containing the purified peaks were separated on a
15% SDS-PAGE gel (Bio-Rad Laboratories), stained with
Coomassie Brilliant Blue, as described by Neuhoft et al. [23].
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Protein Identification by Mass Spectrometry

Proteins were then identified by an in-gel digestion procedure,
as previously described [24]. Briefly, the band of interest was
excised, and the gel plugs were washed with ultrapure water until
the stain was completely removed. Next, gel excisions were rinsed
several times and rehydrated with a solution containing 0.025%
ProteasMAX™  Surfactant, Trypsin Enhancer (Promega) in
50 mM ammonium bicarbonate, and 3 pL of 40 ug/mL Trypsin
Gold (Promega) in 50 mmol/L acetic acid. Following overnight
digestion at 37°C, peptide extraction was carried out in a two-step
procedure in accordance with the manufacturer’s protocol for
ProteasMAX ™ Surfactant, Trypsin Enhancer. For acquisition of
the mass spectra of the extracted and desalted peptides, 0.5 uL of
the peptide solution was mixed with 0.5 pL. of matrix solution
(5 mg/mL of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid dissolved in 0.1%
TFA/50% ACN) on the matrix assisted laser desorption and
lonization — time of flight — mass spectroscopy (MALDI-TOF-MS)
target. External calibration was performed with a peptide mixture
resultant from the tryptic digest of BSA (0.5 pg/mL). MALDI-
TOF-MS was then performed with a Voyager DE STR mass
spectrometer (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, USA)
equipped with a 337.1 nm nitrogen laser and a delayed extraction
facility (125 msec). All spectra were acquired in a positive ion
reflector mode at the voltage of 20 kV, with grid-voltage of 61%.
Typically, 300 laser shots were recorded per sample. Following
this, the mass spectra were calibrated prior to protein identification
by peptide mass fingerprinting, conducted by running the
MASCOT web searcher (http://www.matrixscience.com/, Ma-
trix Science, UK) against the Swissprot 57-15 (515203 sequences;
181334896 residues) with the following parameters: fixed modi-
fications: carbamidomethyl (C) and variable modifications:
oxidation (M); peptide mass tolerance: =50 ppm; peptide charge
state: 1+; max missed cleavages: 1; taxonomy: rattus.

Identification was validated by immunodepletion using a
specific rabbit anti-apolipoprotein A-I antibody (Bioss Antibody:
bs-0849R). A sample of 10 pg of antibody was incubated with
5 uL of native plasma in 500 pL of IP buffer (Triton X-100 1%,
NaCl 150 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, EGTA 1 mmol/L,
sodium vanadate 0.1 mmol/L, and NP40 0.5% in Tris-HCI
10 mmol/L) at 4°C, as previously described [25]. Subsequent to
overnight incubation, 50 pL of protein A Sepharose 4 Fast Flow
beads (GE Healthcare) were added, and the preparation was
rotated end-to-end for 4 hours at 4°C. Antibodies were removed
from the plasma using treated protein A-sepharose beads and
saved. Immunodepleted and undepleted plasma were compared
by SELDI analysis on ProteinChip® H50 array; a loss of the peak
of interest was visualized when compared to untreated plasma.

Validation by Quantification of Plasma Apolipoprotein A-l
by ELISA

Concentrations of ApoA-I were determined by Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) kit for rat apolipoprotein A-I
(USCN, Life Science Inc., Wuhan, China) [26,27], in the 30
plasma samples obtained from the rats used in the proteomic
study. The ApoA-I ELISA test has a sensitivity of 6.2 ng/mL and
1s reported to exhibit no cross-reactivity with other analogues.

Statistical Analysis

All values were expressed as mean £SEM. Statistical analyses
were performed using SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
Due to its nonlinear distribution, we elected to apply a non-

parametric test for independent samples on ApoA-I quantification
by ELISA. We performed the Kruskal-Wallis test followed by a
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Mann-Whitney test. After testing their linear distribution, differ-
ences between infarct sizes were evaluated using one-way
ANOVA, followed by the post-hoc Bonferroni test. Pearson’s chi-
squared test was used to compare mortality rates between groups.
Clusters of all spectra obtained using SELDI-TOF-MS were
subjected to univariate analysis, with a non-parametric test to
calculate the p value of each cluster, and a Mann-Whitney test to
compare groups in pairs. A p value <0.05 was considered
statistically significant.

Results

Identification of Apolipoprotein A-l as an RIPC-induced
Circulating Factor in Rats

Profiling of plasma samples (CPLL-treated or in native form)
from Control, RIPC 5’, and RIPC 10" groups was performed in
duplicate using SELDI-TOF-MS technology on ProteinChip®
CM10 or H50 arrays. From a total of 207 peaks detected for low-
mass proteins (89 for CM 10, 118 for H50) and 164 peaks for high-
mass proteins (74 for CM10, 90 for H50), 30 SELDI peaks
displayed significant modulation relative to their RIPC groups,
with 15 being increased and 15 decreased.

We focused on three peaks, exhibiting 27583, 27791, and
28284 m/z, with significantly different mean levels between the
RIPC 5" and RIPC 10’ rats (Table 1). Figure 1A presents a
detailed representative spectrum for one rat from each group,
Control, RIPC 5', and RIPC 10'. Figure 1B demonstrates the
individual intensity for each peak in the three groups. Interesting-
ly, we observed an increased intensity for the three peaks at 10-
min reperfusion compared to 5-min reperfusion, in favor of
protein release.

Purification of the three peaks by liquid-phase IEF and gel
electrophoresis (Figure 2A) combined with mass spectrometry
successfully identified the peaks as being apolipoprotein A-I
(ApoA-I) (Figure 2B, Table 2). We verified the identification of
ApoA-I peaks using a specific polyclonal antibody. Immunodeple-
tion significantly reduced the three peaks (Figure 2B), thereby
confirming the identification of 27583, 27791, and 28284 m/z
peaks as ApoA-IL.

ELISA was used to verify the concentrations of plasma ApoA-I
in the three groups of rats that were used for proteomic analysis.
Plasmatic levels of ApoA-I were found to be upregulated in RIPC
10" group (Figure 3), as detected via SELDI profiling. Undeni-
ably, a 30.2% increase was observed between Control and RIPC
10" groups (1.0620.04 »s. 1.38+0.11 g/L, respectively; p=0.01).
In line with the SELDI-TOF-MS study, no significant release of
ApoA-I was visualized in RIPC 5" when compared to Control
(1.07%0.09 vs. 1.07£0.04 g/L, respectively; p=0.48).

Cardioprotective Effect of ApoA-I as RIPC in MI Rats

In Study 2, rats were exposed to 40 minutes of myocardial
ischemia followed by 2 hours of reperfusion. Three groups were
constituted: Control (MI, myocardial I/R alone), RIPC+MI (10-
min limb ischemia followed by 10-min reperfusion initiated 20
minutes prior to coronary artery occlusion), and ApoA-I+MI
(ApoA-I injection 10 minutes prior to coronary artery occlusion),
as illustrated in Figure 4A. The mortality rate was similar in all
MI groups: 18% in MI, 15% in RIPC+MI, and 20% in ApoA-
I+MI, with p=0.96. As shown in Figure 4B, the ischemic area
induced by LAD ligation (AAR%LYV) did not differ among the
three groups MI=29.18+2.96%, n=29;
RIPC+MI=30.90+2.54%, n=11; ApoA-I+MI=24.41+1.63%,
n=8; p=0.21). RIPC induced a smaller infarct size when
compared to untreated MI rats (INFUAAR =52.21%3.72% in
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Figure 1. lllustration of protein spectra and m/z means of cases and controls. (A) Representative SELDI-TOF-MS protein spectra of plasma
sample from one Control, one RIPC (remote ischemic preconditioning) 5’, and one RIPC 10’ rat. Results are presented as intensities of SELDI-TOF
reading (arbitrary units). The 27583, 27791, and 28284 m/z peaks were found to be differentially expressed on the CM10 array as calculated by the
Mann-Whitney test. (B) Scattergram showing the significant differences in intensity of 27583, 27791, and 28284 m/z peaks in plasma samples derived
from Control, RIPC 5’, and RIPC 10’ rats. The continuous line represents the mean, and dots represent each individual rat (n=10 in each group).
Detailed p-value data for comparison between the three groups is indicated in Table 1.

doi:10.1371/journal.pone.0077211.g001

RIPC+MI ws. 64.86%2.57% in the MI alone group; p<<0.05).
Similarly, ApoA-I injection decreased infarct size (IN-
F%AAR =50.91%3.81% in ApoA-I+MI vs. 64.86£2.57% in MI
alone; p<<0.05), but infarct size did not significantly differ between
the two treated groups (p =ns) (Figure 4B and 4C).

Discussion

Since the initial studies that reported the capability of protecting
the heart by applying ischemic preconditioning stimuli to an organ
or tissue remote from the heart [2], the successful use of non-
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invasive transient upper-limb ischemia as a stimulus has greatly
facilitated the translation of RIPC into a variety of clinical settings
in acute I/R injury [7,28]. However, the mechanism through
which RIPC exerts its protection against subsequently sustained
cardiac I/R injury is still unclear. Involvement of three inter-
related events is the widely accepted theory [6,29,30]. Firstly, brief
sequences of ischemia to the remote tissue are believed to generate
endogenous autacoids. Secondly, the protective signals need to be
conveyed from the remote tissue to the myocardium. This step
may involve several mechanisms, including blood-borne factors
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Table 1. SELDI profiles of plasma from Control, RIPC 5’ and
RIPC 10’ rats.

Peaks Control RIPC 5' RIPC 10’
m/z (Da) (n=10) (n=10) (n=10)
27583 24.03+2.63 23.56+2.73 26.71+3.45
27791 8.45+0.81 8.31£0.96 9.28+1.02
28284 15.98+0.90 16.24*+2.56 17.14=1.721

Data are mean=SEM. Da: Daltons.

*p<<0.05 vs. RIPC 5/,

p<0.05 vs. Control.

RIPC indicates remote ischemic preconditioning.
doi:10.1371/journal.pone.0077211.t001

[13,15,16,31,32], neuronal pathways [3,33], and systemic re-
sponse [34]. Thirdly, the protective signals may activate several
intracellular survival signaling pathways in the myocardium
[29,35]. A large body of evidence supports the concept of blood-
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borne factor(s) conveying the cardioprotective signal from the
remote tissue to the heart. Indeed, a period of reperfusion to the
remote preconditioned organ is required to insure protection after
RIPC, suggesting that the reperfusion period may be needed to
washout humoral factors generated by RIPC [3,14,36]. Moreover,
whole blood taken from a rabbit that underwent ischemic
preconditioning of both the heart and kidney was shown to be
able to decrease infarct size when transfused into an untreated
rabbit [13]. Similarly, coronary effluent from isolated rabbit hearts
preconditioned by repetitive ischemia transferred protection to
another acceptor isolated rabbit heart [15]. In another study,
acutely transplanted (i.e., denervated) hearts were preconditioned
by remote limb stimulus in pigs, suggesting that a humoral factor
was responsible for protection [16]. Several studies have reported
the implication of endogenous factors in cardioprotective mech-
anisms, including bradykinin [37], adenosine [14], opioids [38],
endocannabinoids [39], and erythropoietin [40]. However, to
date, the actual identity of circulating humeral factors remains
unknown.

In this study, the proteomic SELDI-TOF-MS approach
detected a plasmatic up-regulation of ApoA-I in rats exposed to
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Figure 2. Purification and identification of the proteins corresponding to the 27583, 27791, and 28284 m/z peaks. (A) SELDI-TOF-MS
protein spectrum of fractions F5, F6, F7, and F8 from MicroRotofor® cell, by a pH gradient 4-6 (left panel). Each fraction (F5, F6, F7, and F8) was
analyzed on NU-PAGE 10% coomassie blue stained-gel. The bands corresponding to the 27583, 27791, and 28284 m/z peaks were framed (right
panel). (B) Peptides identified by mass spectrometry corresponding to apolipoprotein A-l. Aminoacids indicated in red corresponds to peaks 27583
and 27791, and those indicated in blue correspond to peak 28284 m/z (left panel). SELDI-TOF-MS protein spectra of crude (untreated) and
immunodepleted plasma with ApoA-I antibody (depleted) showed the decrease in 27583, 27791, and 28284 m/z peaks following immunodepletion,

validating the identification (right panel).
doi:10.1371/journal.pone.0077211.g002

PLOS ONE | www.plosone.org

October 2013 | Volume 8 | Issue 10 | e77211



Remote Conditioning and ApoA-|

Table 2. Peak list of mass spectra corresponding to the SELDI peaks.

Peaks Accession Protein Mass of peak % Probability
m/z number name (Daltons) coverage score
27583 P04639 Apolipoprotein 11325186 11 47
27791 A-l 1195.5419

1460.7139
28284 P04639 Apolipoprotein 11325176 32 360

A-l 1195.5486

1227.6107

1454.7744

1460.6777

1879.8834

2129.1015

2130.0910

doi:10.1371/journal.pone.0077211.t002

10-min limb ischemia and 10-min reperfusion. In a previous study,
Lang et al. already attempted to identify the humoral factors that
convey the preconditioning signal from the remote organ to the
heart using proteomic methods [41]. In the Lang e al. study, the
RIPC stimulus was induced in rats through 10-min renal artery
occlusion period followed by 20-min reperfusion. Blood samples
were then analyzed using two-dimensional gel electrophoresis (2-
DE), with 10 spots found to be differentially expressed in the
control and RIPC groups. While using MALDI-TOF-MS, the
authors identified only four protein spots, three of which
corresponded to up-regulated albumin fragments, while one was
identified as down-regulated liver regeneration-related protein in
the preconditioned group. None of these proteins exhibit a known
cytoprotective function. Several points may explain why ApoA-I
was found not to be a potential RIPC factor in the Lang ef al.
study. Different RIPC models were used in both studies. We
employed limb ischemia with femoral artery clamping, while Lang
el al. used renal artery clamping. Additionally, the timing of blood
sampling differed: 10 minutes after limb reperfusion versus 20
minutes after renal reperfusion. One could speculate that the
increased plasmatic ApoA-I levels display a Gauss curve with a
maximum at 10 min, as we did not detect any increase at 5 min,
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Figure 3. Validation of proteomic analysis by ELISA quantifi-
cation of ApoA-l in rat plasmas. Results are expressed as mean
+SEM. *p<<0.05 vs. RIPC 5’, $p<<0.05 vs. Control, n=10 in each group.
doi:10.1371/journal.pone.0077211.g003
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whereas the Lang’s samples were analyzed after 20 minutes of
reperfusion. In a recent paper, Hepponstall ef al. examined
changes in the plasma proteome of five healthy human volunteers
exposed to four cycles of 5-min forearm ischemia followed by 5-
min reperfusion [42]. Interestingly, ApoA-I was up-regulated at 15
minutes and down-regulated 24 hours following RIPC in
comparison with baseline samples.

ApoA-I is the major protein component of high-density
lipoproteins (HDL). The protective effect of HDL is mainly
attributed to their capacity to dislodge lipids from atherosclerotic
plaques [43]. However, HDL could also acutely protect the heart
against I/R injury. Intravenous injection of human HDL, 30
minutes before transient coronary ligation, reduced infarct size by
20% in mice [44]. HDL suppressed leucocyte adhesion to the
endothelium and protected cardiomyocytes against apoptosis. L-
nitroarginine methyl ester (L-NAME) administration before I/R
completely eliminated the protection afforded by HDL, underlin-
ing the major role played by nitric oxide (NO) in the
cardioprotective mechanism. Another study demonstrated that
single intravenous injection of synthetic HDL prior to myocardial
ischemia increased NO production and suppressed reperfusion-
induced arrhythmias through an Akt/ERK/NO pathway in
endothelial cells [19]. Synthetic HDL was made of phophatidyl-
choline and ApoA-I. Similarly, Rossoni e al. showed improved
functional post-ischemic recovery of isolated rat hearts through the
administration of similar synthetic HDL before or after ischemia
[45]. Beneficial effects were attributed to the scavenging of
myocardial released TNF-alpha. Furthermore, ApoA-I alone,
administered intravenously 30 minutes before occlusion of the
renal pedicles, decreased renal I/R injury by inhibiting inflam-
matory cytokine release (TNF-alpha, IL-lbeta) as well as
neutrophil infiltration and activation [20]. In addition, Gu et al.
reported that administration of ApoA-I before the onset of
reperfusion of myocardial infarction decreased creatine kinase
release, diminished the production of TNF-alpha and IL-6 in
cardiac tissue, and suppressed the endothelial expression of
ICAM-1 in addition to neutrophil adherence and migration [18].

This study provided further evidence that the heart can be
preconditioned by single ApoA-I administration, recapitulating
RIPC-induced cardioprotection. It is worthy to note that the
recently reported mechanisms using HDL or ApoA-I injection in
I/R models were also described in RIPC. Accordingly, RIPC was
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Figure 4. ApoA-I reduces infarcted area in rats submitted to ischaemia-reperfusion protocol. (A) Experimental protocol. All groups were
subjected to 40-minute coronary occlusion followed by 2-hour reperfusion. RIPC was achieved by 10-minute limb ischemia followed by 10-minute
reperfusion. ApoA-I (10 mg/kg) was administered 10 minutes before coronary artery occlusion (arrow). (B) Representative pictures of mid- ventricular
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride-stained sections and bar graph showing infarct size expressed as a percentage of area at risk (black bars), and area
at risk as a percentage of total left ventricular area (white bars). Results are given as mean *=SEM. *p<<0.05 vs. Ml group, n=8-11 in each group.

doi:10.1371/journal.pone.0077211.g004

shown to be associated with NO release [46] and anti-inflamma-
tory effects [47].

Finally, a previous study has shown that the humoral factors,
induced by limb RIPC, are likely to be hydrophobic with a
molecular mass <15 kDa [31]. A recent study reported that the
coronary effluent from ischemic preconditioned hearts contained
hydrophobic protective factors with a molecular mass below or
close to 30 kDa, with at least one of them having a molecular mass
>10 kDa [32]. The molecular mass of ApoA-I (28 kDa) [48] fits
with these latest findings. Indeed, ApoA-I contains hydrophobic
domains. The hydrophobicity of the C-terminal lipid-binding
domain of ApoA-I is presumed to play a major role in promoting
cholesterol efflux [49].

Limits
The mechanism by which ApoA-I concentrations increase in
the blood as early on as 10 minutes after limb reperfusion is still

PLOS ONE | www.plosone.org

unknown, requiring further investigation. One could speculate
that plasma ApoA-I level increase is not related to a new synthesis,
but due to mobilization of existing ApoA-I in response to the
RIPC stimulus. Our results were obtained in a rat I/R model
using a single protocol of 10-min limb ischemia followed by 10-
min reperfusion. This protocol was previously validated in rats by
our group along with other groups [35,50]. However, our results
need to be confirmed using other RIPC stimuli, and further studies
are necessary in order to ascertain whether ApoA-I is involved in
RIPC-induced cardioprotection in other animal species as well as
in humans with comorbidities, such as diabetes or lipid disorders.

Conclusion

Our findings suggest that ApoA-I may be a protective blood-
borne factor involved in the RIPC mechanism. RIPC was
associated with a plasmatic increase in ApoA-I, and ApoA-I
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injection prior to myocardial I/R recapitulated cardioprotection
offered by RIPC. Further studies are needed to confirm this data
in other experimental models and in clinical settings.

Acknowledgments

The authors would like to thank Pierre Legras and Jerome Roux from
Service Commun Animalerie Hospitalo-Universitaire for taking care of the animals.

References

1.

20.

21.

22.

Przyklenk K, Bauer B, Ovize M, Kloner RA, Whittaker P (1993) Regional
ischemic ‘preconditioning’ protects remote virgin myocardium from subsequent
sustained coronary occlusion. Circulation 87: 893-899.

. Kharbanda RK, Mortensen UM, White PA, Kristiansen SB, Schmidt MR, et al.

(2002) Transient limb ischemia induces remote ischemic preconditioning
in vivo. Circulation 106: 2881-2883.

. Gho BC, Schoemaker RG, van den Doel MA, Duncker DJ, Verdouw PD (1996)

Myocardial protection by brief ischemia in noncardiac tissue. Circulation 94:
2193-2200.

. Pell TJ, Baxter GF, Yellon DM, Drew GM (1998) Renal ischemia preconditions

myocardium: role of adenosine receptors and ATP-sensitive potassium channels.

Am J Physiol 275: H1542-1547.

. Birnbaum Y, Hale SL, Kloner RA (1997) Ischemic preconditioning at a

distance: reduction of myocardial infarct size by partial reduction of blood
supply combined with rapid stimulation of the gastrocnemius muscle in the
rabbit. Circulation 96: 1641-1646.

. Lim SY, Hausenloy DJ (2012) Remote ischemic conditioning: from bench to

bedside. Front Physiol 3: 27.

. Brevoord D, Kranke P, Kuijpers M, Weber N, Hollmann M, et al. (2012)

Remote ischemic conditioning to protect against ischemia-reperfusion injury: a
systematic review and meta-analysis. PLoS One 7: e42179.

. Cheung MM, Kharbanda RK, Konstantinov IE, Shimizu M, Frndova H, et al.

(2006) Randomized controlled trial of the effects of remote ischemic
preconditioning on children undergoing cardiac surgery: first clinical application

in humans. ] Am Coll Cardiol 47: 2277-2282.

. Hausenloy DJ, Mwamure PK, Venugopal V, Harris J, Barnard M, et al. (2007)

Effect of remote ischaemic preconditioning on myocardial injury in patients
undergoing coronary artery bypass graft surgery: a randomised controlled trial.
Lancet 370: 575-579.

. Ali ZA, Callaghan CJ, Lim E, Ali AA, Nouraei SA, et al. (2007) Remote

ischemic preconditioning reduces myocardial and renal injury after elective
abdominal aortic aneurysm repair: a randomized controlled trial. Circulation

116: 198-105.

. Hoole SP, Heck PM, Sharples L, Khan SN, Duchmke R, et al. (2009) Cardiac

Remote Ischemic Preconditioning in Coronary Stenting (CRISP Stent) Study: a
prospective, randomized control trial. Circulation 119: 820-827.

. Botker HE, Kharbanda R, Schmidt MR, Bottcher M, Kaltoft AK, et al. (2010)

Remote ischaemic conditioning before hospital admission, as a complement to
angioplasty, and effect on myocardial salvage in patients with acute myocardial
infarction: a randomised trial. Lancet 375: 727-734.

. Dickson EW, Reinhardt CP, Renzi FP, Becker RC, Porcaro WA, et al. (1999)

Ischemic preconditioning may be transferable via whole blood transfusion:
preliminary evidence. J Thromb Thrombolysis 8: 123-129.

. Kerendi F, Kin H, Halkos ME, Jiang R, Zatta AJ, et al. (2005) Remote

postconditioning. Brief renal ischemia and reperfusion applied before coronary
artery reperfusion reduces myocardial infarct size via endogenous activation of
adenosine receptors. Basic Res Cardiol 100: 404-412.

. Dickson EW, Lorbar M, Porcaro WA, Fenton RA, Reinhardt CP, et al. (1999)

Rabbit heart can be “preconditioned” via transfer of coronary effluent.
Am ] Physiol 277: H2451-2457.

. Konstantinov IE, Li J, Cheung MM, Shimizu M, Stokoe J, et al. (2005) Remote

ischemic preconditioning of the recipient reduces myocardial ischemia-
reperfusion injury of the denervated donor heart via a Katp channel-dependent
mechanism. Transplantation 79: 1691-1695.

Dubois E, Fertin M, Burdese J, Amouyel P, Bauters C, et al. (2011)
Cardiovascular proteomics: translational studies to develop novel biomarkers
in heart failure and left ventricular remodeling. Protcomics Clin Appl 5: 57-66.

. Gu S8, Shi N, Wu MP (2007) The protective effect of ApolipoproteinA-I on

myocardial ischemia-reperfusion injury in rats. Life Sci 81: 702-709.

. Imaizumi S, Miura S, Nakamura K, Kiya Y, Uchara Y, et al. (2008)

Antiarrhythmogenic effect of reconstituted high-density lipoprotein against
ischemia/reperfusion in rats. J] Am Coll Cardiol 51: 1604-1612.

Shi N, Wu MP (2008) Apolipoprotein A-I attenuates renal ischemia/reperfusion
injury in rats. J Biomed Sci 15: 577-583.

Fertin M, Beseme O, Duban S, Amouyel P, Bauters C, et al. (2010) Deep plasma
proteomic analysis of patients with left ventricular remodeling after a first
myocardial infarction. Proteomics Clin Appl 4: 654-673.

Fertin M, Burdese J, Beseme O, Amouyel P, Bauters C, et al. (2011) Strategy for
purification and mass spectrometry identification of SELDI peaks corresponding
to low-abundance plasma and serum proteins. J Proteomics 74: 420-430.

PLOS ONE | www.plosone.org

Remote Conditioning and ApoA-I

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: AF F.Pinet F.Prunier. Performed
the experiments: PH DPM OB MC ST DL. Analyzed the data: PH F . Pinet
F.Prunier. Contributed reagents/materials/analysis tools: DPM. Wrote the
paper: PH DPM ST F.Pinet F.Prunier.

23.

24.

26.

27.

31

32.

33.

34.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

44.

Neuhoff 'V, Arold N, Taube D, Ehrhardt W (1988) Improved staining of proteins
in polyacrylamide gels including isoelectric focusing gels with clear background
at nanogram sensitivity using Coomassie Brilliant Blue G-250 and R-250.
Electrophoresis 9: 255-262.

Beseme O, Fertin M, Drobecq H, Amouyel P, Pinet F (2010) Combinatorial
peptide ligand library plasma treatment: Advantages for accessing low-
abundance proteins. Electrophoresis 31: 2697-2704.

. Pinet F, Beseme O, Cieniewski-Bernard C, Drobecq H, Jourdain S, et al. (2008)

Predicting left ventricular remodeling after a first myocardial infarction by
plasma proteome analysis. Proteomics 8: 1798-1808.

Ghanbari-Niaki A, Khabazian BM, Hossaini-Kakhak SA, Rahbarizadeh F,
Hedayati M (2007) Treadmill exercise enhances ABCAIL expression in rat liver.
Biochem Biophys Res Commun 361: 841-846.

Khabazian BM, Ghanbari-Niaki A, Safarzadeh-Golpordesari A, Ebrahimi M,
Rahbarizadeh F, et al. (2009) Endurance training enhances ABCA1 expression
in rat small intestine. Eur J Appl Physiol 107: 351-358.

. Hausenloy DJ, Yellon DM (2011) The therapeutic potential of ischemic

conditioning: an update. Nat Rev Cardiol 8: 619-629.

. Hausenloy DJ, Yellon DM (2008) Remote ischaemic preconditioning:

underlying mechanisms and clinical application. Cardiovasc Res 79: 377-386.

. Tapuria N, Kumar Y, Habib MM, Abu Amara M, Seifalian AM, et al. (2008)

Remote ischemic preconditioning: a novel protective method from ischemia
reperfusion injury-a review. J Surg Res 150: 304-330.

Shimizu M, Tropak M, Diaz R], Suto F, Surendra H, et al. (2009) Transient
limb ischaemia remotely preconditions through a humoral mechanism acting
directly on the myocardium: evidence suggesting cross-species protection. Clin
Sci (Lond) 117: 191-200.

Breivik L, Helgeland E, Aarnes EK, Mrdalj J, Jonassen AK (2011) Remote
postconditioning by humoral factors in effluent from ischemic preconditioned rat
hearts is mediated via PI3K/Akt-dependent cell-survival signaling at reperfu-
sion. Basic Res Cardiol 106: 135-145.

Lim SY, Yellon DM, Hausenloy DJ (2010) The neural and humoral pathways in
remote limb ischemic preconditioning. Basic Res Cardiol 105: 651-655.
Shimizu M, Saxena P, Konstantinov IE, Cherepanov V, Cheung MM, et al.
(2010) Remote ischemic preconditioning decreases adhesion and selectively
modifies functional responses of human neutrophils. J Surg Res 158: 155-161.

. Tamareille S, Mateus V, Ghaboura N, Jeanneteau J, Croue A, et al. (2011)

RISK and SAFE signaling pathway interactions in remote limb ischemic
perconditioning in combination with local ischemic postconditioning. Basic Res
Cardiol 106: 1329-1339.

Weinbrenner C, Nelles M, Herzog N, Sarvary L, Strasser RH (2002) Remote
preconditioning by infrarenal occlusion of the aorta protects the heart from
infarction: a newly identified non-neuronal but PKC-dependent pathway.
Cardiovasc Res 55: 590-601.

Wolfrum S, Schneider K, Heidbreder M, Nienstedt J, Dominiak P, et al. (2002)
Remote preconditioning protects the heart by activating myocardial PKCepsi-
lon-isoform. Cardiovasc Res 55: 583-589.

Weinbrenner C, Schulze F, Sarvary L, Strasser RH (2004) Remote
preconditioning by infrarenal aortic occlusion is operative via deltal-opioid
receptors and free radicals in vivo in the rat heart. Cardiovasc Res 61: 591-599.
Hajrasouliha AR, Tavakoli S, Ghasemi M, Jabehdar-Maralani P, Sadeghipour
H, et al. (2008) Endogenous cannabinoids contribute to remote ischemic
preconditioning via cannabinoid CB2 receptors in the rat heart. Eur J Pharmacol
579: 246-252.

Diwan V, Jaggi AS, Singh M, Singh N, Singh D (2008) Possible involvement of
erythropoietin in remote renal preconditioning-induced cardioprotection in rats.
J Cardiovasc Pharmacol 51: 126-130.

Lang SC, Elsasser A, Scheler C, Vetter S, Tiefenbacher CP, et al. (2006)
Myocardial preconditioning and remote renal preconditioning—identifying a
protective factor using protecomic methods? Basic Res Cardiol 101: 149-158.
Hepponstall M, Ignjatovic V, Binos S, Monagle P, Jones B, et al. (2012) Remote
Ischemic Preconditioning (RIPC) Modifies Plasma Proteome in Humans. PLoS
One 7: ¢48284.

. Linsel-Nitschke P, Tall AR (2005) HDL as a target in the treatment of

atherosclerotic cardiovascular disease. Nat Rev Drug Discov 4: 193-205.
Theilmeier G, Schmidt C, Herrmann J, Keul P, Schafers M, et al. (2006) High-
density lipoproteins and their constituent, sphingosine-1-phosphate, directly
protect the heart against ischemia/reperfusion injury in vivo via the S1P3
lysophospholipid receptor. Circulation 114: 1403-1409.

October 2013 | Volume 8 | Issue 10 | e77211



46.

47.

. Rossoni G, Gomaraschi M, Berti F, Sirtori CR, Franceschini G, et al. (2004)

Synthetic high-density lipoproteins exert cardioprotective effects in myocardial
ischemia/reperfusion injury. J Pharmacol Exp Ther 308: 79-84.

Xiao L, Lu R, Hu CP, Deng HW, Li Y] (2001) Delayed cardioprotection by
intestinal preconditioning is mediated by calcitonin gene-related peptide.
Eur J Pharmacol 427: 131-135.

Peralta C, Fernandez L, Panes J, Prats N, Sans M, et al. (2001) Preconditioning
protects against systemic disorders associated with hepatic ischemia-reperfusion
through blockade of tumor necrosis factor-induced P-selectin up-regulation in
the rat. Hepatology 33: 100-113.

PLOS ONE | www.plosone.org

48.

49.

50.

Remote Conditioning and ApoA-I

Puppione DL, Della Donna L, Laganowsky AD, Bassilian S, Souda P, et al.
(2009) Mass spectral analyses of the two major apolipoproteins of great ape high
density lipoproteins. Comp Biochem Physiol Part D Genomics Proteomics 4:
305-309.

Lyssenko NN, Hata M, Dhanasekaran P, Nickel M, Nguyen D, et al. (2012)
Influence of C-terminal alpha-helix hydrophobicity and aromatic amino acid
content on apolipoprotein A-I functionality. Biochim Biophys Acta 1821: 456
463.

Oxman T, Arad M, Klein R, Avazov N, Rabinowitz B (1997) Limb ischemia
preconditions the heart against reperfusion tachyarrhythmia. Am J Physiol 273:
H1707-1712.

October 2013 | Volume 8 | Issue 10 | e77211



Résultats complémentaires a la publication n°1

Sont présentées ici les données complémentaires du travail sur l'identification de
'ApoA-I comme agent circulant du RIPreC. Ces travaux ont été réalisés dans le

cadre de réponses aux reviewers, mais ne font pas partie de la publication.

1. Effet de ’ApoA-I sur I'inflammation liée a I'infarctus

Au-dela de l'effet cardioprotecteur de 'ApoA-I, observeé sur la taille de l'infarctus,
les données bibliographiques sur cette protéine lui attribuent de nombreuses
propriétés anti-inflammatoires. Elle peut notamment réduire I'inflammation au niveau
des cellules endothéliales vasculaires et bloquer [l'activation des leucocytes
[332,376,378]. Elle participe ainsi a la cardioprotection d’'une fagon complémentaire
aux voies classiquement décrites, mettant en jeu les kinases de survie cellulaire ou

encore l'inhibition de I'ouverture du mPTP.

Un bon témoin de l'inflammation tissulaire lors de l'infarctus est le recrutement et
l'infiltration de leucocytes au niveau de la zone infarcie. Ceux-ci vont alors participer

aux lésions de reperfusion et a la nécrose du tissu myocardique.

Nous avons donc étudié en microscopie les cceurs de rats soumis a un infarctus,
avec ou sans injection d’ApoA-l, afin d’investiguer si elle pouvait empécher le

recrutement des leucocytes dans le tissu.

Pour cela nous avons réalisé un marquage en hématoxyline-éosine. Il a permit
de mettre en évidence que la cardioprotection induite par 'ApoA-l, et visualisée
macroscopiquement par la diminution de la taille de linfarctus, était également
corrélée au niveau microscopique avec la réduction de la formation d’ocedémes
interstitiels ainsi qu’avec une meilleure préservation de [lintégrité des fibres
musculaires. Une diminution de linfiltration leucocytaire était également observée
(Figure supplémentaire 1A).

Nous avons ensuite confirmé cette observation par la réalisation d’'un marquage
spécifigue du CD45, antigéne pan-leucocytaire. Un marquage circulaire fluorescent
vert a4 la membrane était caractéristique d’'une cellule CD45" (Figure

supplémentaire 1B). Nous avons ainsi pu quantifier l'infiltration leucocytaire et
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constater que I'administration d’ApoA-I en préconditionnement permettait de réduire
de fagon significative le nombre de cellules CD45" dans le tissu soumis & l'ischémie
(508 £ 53 cellules/mm? dans le groupe contréle vs. 316 + 25 cellules/mm? dans le

groupe infarctus + ApoA-I; p<0.05) (Figure Supplémentaire 1C).

Une partie de I'effet cardioprotecteur observé dans nos conditions avec '’ApoA-|
est donc dépendant de son réle anti-inflammatoire, et en particulier de l'inhibition de
l'infiltration des leucocytes dans le tissu infarci. Ces résultats sont en accord avec la
littérature décrivant ’ApoA-I comme une protéine essentiellement anti-inflammatoire

in vivo.
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Figure supplémentaire 1. Effet anti-inflammatoire de I’ApoA-| in vivo. A.
Images représentatives du marquage Hématoxyline-Eosine (grossissement x400).
Dans le tissu avec infarctus seul (MI) on observe de nombreuses déchirures
myofibrillaires et de nombreux cedémes interstitiels (*). Il y a également moins
d’infiltration leucocytaire (fleches noires). Le groupe traité par 'ApoA-I (ApoA-I + Ml)
présente une réduction de la dégénérescence du tissu infarci, associée avec moins
d’cedémes et moins dinfiltration leucocytaire. B. Marquages CD45 (vert)
représentatifs au niveau du tissu infarci (grossissement x400). Les noyaux sont
marqués au DAPI (bleu). Les astérisques indiquent des plages d’cedémes
interstitiels, et les fleches blanches indiquent des cellules infiltrées CD45". L’ApoA-I
(10mg/kg) réduit le recrutement des cellules inflammatoires dans la zone infarcie en
comparaison au groupe contrdle. C. Quantification du nombre de cellules CD45" par
champs microscopique. Le nombre de cellules positives est rapporté a une mesure
de surface en mm?2. Dix champs par cceur ont été quantifiés (n=2 cceurs par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart a la moyenne. * p<0.05 vs groupe
MI.
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2. ROle des voies RISK et SAFE dans la cardioprotection induite
par ’ApoA-|

Les cascades de signalisation intracellulaires sont habituellement des acteurs
essentiels de la protection contre les lésions d’'ischémie-reperfusion, en activant des

réponses de survie et en inhibant les signaux pro-apoptotiques [47,191].

Décrites comme efficaces dans plusieurs études in vitro sur des
cardiomyocytes en culture, notamment via I'activation d’Akt et ERK1/2 [419,420], les
HDL n’ont a I'heure actuelle jamais été démontrées comme agissant sur I'activation
de ces voies de survie in vivo. En revanche, ex vivo sur cceur isolé-perfusé, '’ApoA-|
et les HDL permettent de réduire la taille de I'infarctus mais pas sur des cceurs de
souris STAT-3 KO [421]. Il y a donc certaines évidences laissant supposer que la
cardioprotection induite par 'ApoA-I pourrait dépendre en partie des cascades RISK
et SAFE.

Nous avons donc cherché a estimer la contribution de ces voies de survie
RISK et SAFE dans la cardioprotection induite par 'ApoA-I in vivo. Pour cela nous
avons évalué par WB I'état d’activation des protéines Akt, ERK1/2, GSK-3[ (RISK) et
STAT-3 (SAFE) en réponse ou non a linjection d’ApoA-I en préconditionnement a
distance. Des rats ont donc été soumis a 40 minutes d’infarctus suivies de 15
minutes de reperfusion, précédées ou non par l'injection de 10mg/kg d’ApoA-I en

intraveineuse.

De facon surprenante, 'analyse WB ne révele pas a 15 min d’activation des

voies RISK et SAFE en réponse a la présence d’ApoA-| (Figure supplémentaire 2).

Plusieurs raisons peuvent expliquer ce manque d’effet de I'ApoA-l. Il est
d’abord possible que le temps de préléevement, de 15 min de reperfusion, utilisé pour
prélever les cceurs, ne soit pas le moment adéquat. Basé sur nos travaux précédents
au laboratoire [47,432], ce temps de 15 minutes est relativement long par rapport au
début de la reperfusion. Il est possible qu’a des temps plus précoces, comme 5 ou 10
minutes de reperfusion, la tendance a l'augmentation observée puisse devenir

significative.
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On ne peut également pas exclure la possibilité que le rdle cardioprotecteur
de I'’ApoA-|I et des HDL ne soit médié qu’accessoirement par 'activation des voies
RISK et SAFE. Aujourd’hui largement documentée, la littérature sur les nombreuses
propriétés de I'’ApoA-I laisse en effet supposer que I'essentiel de son mode d’action
pourrait étre lié non pas a l'activation des voies de survie, mais a ses capacités anti-

inflammatoires.

De plus, les quelques données sur I'activation des voies de survie par '’ApoA-I
et les HDL, bien que laissant supposer d'un réle de RISK et SAFE, sont encore
discordantes. Imaizumi et al. ont démontré que l'activation d’Akt et ERK1/2 est
possible avec des HDL recombinantes, mais pas avec I'ApoA-l seule [403]. A
l'inverse, Liu et al. ont décrit une activation de p38 MAPK, de ERK1/2 et de JAK a la

fois avec des HDL entiéres, mais également avec de I'’ApoA-I seule [310].

A I'heure actuelle il existe donc une absence totale de démonstration de I'effet
de I'ApoA-l et des HDL in vivo, dépendant des voies de survie cardioprotectrices.
Entre I'in vivo et l'in vitro les mécanismes mis en jeu peuvent différer, et il est
possible que I'absence d’activation observée dans notre modéle ne soit pas liée a
nos conditions expérimentales mais a des modes d’action différents de I'’ApoA-I en

fonction du modéle.
L’ensemble de cette analyse concernant l'implication des cascades de

signalisation RISK et SAFE dans l'action cardioprotectrice de I'’ApoA-I in vivo reste

donc a approfondir.
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Figure supplémentaire 2. Analyse Western Blot de I’expression de STAT-3
et des kinases Akt, ERK1/2 et GSK-3B. Immunoblots représentatifs des formes
phosphorylées (p-STAT-3, p-Akt, p-ERK1/2, p-GSK-3B) et totales (STAT-3, Akt,
ERK1/2, GSK-3[3) des protéines de signalisation des voies RISK et SAFE. Réalisés a
partir d’extraits protéiques de zones a risques soumises a une ischémie-reperfusion
en présence (Ml + ApoA-l) ou en absence (MI) d’ApoA-l. Les histogrammes
représentent le ratio forme phosphorylée sur forme totale. Il n’y a pas de différence
significative a 15 min de reperfusion. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart
a la moyenne. Le marquage GAPDH sert de contréle de charge.
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3. Etude d’un autre cycle de préconditionnement a distance

Le cycle de RIPreC utilisé lors de I'étude protéomique pour mettre en
évidence I'ApoA-lI comme facteur circulant était un cycle de 10 min d’ischémie de

patte suivi de 10 min de reperfusion.

Cet algorithme, bien que démontré comme efficace dans plusieurs études
[47,72,125], n’est pas [lalgorithme le plus couramment utilisé in vivo. Plus
classiquement, ce sont de bréves périodes de 5 min d’ischémie-5 min de reperfusion,

répétées 3-4 fois, qui présentent le plus d’effet [83,84,179].

Nous avons donc soumis des rats a un RIPreC de 4 fois 5 min d’ischémie-5
min de reperfusion a la patte pour explorer l'effet de cet autre cycle de
conditionnement sur la libération de 'ApoA-I. Pour cela nous avons dosé par ELISA

I’ApoA-| plasmatique a la suite de ce conditionnement.

En comparaison avec des rats controles, le cycle de RIPreC 4*5’ augmente de
fagcon significative I'ApoA-l plasmatique (1.06 = 0.04 vs. 1.36 = 0.09¢g/L,
respectivement; p<0.05). Il n’'y a cependant pas de différence d’augmentation entre
les 2 algorithmes de préconditionnement a distance (1.36 + 0.09 vs 1.38 + 0.11g/L,

NS) (Figure supplémentaire 3).

Ces résultats indiquent donc que laugmentation de la concentration
plasmatique en ApoA-I n’est pas liée a un épiphénoméne dépendant d’'un cycle de
conditionnement a distance unique. Un cycle de plusieurs séquences d’'ischémie-
reperfusion, ayant été démontré comme cardioprotecteur dans de nombreuses

études, est capable d’induire une augmentation similaire de I'’ApoA-I.
Il est intéressant de noter qu'’il n'y a pas d’augmentation plus importante de la

quantité d’ApoA-I en réponse au RIPreC 4*5’ par rapport au RIPreC 10’. Il n’y a donc

a priori pas d’effet additionnel du nombre de cycles sur la libération d’ApoA-l.
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Figure supplémentaire 3. Comparaison de deux algorithmes de RIPreC
sur la libération d’ApoA-I. Quantification par ELISA des taux plasmatiques en
ApoA-I. Les résultats sont exprimés en moyenne * écart a la moyenne. # p<0.05 vs
Control, n=10 dans les groupes Control et RIPreC 10’, n=6 dans le groupe RIPreC
4*5',
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Discussion n°1

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que I'’ApoA-l était un facteur
circulant potentiel du RIPreC. Augmentée dans le plasma suite a un conditionnement
a distance a la patte, cette protéine est capable de mimer la cardioprotection induite
par le RIPreC in vivo. Son identification a été réalisée a I'aide d’'une technique
protéomique d’analyse du plasma, le SELDI-TOF-MS. L’étude a été divisée en trois

parties.

Pour commencer, nous avons eu recours a cette technique protéomique de
SELDI-TOF-MS. |l s’agit d’'une technique déja validée dans plusieurs modeéles pour
avoir permis l'identification de biomarqueurs circulants [430,431]. Associée a une
méthode d’exploration des protéines minoritaires du plasma [433], l'analyse
protéomique des plasmas de rats a donc identifié I'ApoA-l comme étant
significativement augmentée dans le groupe avec conditionnement a distance par 10
min d’ischémie de patte-10 min de reperfusion, en comparaison aux deux autres
groupes de I'étude, le groupe contrdle et le groupe RIPreC 5 min d’ischémie de

patte-5 min de reperfusion.

Cette identification par spectrométrie de masse a ensuite été validée par deux
techniques de biologie moléculaire. Une premiére technique dimmunodéplétion,
mettant en évidence une diminution de l'intensité du pic d’ApoA-I, confirmée ensuite

par des dosages ELISA de I'ApoA-I dans les plasmas de rats.

La deuxiéme partie de I'étude a été réalisée in vivo dans un modéle
d’ischémie-reperfusion chez le rat, afin de valider I'effet cardioprotecteur de I'’ApoA-I,

et donc sa capacité a étre un facteur circulant du RIPreC.

Injectée 10 min avant la ligature de I'lVA, cette protéine a permis de réduire de
prés de 22% la taille de linfarctus, induite par 40 min d’ischémie myocardique-2
heures de reperfusion. Cette réduction était similaire a celle induite par I'algorithme
de RIPreC ayant permis lidentification de I'ApoA-l par protéomique, a savoir le
RIPreC 10’

Dans un dernier temps, des données complémentaires ont été collectées a

propos de la cardioprotection induite par I’ApoA-I et de son induction par le RIPreC.
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Nous avons donc pu démontrer sur des coupes histologiques que la réduction
de linfarctus liée a l'injection d’ApoA-l pouvait étre en partie médiée par son effet
anti-inflammatoire, concrétisé par la réduction de linfiltration leucocytaire CD45"

dans le tissu infarci.

L’exploration des voies de survie du RIPreC, a savoir les voies RISK et SAFE,
n’a en revanche pas pu mettre en évidence d’activation de ces kinases en réponse a
l'injection d’ApoA-l. L’analyse par Western Blot ne montre en effet que des
tendances a l'augmentation de la phosphorylation de ces protéines mais sans

significativité dans nos conditions expérimentales.

Enfin, la derniére analyse réalisée dans cette étude consistait a étudier I'effet
d’'un cycle différent de conditionnement a distance sur 'augmentation de I'ApoA-I|
circulante. Nous avons donc utilisé un protocole bien démontré in vivo, le RIPreC
4*5’, sur des rats, et nous avons dosé par ELISA le taux plasmatique en ApoA-I
aprés la derniére reperfusion de la patte. Nous avons pu constater que
'augmentation du taux d’ApoA-| circulante était de nouveau présente suite a cet
autre cycle de RIPreC, et que cette augmentation était similaire a celle obtenue avec
le RIPreC 10’. Il n'y avait donc pas d’effet d’amplification suite a la répétition de

plusieurs cycles d’occlusion-désocclusion de 'artére fémorale.

Il est intéressant de mettre en paralléle ce travail avec une étude récente
réalisée chez I'homme, et décrivant une analyse protéomique de plasmas de
volontaires sains, aprés un RIPreC [147]. Les techniques protéomiques utilisées
dans cette étude, bien que différentes de notre technique SELDI-TOF-MS, ont-elles
aussi permis d’identifier des protéines dont I'expression était modulée suite au
RIPreC, et en particulier 'ApoA-I. Détectée comme augmentée dés 15 min apres le
RIPreC, I'ApoA-I est ensuite régulée négativement a 24 h aprés le RIPreC, suggérant
ainsi un cycle de libération/action/recapture compatible avec un effet cardioprotecteur
associé au RIPreC.

Cette étude confirme donc notre identification de '’ApoA-I comme un facteur
circulant potentiel de la cardioprotection a distance, sans pour autant que les auteurs

aient investigué son effet protecteur in vivo chez ’lhomme.
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Chez le rat, nous avons mis en évidence que l'augmentation du taux
plasmatique de cette ApoA-I circulante, 10 min avant une ischémie myocardique,
était capable d’avoir un effet significatif sur la réduction de la taille de l'infarctus, et ce
grace a la réduction de linflammation. Au niveau des voies de survie du RIPreC,
nous n‘avons pas pu mettre en évidence leur activation en réponse a l'injection
d’ApoA-Il. Il existe cependant dans la littérature des travaux qui laissent supposer
qu'une mediation de l'effet de I'ApoA-I par ces cascades de signalisation

intracellulaires est possible [310,419].

Il pourrait donc étre envisagé d’étudier, a d’autres temps de reperfusion,
I'activation des voies RISK et SAFE par 'ApoA-l. Cela semble étre une perspective
intéressante dans l'optique d’approfondir les connaissances sur ses mécanismes

d’action in vivo.

De la méme facgon, l'utilisation d’inhibiteurs des molécules probablement
impliquées dans cette signalisation, comme Akt, ERK1/2 ou STAT-3, pourrait étre

envisagée afin d’inhiber ou non la cardioprotection induite par '’ApoA-I.

Toujours dans l'idée de bloquer I'effet protecteur de I'ApoA-l, des inhibiteurs
pharmacologiques de cette protéine pourraient étre utilisés. Malheureusement, le
mécanisme de libération de '’ApoA-I par le RIPreC étant inconnu, il est difficile de
bloquer sa libération aigue juste avant linfarctus. Les inhibiteurs de I'expression
génique de I'ApoA-I pourraient donc étre envisagés, mais il serait nécessaire de les
utiliser plusieurs jours avant l'induction de lischémie-reperfusion, et donc de
s’éloigner du modeéle initial de cardioprotection en phase aigué d’infarctus. De plus,
les molécules existantes, a savoir 'anandamide [434] ou la ciclosporine [435], sont

connus pour activer les MAPK et la cardioprotection [210,436].

Cette étude est donc une approche innovante dans la recherche de facteurs
circulants impliqués dans la cardioprotection ischémique a distance. L’utilisation
d’'une technique protéomique puissante a conduit a l'identification de 'ApoA-I comme
augmentée en réponse au RIPreC. Cest donc une avancée majeure dans le
domaine de la cardioprotection puisqu’elle fait suite a I'étude infructueuse ayant tenté

d’utiliser la protéomique pour identifier des facteurs circulants du RIPreC [144].
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Alors que des études complémentaires sur les mécanismes d’action mis en
jeu sont encore a preévoir, il serait envisageable de tester rapidement ['effet
cardioprotecteur de cette molécule lors de la prise en charge de linfarctus du

myocarde chez 'lhomme.
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ABSTRACT

Remote ischemic preconditioning’s (RIPC) ability to render the myocardium resistant to subsequent
prolonged ischemia is now clearly established in different species, including humans. Strong evidence
suggests that circulating humoral mediators play a key role in signal transduction, but their identities
still need to be established. Our study sought to identify potential circulating RIPC mediators using a
proteomic approach. Rats were exposed to 10-min limb ischemia followed by 5- (RIPC 5’) or 10-min
(RIPC 10’) reperfusion prior to blood sampling. The control group only underwent blood sampling.
Plasma samples were isolated for proteomic analysis using surface-enhanced laser desorption and
ionization - time of flight - mass spectrometry (SELDI-TOF-MS). A total of seven proteins were
detected as up- or down-regulated in response to RIPC. These proteins had previously been identified
as associated with organ protection, anti-inflammation, and various cellular and molecular responses
to ischemia. In conclusion, this study indicates that RIPC results in significant modulations of plasma

proteome.
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INTRODUCTION

First described in 1986 by Murry et al. [1], ischemic preconditioning (IPC) is a powerful
technique, consisting of short periods of coronary artery ischemia-reperfusion (I/R), that attenuate I/R
injuries caused by subsequent prolonged coronary occlusion. IPC can be effective in humans but
requires invasive procedure, which could be harmful in clinical settings [2,3]. Many experimental
studies have therefore explored another preconditioning method, easily applicable to most patients:
remote ischemic preconditioning (RIPC). This is a phenomenon whereby transient ischemia of a tissue
or an organ at a distance from the heart affords cardioprotection when applied before myocardial I/R
[4]. In this way, many remote tissues, such as the small intestine [5], kidney [6], or skeletal muscle [7],
have shown potential to reduce subsequent myocardial infarct size. Furthermore, RIPC, which uses a
standard blood pressure cuff placed around the arm, has emerged as an attractive non-invasive
strategy in clinical settings [8,9]. This approach has been taken in several clinical trials, and has been
shown to be effective in patients undergoing corrective cardiac surgery for congenital heart disease
[10], coronary bypass surgery [11,12], elective surgery for abdominal aortic aneurysm [13], or elective
percutaneous coronary intervention (PCIl) [14]. More recently, RIPC was also demonstrated to
significantly decrease myocardial injury when applied in the ambulance during transfer to primary PCI
[15]. While the protective effects of RIPC are well-established, the underlying mechanisms involved
remain unknown. Dickson et al. [16] were the first to demonstrate that a blood transfer from a remote
preconditioned rabbit to a naive one exhibits protective benefits. This humoral cardioprotective
phenomenon has since been observed in other animal models, and includes coronary effluent transfer
[17] or RIPC cardioprotection of the recipient following brain-dead donor heart transplantation [18].
Shimizu et al. [19] have even shown that cross-species protection via RIPC is possible by protecting
rabbit cardiomyocytes with human blood. Although these experiments are clear evidence that
circulating humoral mediators play a major role in signal transduction [20], the identities of these
effectors remain undetermined. In the past, many proteomic techniques were used to seek out novel
biomarkers associated with cardiovascular diseases, such as left ventricular remodelling after a first
myocardial infarction [21,22] or abdominal aortic aneurysm [23]. In cardioprotection, a study using two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE), matrix assisted laser desorption and ionization — time of flight
— mass spectrometry (MALDI-TOF-MS), and liquid chromatography — electrospray ionization — tandem

mass spectrometry (nanoLC-ESI-MS/MS), was conducted to identify humoral factors involved in RIPC,
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but without success [24]. Surface-enhanced laser desorption and ionization - time of flight - mass
spectrometry (SELDI-TOF-MS), is another proteomic method that combines both chromatography on
ProteinChip arrays and mass spectrometry (MS), providing a proteomic high-throughput strategy for
profiling potential humoral factors of RIPC [25]. Therefore, our research was designed to identify

potential RIPC-induced humoral mediators using SELDI-TOF-MS technology.
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MATERIALS AND METHODS
Ethics statement

All experiments were performed in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institute of Health [NIH publication 85 (23), revised
in 1996]. Protocols have been approved by our regional ethic committee: Comité Régional d’Ethique
pour 'Expérimentation Animale-Pays de la Loire (CEEA.2012.50). All surgery was performed under

sodium pentobarbital anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.

Animal studies

Wild type male Wistar rats, 8- to 10-week-old, were anesthetized with an intraperitoneal
injection of sodium pentobarbital at a dose of 60 mg/kg (Ceva santé Animal, France). Animals were
orotracheally intubated with a 16-gauge tube and ventilated using a small animal ventilator at a rate of
50-60 breaths per minute (SAR-830 A/P, CWE). Body core temperature was continuously monitored
during the procedure and maintained at 37£1°C using a homeothermic blanket, connected to a
temperature control unit (HB101/2 RS, Bioseb, France). RIPC was achieved by occlusion arterial
blood flow for 10 minutes, using a vascular clamp placed on the upper right femoral artery, followed by
reperfusion. Limb ischemia was confirmed by a change in skin color and a decrease in subcutaneous
limb temperature. Following limb reperfusion, the skin color turned back to a pink color, while the
under-skin temperature reached the baseline temperature. Rats were randomly assigned to one of
three groups: RIPC 5’, with blood sampling 5 minutes after the end of limb ischemia (n=10); RIPC 10,
with blood sampling 10 minutes following the end of limb ischemia (n=10); Control (no intervention),
with blood sampling only (n=10). Vena cava blood samples were collected at 5 or 10 minutes after
limb reperfusion in glass tubes containing ethyldiamine tetraacetic acid (EDTA) as anticoagulant.
Samples were centrifuged at 3000 rpm for 15 min and plasma was taken and immediately processed,
divided into aliquots of 500 pL, and stored at -80°C. These samples underwent no more than two

freeze/thaw cycles prior to analysis.

Sample treatment
Combinatorial peptide ligand library (CPLL) with ProteoMiner protein enrichment kit (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA) was used to pre-treat plasma samples as previously described [25].
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These hexapeptides beads bind all the plasma proteins equally and allow to eliminate the excess of
unbound maijority proteins. The low-abundance plasma proteins are enriched compared to the high-
abundance proteins which are in smaller quantities. The dynamic range is thus reduced. Columns
containing these beads were previously washed and 200 pL of samples was then added and rotated
end to end for 2 h at room temperature. Unbound proteins were then eliminated and beads were
washed. Sample was then eluted by adding 20 pL elution reagent, repeated three times. Elution

samples obtained from all 3 centrifugations were pooled and stored at -20°C.

SELDI-TOF-MS profiling

SELDI-TOF-MS analysis was used to profile samples collected for the selection of potential
biomarkers of remote conditioning. Samples were profiled with eight spot format ProteinChip Arrays
CM10 (Weak Cation Exchanger) or H50 (Reverse Phase) (Bio-Rad Laboratories). Arrays were
prepared with 5 yL samples diluted 10-fold in binding buffer, which was sodium acetate 100 mmol/L
pH4 for CM10 and ACN10%, TFA 0.1% and NaCl 150 mmol/L for H50 array. Native and CPLL treated
forms of all samples were analyzed using the two types of ProteinChip and each of them was tested in
duplicate and randomly distributed on arrays, as previously described [25]. All data were processed
with the ProteinChip Data Manager software. For the peak selection of potential biomarkers, peaks
were detected automatically: groups of peaks of similar mass across spectra were assembled into
clusters, according to two-step parameter settings as previously described [25]. For the first step,
peaks were automatically detected according to the specified S/N (4 or 5) and the minimum valley
depth (3 or 4), if they were found in at least 10% of all spectra, with an m/z error of less than 0.2%.
Settings for the second step were a S/N of 2 and a minimum valley depth of 2. The m/z range was set
between 3000 and 30,000 for low-mass and between 20,000 and 150,000 for high-mass proteins.
Clusters of all spectra were then submitted to a univariate analysis with a non-parametric test to
calculate the p-value of each cluster. A Mann-Whitney test was used to compare groups in pairs and a

Kruskal-Wallis to compare the three groups. Duplicates were averaged before any statistical analysis.

Protein sample purification
Albumin and IgG were depleted, from samples not pre-treated by CPLL, with the ProteoPrep

Blue Albumin Depletion Kit (Sigma-Aldrich) before protein separation by MicroRotofor cell or spin
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columns. After equilibration of the column, 25 uL of plasma was added; the sample was bound and
then washed with equilibration buffer. The flow-through obtained from centrifugations of the depleted
sample (125 pL) was then pooled and stored at -20°C.

In accordance with a previous study [26], we chose an adapted strategy for enrichment and
purification of peaks selected by SELDI-TOF-MS, in order to identify them by MALDI-MS/MS. A set of
techniques was used.

Liquid-phase isoelectric focusing

Proteins were isolated and purified by liquid-phase isoelectrofocusing (IEF) with the
MicroRotofor cell (Bio-Rad Laboratories), according to their isolectric points. 1-2 mg of protein samples
were diluted in IEF buffer (7 mol/L urea, 2 mol/L thiourea, CHAPS 4% [w/v] and 0.24% Triton X100),
glycerol 5% [v/v] and ampholytes (appropriate pH gradient, 1.6% [v/v]). The MicroRotofor cell’s
focusing chamber was loaded with 2.5 mL of samples and the electrode assemblies were filled with 6
mL of appropriate electrolytes (depending of the pH range investigated). Focusing was performed at
room temperature, under a constant power of 1 W. At the end of the IEF, protein fractions from each
compartment (200 pL) were harvested quickly to avoid the diffusion of separated proteins and stored
at -20°C. Detection of peaks was performed on a ProteinChip NP20 array.

Protein treatment

Before SELDI-TOF-MS analysis of fractioned proteins, the 2-D Clean-Up kit (GE Healthcare)
was used to precipitate proteins, and precipitation was performed to selectively discard contaminant
from proteins. 300 pL of precipitant and co-precipitant were added to samples (1—-100 pg protein),
which were then centrifuged. The supernatant was removed and the protein pellet was washed by 40
WL of co-precipitant to remove more non-protein contaminants. After a second centrifugation, the pellet
was finally suspended in 25 pL of deionized water, 1 mL of wash buffer and 5 yL of wash additive.
Proteins from samples were too diluted for separation on spin columns. A precipitation was thus
realized for 30 min at -20°C to concentrate proteins from samples. The mixture was then centrifuged
and the pellet was finally dissolved in 20 yL of deionized water and stored at -20°C.

Gel electrophoresis

Fractions (or pooled fractions) containing the purified peak of interest were separated with

SDS-PAGE gels with an appropriate percentage of acrylamide depending on the mass of the peak of
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interest (Bio-Rad Laboratories). Gels were then stained with Coomassie Brilliant Blue, as described by

Neuhoff et al. [27].

Protein Identification

Trypsic digestion

Proteins were then identified by an in-gel digestion method, as previously described [28].
Briefly, the band of interest was excised and the gel plugs were washed with ultrapure water until
totally destained. Gel pieces were then rinsed several times with 50 mM ammonium bicarbonate and
acetonitrile (ACN), before addition of 3 pL of 40 pg/mL trypsin (Trypsin Gold, Promega, Madison, WI)
in 50 mmol/L acetic acid and 0.025% ProteasMAX™ Surfactant (Trypsine Enhancer, Promega,
Madison, WI). After digestion overnight at 37°C, the supernatant was removed, and the gel pieces
were washed with CAN [v/v]/0.1% TFA. Supernatants were desalted and eluted with ZipTip C18 in
accordance with the manufacturer’s protocol (Millipore, Bedford, MA). 0.5 pL of this solution was then
mixed with 0.5 yL of matrix solution (5 mg/mL of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid dissolved in 10%
TFA/50% ACN) and spotted onto the MALDI-TOF-MS target.

MALDI-TOF profiling

External calibration was performed with a peptide mixture resultant from the tryptic digest of
BSA (0.5 yg/mL). MALDI-TOF-MS was then performed with a Voyager DE STR mass spectrometer
(PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, USA) equipped with a 337.1 nm nitrogen laser and a
delayed extraction facility (125 msec). All spectra were acquired in a positive ion reflector mode at the
voltage of 20 kV, with grid-voltage of 61%. Typically, 300 laser shots were recorded per sample.
Following this, the mass spectra were calibrated prior to protein identification by peptide mass
fingerprinting, conducted by running the MASCOT web searcher (http://www.matrixscience.com/,
Matrix Science, UK) against the Swissprot 57-15 (515203 sequences; 181334896 residues) with the
following parameters: fixed modifications: carbamidomethyl (C) and variable modifications: oxidation
(M); peptide mass tolerance: + 50 ppm; peptide charge state: 1+; max missed cleavages: 1;

taxonomy: rattus.
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Verification of identification by immunodepletion

After identification by MALDI-TOF-MS, validation was performed by immunodepletion using
specific antibodies against the protein identified. 500 yL of RIPA buffer (Triton X-100 1%, NaCl 150
mmol/L, EDTA 1 mmol/L, EGTA 1 mmol/L, sodium vanadate 0.1 mmol/L, and NP40 0.5% in Tris-HCI
10 mmol/L) was added by 1 yL of native plasma sample and 5 or 10 pg of antibodies, as previously
described [22]. The antibodies used were for haptoglobin (SantaCruz sc-134466), hemoglobin
(SantaCruz sc-31116), apolipoprotein C-lll (Tebu-bio, 036sc-50378), transthyretin (Abcam, ab905),
apolipoprotein A-IV (SantaCruz sc-19036) and fibrinogen (sc-335581). After overnight incubation at
4°C, 50 pL of protein A Sepharose 4 Fast Flow beads (GE Healthcare) were added and the
preparation was rotated end-to-end 4 h at 4°C. Supernatant was next obtained after centrifugation,
and was precipitated in cold acetone overnight. Supernatant was removed after centrifugation 20 min
at 12,000 g and pellet was dried 5 min at room temperature and added by 5 pL of SELDI binding
buffer (depending on the array). Immunodepleted and undepleted plasma were compared by SELDI-
TOF-MS on ProteinChip CM10 or H50 arrays and disappearance of the peak of interest was

visualized, compare to untreated plasma.

Statistical analysis

All values were expressed as mean +SEM. Clusters of all spectra obtained using SELDI-TOF-
MS were subjected to univariate analysis, with a non-parametric test to calculate the p value of each
cluster. A Mann-Whitney test was used to compare groups in pairs and a Kruskal-Wallis test to

compare the three groups. A p value <0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS
SELDI-TOF-MS profiling of plasma in RIPC-induced circulating factors in rats

Plasmas from three groups of rats were analysed for differential proteomic analysis. The three
groups are: Control (CRTL), which endured no intervention (except blood sampling), RIPC 5’ and
RIPC 10’ groups, which endured blood sampling respectively 5 and 10 minutes after the end of limb
ischemia.

All plasmas (n=10 per group) were treated by CPLL as previously described [25]. The protein
profiling of CPLL-treated and untreated plasma from the different groups was performed in duplicate
with SELDI-TOF-MS technology on CM10 and H50 arrays.

Using the clustering parameters described in Materials and methods section, we detected in
the three groups of rats, a total of 130 peaks for CM10 arrays and 166 peaks for H50 arrays.
Interestingly, we observed with the two arrays an increased number of peaks detected after CPLL
treatment with 60 additional peaks in CM10 and 55 additional peaks in H50 arrays (Figure 1A)
representing respectively 46% in CM10 arrays and 33% in H50 arrays of the total peaks detected.

SELDI-TOF analysis revealed 42 significant (p<0.05) modulations of peak intensity between
two groups of rats with 18 down-regulated, 21 up-regulated and 3 down- or up-regulated (7192, 21120
and 140846 m/z) depending on the groups (Table 1). Only 3 peaks were found to be significantly
expressed between CRTL and RIPC 5’ groups, 25 peaks between CRTL and RIPC 10’ groups and 24
peaks between RIPC 5 and RIPC 10’ groups (Figure 1B). Interestingly, no peaks differentially
expressed were in common between the three groups and only few between comparisons by two

groups (Figure 1B).

Protein identification of the peaks differentially expressed between the three groups of rats

We followed the same strategy for purification and mass spectrometry identification of SELDI
peaks corresponding to low-abundance proteins that has been described previously [26]. The first step
was the choice of the appropriate sample containing the selected peaks. From our databank recording
all the m/z peaks detected from samples in different conditions, we excluded 12 peaks of our
proteomic profiling to be purified (Table 1) due to low abundance in the sample or too much high
intensity of peaks surrounded the peak to be purified. For the 6560, 7017, 7227, 8405, 8527, 9566,

13038, 13156, 13794, 21120, 21182, 21354, 21390 and 26026 m/z peaks, we used the strategy
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described previously [26] but we were unsuccessful to purify them and identify the corresponding
protein.

Three SELDI peaks, 27583/27791/28284 have already been identified and validated to be
apolipoprotein A-l [29].

For the other peaks (8317, 13720, 27340, 42427-42463, 42610 and 54700 m/z), the strategy
already published was used and successful [26]. Detailed information on these peaks with significant
mean intensity levels between the CRTL, RIPC 5 and RIPC 10’ groups are provided on Table 2.
Complete purification and protein identification process of the 8317 m/z peak is detailed below and is
representative of the strategy used.

Figure 2A presents a detailed representative spectrum of 8317 m/z peak for one rat from
each group (left panel) and the mean intensity level in each group (right panel). Interestingly, we
observed a decreased intensity for the peak at 10-min reperfusion compared to Control. Purification of
the 8317 m/z peak by liquid-phase IEF (fraction F1) and gel electrophoresis (Figure 2B) combined
with mass spectrometry successfully identified the 8317 m/z peak as being apolipoprotein C-IIl (ApoC-
lll) (Figure 2C). We verified the identification of 8317 peak using a specific polyclonal antibody.
Immunodepletion significantly reduced the peak, thereby confirming the identification of the 8317 m/z
peak as ApoC-Ill (Figure 2C).

Data concerning the others peaks are presented in supplemental section (Figures S1-S7).

11
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DISCUSSION

Our study’s major finding is that RIPC induced significant modulations in blood’s protein
composition. We used the SELDI-TOF-MS method on ProteinChip Arrays, well known for its potential
to identify circulating biomarkers of cardiovascular diseases [22,25]. The CPLL was also employed
with the goal of reducing high-abundance proteins and increasing the concentration of rare species.
These low- and very low-abundance proteins, called deep proteomes, constitute the vast majority of
human proteomes, and their analysis is an undeniable asset in the quest to identify the circulating
factors of RIPC [26,28]. The SELDI-TOF-MS analysis revealed a significant modification in plasma
proteome following RIPC stimulus, with 296 peaks differentially expressed. Of these peaks, 100 were
detected in native plasma, 115 in CPLL-treated plasma, and 81 in both forms of plasma. These results
confirmed the relevance of plasma proteome analysis for the identification of circulating factors of

RIPC. Finally, we found several proteins significantly modulated in response to RIPC.

These findings accord with numerous studies suggesting the key role of humoral mediators in
RIPC signalling [18,20]. Indeed, the mechanism for conveying cardioprotective information to the heart
is still unknown, though many authors suggest that circulating factors could be released from the
remote organ [16,17,19]. One proteomic study sought to identify the circulating factors of RIPC, but
the results were inconclusive [24]. Having failed to successfully identify a cardioprotective protein,
biochemical studies were then performed to characterize the chemical nature and molecular size of
the circulating factors. The consensus is that the humoral factor is hydrophobic, and sized between 3.5
and 30 kDa [19,24,30,31]. Over the last few years, proteomic and genomic techniques have been
used to better define gene and protein expression modulations in response to RIPC stimulus [32].
Hepponstall et al. recently demonstrated that the transient I/R of an arm modifies plasma protein
content in healthy volunteers. They identified 51 proteins significantly modulated after RIPC,
strengthening the hypothesis of cardioprotective circulating RIPC factors [33]. In the same way, our
study sought to identify plasma proteome modifications in rats following RIPC stimulus. We identified
seven proteins that were significantly modulated after RIPC and involved in hemostasis, lipid transport,
iron regulation, and the anti-inflammatory process. Our group recently published the identification of
apolipoprotein A-l (ApoA-I) as a potential RIPC-induced circulating factor [29]. ApoA-l, shown to be

significantly increased in rat plasma following RIPC stimulus, was able to recapitulate the
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cardioprotection offered by RIPC when injected before myocardial I/R. Interestingly, some of the
proteins identified in the present study are linked to this protein’s homeostasis. Notably, most of the
proteins identified have a molecular size below 30 kDa, in accordance with the humoral RIPC factors’

hypothesized size.

Haptoglobin (Hp) is a protein, synthesized in the liver, that scavenges hemoglobin (Hb) during
hemolysis [34]. It is also known to exhibit strong anti-oxidant and anti-inflammatory properties, among
them lymphocyte T helper-2 cytokine release and inhibition of cyclooxygenase [34], along with some
tissular effects, like facilitating cell migration, angiogenesis, and tissue repair, and arterial restructuring
by inhibition of gelatin degradation [35]. The involvement of Hp in I/R is not clearly described, but liver
protection against I/R by pharmacological RIPC was related to a preservation of Hp expression, while
I/R alone decreased Hp expression by 50% [36]. Furthermore, Hp was shown to bind to ApoA-I in

order to protect its structure and function against hydroxyl radical-induced damages [37].

Transthyretin (TTR), or prealbumin, is a plasmatic protein synthesized in the liver and choroid
plexus that is involved in the plasma and cerebrospinal fluid, carrying of thyroid hormones (T3, T4),
retinol, and vitamin A [38]. In brain I/R models, TTR has neuroprotective effects, as TTR™ mice exhibit
larger infarcts, increased edema formation, and delayed nerve regeneration [39]. TTR protective
effects are mediated by the thyroid hormones carried, including reverse intracellular H* accumulation
after I/R, via stimulation of its efflux through a Na’/H" exchanger. These events, occurring in the brain,
are classically described in myocardial I/R injuries and could be extrapolated to cardioprotection of
TTR through thyroid hormones. In addition to these cellular homeostatic effects, TTR seems to display
anti-inflammatory properties via inhibition of monocyte and endothelial cells’ interleukine-1 production
[40]. Furthermore, in humans, TTR levels are significantly lower in patients with acute myocardial
infarction [38], suggesting increase in TTR levels may have a cardioprotective effect in RIPC. TTR is a
14 kDa protein present in different homomeric forms, such as dimeric (dTTR; 28 kDa) and monomeric
(mTTR; 14 kDa) forms, in human plasma. Levels of mTTR have been shown to be significantly
decreased in plasma from patients with familiar hypercholesterolemia in conjunction with episodes of
cardiovascular disease, pointing to a protective effect of mTTR [38]. Interestingly, these two forms

were significantly modulated in the different groups of rats in our study, with an up-regulation of mTTR
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and a down-regulation of dTTR in RIPC. Our data is consistent with a previous study of Suzuyama et
al. [41]. The authors also used a SELDI-TOF-MS approach in order to identify changes in the rat
cerebrospinal fluid proteome after transient focal cerebral ischemia, and demonstrated the monomeric
form of TTR to be significantly increased during the acute phase of reperfusion. Hepponstall et al. also
described TTR as over-expressed following RIPC in humans [33]. Interestingly, TTR is associated to
ApoA-I in high-density lipoproteins (HDL) [42], and the only form carried by HDL is mTTR [38]. TTR,

thus, has protective properties on its own through its carrying of thyroid hormones.

Fibrinogen B (FgB) is a hemostatic protein promoting platelet adhesion during I/R that was
found to be down-regulated in the RIPC group. Platelet recruitment is induced by ICAM-1 expression
on ischemic endothelial cells and leads to coronary reocclusion and an inflammatory response via
ROS and cytokine release [43]. Its reduction could be related to protective effects of RIPC. Fgp is
transformed into fibrin B (FB) by thrombin, and then into the fibrin-derived peptide BB15.42 (BB15.42).
BBs42 corresponds to amino acids situated on the B-chain of F@, binding to VE-cadherin. In
myocardial and kidney I/R, this peptide prevents interaction with leukocytes and their infiltration into
the infarcted tissue [44]. BB4s42 has also been shown to reduce infarct size and production of IL-1p,
TNF-a, and IL-6 [44-47]. These results evince the role of Fgp in cardioprotection. The decrease in Fgf3
in the RIPC group that our study observed suggests a degradation of F§3 in BB45.4, by RIPC. As the
m/z detectable range limit in the SELDI-TOF-MS analysis was 3000 Da, we can speculate that the

BB1s.42 peptide was too small to be detected.

Apolipoprotein C-lll (ApoC-lll) is a small plasma protein of 8 kDa, synthezised in the liver, that
presents mainly in very low density lipoproteins (VLDL) but also in low density lipoproteins (LDL) and
HDL. Involved in triglyceride-rich lipoprotein clearance and catabolism, ApoC-Ill is associated with
hypertriglyceridemia, type-l diabetes, and coronary heart diseases [48-50]. ApoC-Ill also induces
inflammation, via ICAM-1 expression and monocyte adhesion to endothelial cells, leading to

atherosclerosis [51].

Overall, most of the proteins identified in our study are in accordance with a protective role of

RIPC. Some proteins play a role in anti-inflammation, oxidative stress inhibition, hemostasis, and
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tissue repair, and others have cardioprotective properties documented in the literature. ApoA-l has
recently been described as a potential circulating factor of RIPC [29]. Our study presents clear
evidence that RIPC can induce rapid modulation in different plasma proteins. We have only studied
the early response to RIPC (5- and 10-min limb reperfusion), which explains why the majority of the
identified proteins were up-regulated. Nevertheless, these results are consistent with Hepponstall et al.
[33] who described a strong tendency toward protein up-regulation following RIPC, followed by a
down-regulation at 15-min and 24 h reperfusion.

The use of the SELDI-TOF-MS, for its ability to identify circulating biomarkers in plasma,
combined with CPLL treatment, for studying deep-proteome, was successful. We have identified
potential mediators of RIPC, having taken their size into consideration. Some of these proteins may be
able to mimic RIPC cardioprotection in vivo, which could be a major step in the use of cardioprotection
in clinical practice. These proteins’ capacity to mimic cardioprotection induced by RIPC must still be

validated.

CONCLUSION

Our data shows that RIPC by a short episode of limb I/R in vivo was highly related to
proteomic modulation, with up- and down-regulation of plasma protein expression. We identified seven
significantly modulated proteins as potential blood-borne RIPC factors. This data supports the

involvement of circulating mediators in signal transduction from remote organs to the heart.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Venn diagram demonstrating the number of SELDI peaks detected and analysed for
the comparison between the CRTL, RIPC 5’ and RIPC 10’ groups. A: Comparison of the number
of peaks detected before or after CPLL treatment of plasma samples in CM10 and H50 arrays. B:
Comparison of the number of peaks with significant modulations of intensity in the CRTL, RIPC 5’ and

RIPC 10’. All the samples were analyzed in duplicate.

Figure 2. Profiling, purification and identification of the protein corresponding to the 8317 m/z
peak. A: Representative SELDI-TOF-MS protein spectra of plasma sample from one Control, one
RIPC 5’, and one RIPC 10’ rat. Results are presented as intensities of SELDI-TOF reading (arbitrary
units). The 8317 m/z peak was found to be differentially expressed on the CM10 array as calculated
by the Mann-Whitney test (left panel). Scattergram showing the significant differences in intensity of
8317 m/z peak in plasma samples derived from Control, RIPC 5’, and RIPC 10’ rats. The continuous
line represents the mean, and dots represent each individual rat (n=10 in each group) (right panel).
Detailed p-value data for comparison between the three groups is indicated in Table 2. B: Purification
of the protein corresponding to the 8317 m/z peak. SELDI-TOF-MS protein spectrum of fractions F1,
F2, F3, F4, F5 and F6 from MicroRotofor® cell, by a pH gradient 7-9 (left panel). Each fraction (F1, F2,
F3, F4, F5 and F6) was analyzed on NU-PAGE 10% coomassie blue stained-gel. The band
corresponding to the 8317 m/z peak was framed (right panel). C: Identification of the 8317 m/z peak
by mass spectrometry. Aminoacids indicated in red corresponds to the peptides identified in
Apolipoprotein C-IIl (ApoC-Ill) (left panel). SELDI-TOF-MS protein spectra of crude (untreated) and
immunodepleted plasma (20 uL) with 10 ug ApoC-Ill antibody (depleted) showed the decrease in 8317

m/z peak following immunodepletion, validating the identification (right panel).
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546  Table 1. SELDI peaks selected to be differentially expressed

CRTL/RIPC 5’ CRTL/RIPC 10’ RIPC 5°/RIPC 10’
Down- Up-regulated Down- Up-regulated Down- Up-regulated
4386
6560
7017
7140 7140
7192 7192
7227
8224
8317
8405
8527
9420
9566 9566
13038 13038
13156
13341
13720
13794
13902
15870
15980
21120 21120
21182
21354
21390
26026
27340
27583
27791
28284
29133
42427 42427
42463 42463
42610
43655
54700
76060 76060
87765
102847
109310 109310
115169
138820
140846 140846

547 Only peaks with statistical difference expression (p<0.05) between two groups are indicated and
548  expressed in m/z.

549  Peaks outlined are common between two groups.

ggg Peaks underlined are impossible to purify for protein identification
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Peptides identified by MS

F1
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F3
F4

F5
F6

In ApoC-lll sequence corresponding to 8317m/z peak

1 MQPRMLLIVA LVALLASARA DEGEGSLLLG
31 SMQGYMEQAS KTVQDALSSM QESDIAVVAS
61 RGWMDNRFKS LKGYWSKFTD KFTGLWESGP
91 EDQLTTPTLE P

Quantification
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Purification by gel electrophoresis
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Immunoprecipitation

with ApoC-lIl antibody corresponding to 8317m/z peak
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SUPPORTING INFORMATION
Protein identification of the peaks differentially expressed between the three groups of rats

Figure S1 presents a detailed representative spectrum of all the 13720, 27340, 42463, 42427 -
42610 and 54700 m/z peaks for one rat from each group and Figure S2 the mean intensity level in
each group. Liquid-phase IEF (Figure S3) and gel electrophoresis (Figure S4) successfully purified
the m/z peaks and combination with mass spectrometry (Figure S5) identified the m/z peak as being
transthyretin (13720 and 27340 m/z), apolipoprotein A-IV (42463-42427 and 42610 m/z) and
fibrinogen beta chain (54700 m/z). We verified the identification using specific antibodies.
Immunodepletion significantly reduced the peaks, thereby confirming the identifications (Figure S6).

We also checked from a recent publication in which a systematic identification of SELDI peaks
was performed by MALDI-TOF {Albrethsen, 2011 #2888} whether some of the peaks selected to be
differentially expressed have already been identified. And in that case confirmation of the identity of
protein needs to be tested by immunoprecipitation with a specific antibody against the protein.

The 9420 m/z peak has been identified to be apolipoprotein C-IIl (ApoC-IIl) {Albrethsen, 2011
#2888}. This peak is up-regulated between RIPC rats and controls but the difference is only
statistically different between CRTL and RIPC 10’ groups (Figure S7A-B, Table 2). We used a
specific antibody against ApoC-Ill to confirm the identity, but immunodepletion of plasma sample did
not deplete the peak, excluding ApoC-lll to be the corresponding protein (data not shown).

By immunodepletion performed with an antibody against haptoglobin, we confirmed the identification
of 9420 m/z peak to be haptoglobin alpha chain (Figure S7 C (left panel)).

The 15870-15980 m/z peaks have been previously identified by us in another study to be
hemoglobin {Pinet, 2008 #717}. These peaks are up-regulated between controls and RIPC 5’ rats and
down regulated in RIPC 10’ rats compared to the other groups but the difference is only statistically
different between RIPC 5 and RIPC 10’ groups (Figure S7 A-B, Table 2). By immunodepletion
performed with a specific antibody against hemoglobin, we confirmed the identification of 15870-

15980 m/z peaks to be hemoglobin beta chain (Figure S7C, right panel).
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Figure S1. Profiling of the proteins corresponding to the m/z peaks. Representative SELDI-TOF-
MS protein spectra of plasma sample from one Control, one RIPC 5, and one RIPC 10’ rat for the
13720, 27340, 42463-42427, 42610 and 54700 m/z peaks. Results are presented as intensities of
SELDI-TOF reading (arbitrary units). The 27340, 42427 and 42610 m/z peaks were found to be
differentially expressed on the H50 array and the 13720, 42463 and 54700 m/z peaks on the CM10

array. The statistical significance was calculated by the Mann-Whitney test.

Figure S2. Quantification of the proteins corresponding to the m/z peaks. Scattergrams showing
the significant differences in intensity of each peaks in plasma samples derived from Control, RIPC 5’,
and RIPC 10’ rats. The continuous line represents the mean, and dots represent each individual rat
(n=10 in each group). Detailed p-value data for comparison between the three groups is indicated in

Table 2.

Figure S3. Purification by liquid-phase electrofocusing. Protein corresponding to the m/z peaks
indicated were purified using the MicroRotofor® cell. SELDI-TOF-MS protein spectra analysis of
fractions from pH gradient 7-9 for 13720, 42463-42427 and 42610 m/z peaks, pH gradient 3-10 for

27340 m/z peak and 5-7 for 54700 m/z peak.

Figure S4. Purification by gel electrophoresis. Each fraction obtained by liquid-phase
electrofocusing was analyzed on NU-PAGE 10% coomassie blue stained-gel. The band corresponding

to the peak of interest was framed.

Figure S5. Identification of the proteins corresponding to the m/z peaks. Identification of the m/z
peaks purifed by gel electrophoresis by mass spectrometry. Aminoacids indicated in red corresponds

to the peptides identified in the protein sequence.
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Figure S6. Identification of the proteins corresponding to the m/z peaks. SELDI-TOF-MS protein
spectra of crude (untreated) and immunodepleted plasmas with antibodies (depleted) showed the

decrease in the corresponding m/z peak following immunodepletion, validating the identification.

Figure S7. Profiling and verification of identified proteins corresponding to the 9420 and 15870-
15980 m/z peaks. A: Representative SELDI-TOF-MS protein spectra of plasma sample from one
Control, one RIPC 5, and one RIPC 10’ rat. Results are presented as intensities of SELDI-TOF
reading (arbitrary units). B: The 9420 and 15870-15980 m/z peak were respectively found to be
differentially expressed on the H50 and CM10 arrays as calculated by the Mann-Whitney test.
Scattergram showing the significant differences in intensity of 9420 (left panel), 15870 (middle panel)
and 15980 (right panel) m/z peaks in plasma samples derived from Control, RIPC 5, and RIPC 10’
rats. The continuous line represents the mean, and dots represent each individual rat (n=10 in each
group). Detailed p-value data for comparison between the three groups is indicated in Table 2. C:
SELDI-TOF-MS protein spectra of crude (untreated) and immunodepleted plasma (10 pL) with 10 pg
of haptoglobin or 5 pg of hemoglobin antibody (depleted) showed the decrease in 9420 and 15870-

15980 m/z peak following immunodepletion, validating the identifications.
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Profiling
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13720 m/z peak

Quantification
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Purification by liquid-phase electrofocusing
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Purification by gel electropherosis
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41
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361

In transthyretin sequence

Peptides identified by MS

corresponding to 13720 m/z peak

MASLRLFLLC LAGLIFASEA GPGGAGESKC PLMVKVLDAV
RGSPAVDVAV KVFKKTADGS WEPFASGKTA ESGELHGLTT
DEKFTEGVYR VELDTKSYWK ALGISPFHEY AEVVEFTANDS
GHRHYTIAAL LSPYSYSTTA VVSNPQON

MFLEKAVVLTV
NAKEAVEQLQ
VPFAVQLSGH
SQMFGDNVQK
IQRMQTTIQD
LTPRANELKA
LAFQMEKNAE
NTEGLOKSLE
QOMEKFRQQLG
KGSPDQPLAL

In ApoA-1V sequence
corresponding to 42463 m/z peak

ALVAITGTQA
KTDVTQQLNT
LTKETERVRE
LOEHLRPYAT
NVENLQSSMV
TIDQNLEDLR
ELOTKVSTNI
DLNKQLDQOV
SDSGDVESHL
PLPEQVQEQV

EVTSDQVANV
LFODKLGNIN
EIQKELEDLR
DLQOAQINAQT
PFANELKEKF
SRLAPLAEGY
DOLOKNLAPL
EVFRRAVEPL
SFLEKNLREK
QEQVQPKPLE

MWDYFTQLSN
TYADDLONKL
ANMMPHANKV
QDMKRQLTPY
NONMEGLKGO
QEKLNHQMEG
VEDVOSKLKG
GDKFNMALVO
VSSFMSTLOK
s

41
81
121

41
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441

In transthyretin sequence
corresponding to 27340 m/z peak

MASLRLFLLC LAGLIFASEA GPGGAGESKC PLMVKVLDAV
RGSPAVDVAV KVFKKTADGS WEPFASGKTA ESGELHGLTT
DEKFTEGVYR VELDTKSYWK ALGISPFHEY AEVVETANDS
GHRHYTIAAL LSPYSYSTTA VVSNPQON

In Fibrinogen sequence
corresponding to 54700 m/z peak

MRHLWLLLLS
KEEPPSLRPA
GGCVHGDGDM
NINSVSETSS
SSILEDQKLY
ESDISAQTEY
EMYLIQPDTS
GREWDPYEKKG
TRIGPTELLI
NEYKGTAGNA
DGWVTTDPRK
SWDMSKHGTD

VSLVQTQAAT
PPPISGGGYR
GVLCPTGCEL
VTFQYLTLLK
IDETVNDNIP
CHTPCTVNCN
SKPYRVYCDM
FGNIATNEDT
EMEDWEGDKVY
LMEGASQLVG
QCSKEDGGGW
DGVVWMNWKG

TDSDKVDLSI
ARPAKVDAGQ
ROTLLNHERP
DMWKKKQAQW
LNLRVLRSIL
IPVV3GKECE
KTENGGWTVI
KEKYCGLPGEY
KAHYGGEFTVQ
ENRTMTIHNG
WYNRCHAANP
SWYSMRRMSM

ARGHRPVDRR
KKVERKPPDA
IKNSIAELNS
KDNENVINEY
EDLRSKIQKL
EIIRKGGETS
ONRODGSVDF
WLGNDKISOL
TEANKYQVSV
MFFSTYDRDN
NGRYYWGGLY
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Figure S5
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Profiling
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Discussion n°2

L’exploration du plasma en réponse au RIC a fait 'objet de nhombreuses études
depuis la démonstration de l'implication d’'une voie humorale par les études de
Dickson et al. [140,143].

Les recherches se sont d’abord intéressées a définir la nature physicochimique et
la taille du ou des facteurs circulants pouvant médier cette cardioprotection a
distance. Plusieurs articles ont donc utilisé des techniques de dialyse et de filtration
par chromatographie, permettant de fractionner le plasma d’animaux traités, et ainsi

d’identifier la fraction toujours capable d’induire une cardioprotection [94,146].

Bien que parfois différents, les résultats de ces études s’accordent cependant
pour dire que le ou les facteurs circulants du RIC sont des protéines de nature
hydrophobe. La taille de ces molécules fait encore débat et le cadre de 3.5-30 kDa
qui est actuellement fixé est surement trop étroit pour contenir la multitude de

facteurs circulants pouvant potentiellement jouer un réle dans le RIC.

L’avénement de techniques d’analyse plus puissantes, et en particulier des
techniques protéomiques, a permis d’aborder difféeremment I'exploration de la
cardioprotection a distance et de ses mécanismes. Un premier essai d’analyse
protéomique plasmatique a donc été réalisé en 2006 mais n’avait pas permis
d’identifier des candidats au rdle de facteurs circulants du RIPreC [144]. Grace aux
progrées de ces techniques depuis plusieurs années, l'analyse du protéome

plasmatique est aujourd’hui possible et efficace.

Notre étude a donc cherché, au travers de I'analyse SELDI-TOF-MS, a identifier
un ou des facteurs circulants modulés en réponse au RIPreC.

L’analyse protéomique que nous avons utilisée nous a permis d’étudier le
protéome plasmatique sans aprioris, c'est-a-dire sans tenir compte des données de
la littérature limitant les facteurs circulants a des molécules hydrophobes de taille
<30 kDa.

Pour cela nous avons traité 'ensemble des plasmas sur deux types de puces

protéiques : une puce CM10 permettant d’étudier les protéines hydrophiles, et une

puce H50 destinée aux protéines hydrophobes. De la méme fagon, nous avons
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analysé les plasmas a deux intensités laser différentes. Une premiére, plus faible,
permettant de détecter les petites protéines comprises entre 3000 Da et 30 kDa, et

une deuxieéme plus élevée, destinée aux protéines de 20 kDa a 150 kDa.

Les protéines minoritaires du plasma étant de bons candidats pour étre des
facteurs circulants du RIC, nous avons également utilisé une méthode a notre
disposition, qui s’appelle I'équalisation, et qui permet d’étudier plus facilement ces

protéines minoritaires [433].

L’ensemble de ces techniques nous a permis de mettre en évidence de nombreux
changements dans le protéome plasmatique, puisque 296 pics protéiques étaient
significativement modulés en réponse au RIPreC. Il est intéressant de noter que la
détection de ces 296 pics était assez équitablement répartie entre les différentes
méthodes d’analyse puisque 100 pics ont été identifiés sur des plasmas natifs, 115
sur des plasmas équalisés, et 81 par les deux méthodes. Cela démontre la

complémentarité de ces deux modes d’analyse dans I'exploration du protéome.

Au-dela de ces 296 pics, leur identification nous a ensuite permis d’identifier 8
protéines. Parmi elles, 'ApoA-l a été celle que nous avons étudiée in vivo, compte
tenu de 'abondante littérature sur ses effets protecteurs.

Les autres protéines se sont elles aussi avérées intéressantes dans l'idée d’'un
réle dans la cardioprotection, et donc dans leur capacité a étre des facteurs
circulants potentiels du RIPreC. La présentation des étapes d’identification de ces

autres protéines a fait I'objet de cette deuxiéme publication.

A I'heure actuelle nous n’avons pas investigué leurs effets in vivo dans le cadre
de I'IDM. L’étude de la bibliographie les concernant laisse cependant supposer
gu’elles pourraient, comme I’ApoA-|, avoir des effets protecteurs.

En effet, ces protéines sont décrites comme impliquées dans de nombreux
processus protecteurs, comme ['anti-inflammation, I'hémostase ou encore le
transport des lipides. Certaines sont méme des partenaires moléculaires de '’ApoA-I,

ou jouent un réle dans son homéostasie.
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Parmi ces molécules on peut citer I'haptoglobine, augmentée suite au RIPreC, qui
est capable de se lier a 'ApoA-I et de la protéger de I'oxydation induite par les ROS
[437].

Il y a également la transthyrétine, coprécipitée avec 'ApoA-Il a partir d’HDL, qui
posséde des propriétés anti-inflammatoires [438,439].

Une autre protéine intéressante que nous avons identifiée est le fibrinogéne-3
(FgB). Ce composé, lorsqu’il est dégradé, libére un peptide nommé Bf4s42 Qqui
posseéde de trés puissantes propriétés cardioprotectrices et anti-inflammatoires
[440,441]. La diminution du FgB que nous observons suite au RIPreC pourrait donc
étre le reflet d’'une dégradation en BB1s.42, et pourrait ainsi contribuer a une partie de
I'effet du RIPreC.

Un constat intéressant a faire a propos de notre étude est que la quasi-totalité
des 8 protéines que nous avons identifiees comme modulées en réponse au RIPreC
le sont également dans I'étude d’Hepponstall et al. chez le volontaire sain [147].
C’est donc la démonstration a la fois de la fiabilité de notre technique protéomique,
mais également de la pertinence des protéines mises en évidence comme étant des
facteurs circulants potentiels du RIPreC. De plus, pour la plupart, la taille des
protéines est <30 kDa, ce qui correspond bien au consensus sur la taille des

médiateurs du RIPreC.

Cette étude protéomique a donc été une réussite tout d’abord en terme de
méthodologie, quand a la capacité de la technique de SELDI-TOF-MS a identifier des
variations significatives de I'expression plasmatique de certaines protéines. C’est
également une réussite en termes d’intérét des protéines identifiées, puisqu’elles

semblent posséder des propriétés intéressantes en rapport avec la cardioprotection.

Une prochaine étape de ce travail serait donc, comme pour '’ApoA-I, d’évaluer in

Vivo la capacité cardioprotectrice de ces molécules.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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La prise en charge de I'IDM est aujourd’hui centrée sur la nécessité de
reperfuser le plus précocement possible l'artéere coronaire occluse. Grace aux
progres des techniques de reperfusion myocardique a la phase aigué, le pronostic
des patients s’est donc considérablement amélioré. Il reste cependant des zones
d'ombre dans la prise en charge de cette pathologie, et celle des lésions de
reperfusion, engendrées par la revascularisation, qui viennent altérer les bénéfices

de la restauration du flux.

En parallele des progrés interventionnels, la découverte des propriétés
protectrices de techniques de conditionnement a ouvert de nouvelles perspectives
quant au traitement de I'IDM et a la prise en charge des patients. Elles permettent en
effet de réduire les Iésions de reperfusion et ainsi de diminuer la taille finale de

I'infarctus.

Les travaux du laboratoire portent donc sur I'étude de la cardioprotection
offerte par ces méthodes de conditionnement, et notamment sur lidentification des
mecanismes moléculaires et cellulaires qui y sont liés. Par le passé, nous avons
démontré l'efficacité du conditionnement local et pharmacologique [47,442], et nous

étudions aujourd’hui les capacités protectrices du conditionnement a distance.

La découverte de ce phénomeéne de conditionnement a distance par Przyklenk
et al. a conduit a de multiples hypothéses quant a I'origine de cette protection [69]. I
n’y a pour l'instant pas de description mécanistique compléte de son mode d’action
mais certaines parties de sa signalisation sont aujourd’hui bien décrites. De
nombreuses études précliniques ont notamment décrit les voies de signalisation
mises en jeu, ainsi que les effecteurs terminaux de la protection cellulaire
[185,191,204].

Une part d’incertitude réside encore dans la transmission du signal protecteur
de l'organe a distance jusqu’a l'organe cible. Plusieurs hypothéses existent et
chacune d’entre elles s’appuie maintenant sur une littérature riche. Il est donc
probable que les diverses possibilités suggérées ne soient pas nécessairement
exclusives les unes des autres, et que l'action protectrice du RIC soit la résultante

d’'un phénomeéene multifactoriel.
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Une autre donnée importante a prendre en compte, dans cette analyse des
mécanismes de transduction du signal, est la notion de protection multiorganes
offerte par le RIC. En effet, on sait que divers organes, autres que le cceur, peuvent
bénéficier de la protection induite par le conditionnement a distance. De la méme
maniére, de nombreux organes périphériques ont été décrits comme pouvant étre le

siége des ischémies transitoires salvatrices [443].

Il est donc nécessaire d’appréhender le RIC non pas comme un phénoméne
cardiodépendant, mais probablement plus comme un mécanisme protecteur non
spécifique. Les médiateurs et les cibles impliqués doivent donc étre bien évidemment
cardiaques mais également ubiquitaires, a la fois capables d’agir au niveau des

cardiomyocytes, mais également au niveau de nombreux types cellulaires.

Dans l'optique de la mise en circulation de molécules protectrices globales, la
description d’'une voie humorale par Dickson et al. a été une hypothése séduisante

pour expliquer cet effet multiorganes du RIC [140,141,143].

Depuis cette étude, de nombreuses autres ont décrit la mise en circulation de
facteurs protecteurs suite aux I/R transitoires, et plusieurs organes périphériques ont
montré de telles capacités de libération de facteurs humoraux [145]. L’'objectif de
nombreux groupes travaillant sur la cardioprotection a distance a alors été de
connaitre l'identité de ces facteurs humoraux. Pour cela divers inhibiteurs ont été
testés, afin de bloquer la protection offerte par le RIC [84,148,156]. Certaines familles
de molécules ont donc été décrites comme impliquées dans sa signalisation mais
sans avoir nécessairement été démontrées comme augmentées dans la circulation

sanguine.

Dans notre étude, nous avons donc cherché a mettre en évidence un ou des
facteurs humoraux, mis en circulation par le RIPreC, et pouvant étre impliqués dans
la cardioprotection. Pour cela nous avons utilisé une technique protéomique inédite
dans le domaine de la cardioprotection a distance, le SELDI-TOF-MS. |l s’agit d’'une
meéthode qui permet entre autre d’analyser le protéome plasmatique, et en particulier
les variations d’expression des protéines entre deux conditions. Cette technique était

donc totalement adaptée pour atteindre notre objectif.
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La 1° partie du projet a consisté a analyser le plasma de rats soumis & des
RIPreC, pour les comparer a des plasmas d’animaux contrdles. Cette analyse sur
plasma total a été associée a I'exploration du « deep-proteome », c'est-a-dire des
protéines minoritaires du plasma. De nombreuses modulations du protéome ont ainsi
été mises en évidence suite au RIPreC, et a partir de ces pics protéiques, 8 protéines

ont pu étre identifiées.

Parmi ces protéines, certaines présentaient une littérature intéressante en
termes de cardioprotection. Il y avait notamment '’ApoA-I, connue pour ses capacités
protectrices directes, mais également des protéines comme I'haptoglobine ou la
transthyrétine, qui jouent un réle dans la régulation de son homéostasie. Ces
protéines peuvent également agir indépendamment de I'ApoA-l, et avoir des

propriétés anti-inflammatoires et de réparation tissulaire.

La deuxiéme partie du travail a consisté a I'exploitation de la protéine ApoA-I,
identifiée comme augmentée suite au RIPreC. La bibliographie de cette protéine
étant trés riche quant a ses capacités protectrices [310,377,380,391], nous avons
exploré son aptitude a induire une cardioprotection in vivo, et donc a étre un potentiel

facteur circulant du RIPreC.

Son administration a des rats en phase aigué d’infarctus a donc permis de
réduire de fagon significative la taille de Tlinfarctus. Cette protection offerte,
équivalente au RIPreC, était visualisée également a I'échelle cellulaire par une
diminution de [l'infiltration leucocytaire CD45". Nous avons aussi pu montrer que la
libération humorale d’ApoA-I, suite au RIPreC, était conservée en appliquant un

deuxiéme algorithme de conditionnement a distance.

L’identification de cette protéine correspond bien a I'idée d’un facteur circulant
possédant de fortes capacités protectrices générales. Elle peut en effet réduire
linflammation systémique a des nombreux niveaux, et notamment en inhibant
lactivation des lymphocytes T, des macrophages, des cellules endothéliales
[378,389,394,395]. Elle est donc un bon facteur potentiel du RIPreC, pouvant
expliquer les propriétés de protection multiorganes de cette technique.
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Notre étude vient s’ajouter a deux récentes publications décrivant des facteurs
potentiels du RIPreC. Cai et al. ont notamment mis en évidence que la protection
tardive offerte par le RIPreC était associée a une augmentation de I'expression d’IL-
10 dans le muscle a distance aprés 24 h, puis a une augmentation de la libération
d’'IL-10 plasmatique. Cette libération induisait ensuite une réduction de la taille de
l'infarctus, liée a l'activation des voies de survie cellulaire [444]. Dans leur étude,
Davidson et al. ont décrit un autre facteur humoral impliqué dans la transduction du
signal protecteur du RIPreC [445]. Il s’agit de la voie du stromal cell-derived factor-1a
(SDF-1a), et de son récepteur le CXC chemokine receptor type 4 (CXCR4). Suite au
RIPreC, la concentration de SDF-1a était significativement augmentée dans le
plasma des animaux, et cette augmentation était corrélée avec une réduction de la
taille de linfarctus. Cette protection était en revanche perdue en présence d’un
inhibiteur de CXCRA4.

Notre étude ainsi que ces travaux récents viennent donc apporter des
précisions quant aux mécanismes par lesquels le RIPreC pourrait étre médié au
travers de la circulation sanguine. lls décrivent des facteurs humoraux mis en
circulation aprés le conditionnement ischémique, et capables de mimer Ia
cardioprotection. Bien que les voies décrites semblent assez différentes, elles
correspondent a [I'hypothése d'une libération de diverses molécules

cardioprotectrices.

Au-dela de la libération de protéines, il existe d’autres hypothéses concernant
la transmission humorale du signal protecteur du RIPreC. On sait notamment que les
microparticules circulantes peuvent transporter, en leur sein ou a leur surface, bon
nombre de molécules, et notamment des molécules de signalisation. Notre équipe
s’est donc intéressée a explorer la possible médiation du RIC par les microparticules
circulantes. Des rats ont donc été traités par un conditionnement a distance, et leurs
microparticules plasmatiques ont été isolées. Malheureusement, alors que le taux de
microparticules circulantes était bien augmenté suite au conditionnement, celles-ci
n‘ont pas été capables de reproduire une cardioprotection lorsqu’elles étaient
injectées a des rats naifs, au moment de la reperfusion myocardique (Annexe) [446].
Nous en avons donc conclu que les microparticules ne sont pas capables de médier

la cardioprotection a distance.
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Les microARN (miRNA) sont également connus pour étre des molécules
présentes dans le sang, et pouvant induire de multiples réponses cellulaires.
Plusieurs miRNA possédent d’ailleurs des capacités de protection cellulaire,
notamment dans le cadre de I'l/R. On peut par exemple citer les miRNA-144 et 451,
impliqués dans I'lPreC [447] ou encore le miRNA-214 qui protége les cardiomyocytes
des Iésions ischémiques liées a la surcharge calcique [448]. L’étude de Xu et al. a
également démontré une modification du profil en miRNA dans le foie suite a I'lPreC
[449]. Au laboratoire nous étudions donc le role que peuvent jouer les miRNA dans la
protection induite par le RIPreC. lls pourraient, au méme titre que I'ApoA-I, étre
libérés dans le sang suite au conditionnement, et agir dans les cardiomyocytes pour

favoriser la survie suite aux lésions de reperfusion.

Bien que I'hypothése d’'une voie humorale soit donc aujourd’hui clairement
décrite, une autre possibilité envisagée, pour expliquer la transmission du signal du
RIC, est limplication d’'une voie neuronale. Fondée sur de nombreuses études
démontrant une perte de [leffet protecteur par [lutilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques des ganglions et par la section de nerfs périphériques, cette piste
est intéressante a prendre en compte [78,80,124,138]. En effet, cette médiation
neuronale du RIC n’est pas si éloignée de I'’hypothése humorale, et certaines études

relient méme les deux.

C’est le cas notamment de I'étude de Redington et al. qui a exploré trois
stimulations, a savoir le RCT, le RIPreC par ischémie de patte et le RIPreC par
stimulation électrique du nerf fémoral [135]. Ces trois stimulations étaient capables
de réduire la taille de linfarctus et d’améliorer les performances cardiaques, par
transfert du plasma de I'animal conditionné a un animal naif. Il s’agissait donc bien
d’'une démonstration de limplication d’une voie humorale couplée a une voie
neuronale. De plus, et de maniere surprenante, le RCT et le RIPreC par stimulation
électrique étaient perdus lors de l'utilisation d’'un bloqueur des nerfs sensitifs et d’'un
donneur de NO. Cela confirme donc bien [I'hypothése selon laquelle le
conditionnement traumatique et le conditionnement direct des nerfs sont capables
d’induire une cardioprotection a distance par deux intermédiaires : premiérement une
transmission nerveuse de linformation a distance, induisant secondairement la

libération de molécules protectrices dans la circulation sanguine.
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D’une fagon similaire a I'étude de Michelsen et al. [151], utilisant du sang de
patients pour protéger des cceurs de lapins, Vibjerg Jensen et al. ont également
exploré le lien entre la transmission nerveuse et la transmission humorale du RIPreC
[450]. lls ont pour cela réalisé des RIPreC chez des patients, non plus par un
exercice physique mais par 4 cycles de 5 min d’ischémie-5 min de reperfusion au
niveau d’'un bras. Ces patients n’étaient pas tous des volontaires sains puisque seize
d’entre eux étaient diabétiques: huit ne présentaient pas de neuropathies
périphériques, et huit en présentaient. lls ont ensuite utilisé le sang de ces patients
pour essayer de protéger des cceurs isolés de lapins. lls ont ainsi pu montrer que le
sang provenant des patients diabétiques présentant des neuropathies n’était pas
capable d’induire la cardioprotection, au contraire de celui des patients sans
neuropathies. Il s’agissait donc d’'une nouvelle démonstration que la libération de

facteurs humoraux par le RIPreC est probablement modulée par une voie nerveuse.

Dans notre modéle de cardioprotection par le RIPreC, l'origine et le mode de
libération de I'’ApoA-I restent encore un mystére. Compte tenu du temps trés court
(10 min) entre le début de la reperfusion de la patte suite au RIPreC et le moment du
prélevement de sang ayant permis de mettre en évidence I'augmentation du taux
d’ApoA-I, T'hypothése la plus probable est celle d'une libération d ApoA-|
préexistante, et non d'une synthése de novo. Les deux organes principaux
fournissant I'ApoA-l étant le foie et lintestin, il est possible d’envisager une
transmission du signal protecteur du RIPreC a 'un ou les deux organes, induisant la
mise en circulation d’ApoA-Il. Cette voie n’est aujourd’hui qu’hypothétique mais il est
intéressant de faire le lien entre notre modéle et les deux études citées
précédemment. Pourrait-il y avoir l'implication d’'une voie neuronale afférente
périphérique de la patte vers le foie et/ou lintestin, induisant un mécanisme de
relargage de I'’ApoA-I dans le sang ? Ou bien s’agit-il d’'un facteur humoral libéré par
la patte, véhiculé vers le foie et/ou l'intestin pour mettre en circulation 'ApoA-I ? Ces
hypothéses méritent d’étre étudiées afin de mieux appréhender la cardioprotection
induite par I'ApoA-I et plus généralement pour mieux comprendre d’éventuels liens
entre la voie humorale et la voie neuronale. La compréhension du mode d’action du

RIPreC pourrait ainsi faciliter son application chez ’lhomme.

Jusqu’a présent, une vingtaine d’essais cliniques ont été menés pour évaluer

l'effet du RIC dans diverses applications thérapeutiques, et les résultats sont
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partagés. Seulement une étude sur deux a conclue a un bénéfice du RIC, et ces
études positives avaient pour critére principal la diminution de la libération des
biomarqueurs et la réduction des Iésions tissulaires. Il n’y a donc pour le moment pas
de recommandations a l'utilisation de cette procédure en routine clinique [110-112]
[107].

L’étude de Thielmann et al., parue récemment, vient pourtant relancer le débat
sur l'intérét clinique de cette procédure [118]. Pour la premiére fois, un essai clinique
présente un bénéfice du RIPreC sur la morbi-mortalité. Il est possible que la positivité

de cette étude soit liée a son effectif bien supérieur a ceux des études précédentes.

L’avenir du RIC dans la routine clinique passe donc probablement par la
réalisation de nouveaux essais cliniques plus robustes afin de démontrer un réel effet
protecteur du conditionnement a distance. Pour cela il faudra surement constituer
des effectifs plus grands et avoir des critéres principaux d’étude axés sur la survenue
d’événements cardiovasculaires ainsi que sur la survie des patients. Le recrutement
de patients a haut risque, donc plus a méme de présenter un bénéfice, devrait
également permettre de mieux évaluer l'effet du RIC. L’utilisation de molécules
protectrices, comme I'ApoA-l ou le SDF-1a, en complément pharmacologique au
conditionnement a distance, pourrait aussi étre envisagée afin de potentialiser un

éventuel effet bénéfique chez les patients.

Le traitement des Iésions d’ischémie-reperfusion reste encore a ce jour un défi
pour les groupes travaillant sur la cardioprotection. Malgré de solides connaissances
sur la signalisation et sur les phénoménes physiologiques impliqués dans son
fonctionnement, le RIC n’a pour le moment pas pu étre extrapolé efficacement en
clinique. Cette cardioprotection a distance reste cependant une thématique d’avenir
notamment avec la découverte de potentiels facteurs circulants pouvant médier son
effet cardioprotecteur. Au niveau de la recherche fondamentale, il est encore
nécessaire d’approfondir la compréhension de leur libération, notamment en
explorant le lien pouvant unir la voie humorale et la voie systémique. L’utilisation
chez ’lhomme de ces facteurs humoraux, en association au RIC, pourrait permettre
de lutter efficacement contre la morbi-mortalité liée aux Iésions d’ischémie-

reperfusion.
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Jeanneteau J, Hibert P, Martinez MC, Tual-Chalot S, Tama-
reille S, Furber A, Andriantsitohaina R, Prunier F. Microparticle
release in remote ischemic conditioning mechanism. Am J Physiol
Heart Circ Physiol 303: H871-H877, 2012. First published August
10, 2012; doi:10.1152/ajpheart.00102.2012.—Remote ischemic con-
ditioning (RCond) induced by short periods of ischemia and reperfu-
sion of an organ or tissue before myocardial reperfusion is an
attractive strategy of cardioprotection in the context of acute myocar-
dial infarction. Nonetheless, its mechanism remains unknown. A
humoral factor appears to be involved, although its identity is cur-
rently unknown. We hypothesized that the circulating microparticles
(MPs) are the link between the remote tissue and the heart. MPs from
rats and healthy humans undergoing RCond were characterized. In
rats, RCond was induced by 10 min of limb ischemia. In humans,
RCond was induced by three cycles of 5-min inflation and 5-min
deflation of a blood-pressure cuff. In the second part of the study, rats
underwent 40 min myocardial ischemia followed by 2 h reperfusion.
Infarct size was measured and compared among three groups of rats:
1) myocardial infarction alone (MI) (n = 6); 2) MI + RCond started
20 min after coronary ligation (n = 6); and 3) MI + injection of
RCond-derived rat MPs (M1 + MPs) (n = 5). MPs from endothelial
cells (CD54™ and CD146™ for rats and humans, respectively) and
procoagulant MPs (Annexin V') markedly increased after RCond,
both in rats and humans. RCond reduced infarct size (24.4 = 5.9% in
MI + RCond vs. 54.6 = 4.7% in MI alone; P < 0.01). Infarct size did
not decrease in MI + MPs compared with MI alone (50.2 = 6.4% vs.
54.6 = 4.7%, not significantly different). RCond increased endothe-
lium-derived and procoagulant MPs in both rats and humans. How-
ever, MP release did not appear to be a biological vector of RCond in
our model.

myocardial infarction; reperfusion injury; cardioprotection

MYOCARDIAL INFARCTION (MI) is a major cause of mortality
worldwide (22). Although highly beneficial, myocardial reper-
fusion is paradoxically associated with cellular injuries includ-
ing cardiomyocyte death (25). Therefore, new treatment strat-
egies are required to protect the heart during myocardial
reperfusion. Remote ischemic postconditioning (RCond), de-
fined as brief intermittent episodes of ischemia and reperfusion
in an organ or tissue remote to the heart, offers a novel
approach to myocardial protection (10). First described by
Kerendi et al. in 2005 (13), RCond is clinically applicable and
has been successful in reducing infarct size in the human heart
(5). However, the signaling pathways linking the remote organ
or tissue to the heart remain unclear (11). A humoral factor
appears to be involved (15), although its identity is currently
unknown.

Address for reprint requests and other correspondence: F. Prunier, EA 3860,
Faculté¢ de Médecine, Rue Haute de Reculée, FR-49045 Angers Cedex 1,
France (e-mail address: FaPrunier@chu-angers.fr).
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Microparticles (MPs) are small membrane vesicles that are
released from cells in response to activation or apoptosis. MPs
are present in the blood of healthy individuals. The number and
cellular source of MPs are altered in various pathological
states, including cardiovascular diseases (20). Endothelial mi-
croparticles (EMPs), reflecting endothelial injury, increase in
patients with acute coronary syndrome and MI (4). MPs may
play a role by interacting with circulating cells or components
of the vessel wall. Indeed, MPs can be considered vectors of
biological messages, such as induction of endothelial and
vascular dysfunctions (7, 20). MPs may also have beneficial
biological effects, promoting nitric oxide production (3) or
vasculogenesis (18).

In this investigation, we sought to evaluate the role of
circulating MPs in the messages relayed to the heart during
RCond. Our aim was to characterize circulating MPs after
RCond according to their cellular origins and procoagulant
properties and to determine whether these MPs could be a
biological vector of RCond.

MATERIALS AND METHODS

Study 1: MP isolation and characterization of MP phenotype after
RCond in rats. Male Wistar rats weighing 260 = 7 g were assigned to
two groups of 10 rats: /) control (anesthesia and blood sampling only)
and 2) RCond (blood sampling 10 min after the end of limb ischemia).
All animals were treated in accordance with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, published by the US National
Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996), and
the study was approved the Animal Care and Use Committee. Rats
were anesthetized with an intraperitoneal injection of pentobarbital
sodium (60 mg/kg) and orotracheally intubated with a 16-gauge tube.
The animals were ventilated using a small animal ventilator at a rate
of 50—60 breaths per minute (Series Small animal Ventilator, SAR-
830/P; CWE, Ardmore, PA). Body core temperature was monitored
during the surgical procedure with a rectal thermometer and main-
tained at 37 *= 1°C by using a homeothermic blanket linked to a
temperature control unit (HB101/2 RS; Bioseb, France). RCond was
performed by thin elastic placed around the upper third of the hind
extremity in tight position, as previously described (23). Limb ische-
mia was performed for 10 min followed by 10 min of reperfusion. The
underskin temperature was measured in an interdigital space of the
leg using an electrothermometer. Limb ischemia was confirmed
by the pale color of the limb and the decrease in temperature (>3°C
in all).

Subtotal blood (8 ml) from rats was collected in sodium citrate
tubes after inferior vena cava puncture. Blood samples were centri-
fuged for 20 min at 240 g, and plasma was then isolated and
centrifuged for 20 min at 1,500 g to obtain platelet-free plasma (PFP).
As previously described (12), three hundred microliters of PFP was
frozen and stored at —80°C for quantitative and qualitative analyses.
Remaining PFP was subjected to a centrifugation at 21,000 g for 45
min to pellet MPs for experiments. Supernatant was replaced by 100
wrl 0.9% sodium chloride, and pellets were mixed together in a 2-ml
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tube. A further centrifugation at 21,000 g for 45 min was performed,
and the pellet was resuspended in 300 pl of 0.9% sodium chloride and
kept at 4°C. At this stage MPs were sufficiently washed to ensure that
there were not contaminated by circulating plasma products. As
previously described (2), membrane MP subpopulations were discrim-
inated in both PFP and pellet MPs according to the expression of
membrane-specific antigens. Numeration of platelet, leukocyte, endo-
thelial, and erythrocyte MPs was performed using anti-CD61, anti-
CD45, anti-CD54 (BioLegend, San Diego, CA), and anti-erythroid
cell (BD Biosciences, San Jose, CA) labeling, respectively. Annexin
V binding was used to count phosphatidylserine-expressing circulat-
ing MPs (3 pl of Annexin V/5 pl PFP; Beckman Coulter, Villepinte,
France). An equal volume of sample and Flowcount beads were then
added, and samples were analyzed in a flow cytometer 500 MPL
System (Beckman Coulter). The size of MPs was determined with a
Zetasizer ZS (Malvern, Worcestershire, UK). Particle sizing was
based on photon correlation spectroscopy, and the results were ex-
pressed in nanometers. MP size was 740 £ 58 nm (627-821 nm).

Study 2: MP isolation and characterization of MP phenotype after
RCond in humans. Eight healthy donors were recruited. The study was
approved by the ethics committee at the University Hospital of Angers
(France), and donors gave written informed consent. Donors were
Caucasian men who did not have any accepted cardiovascular risk
factors. The mean age of donors was 31 = 2 years. They did not carry
out any strenuous physical activity during the last 48 h. As described
by Hoole et al. (12), RCond was performed by using a blood pressure
cuff placed around the arm. The cuff was inflated to 200 mmHg
pressure for 5 min, followed by 5 min of deflation, to permit reper-
fusion. This sequence was repeated two more times.

Peripheral blood (25 ml) from donors was collected in sodium
citrate tubes. Venous puncture was performed in the contralateral arm
before and 5 min after RCond. Blood samples were centrifuged by
using the same protocol as for rats. A total of 200 wl PFP was frozen
and stored at —80°C for quantitative and qualitative analyses using
flow cytometry. Numeration of platelet, leukocyte, endothelial, and
erythrocyte MPs was performed by using anti-CD41, anti-CD45,
anti-CD146, and anti-CD235a (Beckman Coulter) labeling, respec-
tively. Additionally, annexin V binding was used to numerate phos-
phatidylserine-expressing circulating MPs. As described above for
rats, an equal volume of sample and Flowcount beads were added, and
samples were analyzed in a flow cytometer.

Study 3: infarct size measurement after RCond-derived rat MPs
injection. RCond-derived rat MPs were injected intravenously into
rats undergoing myocardial ischemia. Infarct size was measured and
then compared with rats receiving RCond during similar myocardial
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ischemia. Thus male Wistar rats weighing 288 = 9 g were randomly
assigned to one of the following groups (Fig. 1): /) MI alone (n = 6);
2) MI + RCond started 20 min after coronary ligation (n = 6); or 3)
MI + injection of RCond-derived rat MPs (MI + MPs) (n = 5).

All rats underwent a total of 40 min coronary ligation followed by
a 2-h reperfusion by using an open chest surgical approach. A median
thoracotomy was performed. After removal of the pericardium so as
to expose the heart, a 7-0 polypropylene suture (Premio 7/0; Peters
surgical) was placed around the proximal portion of the left anterior
descending coronary artery (LAD). The ligature ends were passed
through a small length of plastic tube to form a snare. For reversible
coronary artery occlusion, the snare was pressed onto the surface of
the heart directly above the coronary artery. Ischemia was confirmed
by blanching of the myocardium below the suture and dyskinesis of
the ischemic region. After 40 min of occlusion, reperfusion was
achieved by loosening the snare and confirmed by a marked hypere-
mic response at reperfusion. Two hours after reperfusion, the heart
was harvested. The LAD was re-occluded using the 7-0 monofilament
suture kept in place. The ascending aorta was retrogradely perfused ex
vivo by using Evans Blue. The left ventricle was sliced transversely
from apex to base into five to six 1-mm slices. The slices were
incubated in 1% triphenyltetrazolium chloride (TTC; Sigma) in phos-
phate buffer solution, pH 7.4, at 37°C for 20 min and then fixed in
10% formalin. For each section, the area at risk (nonblue) and infarct
size (white area) were quantified with computerized planimetry using
ImagelJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). In-
farct size was expressed as a percentage of total left ventricular area
at risk (INF%AAR), and risk area was expressed as a percentage of
left ventricular area (AAR%LYV).

The estimated plasma volume of each rat was calculated as previ-
ously described (17). Briefly, total rat blood volume was estimated
using the formula [0.06*body wt (g) + 0.77] and assuming a 43%
hematocrit. The number of RCond-derived rat MPs to be injected was
then estimated from the mean circulating level of MPs detected in the
rat plasma following RCond. For example, estimated total blood
volume of a rat of 250 g body wt was 15.77 ml and with the
assumption of a 43% hematocrit, estimated plasma volume was 8.99
ml. Because mean concentration of MPs after RCond was 3,310
events/pl of plasma, 29.77%10° RCond-derived rat MPs were injected
(8.99%3,310%10%). The profile of circulating RCond-derived MPs as
well as injected RCond-derived MPs was analyzed by flow cytometer.
The injection was performed in the femoral vein 2 min before
myocardial reperfusion.

Statistical analysis. Statistical tests were performed using SPSS 14
software (SPSS, Chicago, IL). Data were expressed as means * SE,

TTC
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Fig. 1. Experimental protocol. Open chest-
operated Wistar rats were subjected to 40 min of

Mi Ischaemia (40 min)

Repertfusion (2h)

coronary occlusion followed by 2 h of reperfu-
sion and assigned into 3 groups: /) myocardial
infarction group (MI), rats received no other
intervention; 2) MI + remote ischemic condi-
tioning (RCond) group (MI + RCond), rats

TTC
staining

received 1 cycle of 10-min limb ischemia fol-
lowed by 10-min limb reperfusion, 20 min after

MI+RCond

Ischaemia (40 min)
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coronary ligation; 3) MI + injection of RCond-
derived rat microparticles (MI + MPs). Injec-
tion was performed in the femoral vein 2 min
before reperfusion. After 2 h of reperfusion,
infarct size was measured after triphenyltetrazo-
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lium chloride (TTC) staining in all groups.
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and n represents the number of experiences. Between-group differ-
ences were compared using x2-squared tests for categorical variables
and one-way ANOVA, followed by post hoc Fisher’s least significant
difference-corrected multiple comparison test for continuous vari-
ables. Circulating levels of MPs before and after RCond in humans
were compared by paired 7-test.

RESULTS

Study 1: circulating levels of MPs and their cellular origins
after RCond in rats. The total number of circulating MPs was
not significantly increased in the RCond group compared with
the control group (3,310 = 650 vs. 1,994 = 257 events/pl of
plasma, respectively; P = 0.08; Fig. 2A). Phenotypical char-
acterization of the cellular origin of MPs showed a significant
increase in endothelium-derived (CD54") and Annexin V*
MPs in the RCond group versus the control group (Fig. 2, B
and C). MPs from other cellular origins did not significantly
differ between these two groups of rats, including those from
platelet-(CD61"), leukocyte- (CD45™"), and erythrocyte-de-
rived cells (Fig. 2D-F). It should be noted that only 0.98 =+
0.37% of leukocyte MPs were CD54 ™, indicating that CD54™
MPs reflected endothelial cell-derived MPs.

Study 2: circulating levels of MPs and their cellular origins
after RCond in humans. Comparison between before and after
RCond showed no significant difference for the total number of
circulating MPs (13,385 * 2,338 vs. 14,908 = 2,653 events/pl
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of plasma, respectively; P = 0.67; Fig. 3A). As for rats,
phenotypical characterization of the cellular origin of MPs
showed a significant increase in endothelium-derived (CD146™")
and Annexin V* MPs in the RCond group versus the control
group (Fig. 3, B and C, and Fig. 4). MPs from other cellular
origins did not significantly differ between the two groups (Fig.
3, D-F).

Study 3: infarct size measurement after rat RCond-derived
MPs injection. Mortality rate was similar in all MI groups
MI = 23.1%, MI + RCond = 18.2%, MI + MPs = 18.2%,
not significantly different). The ischemic area induced by LAD
ligation (AAR%LV) did not differ among the three groups
MI = 394 = 1.9%, MI + RCond = 39.2 = 55%, MI +
MPs = 44.2 * 3.2%, not significantly different; Fig. 5).

As shown in Fig. 5, RCond induced infarct size reduction
(INF%AAR = 24.4 = 5.9% in MI + RCond group vs. 54.6 =
4.7% in the MI alone group, respectively; P < 0.01). Contrary
to MI + RCond, infarct size was not decreased in MI + MPs,
compared with MI alone (INFHAAR = 50.2 * 6.4% vs.
54.6 = 4.7%, respectively, not significantly different).

Phenotypical characterization of cellular origins of MPs
showed no differences between injected MPs and those of
circulating MPs (Fig. 6). These results suggest that the popu-
lations of MPs used for injection remain similar to those of
circulating MPs.
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DISCUSSION

RCond is a new noninvasive procedure with high potential
for clinical application in patients presenting an acute MI.
However, the mediator of RCond is still unknown. The present
study demonstrated increased levels of EMPs and procoagulant
MPs during RCond in both rats and humans. However, injec-
tion of rat RCond-derived MPs to rats did not mimic RCond-
derived cardioprotection.

The actual mechanism of RCond and the messages relayed
to the heart are still unknown. We, and others, have demon-
strated that RCond activates the reperfusion injury salvage

kinase (RISK) and survivor activating factor enhancement
(SAFE) pathways in the heart, both signal transduction cascades
initially described in local ischemic pre- or postconditioning (11,
29, 30). Numerous studies sought to determine the vector between
the remote organ and the heart. Several pathways, which may
interact with each other, have been proposed (11): a neurogenic
pathway, a systemic response, and/or a humoral pathway. In the
neural hypothesis, one or various endogenous substances, released
at the reperfusion, activate afferent neurofibers, resulting in a
cardioprotective signal on the myocardium (9). In the systemic
response, ischemia and reperfusion in the remote organ could
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Fig. 5. Infarct size assessment in MPs-treated
rats. A: infarct size is expressed as a percent-
age of area at risk (INF%AAR; black col-
umn), and area at risk expressed as a percent-
age of left ventricular area (AAR%LV; white
column) in 3 groups of rats: /) MI (n = 6); 2)
MI + RCond (n = 6); 3) MI + MPs (n = 5).
*P < 0.05 vs. MI group. B: representative
pictures from each group of a mid-left ven-
tricle slice after TTC staining.

MI+RCond

MI+MPs after RCond

change gene transcription, thereby suppressing proinflammatory
gene expression (14). There are strong arguments for the existence
of a humoral factor, released by the remote organ after ischemia,
which is then transported to the heart (15). Shimizu et al. (28)
showed that plasma or dialysate of plasma obtained from donor
rabbits or humans subjected to RCond, using four cycles of 5 min
limb ischemia and 5 min reperfusion, decreased ischemia-
reperfusion injury in isolated hearts and cardiomyocytes models.
The identity of this potential humoral factor is still unknown, even
if several endogenous substances such as adenosine (24) and

Circulating MPs Injected MPs

opioids (32) could be involved at some point. Thus, the link
between the remote organ and the heart is still unclear, and a
proteomic study failed to clarify the connexion (16). MP charac-
teristics are consistent with the low molecular mass and hydro-
phobic nature of the circulating factor that has been shown in
Langendorff-perfused rabbit heart (28). Despite clear increased
levels of EMPs and procoagulant MPs after RCond in both
humans and rats, injection of rat RCond-derived MPs to rats
before reperfusion did not induce cardioprotection in our
model.
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Fig. 6. Flow cytometer dot plot [forward scatter (FSC) vs. fluorescence levels

(right) MP profile. MPs were stained with CD61-FITC antibody or CD54-biotin
triggering.
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of fluorescently labeled microparticles] showing circulating (leff) and injected
antibody plus streptavidin-FITC and then measured using fluorescence threshold
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To the best of our knowledge, the present study is the first to
examine the effect of RCond on circulating MP levels. Inter-
estingly, we observed similar results in both rats and humans.
We found am approximately sevenfold increase in rats and a
~10-fold increase in humans in circulating EMP levels after
RCond. EMPs are a novel marker of endothelial injury (8).
Various stimuli have been shown to provoke EMP release in
such prothrombotic or proinflammatory states, or during oxi-
dative stress (8). Nitric oxide synthase decoupling may also
participate in the production of EMP (31). Moreover, low
laminar shear stress on the vessel wall is associated with high
EMP levels (6). Ex vivo studies have analyzed the effects of
these EMPs; for example, human EMPs can induce severe
endothelial dysfunction in rat aortic rings by altering the
endothelial nitric oxide transduction pathway (7). Thus EMPs
could be considered to be endothelial dysfunction markers.
Furthermore, studies in humans have shown association be-
tween EMPs and clinical manifestations or risk factors. EMPs
are released by ischemic tissues, in acute coronary syndromes
(4) or prolonged muscle ischemia (18). In this study, we
demonstrated that EMPs are also released during short-term
peripheral ischemia. In addition, RCond induced an approxi-
mately sixfold increase in rats and a ~12-fold increase in
humans in the circulating level of procoagulant MPs, which are
characterized by expressing phosphatidylserine on their outer
leaflet. During this short-term ischemia, in both rats and hu-
mans, the loss of endothelial integrity and the apoptosis of
endothelial cells may have induced a procoagulant state, with
the subsequent release of MPs. As for EMPs, significant
increases in procoagulant MP levels have been shown in the
circulating blood of patients with acute coronary syndrome
(19) and prolonged muscle ischemia (18). In this study, pro-
coagulant MPs originated mainly but not exclusively from
endothelial cells. The nonsignificant upward trend of platelet-
and leukocyte-derived MPs may be involved in this increase in
procoagulant MPs after RCond. Furthermore, other cellular
types could also play a role, such as smooth muscle cells. At
last, we observed that the total number of circulating MPs did
not differ after RCond, despite a strong upward trend in both
rats and humans. In the present study, only the phenotype of
MPs differed after RCond, as previously described in other
pathological state (26).

Limitations. Because the circulating time course of the
injected RCond-induced MPs is unknown in our model, the
lack of response to MPs injection may be due to a rapid MP
sequestration. However, the half-life of transfused platelet-
derived MPs has been reported to exceed 5 h in humans (27).
Furthermore, similar approaches using exogenous injection of
MPs were previously tested in our group, inducing relevant
responses (1, 21). Thus we showed that circulating levels of
MPs and EMPs were increased in patients with septic shock.
These MPs isolated from septic patients were then injected
intravenously into mice, providing evidence that increased
circulating MPs are protective against vascular hyporeactivity
(21). Furthermore, circulating MPs isolated from patients with
metabolic syndrome injected to mice induced vascular dys-
function (1). Finally, MPs collected after RCond massively
expressed phosphatidylserine and were procoagulant, with a
potential thrombogenic effect following injection. However,
we observed an infarct size decrease in the MI + RCond

MICROPARTICLES IN REMOTE CONDITIONING

group, although procoagulant MPs were released into the
plasma of these rats.

In summary, this study demonstrated that RCond induces
similar MP release in both rats and humans, especially EMPs.
However, these MPs did not appear to be a biological vector of
RCond between the remote organ and the heart in our exper-
imental model.
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Résumé

La désobstruction coronaire précoce améliore
considérablement le pronostic des patients atteints
d’infarctus du myocarde, mais elle est a l'origine de
Iésions myocardiques irréversibles. Une technique
simple et efficace pour lutter contre ces lésions de
reperfusion est le préconditionnement ischémique a
distance (RIPreC). De nombreuses études suggérent un
role majeur des facteurs humoraux transportés par la
circulation, dans la cardioprotection induite par le
RIPreC, mais leurs identités restent encore inconnues.
L’objectif de notre travail était donc d’identifier un ou des
facteurs circulants du RIPreC. Dans la premiére partie
de I'étude nous avons réalisé une analyse protéomique
SELDI-TOF-MS sur des plasmas de rats. Nous avons
ainsi démontré que le RIPreC était responsable de
nombreuses modifications du protéome plasmatique.
Dans l'ensemble les protéines identifiées étaient
cohérentes avec un rble protecteur du RIPreC.
Certaines sont en effet impliquées dans la réponse anti-
oxydative, la réparation tissulaire ou encore [anti-
inflammation. Les données de la littérature rapportant
des propriétés de cytoprotection dans un contexte
d'ischémie-reperfusion, I'apolipoprotéine A-lI (ApoA-I),
augmentée suite au RIPreC, était une bonne candidate
pour étre un facteur circulant du RIPreC. La seconde
partie du projet consistait a valider in vivo I'action
bénéfique de cette protéine, dans un modele d’'infarctus
du myocarde. L’ApoA-l, injectée avant [lischémie
myocardique, était capable de réduire la taille de
l'infarctus. Nous avons ainsi confirmé que le RIPreC
était responsable de modifications significatives du
protéome plasmatique in vivo, et en particulier de
I'augmentation de I’ApoA-l. Cette protéine était capable
d’'induire une cardioprotection lorsqu’elle est injectée
avant l'ischémie myocardique. L’ApoA-l pourrait donc
étre un facteur circulant impliqué dans le RIPreC.

Mots clés

Infarctus du myocarde, cardioprotection,
préconditionnement  ischémique a distance,
protéomique, apolipoprotéine A-I

Abstract

Early reperfusion of occluded coronary artery
significantly improves outcomes in patients with
myocardial infarction. Unfortunately, this reperfusion can
be the cause of irreversible myocardial damage, called
reperfusion injuries. Remote ischemic preconditioning
(RIPreC) is a simple and attractive strategy to reduce
these myocardial injuries. Despite convincing evidence
of the critical role played by circulating humoral
mediators in RIPreC-induced cardioprotection, their
actual identities remain unknown. Therefore, in this
study we aimed to identify RIPreC-induced humoral
mediators. In the first part of the study, we performed a
proteomic analysis on rat plasma using SELDI-TOF-MS
technique. We thus related RIPreC to highly proteomic
modulation. Overall, the proteins identified were in
accordance with a protective role of RIPreC. Some of
them play a role in anti-oxidative stress, tissue repair,
and  anti-inflammatory  process. In  particular,
apolipoprotein A-l (ApoA-l), significantly increased in rat
plasma following RIPreC stimulus, has strong
cytoprotective effects against ischemia-reperfusion
injury. It could then be a potential blood-borne factor of
RIPreC. In the second part of the study we tried to
demonstrate the cardioprotective properties of ApoA-I in
a myocardial infarction model in vivo. ApoA-l injected
before myocardial ischemia in rats significantly reduced
myocardial infarct size. Taken together, our data
indicated that RIPreC induces significant modifications
of plasmatic proteome in vivo, notably ApoA-I increase.
Furthermore, ApoA-l injection before myocardial
ischemia-reperfusion was able to recapitulate RIPreC-
induced cardioprotection. ApoA-l may then be a
protective blood-borne factor involved in the RIPreC
mechanism.

Key Words

Myocardial infarction, cardioprotection, remote
ischemic preconditioning, proteomic,
apolipoprotein A-I
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