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Résumé 

Les peptides sécrétagogues de l’hormone de croissance (GHRP) sont des peptides 

synthétiques qui stimulent la sécrétion de l’hormone de croissance (HC) après la liaison avec le 

récepteur de la ghréline (antérieurement appelé le récepteur 1a des sécrétagogues de l’hormone 

de croissance, GHS-R1a). La ghréline désacylée (UAG) est la forme prédominante de la 

ghréline en circulation, mais l’UAG ne lie pas le récepteur de la ghréline et ne stimule pas la 

sécrétion d’hormone de croissance. Des études ont montré que les GHRPs et l’UAG possèdent 

des effets cardioprotecteurs indépendants de la sécrétion de l’hormone de croissance. L’équipe 

de Ong a identifié le récepteur CD36, exprimé entre autres par les cardiomyocytes, les 

macrophages et les adipocytes, comme étant un deuxième site de liaison pour les GHRPs, tandis 

que le récepteur de l’UAG reste encore inconnu à ce jour. L’objectif général de cette thèse était 

d’évaluer les effets cardioprotecteurs d’une nouvelle classe d’analogues des GHRPs, les 

azapeptides, qui présentent une plus grande sélectivité envers le récepteur CD36 par 

comparaison à celui de la ghréline, et les effets cardioprotecteurs d’un fragment peptidique 

bioactif de l’UAG, l’UAG6-13, dans la pathologie de la maladie cardiaque ischémique. 

 

Le modèle d’ischémie/reperfusion du myocarde (I/RM) a été produit par une ligature 

chirurgicale de l’artère coronaire antérieure descendante gauche pendant 30 min pour induire 

une ischémie, suivie d’une reperfusion de 6 ou 48 h chez des souris mâles C57BL/6. Les souris 

ont été prétraitées dans la première étude avec l’azapeptide CP-3(iv) (289 nmol/kg) ou le 

véhicule (NaCl 0,9%) de manière quotidienne par voie sous-cutanée (s.c.), et dans la deuxième 

étude avec l’UAG (100 nmol/kg), l’UAG6-13 (1000 et 3000 nmol/kg) ou le véhicule de manière 

biquotidienne par voie s.c. avant d’être soumises à une I/RM. 

 

Notre première étude a montré que le CP-3(iv) protège contre les dommages liés à 

l’I/RM par une réduction de la taille de l’infarctus et une préservation de l’hémodynamique 

cardiaque. Ces effets résultent en partie d’une augmentation du gène de l’adiponectine et des 

protéines impliquées dans sa transcription au niveau du tissu adipeux, conduisant à une 

augmentation des taux circulants de l’adiponectine et une réduction des concentrations 

plasmatiques des acides gras non estérifiés. Au niveau du myocarde, les propriétés anti-
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oxydatives, anti-apoptotiques et pro-métaboliques de l’adiponectine ont été observées. Aucun 

de ces effets n’a été observé chez les souris déficientes en CD36 et la récupération de la fonction 

cardiaque par le CP-3(iv) a été abrogée par un anticorps anti-adiponectine dans le modèle de 

cœur isolé, démontrant la dépendance du récepteur CD36 et l’importance du rôle de 

l’adiponectine pour médier les effets cardioprotecteurs du CP-3(iv). Notre deuxième étude a 

montré que l’UAG et l’UAG6-13 ont réduit le pourcentage de lésions myocardiques et préservé 

l’hémodynamique cardiaque. Ces effets résultent en grande partie par une diminution des 

concentrations plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-α. De plus, nos 

résultats ont montré une diminution de l’apoptose et une activation de la voie AMPK impliquée 

dans l’oxydation des acides gras au niveau du cœur. Les effets de l’UAG6-13 sont indépendants 

du récepteur de la ghréline comme démontré par l’ajout concomitant de la D-Lys3-GHRP-6, un 

antagoniste du récepteur de la ghréline, dans le modèle de cœur isolé. 

 

En conclusion, les travaux de cette thèse ont montré que les peptides CP-3(iv) et UAG6-

13 possèdent des effets cardioprotecteurs puissants dans la pathologie de l’I/RM et constituent 

de nouvelles approches thérapeutiques pouvant être appliquées dans les maladies 

cardiovasculaires ischémiques. 

 

Mots-clés : Sécrétagogues de l’hormone de croissance, CD36, ghréline désacylée, 

ischémie/reperfusion du myocarde, adiponectine, récepteur de la ghréline 
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Abstract 

Growth hormone-releasing peptides (GHRP) are synthetic peptides that stimulate 

growth hormone (GH) secretion after binding with the ghrelin receptor (previously known as 

the growth hormone secretagogue receptor 1a, GHS-R1a). Unacylated ghrelin (UAG) represents 

the predominant form of ghrelin in circulation, but UAG does not bind to the ghrelin receptor 

and does not stimulate GH release. Studies have shown that GHRPs and UAG possess 

cardioprotective effects independent from GH secretion. The group of Ong has identified the 

CD36 receptor, expressed in cardiomyocytes, macrophages and adipocytes among other cells, 

as the second binding site for GHRPs, whereas the receptor for UAG is still unknown until this 

day. The general aim of this thesis was to evaluate the cardioprotective effects of a new class of 

GHRPs analogues, the azapeptides, which show a higher selectivity towards the CD36 receptor 

in comparison to that of ghrelin, and the cardioprotective effects of a bioactive peptide fragment 

of UAG, UAG6-13, in the pathology of ischemic heart disease. 

 

The model of myocardial ischemia/reperfusion (MI/R) was generated by a surgical ligation of 

the left anterior descending coronary artery for 30 min to induce an ischemia, followed by a 

reperfusion of 6 or 48 h in C57BL/6 male mice. The mice have been pretreated in the first study 

with azapeptide CP-3(iv) (289 nmol/kg) or the vehicle (0.9% NaCl) daily by subcutaneous (s.c.) 

injection, and in the second study with UAG (100 nmol/kg), UAG6-13 (1000 nmol/kg and 3000 

nmol/kg) or the vehicle twice daily by s.c. injection prior to being subjected to MI/R. 

 

Our first study have shown that CP-3(iv) protects against I/RM induced injury by reducing the 

infarct size and preserving myocardial hemodynamics. These effects result, in part, by an 

increase in adiponectin production/secretion and proteins involved in its transcription in adipose 

tissue. This leads to an increase in circulating levels of adiponectin and a decrease in plasma 

concentration of non-esterified fatty acids. In the myocardium, the anti-oxidative, anti-apoptotic 

and pro-metabolic properties of adiponectin has been observed. None of these effects was 

observed in CD36 deficient mice and the function recovery of the heart by CP-3(iv) has been 

abrogated by an anti-adiponectin antibody in an isolated heart model, showing the dependency 

for the CD36 receptor and the importance of the role of adiponectin to mediate the 
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cardioprotective effects of CP-3(iv). Our second study showed that UAG and UAG6-13 have 

reduced the percentage of myocardial lesions and preserved cardiac hemodynamics. These 

effects result largely by a reduction in plasma concentration of pro-inflammatory cytokines IL-

6 and TNF-α. Moreover, our results have shown a reduction in apoptosis and an activation of 

the AMPK pathway involved in fatty acids oxidation in the heart. The effects of UAG6-13 are 

independent of the ghrelin receptor as shown by a concomitant addition of D-Lys3-GHRP-6, a 

ghrelin receptor antagonist, in the model of isolated heart. 

 

In conclusion, the work conducted in this thesis have shown that CP-3(iv) and UAG6-13 possess 

potent cardioprotective effects in the pathology of MI/R and constitute new therapeutic 

approaches which can be applied in ischemic cardiovascular disease.  

 

Keywords : Growth hormone secretagogues, CD36, unacylated ghrelin, myocardial 

ischemia/reperfusion, adiponectin, ghrelin receptor 
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Chapitre 1 : INTRODUCTION 

 

 



 

 

1. Historique de la découverte des sécrétagogues de 

l’hormone de croissance 

En 1975, Morris et son équipe découvrent la Met-enképhaline (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) 

(Tyr, tyrosine; Gly, glycine; Phe, phénylalanine; Met, méthionine) et la Leu-enképhaline (Tyr-

Gly-Gly-Phe-Leu) (Leu, leucine), deux peptides endogènes des récepteurs opiacés qui ont une 

affinité supérieure pour le sous-type delta (δ) que le sous-type mu (µ) (Hughes et coll., 1975). 

Par la suite, l’équipe de Bowers a entrepris les travaux de synthèse de peptides analogues des 

enképhalines présentant des activités sécrétrices de neurohormones et a présenté leurs premiers 

résultats dans une conférence internationale d’endocrinologie en 1977 (Bowers, 2012) (voir 

Figure 1 pour un résumé des moments-clés à propos de la découverte des sécrétagogues de 

l’hormone de croissance). Parmi ces composés, l’analogue amidé D-Trp2-Met enképhaline (Tyr-

D-Trp-Gly-Phe-Met-NH2) (Trp, tryptophane) présentait la capacité de stimuler la relâche 

d’hormone de croissance (HC) par l’hypophyse antérieure de rat ex vivo, sans toutefois agir sur 

les récepteurs opiacés ni causer le relâche de d’autres neurohormones hypophysaires (Bowers, 

2012; Bowers et coll., 1980). Dans cette étude, Bowers et coll. ont remarqué que la substitution 

du deuxième acide aminé (aa) de la Met-enképhaline par un acide aminé aromatique dans une 

conformation D et l’ajout d’un groupement amide en C-terminal étaient importants pour 

stimuler la relâche d’HC par des cellules hypophysaires de rats ex vivo (Bowers et coll., 1980). 

Momany et coll. ont apporté des modifications structurales supplémentaires à certains 

analogues, en se basant sur des calculs d’énergie conformationnelle et des études de structure-

activité, parvenant ainsi à augmenter leur activité sécrétoire de l’HC (Momany et coll., 1981; 

Momany et coll., 1984). L’hexapeptide GHRP-6 (growth hormone-releasing peptide-6) fut le 

premier analogue synthétique des sécrétagogues de l’HC (GHS, growth hormone secretagogue) 

capable d’induire le relâche d’HC par l’hypophyse antérieure de rat dans un modèle ex vivo, 

ainsi qu’in vivo (Bowers et coll., 1984; Momany et coll., 1984). Cet hexapeptide a été le premier 

GHS administré chez l’homme pour induire la sécrétion d’HC en 1988 (Bowers et coll., 1990).  

 

Tandis que l’équipe de Bowers étudiait le mécanisme d’action des GHS synthétiques et 

de leurs propriétés sécrétagogues du récepteur de l’HC, deux hormones naturelles furent isolées 
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dans des pancréas tumoraux humains, la GHRH 1-44NH2 (growth hormone-releasing hormone 

1-44NH) et la GHRH 1-40-OH (Guillemin et coll., 1982; Rivier et coll., 1982). Les résultats 

d’études comparant les effets des GHRH 1-44NH2 et GHRH 1-40-OH avec ceux du GHRP-6 

ont montré un synergisme de l’activité sécrétagogue de l’HC du GHRP-6 et de la GHRH. De 

plus, il a été observé que le GHRP-6 n’induisait pas une augmentation d’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) dans les cellules hypophysaires contrairement à la GHRH, de 

pair avec l’absence de compétition du GHRP-6 pour le récepteur de la GHRH (Bowers, 2012). 

D’autre part, tandis que l’administration continue de la GHRH causait une sécrétion continue 

d’HC, elle ne durait pas plus d’une heure pour le GHRP-6 et enfin, la GHRH ne semblait agir 

qu’au niveau de l’hypophyse, alors que le GHRP-6 pouvait en plus agir au niveau de 

l’hypothalamus pour induire la sécrétion d’HC (Badger et coll., 1984; Bowers, 2012; Bowers et 

coll., 1984; Codd et coll., 1989; McCormick et coll., 1985). La substitution de l’aa en 3ème 

position du GHRP-6 par une D-Lysine (Lys) a donné naissance au premier antagoniste du 

récepteur des GHS, soit la D-Lys3-GHRP-6, inhibant l’effet du GHRP-6 mais pas celui de la 

GHRH sur la sécrétion d’HC (Bowers et coll., 1991). Ces observations ont suggéré que le 

GHRP-6 n’était pas un mimétique de la GHRH, suggérant l’existence d’un récepteur propre au 

GHRP-6 et d’un présumé ligand endogène encore inconnu à cette époque. 

 

 C’est ainsi que plusieurs groupes de recherche, au niveau académique et de l’industrie 

pharmaceutique, se sont lancés dans la course pour identifier le ligand naturel et le récepteur des 

GHS. C’est en 1996 que le récepteur des GHS a été identifié et cloné à l’aide du ligand non-

peptidique ayant une activité sécrétagogue de l’HC, le MK-0677 (Howard et coll., 1996; 

Patchett et coll., 1995; Smith et coll., 1996). Deux séquences polypeptidiques ont en fait été 

identifiées: la première correspondait à un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) à 7 

passages transmembranaires d’une longueur de 366 aa, nommé GHS-R1a (growth hormone 

secretagogue receptor 1a), maintenant appelé récepteur de la ghréline (Davenport et coll., 

2005), tandis que la deuxième était une forme tronquée du récepteur de la ghréline ne présentant 

que 5 passages transmembranaires d’une longueur de 289 aa, nommée GHS-R1b. La 

transfection des cellules COS-7 exprimant le récepteur de la ghréline et le GHS-R1b a montré 

que le MK-0677, le GHRP-6 et le GHRP-2 (un analogue des GHS plus puissant que le GHRP-

6 comme sécrétagogue de l’HC) liaient tous avec une grande affinité et de façon sélective le 
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récepteur de la ghréline et que la D-Lys3-GHRP-6 inhibait cette liaison de manière compétitive 

(Howard et coll., 1996). 

 

En 1999, l’équipe de Kojima et Kangawa a identifié le ligand endogène du récepteur de 

la ghréline (Kojima et coll., 1999). La construction d’une lignée cellulaire stable d’ovaires de 

hamsters chinois (CHO, chinese hamster ovary) surexprimant le récepteur de la ghréline leur a 

permis de suivre l’augmentation du calcium (Ca2+) intracellulaire par différents extraits 

d’organes. Étonnamment, l’organe qui présentait la plus haute activité était l’estomac, d’où ils 

ont purifié et séquencé un peptide de 28 aa. Ce peptide présentait une structure unique, en raison 

d’un groupement n-octanoyl acylé sur la sérine en 3ème position. Ils ont confirmé que ce peptide 

stimulait la sécrétion spécifique d’HC et que la D-Lys3-GHRP-6 présentait un effet antagoniste 

du peptide envers le récepteur de la ghréline. De plus, la synthèse de ce peptide sans son 

groupement n-octanoyl sur la sérine ne présentait plus d’effet sécrétagogue de l’HC (Kojima et 

coll., 1999). Ils nommèrent donc ce peptide ghréline en fonction de sa nature à induire la relâche 

d’HC, selon la racine proto-indo-européenne « ghre » qui signifie croissance (grow) et « relin », 

qui signifie libération (release) par un peptide. La forme désacylée de ce peptide fut nommée 

désacyl-ghréline, mais est aussi appelée unacylated ghrelin (UAG).  

 

De façon parallèle, l’équipe de Berti utilisa l’hexaréline (His-D-2-Méthyl-Trp-Ala-Trp-

D-Phe-Lys-NH2) (His, histidine; Ala, alanine), un analogue synthétique du GHRP-6, développé 

par l’équipe de Deghenghi (Deghenghi et coll., 1994), pour traiter l’hypopituitarisme. Des 

études subséquentes ont permis d’observer que chez des rats traités avec un sérum anti-GHRH, 

le traitement avec l’hexaréline rétablissait la fonction somatotrope et améliorait la fonction 

cardiaque de cœurs de rats isolés soumis à une ischémie/reperfusion du myocarde (I/RM) (De 

Gennaro Colonna et coll., 1997a; De Gennaro Colonna et coll., 1997b). En 1999, l’équipe de 

Berti a remarqué que l’hexaréline présentait des effets cardioprotecteurs dans un modèle d’I/RM 

de rats soumis à une hypophysectomie (Locatelli et coll., 1999), suggérant la présence d’un autre 

récepteur que le récepteur de la ghréline médiant les effets cardioprotecteurs du peptide (Bodart 

et coll., 1999). Ce récepteur putatif fut identifié par l’équipe de Ong en 2002 comme étant le 

récepteur CD36 (classe de différenciation, cluster of differentiation-36) (Bodart et coll., 2002). 
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Ainsi, dans les membranes de cœurs de rats et de souris, l’hexaréline pouvait lier deux 

récepteurs, soit le récepteur de la ghréline et le récepteur CD36. 

 

Les études initiales avec l’UAG ont montré que ce peptide ne liait pas le récepteur de la 

ghréline (Bednarek et coll., 2000) et ne semblait pas présenter d’activité endocrine (Kojima et 

coll., 1999), contrairement à la ghréline. Toutefois, des propriétés anti-apoptotiques de la 

ghréline mais aussi de l’UAG sur les cardiomyocytes H9c2, qui n’expriment pas le récepteur de 

la ghréline, ont été observées, suggérant qu’un autre site de liaison commun à ces deux formes 

de ghréline existait entre autres au niveau du système cardiovasculaire (Baldanzi et coll., 2002). 

Par la suite, une étude ex vivo a montré que la ghréline et l’UAG diminuent la contraction 

ventriculaire des cobayes à des doses équimolaires (Bedendi et coll., 2003) et appuyait 

l’hypothèse selon laquelle l’UAG n’était pas seulement une forme inactive de la ghréline. 

  

 

Figure 1. Moments-clés de la découverte des sécrétagogues de l’hormone de croissance 

GHRH, hormone de libération de l'hormone de croissance (growth hormone-releasing 

hormone) ; GHRP, peptide sécrétagogue de l’hormone de croissance (growth hormone-

releasing peptide) ; GHS-R, récepteur des sécrétagogues de l’hormone de croissance (growth 

hormone secretagogue receptor) ; HC, hormone de croissance ; UAG, ghréline désacylée 

(unacylated ghrelin). 

 

Au constat de ces deux cibles potentielles, le récepteur de la ghréline et le récepteur 

CD36 dans la cardioprotection, nous avons caractérisé, au cours des dernières années, les effets 

cardioprotecteurs de petits peptides synthétiques ciblant l’un ou l’autre de ces récepteurs. Afin 
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de faciliter la compréhension du lecteur, nous discuterons dans la première section de 

l’introduction, des caractéristiques du récepteur CD36 et de son implication physiologique et 

pathologique. La deuxième partie traitera sur le métabolisme cardiaque en condition 

physiologique, pendant un infarctus aigu du myocarde (IAM) et suite à la reperfusion. Les 

évènements qui en découlent seront aussi détaillés, puisque cette thèse porte sur les effets 

cardioprotecteurs des ligands synthétiques du récepteur CD36 et d’un peptide synthétique de 

l’UAG dans la pathologie d’I/RM. La troisième partie de l’introduction traitera des ligands des 

récepteurs de la ghréline, ghréline-like et de l’UAG. Et finalement, la quatrième partie portera 

sur les ligands synthétiques du récepteur CD36 et de l’UAG dans le traitement de l’I/RM. 

 

1.1 Le récepteur CD36 

1.1.1 Historique de la découverte du récepteur CD36 

Le récepteur CD36 a été identifié pour la première fois en 1977 lors de l’isolation des 

différentes glycoprotéines à la surface des plaquettes humaines par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate–

polyacrylamide gel electrophoresis) et il fut à ce moment nommé glycoprotéine IIIb ou IV 

(GPIIIb ou GPIV) (Clemetson et coll., 1977). En 1985, l’utilisation de l’anticorps monoclonal 

OKM5, développé par le groupe de Goldstein (Talle et coll., 1983) dans le but de reconnaître 

les différentes populations de monocytes, a montré une inhibition de la liaison des monocytes 

avec des érythrocytes infectés avec le parasite de la malaria, le Plasmodium falciparum, et que 

l’OKM5 reconnaissait une glycoprotéine de 88 kilodaltons (kDa) semblable à la GPIV 

(Barnwell et coll., 1985). Lors de l’établissement de la nomenclature des antigènes de 

différentiation des leucocytes humains, la glycoprotéine IV a été rebaptisée CD36 (Shaw, 1987). 

L’utilisation d’anticorps reconnaissant le CD36 a permis de l’identifier comme étant un 

récepteur plaquettaire pour la thrombospondine (TSP) (Asch et coll., 1987), un récepteur des 

macrophages pour les lipoprotéines de faible densité oxydées (LDLox, oxidized low density 

lipoprotein) (Endemann et coll., 1993) et un récepteur des adipocytes pour les acides gras à 

chaînes longues (AGCL) (Abumrad et coll., 1993), expliquant ainsi son rôle dans l’agrégation 

plaquettaire, de récepteur éboueur et de facilitateur du transport des acides gras. Comme le 
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récepteur CD36 possède des fonctions pléiotropes, il n’est pas surprenant qu’on lui ait attribué 

plusieurs noms, dont FAT (fatty acid translocase), SCARB3 (scavenger receptor class B 

member 3), récepteur à la TSP et PAS-4 (periodic acid/Schiff-staining-band-4) (Rac et coll., 

2007). Puisque le récepteur CD36 présente une homologie avec les membres de la superfamille 

des récepteurs éboueurs de classe B, qui inclut le récepteur éboueur B1 (SR-B1, scavenger 

receptor B1) et la protéine membranaire intégrale lysosomale (LIMP-2, lysosomal integral 

membrane protein-2) (Neculai et coll., 2013), on lui a attribué le nom officiel de SR-B2 

(scavenger receptor B2), en 2014 (Prabhudas et coll., 2014).  

 

1.1.2 Expression protéique 

Le récepteur CD36 est exprimé au niveau de plusieurs types cellulaires, incluant les 

cellules hématopoïétiques, tels que les plaquettes (Asch et coll., 1987; Tandon et coll., 1989; 

Zhu et coll., 2012), les mégacaryocytes (Febbraio et coll., 2001), les cellules dendritiques 

(Albert et coll., 1998), les monocytes et les macrophages (Endemann et coll., 1993; Savill et 

coll., 1992), les cellules endothéliales de la microvasculature (Swerlick et coll., 1992), les 

cellules épithéliales mammaires (Clezardin et coll., 1993), rétiniennes (Ryeom et coll., 1996) et 

gustatives (Fukuwatari et coll., 1997), les neurones hypothalamiques (Le Foll et coll., 2009), les 

cellules sujettes à d’importants influx de lipides, tels que les adipocytes (Harmon et Abumrad, 

1993; Qiao et coll., 2008), les entérocytes (Hsieh et coll., 2009; Poirier et coll., 1996), les 

myocytes squelettiques (Bezaire et coll., 2006) et les cardiomyocytes (Bodart et coll., 2002; Van 

Nieuwenhoven et coll., 1995) et d’autres cellules comme les hépatocytes (Miquilena-Colina et 

coll., 2011), les cellules mésangiales (Hughes et coll., 1997) et les podocytes (Hua et coll., 

2015). Le CD36 possède donc un large éventail de fonctions dont sa participation dans la 

détection de lipides au niveau des papilles gustatives (Laugerette et coll., 2005; Martin et coll., 

2011; Niot et Besnard, 2017), l’absorption des acides gras par les intestins (Harmon et coll., 

1991; Nassir et coll., 2007), l’emmagasinage de lipides dans le tissu adipeux (Allred et coll., 

2011), le métabolisme des acides gras dans les muscles cardiaque et squelettique (Holloway et 

coll., 2008; Su et Abumrad, 2009; Xu et coll., 2013), l’efflux du cholestérol par les macrophages 

(Avallone et coll., 2006; Bujold et coll., 2013), la liaison et l’internalisation des LDLox 

(Febbraio et Silverstein, 2007), des produits terminaux de glycation avancée (AGE, advanced 
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glycation end products) (Ohgami et coll., 2001) et des bêta-amyloïdes (Moore et coll., 2002). 

Un rôle pour ce récepteur a été proposé dans différents contextes physiologiques et 

pathologiques dont la réponse inflammatoire (Silverstein et Febbraio, 2009), l’angiogenèse 

(Febbraio et coll., 2001), l’adhésion cellulaire (Tandon et coll., 1989), l’infection à la malaria 

(Cabrera et coll., 2014), l’athérosclérose (Febbraio et Silverstein, 2007), la cardiopathie 

ischémique (Cho et coll., 2005; Irie et coll., 2003), les désordres métaboliques, tels que l’obésité 

(Bonen et coll., 2006) et le diabète (Gautam et Banerjee, 2011), la dégénérescence maculaire 

(Picard et coll., 2010) et la maladie de l’Alzheimer (Coraci et coll., 2002; Sery et coll., 2017). 

 

L’expression du récepteur CD36 est régulée par l’activation d’un récepteur activé par 

les proliférateurs de peroxysomes (PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor) dans 

plusieurs types cellulaires, excluant les plaquettes qui sont anucléées. Les PPARs sont une 

famille de récepteurs nucléaires activés par diverses molécules endogènes, tels que les acides 

gras [surtout les acides gras à chaînes longues (AGCL)] (Grimaldi et coll., 1999) et leurs 

métabolites [acyl-CoA (coenzyme A), les prostaglandines, les écosanoïdes et les produits de 

lipoxygénase comprenant l’acide hydroxyoctadécaénoïque (HODE) et l’acide 

hydroxyeicosatétraénoïque (HETE)] (Georgiadi et Kersten, 2012; Han et coll., 1997), ou 

exogènes, tels que les fibrates qui activent PPARα (Fruchart et coll., 1999) et les 

thiazolidinediones (TZD) qui activent PPARγ (Lehmann et coll., 1995), et régulent la 

transcription de plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme, l’inflammation, la prolifération 

et la différenciation de différents types cellulaires, tels que les adipocytes, les macrophages et 

les cellules musculaires squelettiques et cardiaques (Figure 2) (Neels et Grimaldi, 2014; Tyagi 

et coll., 2011).  

 

Les PPARs peuvent former un hétérodimère avec le récepteur X de rétinoïdes (RXR) et 

lier l’acide désoxyribonucléique (ADN) sur la séquence de l’élément de réponse aux 

proliférateurs de peroxysomes (PPRE, peroxisome proliferator response element) afin d’initier 

la transcription des gènes cibles (Avallone et coll., 2006). La séquence de PPRE a été identifiée, 

entre autres, sur le site de transcription codant pour le gène du CD36 chez la souris (Teboul et 

coll., 2001) et chez l’homme (Tontonoz et coll., 1998). D’autres activateurs de transcription, 

tels que CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)-α qui lie le site d’élément de réponse à 
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C/EBP (CRE, C/EBP response element) (Qiao et coll., 2008) et le facteur inductible à l’hypoxie 

(HIF-1, hypoxia inducible factor-1) qui se lie sur le site HRE (hypoxia response element), ont 

été identifiés comme pouvant augmenter l’expression du CD36 dans le tissu adipeux et les 

cellules de l’épithélium pigmentaire de la rétine (RPE), respectivement (Chanda et coll., 2016; 

Mwaikambo et coll., 2009).  Le co-activateur de transcription 1-alpha de PPARγ (PGC-1α) 

stimule les PPARα et PPARγ dans la transcription des gènes cibles (Lopaschuk et coll., 2010). 

 

  

Figure 2. Gènes impliqués dans le métabolisme et qui sont transcrits par les PPARs 

Figure modifiée et traduite de (Lopaschuk et coll., 2010). AGNE, acide gras non estérifié; CPT1, 

carnitine palmitoyltransférase 1; DGAT, diacylglycérol acyltransférase; FAS, fatty acid 

synthase (synthase des acides gras); GLUT4, transporteur du glucose 4; PDK4, pyruvate 

déshydrogénase kinase-4; PFK-1, phosphofructo-1-kinase 1; PGC-1α, co-activateur-1α de 

PPARγ; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; RXR, Récepteur X des rétinoïdes; 

SREBP, sterol regulatory element binding protein; TG, triglycérides; VLDL, lipoprotéine de 

très faible densité (very low-density lipoprotein). 
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Le PPARα est principalement exprimé dans les tissus qui présentent un taux élevé 

d’oxydation des acides gras, tels que le foie et les muscles cardiaque et squelettique, et régule 

l’expression de gènes impliqués dans le catabolisme des acides gras. D’un autre côté, le PPARγ 

est principalement exprimé dans le tissu adipeux blanc et régule l’adipogenèse (Figure 2). Cela 

n’exclut pas le fait que ces tissus expriment les deux formes de PPAR, mais dans des proportions 

différentes. Par exemple, la transcription du récepteur CD36 peut aussi être induite par 

l’activation de PPARγ dans les cardiomyocytes (Febbraio et Silverstein, 2007; Son et coll., 

2007). Les PPARβ/δ sont, quant à eux, plus exprimés durant le stade fœtal et le sont de moins 

en moins avec l’âge (Abbott, 2009; Echeverria et coll., 2016).   

 

1.1.3 Structure génique 

Le gène du récepteur CD36 compte 15 exons et est situé sur le chromosome 7q21.11 

chez l’homme et le chromosome 5 chez la souris. Les exons 4 à 13 codent pour le domaine 

extracellulaire du CD36, tandis qu’une partie des exons 3 et 14, codant pour les portions N- et 

C-terminales, respectivement, codent pour les domaines cytoplasmique et transmembranaire du 

CD36 (Armesilla et Vega, 1994; Gautam et Banerjee, 2011). Il existe au moins 5 variantes de 

l’ARNm du CD36 obtenues par épissage alternatif, se retrouvant toutes dans la région non-

codante 5’ (exons 1c, 1a, 1f, 1b, 1e) (Figure 3) (Andersen et coll., 2006). 

 

La protéine CD36 humaine est constituée de 472 aa et présente 84% d’homologie avec 

la séquence murine. Sa masse moléculaire prédite est de 53 kDa, mais les modifications post-

traductionnelles de glycosylation lui confère une masse moléculaire fonctionnelle de 78-88 kDa 

(Abumrad et coll., 1993). Du côté N-terminal, les aa 1 à 7 forment une queue cytoplasmique qui 

possède deux sites de palmitoylation sur les résidus cystéines (Cys) 3 et 7, lui permettant de 

s’ancrer à la membrane dans les radeaux lipidiques, des microdomaines riches en cholestérol, 

phospholipides saturés, glycolipides et cavéoline-1 (Figure 4) (Febbraio et Silverstein, 2007; 

Tao et coll., 1996; Thorne et coll., 2010), et les aa 8 à 27 sont dans une région transmembranaire.  
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Figure 3. Représentation du gène et de la protéine du CD36 sous une forme linéaire 

Figure inspirée et traduite de (Gautam et Banerjee, 2011; Pepino et coll., 2014). 

 

Il a été montré récemment que le domaine transmembranaire du côté N-terminal contient 

les motifs G12XXXG16XXXA20 et A20XXG23 (G, glycine, A, alanine) permettant 

l’homodimérisation du CD36 (Wei et coll., 2017). Les aa 28 à 439 forment le domaine 

extracellulaire qui possède jusqu’à 10 sites de glycosylation sur les résidus asparagine (Asn) 79, 

102, 134, 163, 205, 220, 235, 247, 321 et 417 et trois ponts disulfures entres les Cys 243/311, 

272/333 et 313/323. La glycosylation du CD36 a lieu dans le réticulum endoplasmique (RE) et 

l’appareil de Golgi et elle est nécessaire pour que le récepteur adopte une conformation 

fonctionnelle (Hoosdally et coll., 2009; Luiken et coll., 2016). Une région hydrophobe est 

observée au niveau des résidus 184 à 204 et permet l’interaction du CD36 avec la membrane. 

La région extracellulaire du CD36 comporte aussi deux sites de phosphorylation sur les résidus 

thréonine (Thr) 92, reconnu par la protéine kinase C (PKC) (Asch et coll., 1993), et sérine (Ser) 

237, reconnu par la protéine kinase A (PKA) (Hatmi et coll., 1996). Au niveau des plaquettes, 
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la Thr92 est constitutivement phosphorylée et cause à la fois une augmentation de la liaison du 

CD36 avec le collagène, et une diminution de sa liaison avec la TSP en absence de stimulation 

(Asch et coll., 1993). La phosphorylation de la Ser237, quant à elle, inhibe l’internalisation des 

acides gras dans les plaquettes (Guthmann et coll., 2002) et les entérocytes (Lynes et coll., 

2011). Par contre, la stimulation de la PKA n’affecte pas la fonction d’internalisation du 

récepteur CD36 des acides gras dans les cardiomyocytes. Cela suggère que la phosphorylation 

du CD36 n’influence possiblement pas sa fonction dans les muscles cardiaque et squelettique 

(Luiken et coll., 2002).  Des analyses par protéomique et spectrométrie de masse ont révélé que 

le récepteur CD36 est acétylé sur les résidus Lys 52, 166, 231 et 403, mais les conséquences de 

ces modifications ne sont pas encore connues (Kuda et coll., 2013; Lundby et coll., 2012). Du 

côté C-terminal, les aa 440 à 459 traversent la membrane et les aa 460 à 472 forment une autre 

queue cytoplasmique, avec les deux résidus Cys464 et Cys466 comme sites de palmitoylation 

et les Lys469 et Lys472 comme sites d’ubiquitination (Smith et coll., 2008). La palmitoylation, 

la glycosylation et la présence des ponts disulfures affectent la translocation du récepteur CD36 

vers la membrane plasmique, puisque des substitutions au niveau des aa concernés diminuent 

son expression à la surface cellulaire (Pepino et coll., 2014; Thorne et coll., 2010). L’exposition 

du CD36 à des acides gras stimule sa polyubiquitination par des ubiquitines liées entre elles par 

la Lys48, induisant ainsi sa dégradation dans les protéasomes. Les acides gras ont donc un effet 

de rétro-inhibition sur leur internalisation par le CD36, alors que l’insuline inhibe 

l’ubiquitination et empêche sa dégradation. D’un autre côté, la monoubiquitination ou la 

polyubiquitination du CD36 par des ubiquitines liées entre elles par la Lys63 pourrait stabiliser 

son expression à la membrane ou permettre la formation de complexes protéiques, mais le 

mécanisme reste à être élucidé (Abumrad et Moore, 2011; O'Neill, 2009; Smith et coll., 2008). 

 

Le récepteur CD36 possède plusieurs sites de liaison avec ses ligands. Il a été montré 

que la TSP-1 se lie d’abord avec le CD36 avec une faible affinité (Leung et coll., 1992), causant 

le recrutement de la phosphatase alkaline qui déphosphoryle le résidu Thr92 du récepteur. Cela 

permet ensuite à la TSP-1 de se lier sur le domaine CLESH (CD36, LIMP-2 (liver and 

steroidogenic organs and is a co-receptor for hepatitis C virus), Emp (epithelial membrane 

protein) sequence homology), compris entre les aa 93 à 120, avec une haute affinité (Crombie 

et Silverstein, 1998; Frieda et coll., 1995). La liaison de haute affinité de la TSP-1 sur le CD36  
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au niveau des plaquettes cause le recrutement des protéines tyrosine kinase de la famille Src, 

qui incluent Fyn, Lyn et Yes, au niveau des résidus tyrosine (Tyr) 463 et Cys464 et activent la 

voie de p38 MAPK (mitogen-activated protein kinases) et JNK (c-Jun N-terminal kinase), 

activant ainsi les plaquettes (Huang et coll., 1991; Martin et coll., 2011; Roberts et coll., 2010).  

 

Les résidus d’aa 139 à 183 forment une cavité de liaison hydrophobe (Neculai et coll., 

2013) qui lui permet d’interagir avec de multiples ligands endogènes, tels que les AGCL (Baillie 

et coll., 1996; Glatz et Luiken, 2018; Pepino et coll., 2014; Tanaka et coll., 2001), les LDLox 

(Demers et coll., 2004), les phospholipides oxydés (PLox) (Podrez et coll., 2000; Seimon et 

coll., 2010), le collagène (Asch et coll., 1987; Asch et coll., 1993), les protéines 

S100A8/S100A9 (Kerkhoff et coll., 2001), les protéines amyloïdes-α et –β (Baranova et coll., 

2005; Doens et coll., 2017), les AGE (Zhu et coll., 2012), les cellules apoptotiques (Albert et 

coll., 1998; Savill et coll., 1992) et les ligands exogènes, tels que les diacylglycérides de 

bactéries gram positif (Areschoug et Gordon, 2009; Hoebe et coll., 2005), le plasmodium 

falciparum (Yipp et coll., 2003), l’inhibiteur synthétique sulfo-N-succinimidyl oléate (SSO) et 

les ligands synthétiques dérivés des sécrétagogues de l’HC, tel que l’hexaréline (Glatz et Luiken, 

2018). La charge positive de la lysine 164 et, possiblement celle de la lysine 166 dans la cavité 

de liaison permet la formation d’un lien électrostatique avec les LDLox, les PLox et le SSO qui 

possèdent une charge négative (Kar et coll., 2008; Pepino et coll., 2014). Plus spécifiquement, 

les LDLox se lient au niveau de la région 155 à 183 (Puente Navazo et coll., 1996), tandis que 

les PLox se lient au niveau de la séquence 157 à 171 (Gao et coll., 2010). Les AGCL se lient au 

CD36 sur une large région qui s’étend entre les aa 127 à 279. Les AGCL chevauchent donc la 

cavité formée par les aa 139 à 183 et leur groupement carboxyle interagirait aussi 

électrostatiquement avec le résidu Lys164 du CD36 (Glatz et Luiken, 2018). 
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Figure 4. Représentation topologique du récepteur CD36 

C, cystéine; K, lysine; S, sérine; T, thréonine; Y, tyrosine. Figure inspirée et traduite de (Glatz 

et Luiken, 2018; Yang et coll., 2017). 

 

1.1.4 Internalisation du CD36 

Le CD36 est un récepteur éboueur qui dépend de la formation de complexes protéiques 

pour internaliser ses ligands. Certains groupes ont montré que le CD36 est internalisé avec ses 

ligands dans des cavéoles (Ring et coll., 2006; Truong et coll., 2006; Uittenbogaard et coll., 

2000), par macropinocytose (Boyanovsky et coll., 2009), par endocytose médiée par la clathrine 

(Shamsul et coll., 2010) ou à l’aide d’actine (Collins et coll., 2009). Avec les techniques 

d’immunoprécipitation, de spectrométrie de masse et de mutagenèse dirigée, une étude a montré 

que le CD36 forme un complexe avec les intégrines β1/β2 et les tétraspanines CD9/CD81, et se 

lie avec le récepteur de Fcγ (FCγR) qui contient un adaptateur de motif d’activation des 

récepteurs immuns basé sur la tyrosine (ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif). Cela permet le recrutement de SYK (spleen tyrosine kinase), qui possède des domaines 
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en tandem d’homologie au SRC 2 (SH2), et de Src qui se lient aux tyrosines phosphorylées sur 

ITAM (Heit et coll., 2013). Les kinases Src activent Vav1, une protéine d’échafaudage, qui 

active par la suite les petites enzymes qui catalysent l’hydrolyse de la guanosine triphosphate 

(GTPases), Rho et Rac. Vav1 recrute aussi la dynamine 2, une protéine impliquée dans la fission 

des vésicules endosomales, afin de permettre l’endocytose du CD36 et de ses ligands (Rahaman 

et coll., 2013). 

 

1.1.5 Rôles physiologiques 

1.1.5.1 Absorption des acides gras à longues chaînes par l’intestin 

Les AGCL sont des acides gras à chaîne aliphatique de 13 à 22 carbones pouvant être 

saturés ou insaturés (Poulos, 1995; Ratnayake et Galli, 2009; Schonfeld et Wojtczak, 2016). Les 

AGCL servent de substrats pour divers processus cellulaires, tels que la biosynthèse 

membranaire, la modification de protéines, la régulation de la transcription ou encore, dans les 

voies de signalisation et comme source d’énergie (Chabowski et coll., 2007). L’interaction entre 

les AGCL et le CD36 a été caractérisée indirectement avec la SSO, un dérivé synthétique des 

AGCL, et le myristate d’isopropyle. Ces molécules, à une concentration de 1 mM, inhibent 

l’internalisation des acides gras dans des adipocytes (Harmon et coll., 1991). Cette étude a 

montré que le SSO tritié se lie à une protéine de 85 kDa (Harmon et coll., 1991), qui fut par la 

suite identifiée comme étant le récepteur CD36 (Harmon et Abumrad, 1993). Le CD36 est 

capable de lier les AGCL avec une affinité de l’ordre du nanomolaire (Abumrad et Goldberg, 

2016; Baillie et coll., 1996) et de faciliter la translocation des acides gras dans la cellule. Selon 

une étude de cristallisation du CD36, il serait capable de lier au moins deux palmitates, 

possèderait deux entrées pour les acides gras, et contiendrait un tunnel tout au long de sa 

structure que les acides gras traverseraient pour pénétrer dans la cellule (Hsieh et coll., 2016) 

(figure 4).  

 

Le SSO a été utilisé pour la première fois dans une étude sur des adipocytes isolés de rat 

pour investiguer leur rôle dans l’internalisation des AGCL (Harmon et coll., 1991). Depuis, il a 

été utilisé comme inhibiteur « spécifique » du CD36, tel que décrit dans plusieurs revues (Coort 
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et coll., 2002; Kerkhoff et coll., 2001; Kuda et coll., 2013; LuikenSchaap et coll., 1999; 

LuikenTurcotte et coll., 1999; Pohl et coll., 2005). Le SSO se lie à la lysine 164 dans le domaine 

de liaison du CD36, empêchant ainsi l’interaction des LDLox et des AGCL avec cet aa (Kuda 

et coll., 2013). Toutefois, des études récentes ont montré que le SSO inhibe la phosphorylation 

oxydative mitochondriale (King et coll., 2007) dont l’oxydation du palmitate (HollowayJain et 

coll., 2009) dans des mitochondries isolées des muscles cardiaque et squelettique, autant chez 

les souris de type sauvage que celles déficientes en récepteur CD36. Ces études montrent donc 

que le SSO ne se lie pas spécifiquement au CD36. 

 

Le CD36 est fortement exprimé dans les microvillosités des entérocytes situées dans le 

duodénum et le jéjunum et son expression diminue plus on s’éloigne dans le tractus intestinal 

(Lobo et coll., 2001; Nassir et coll., 2007). À ce jour, le mécanisme d’internalisation des acides 

gras au niveau du tractus intestinal est encore peu connu. Une étude propose que les acides gras 

sont internalisés avec le CD36 après la formation de vésicules recouvertes de cavéoline-1 et leur 

endocytose (Siddiqi et coll., 2013; Tran et coll., 2011). Par contre, une étude avec les cellules 

HEK n’exprimant pas la cavéoline-1 a montré que le CD36 peut quand même faire entrer les 

acides gras dans la cellule en leur absence (Xu et coll., 2013). Il est possible que les deux 

mécanismes puissent co-exister, et qu’une partie de l’endocytose du CD36 par son 

ubiquitination mène à sa dégradation dans les protéasomes afin de réguler l’entrée des acides 

gras dans la cellule (Tran et coll., 2011). Les entérocytes sont aussi capables d’internaliser le 

cholestérol par endocytose avec le CD36 (Nassir et coll., 2007) ou à l’aide d’un transporteur du 

cholestérol, la protéine Niemann–Pick C1-like 1 (NPC1L1) (Altmann et coll., 2004). Les souris 

déficientes en CD36 montrent une réduction de 50% de l’internalisation des acides gras et du 

cholestérol dans la partie proximale de l’intestin (Nassir et coll., 2007; Nauli et coll., 2006). 

Après leur entrée dans l’entérocyte, les acides gras et le cholestérol sont rapatriés dans le RE 

pour former des chylomicrons, des lipoprotéines riches en triglycérides (TG). Dans le réticulum 

endoplasmique, les TG, issues de l’estérification des acides gras, vont s’associer avec 

l’apolipoprotéine (Apo) B48, l’ApoAIV et les esters de cholestérol pour stabiliser la particule 

de chylomicron entourée d’une monocouche de phospholipides. La formation d’un complexe 

du CD36 avec une protéine membranaire associée aux vésicules (VAMP, vesicle-associated 

membrane protein)-7 est requise pour le transport des chylomicrons vers l’appareil de golgi, où 
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aura lieu l’ajout d’ApoA1 à leur surface et leur maturation (Mansbach et Siddiqi, 2016; Siddiqi 

et coll., 2013). Le chylomicron mature est ensuite relâché par les entérocytes pour rejoindre la 

circulation lymphatique (Pepino et coll., 2014). Par la suite, la lymphe se déverse dans la veine 

sous-clavière, où les chylomicrons rejoignent la circulation sanguine et complètent leur 

maturation par l’acquisition d’ApoCII et d’ApoE provenant des lipoprotéines de haute densité 

(HDL, high density lipoprotein) circulantes ou sécrétées par le foie. Les ApoCII et ApoE sont 

importantes pour la reconnaissance des chylomicrons par la lipoprotéine lipase (LPL) dans les 

tissus périphériques et par le récepteur des lipoprotéines de faible densité (VLDL, low density 

lipoprotein (LDL) receptor) (LDLR) hépatique (Bechmann et coll., 2012). Chez les souris 

déficientes en CD36, les chylomicrons relâchés par les entérocytes sont de taille plus petite et 

moins hydrolysés par la LPL (Masuda et coll., 2009). Par conséquent, les TG restent plus 

longtemps en circulation et leur concentration est plus élevée, en comparaison avec les souris 

de type sauvage (Drover et coll., 2005). Ce phénotype d’hypertriglycéridémie constitue un 

facteur de risque pour le développement du diabète de type 2 et des maladies cardiovasculaires 

(Drover et coll., 2005).  

 

1.1.5.2 Transport des acides gras 

Dans le but de trouver si des transporteurs d’acides gras sont présents à la surface 

membranaire pour réguler l’internalisation des acides gras lors des changements métaboliques, 

le groupe de Abumrad a utilisé la SSO afin de lier de manière covalente sa cible sur des 

adipocytes de rats isolés. L’incubation des adipocytes avec la SSO a diminué de 70% la vitesse 

d’internalisation des acides gras, et ce de manière irréversible. Cette protéine membranaire fut 

nommée la FAT (Harmon et Abumrad, 1993; Harmon et coll., 1991). C’est en 1993 que le même 

groupe a découvert que la cible de la SSO, qui présentait un poids moléculaire de 85-88 kDa, 

était homologue au CD36 (Abumrad et coll., 1993). Peu après cette découverte, un rôle similaire 

a été démontré pour le CD36 dans le métabolisme des acides gras du myocarde et du muscle 

squelettique (Van Nieuwenhoven et coll., 1995). De plus, la transfection du CD36 dans des 

fibroblastes Ob17PY (Ibrahimi et coll., 1996), des myoblastes C2C12 (Bastie et coll., 2004) et 

du muscle squelettique de rat (Nickerson et coll., 2009) augmente la vitesse d’internalisation 

des acides gras, renforçant le rôle du CD36 dans la translocation des acides gras. D’autres 
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protéines membranaires impliquées dans l’internalisation des acides gras ont aussi été 

identifiées, incluant la protéine de liaison des acides gras à la membrane plasmique (FABPpm, 

plasma membrane fatty acid-binding protein) et cytosolique (FABPc), les protéines de transport 

des acides gras (FATP, fatty acid transporter protein) et possiblement de la cavéoline-1 (Glatz 

et coll., 2010) (figure 5). Les FATP ont aussi une activité d’acyl-CoA synthase (Houten et 

Wanders, 2010). Toutefois, le CD36 semble être la protéine membranaire prédominante 

impliquée dans le transport facilité des AGCL du moins au niveau des adipocytes (Harmon et 

Abumrad, 1993), des entérocytes (Drover et coll., 2008), des cardiomyocytes (BonenCampbell 

et coll., 2004; Kintaka et coll., 2002; Nozaki et coll., 1999) et des myocytes squelettiques 

(Abumrad et Goldberg, 2016; Glatz et coll., 2016; Kim et Dyck, 2016).  

 

La génération de souris déficientes en CD36 a permis d’étudier sa contribution dans 

l’internalisation des acides gras dans les différents organes. Les souris déficientes en CD36 

présentent des concentrations plasmatiques plus élevées d’environ 30% pour le cholestérol et 

les TG et d’environ 200% pour les acides gras non-estérifiés (AGNE) circulants (Febbraio et 

coll., 1999). Les adipocytes des souris déficientes en CD36 présentent une plus petite réserve 

de TG avec une accumulation de diglycérides (Coburn et coll., 2000).  
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Figure 5. Mécanismes d’internalisation des acides gras à chaînes longues. 

Plusieurs hypothèses ont été émises sur le mécanisme d’internalisation des acides gras à travers 

la membrane plasmique. 1) Les acides gras peuvent se dissocier de l’albumine et traverser la 

membrane plasmique par diffusion passive de par leur nature hydrophobe. 2) La présence de 

protéines à la surface membranaire, tels que la FABPpm ou le CD36, permet la liaison des acides 

gras à ceux-ci et ensuite leur diffusion passive à l’intérieur de la cellule ou 3) leur diffusion 

facilitée à l’aide du CD36. Une fois à l’intérieur de la cellule, les acides gras sont liés à la 

FABPc. 4) Les acides gras peuvent être transportés à l’intérieur de la cellule par les FATPs, dont 

la FATP1, et subséquemment être acylés par l’ACS1 ou 5) directement par l’activité de la 

synthase d’acyl-CoA des FATPs. ACS, acyl-CoA synthétase; AGCL, acides gras à chaîne 

longue; FABPc, protéine de liaison des acides gras cytosoliques (cytosolic fatty acid-binding 

protein); FABPpm, protéine de liaison des acides gras de la membrane plasmique (plasma 

membrane fatty acid-binding protein); FATP, protéine de transport d’acides gras (fatty acid 

transport proteins). Figure modifiée et traduite de (SchwenkHolloway et coll., 2010). 
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L’utilisation des radiotraceurs iodés d’acides gras, 123I-BMIPP (15-(p-iodophenyl)-3-(R, 

S)-methyl pentadecanoic acid) et 123I-IPPA (15-(p-iodophenyl) pentadecanoic acid), avec la 

technique de tomographie par émission de positron (TEP), a montré que l’absence de CD36 

diminue l’internalisation des acides gras de 50-80% dans le myocarde, de 40-75% dans le 

muscle squelettique et de 60-70% dans le tissu adipeux, tandis qu’aucun changement n’a été 

observé dans le foie (Coburn et coll., 2000). Il est à noter que l’activité de la LPL n’est pas 

modifiée chez les souris déficientes en CD36 et qu’elle conserve sa capacité à hydrolyser les 

TG pour libérer les acides gras. Le foie n’exprime le CD36 que de manière très faible en 

condition basale (Kim et Dyck, 2016; LuikenArumugam et coll., 2002), mais peut être exprimé 

à la hausse dans des situations d’hyperlipidémie, tels que l’obésité et le diabète de type 2, au 

point de conduire à la stéatose hépatique (He et coll., 2011; Memon et coll., 1999).  La réduction 

de l’internalisation des acides gras chez les souris déficientes en CD36 corrèle avec une 

diminution de l’oxydation des acides gras dans les muscles cardiaque et squelettique et une 

oxdation compensatoire plus élevée du glucose (Glatz et coll., 2016). 

 

 À la surface membranaire, le CD36 peut interagir avec la FABPpm, ce qui lui 

permettrait de faciliter sa liaison aux acides gras (Chabowski et coll., 2007). Le CD36 peut lier 

jusqu’à deux acides gras en même temps (Hsieh et coll., 2016) et les fait ensuite traverser son 

ectodomaine, dans ce qui ressemblerait à un tunnel, afin de les exposer à la membrane externe 

de la bicouche des feuillets de phospholipides, l’étape d’adsorption (Glatz et Luiken, 2018). 

L’adsorption des acides gras se ferait au niveau des radeaux lipidiques où les acides gras 

pénètrent dans la cellule par un processus de « flip-flop » (Hamilton, 2007; Kamp et coll., 2003; 

Kamp et Hamilton, 1992), il s’agit de l’étape de translocation. Du côté intracellulaire, le CD36 

peut faciliter le transport en servant de site de quai pour la FABPc (Spitsberg et coll., 1995) ou 

pour l’acyl-CoA synthétase (ACS) (Schneider et coll., 2014). La FABPc joue un rôle clé 

puisqu’en son absence, une augmentation de l’expression du CD36 n’engendre pas une 

augmentation de la vitesse d’internalisation des acides gras (Van Nieuwenhoven et coll., 1998). 

Par contre, l’ajout du groupement CoA sur les acides gras par l’ACS les rend imperméables à 

la membrane et les emprisonne dans la cellule (BonenCampbell et coll., 2004; Bonen et coll., 
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2007; Chabowski et coll., 2006). Des études ont montré que le CD36 est aussi présent dans des 

endosomes de réserve et que cette portion de CD36 peut représenter jusqu’à 50% de son 

expression totale dans les muscles cardiaque et squelettique (Bonen et coll., 2000; 

LuikenKoonen et coll., 2002). Lorsque le métabolisme augmente, le CD36 endosomal est 

transloqué à la membrane afin d’augmenter l’entrée des acides gras. Le CD36 peut donc être vu 

non pas seulement comme un facilitateur dans le transport des acides gras, mais aussi comme 

un régulateur de la vitesse de l’internalisation des acides gras (Glatz et Luiken, 2018). Les étapes 

impliquées dans la translocation du CD36 des endosomes de réserve au sarcolemme seront 

décrites plus loin dans la section 1.2.1.1.  

 

Des études ont montré que le CD36 est présent à la fois à la membrane plasmique et 

mitochondriale chez le rats (Campbell et coll., 2004; HollowayBenton et coll., 2009) et chez 

l’homme (Bezaire et coll., 2006; Holloway et coll., 2006; HollowayLally et coll., 2007; 

HollowayThrush et coll., 2007; Schenk et Horowitz, 2006). Parmi ces études, certaines ont 

montré que le CD36 était co-immunoprécipité avec la carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT1), 

renforçant la possibilité d’un rôle du CD36 dans l’oxydation des acides gras (Campbell et coll., 

2004; Schenk et Horowitz, 2006; Sebastian et coll., 2009). En effet, une étude chez des femmes 

faisant un exercice d’endurance a montré que l’oxydation des acides gras globale corporelle est 

en corrélation avec le pourcentage de CD36 co-immunoprécipité avec la CPT1 (R2 = 0,86, P < 

0,003) mais pas avec la CPT1 seul (R2 = 0,16, P = 0,376) (Schenk et Horowitz, 2006).  

 

Dans le muscle squelettique, le CD36 a également été isolé par co-immunoprécipitation 

avec la CPT1 et l’ACS1 mitochondriale, suggérant un rôle dans l’oxydation des acides gras 

(Bezaire et coll., 2006; Campbell et coll., 2004; Yoshida et coll., 2013). La contraction 

musculaire causerait un influx de calcium à travers le canal Cav1.1 activant ainsi la protéine 

kinase Ca2+/calmoduline-dépendante II (CaMKII) qui active à son tour la protéine kinase activée 

par l’adénosine monophosphate (AMPK, AMP-activated protein kinase) et l’endothelial nitric 

oxide synthase (eNOS). Il est connu que l’activation d’AMPK cause la translocation du CD36 

au sarcolemme (Samovski et coll., 2015), et cela pourrait aussi expliquer sa translocation à la 

membrane externe mitochondriale pour promouvoir l’entrée des acides gras dans la 

mitochondrie (Campbell et coll., 2004). Cette voie n’a pas été étudiée dans le myocarde, mais 
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la régulation à la hausse de l’oxydation des acides gras dans la mitochondrie par l’ACS1 suggère 

qu’une association du CD36 avec l’ACS1 serait possible.  

 

1.1.5.3 Le tissu adipeux  

1.1.5.3.1 Emmagasinage des acides gras sous forme de triglycérides  

Les AGCL, sous forme de triglycérides (TG) dans le tissu adipeux, possèdent une haute 

teneur en énergie par rapport à leur poids et constituent une bonne forme de réserve d’énergie 

(Glatz et coll., 2010). Une étude en 1993 a montré que l’ajout d’acide oléique et de 

dexaméthasone dans le milieu de culture a induit la différenciation des pré-adipocytes 3T3-

F442A en adipocytes matures qui présentent une augmentation de l’expression de l’acide 

ribonucléique messager (ARNm) du CD36 (Abumrad et coll., 1993). Cette hausse de 

l’expression du CD36 concorde avec l’augmentation de l’activité de PPARγ, un régulateur clé 

dans la différentiation des adipocytes (Koppen et Kalkhoven, 2010; Zhao et coll., 2002).   

 

Dans les adipocytes humains, 80% du CD36 est exprimé au niveau de la membrane 

plasmique, 20% dans le cytosol au niveau des endosomes et une très faible quantité se retrouve 

au niveau de la membrane mitochondriale (Allred et coll., 2011). Cette localisation spécifique 

du CD36 dans les adipocytes appuie son rôle important dans la lipogenèse et de moindre 

envergure dans l’oxydation des acides gras. L’entrée des acides gras dans les adipocytes se fait 

tel que décrit dans la section précédente (1.1.5.2 Transport des acides gras et figure 5). Pour 

emmagasiner les acides gras sous forme de triglycérides, les acides gras doivent être transformés 

en acyl-CoA, qui seront par la suite transférés sur une molécule d’appui, le glycérol-3-phosphate 

(G3P). Comparativement au foie (MacLennan et coll., 2006)et aux muscles squelettique et 

cardiaque (van Hall et coll., 2002), les adipocytes expriment faiblement l’enzyme glycérol 

kinase qui permet de convertir le glycérol en G3P (Reshef et coll., 2003). Les adipocytes doivent 

produire le G3P à partir de la conversion de la dihydroxyacétone phosphate issue de la glycolyse 

par l’enzyme glycérol-3-phosphate déhydrogénase, ou par la conversion de l’oxaloacétate issue 

du cycle de Krebs par l’enzyme phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C). Trois acyl-

CoAs sont ensuite transférés séquentiellement sur le G3P par les enzymes glycérol-3-phosphate 
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acyl transférase (GPAT), 1-acylglycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT) et 

diacylglycérol acyltransférase (DGAT) (Ahmadian et coll., 2007) afin de produire un TG (figure 

6). Les TG sont accumulés dans des gouttelettes lipidiques qui peuvent occuper jusqu’à 90% du 

volume total de l’adipocyte (Fei et coll., 2011). Plusieurs protéines se retrouvent à la surface des 

gouttelettes lipidiques, dont principalement la périlipine, afin de restreindre l’accès des TG aux 

lipases (Brasaemle et coll., 2000; Greenberg et coll., 1991). 

 

  

 

Figure 6. Lipogenèse et lipolyse dans l’adipocyte 

AGNE, acides gras non-estérifiés; AMPK, protéine kinase activée par l’adénosine 

monophosphate; ATGL, lipase des triglycérides du tissu adipeux; FATP, protéine de transport 

des acides gras; GLUT, transporteur du glucose; HSL, lipase hormono-sensible; IRS, substrat 

du récepteur de l’insuline; MGL, lipase des monoglycérides; PDE, phosphodiestérase; PI3K, 

phosphoinositide 3-kinase; PKA, protéine kinase A. Figure modifiée et traduite de (Duncan et 

coll., 2007; Rutkowski et coll., 2015). 

 



 

24 

1.1.5.3.2 La relâche des acides gras par la lipolyse 

La lipolyse est un processus enzymatique dans lequel les triglycérides contenus dans les 

gouttelettes lipidiques sont hydrolysés afin de relâcher le glycérol et les acides gras dans la 

circulation sanguine. Les récepteurs β-adrénergiques sont couplés aux protéines Gs et une fois 

activés, cause une augmentation d’AMPc intracellulaire par l’adénylate cyclase (KimXuong et 

coll., 2005). L’AMPc active la PKA qui pourra ensuite phosphoryler la périlipine, causant son 

détachement des gouttelettes lipidiques et l’exposition des TG aux lipases (Marcinkiewicz et 

coll., 2006). De plus, la PKA phosphoryle aussi la lipase hormono-sensible (HSL, hormone 

senstitive lipase), causant sa translocation vers les gouttelettes lipidiques (Egan et coll., 1992). 

Les TG sont transformés en diglycéride et monoglycéride suite à une hydrolyse séquentielle par 

la lipase des triglycérides du tissu adipeux (ATGL, adipose triglyceride lipase), la HSL et la 

lipase des monoglycérides (MGL, monoglyceride lipase), respectivement, libérant un acide gras 

non estérifié à chaque étape et une molécule de glycérol à la fin (figure 6) (Ahmadian et coll., 

2007). 

 

En plus du tissu adipeux que l’on retrouve dans l’abdomen et sous la peau, on en retrouve 

également au niveau du myocarde, à la fois dans le péricarde et dans l’épicarde. Le tissu adipeux 

du péricarde couvre 80% de la surface du cœur humain et représente 20-50% du poids du 

myocarde (Ouwens et coll., 2010). Le tissu adipeux de l’épicarde se retrouve au niveau des 

ventricules gauche et droit, dans les septums atrioventriculaire et interventriculaire et s’étend de 

l’apex du cœur en longeant les artères coronaires, comptant pour environ 20% du poids d’un 

cœur humain (Iacobellis et coll., 2005). Dans des conditions physiologiques normales, les tissus 

adipeux épicardique et péricardique constituent une source d’énergie locale importante pour le 

myocarde grâce à la relâche des acides gras suite à la lipolyse aidant ainsi le maintien des 

fonctions contractiles du cœur. 

 

1.1.5.3.3 La production des adipokines 

Le tissu adipeux n’est pas simplement un organe qui emmagasine de l’énergie comme il 

a longtemps été décrit, mais il est aussi considéré comme un organe endocrinien capable de 

produire et de sécréter des protéines bioactives comme les peptides natriurétiques et les 
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adipokines (Ouchi et coll., 2011). La leptine est l’une des premières adipokines identifiées 

produites par le tissu adipeux (Conde et coll., 2011; Zhang et coll., 1994). La leptine agit sur 

son récepteur qui se retrouve au niveau du noyau arqué et de l’hypothalamus, causant 

l’inhibition de l’appétit (Mercer et coll., 1997). Son action s’oppose donc à celle de la ghréline 

qui stimule la prise alimentaire (Trayhurn et Bing, 2006). Chez les sujets obèses, on observe 

une augmentation de la production d’adipokines pro-inflammatoires, tels que le tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α), l’interleukine-6 (IL-6) et l’IL-1β par le tissu adipeux, exacerbant les 

maladies cardiovasculaires et les désordres métaboliques. D’un autre côté, l’adiponectine est 

une adipokine anti-inflammatoire qui protège contre les maladies cardiovasculaires, telles que 

l’IAM, l’athérosclérose, l’obésité et le diabète (Lau et coll., 2017). 

 

La transcription de l’adiponectine est régulée principalement par PPARγ. Puisque le 

récepteur CD36 contribue majoritairement à l’entrée des acides gras dans la cellule et que ces 

derniers sont des ligands endogènes de PPARγ, le CD36 joue un rôle important dans la 

production de l’adiponectine (Hajri et coll., 2007). En effet, chez les souris déficientes en CD36, 

on observe une diminution de 60% de l’adiponectine en circulation, ainsi que de l’expression 

de son ARNm dans le tissu adipeux lié à une activité basale et en réponse aux acides gras 

diminuée (Hajri et coll., 2007). Chez les humains, un polymorphisme dans la région promotrice 

du CD36 conduit à une diminution de 17% de la concentration circulante d’adiponectine 

(Lepretre et coll., 2004). Une fois traduite, l’adiponectine subit une maturation par la formation 

de complexe oligomérique à l’aide de ponts disulfures dans le réticulum endoplasmique pour 

donner des trimères, des hexamères ou encore des multimères de 12-18 protomères de haut poids 

moléculaire (Wang et coll., 2008). L’adiponectine est reconnue pour ses effets cardioprotecteurs 

qui seront détaillés dans la section 1.2.3.4.3 suite à la description des évènements de l’I/RM 

dans la section 1.2.3. 

 

1.1.5.4 Rôle éboueur du CD36 exprimé sur les macrophages 

1.1.5.4.1 LDLox et phospholipides oxydés 
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La première étude qui a montré que le CD36 lie les LDLox a été faite avec des cellules 

HEK293 transfectées avec le CD36 et incubées avec des LDLox marquées à l’iode 125 

(Endemann et coll., 1993). Le CD36 a présenté une haute affinité avec une constante de 

dissociation (KD) de 2-3 nM pour le LDLox. L’étude a conclu que puisque les macrophages sont 

responsables de l’internalisation des LDLox et de la formation des cellules spumeuses dans le 

développement de l’athérosclérose, mais qu’ils expriment faiblement le LDLR et fortement le 

CD36, alors le CD36 est responsable de l’internalisation des LDLox (Endemann et coll., 1993). 

Une étude récente sur des cellules HEK293 transfectées avec le CD36 a montré que sa liaison 

aux LDLox requiert d’abord sa liaison avec des acides gras, tels que l’oléate, l’élaïdate et le 

palmitate. Les auteurs ont émis l’hypothèse que la liaison du CD36 avec un ou plusieurs de ces 

acides gras permet un changement de conformation du CD36, permettant ainsi la liaison d’un 

LDLox (Jay et coll., 2015). 

 

Suite à l’identification du CD36 comme récepteur des LDLox, une étude a montré que 

le CD36 reconnait notamment des PLox dans les LDLox (Podrez et coll., 2000). Les 

phospholipides sont composés d’acides gras liés à une molécule de glycérol qui contient un 

groupement polaire formé d’un phosphate lié à une base et sont des composants essentiels des 

membranes cellulaires et des lipoprotéines. Les phospholipides sont susceptibles d’être oxydés 

dans les parois vasculaires par les radicaux libres ou des enzymes, tels que la myéloperoxydase, 

la lipoxygénase et les synthases d’oxyde nitrique (NOS, nitric oxide synthase), qui génèrent des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS, reactive oxygen species) et des espèces réactives de 

l’azote (RNS, reactive nitrogen species) (figure 7) (Hansson, 2001; Park, 2014). L’accumulation 

de PLox est observée dans des situations de stress oxydatif, telles que l’inflammation, la nécrose 

et l’apoptose (Leitinger, 2003). L’oxydation des phospholipides cause un changement de 

conformation qui les fait dépasser de la structure membranaire et qui permet ainsi leur 

interaction avec les récepteurs éboueurs, tel que le CD36 (Greenberg et coll., 2008). Plus 

spécifiquement, l’équipe de Hazen a montré que le CD36 reconnaissait les phosphatidylcholines 

(PC) dans les LDLox dont l’acide gras insaturé (groupe acyl) en position sn-2 a été oxydé, 

générant un composé présentant un acide carboxylique ou aldéhyde avec une liaison double en 

position α,β et un alcool ou une cétone en position γ (γ-hydroxy(ou oxo)-α,β-carbonyl insaturé) 

(PCox) dans les LDLox (Figure 8) (Podrez et coll., 2000; Podrez et coll., 2002; Sun et coll., 
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2006). L’internalisation trop importante de LDLox par les macrophages exprimant le CD36 peut 

conduire au développement de l’athérosclérose, une pathologie qui est la cause principale de 

l’IAM (Ambrose et Singh, 2015; Badimon et coll., 2012). La pathologie de l’athérosclérose sera 

détaillée plus loin dans la section 1.1.7.2. 

 

    

 

Figure 7. Oxydation des LDLs circulants 

Le récepteur CD36 lie les LDL oxydées (LDLox) avec une grande affinité. apoB, 

apolipoprotéine B; LDL, lipoprotéine de faible densité; MM, minimalement modifié; PCox, 

phosphatidylcholine oxydée. Figure modifiée et traduite de (Alique et coll., 2015; Itabe et coll., 

2011). 

 

 

 

Figure 8. Structure des PCox liant le CD36 

Figure tirée de (Podrez et coll., 2002). 
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1.1.5.4.2 La phosphatidylsérine oxydée  

La phosphatidylsérine (PS) est un phospholipide anionique qui contient une sérine sur 

le troisième carbone de la molécule de glycérol (Figure 9). Les PS sont exprimées dans le feuillet 

intérieur de la membrane plasmique et une flippase les maintient du côté cytosolique de la 

cellule (Hankins et coll., 2015). Après l’activation de l’apoptose ou suite à un stress, tel que 

l’IAM, la flippase devient inactive et la PS pivote alors du côté extracellulaire à l’aide d’une 

scramblase (Krijnen et coll., 2010). De plus, son expression du côté extracellulaire la rend 

vulnérable à l’oxydation. Une modification similaire aux PCox serait présente dans les 

phosphatidylsérines oxydées, permettant au CD36 exprimé sur les macrophages de lier les 

cellules apoptotiques avec une plus haute affinité (Canton et coll., 2013; Silverstein et coll., 

2010), et avec l’aide du récepteur de la vitronectine, l’intégrine αVβ3 (CD61), initie la 

phagocytose de cellules apoptotiques (Febbraio et coll., 2001). Il est à noter que les macrophages 

polarisés du type M2 expriment plus le récepteur CD36 (FadokWarner et coll., 1998) et sont 

plus aptes à phagocyter les cellules apoptotiques (Xu et coll., 2006; Zizzo et coll., 2012). Ceci 

suggère que le CD36 possède des fonctions anti-inflammatoires, bien qu’il est plus connu pour 

sa fonction de lier les LDLox et les lipides présents dans la membrane de bactéries, causant ainsi 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires chez les macrophages de type M1 (Canton et coll., 

2013; Kennedy et coll., 2011). 

 

 

Figure 9. Structure de la phosphatidylsérine 

Figure tirée de (Birge et coll., 2016). 

 

1.1.5.5 Rôle du CD36 sur les plaquettes 

La TSP-1 est une glycoprotéine homotrimérique (Adams et Lawler, 2004) qui est 

reconnue par son motif TSR (thrombospondin type 1 repeats) par le domaine CLESH du CD36 
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au niveau des plaquettes (Klenotic et coll., 2013). Lors d’un IAM, la phase aigüe de la réponse 

inflammatoire est caractérisée par une accumulation de neutrophiles au site de l’infarctus. Les 

neutrophiles sécrètent plusieurs protéines dans le milieu, dont la TSP-1. Par la suite, ce sont les 

monocytes qui arrivent au foyer de la lésion et qui se différencient en macrophages. Les 

macrophages sont responsables d’amplifier la réponse inflammatoire, mais servent aussi à 

l’élimination des débris tissulaires au foyer inflammatoire (Kirk et Cingolani, 2016). La TSP-1 

agit comme un pont entre les macrophages et le CD36, ainsi qu’avec les neutrophiles qui 

expriment le CD47 (Lopez-Dee et coll., 2011). Cette interaction aura comme effet de faciliter 

la phagocytose des neutrophiles qui ont enclenché le processus d’apoptose, afin de faire 

régresser l’inflammation (Ortiz-Masia et coll., 2012). 

 

1.1.6 Déficience humaine en CD36 

Après une première publication montrant que des sujets japonais étaient déficients en 

CD36 (Nozaki et coll., 1995), une autre étude a montré que 3 à 5% des populations d’Asie et 

d’Afrique présentent une déficience en CD36 spécifiquement au niveau des plaquettes 

(Kashiwagi et coll., 1995) et que chez 10% de ces personnes, représentant 0,3 à 0,5% de ces 

populations, la déficience en CD36 est globale (Silverstein et Febbraio, 2000; TanakaNakata et 

coll., 2001). Avec les macrophages de ces sujets humains déficients en CD36, il a été montré 

qu’il y avait une baisse de l’internalisation des LDLox marquées à l’iode 125 de 40% chez ceux-

ci comparativement aux macrophages des sujets témoins (Nozaki et coll., 1995), concordant 

avec une étude précédente qui montrait une diminution de l’internalisation des LDLox de 50% 

dans les plaquettes et les macrophages humain THP-1 traités avec un anticorps anti-CD36 

(Endemann et coll., 1993). Les sujets humains déficients en CD36 présentent des taux circulants 

de AGNE et de TG plus élevés et sont plus à risque de développer des maladies 

cardiovasculaires (Ma et coll., 2004; Yuasa-Kawase et coll., 2012). 

 

1.1.7 Rôles pathologiques 

Dans les sections précédentes, il a été mentionné que le CD36 est impliqué dans la 

pathogenèse de plusieurs pathologies dont l’obésité, le diabète, l’athérosclérose, l’IAM, 
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l’accident vasculaire cérébral (AVC), la dégénérescence maculaire, l’alzheimer et la malaria. 

Les sections suivantes feront un survol du rôle du CD36 dans les pathologies qui sont en lien 

avec la thèse qui porte sur l’I/RM. 

 

1.1.7.1 L’obésité et le diabète 

Plusieurs maladies chroniques sont caractérisées par une perturbation du métabolisme 

des lipides. Par exemple, l’obésité présente une perte de la régulation du métabolisme du glucose 

et des acides gras, menant à un profil lipidique plasmatique athérogénique et à une accumulation 

délétère de TG dans le foie, le cœur et le muscle squelettique. Par conséquent, les individus 

obèses sont à haut risque de développer une résistance à l’insuline qui peut mener au 

développement du diabète de type 2 et à des complications cardiovasculaires, telles que l’IAM 

et la cardiomyopathie diabétique (Abdurrachim et coll., 2015; Zlobine et coll., 2016). 

L’implication du CD36 dans la régulation du métabolisme des acides gras dans des situations 

de surcharge lipidique fait de lui une cible thérapeutique attrayante dans l’étiologie de la 

lipotoxicité et de la résistance à l’insuline induite par l’obésité ou une diète riche en lipides 

(Glatz et coll., 2010; Liu et coll., 2016). La surcharge chronique d’acides gras au cœur et aux 

muscles initie un changement dans le recyclage du CD36 et cause sa relocalisation permanente 

des endosomes de réserve à la membrane sarcolemmique. Une étude chez le rat soumis à une 

diète riche en lipides a montré que l’utilisation d’une diète riche en lipides s’accompagne d’une 

relocalisation permanente du CD36 vers le sarcolemme en seulement deux à trois jours, ainsi 

que d’une augmentation de la vitesse d’internalisation des acides gras dans les cellules 

musculaires (Bonen et coll., 2015). De façon similaire, au niveau des muscles de rats obèses 

Zucker ou d’hommes souffrants d’obésité ou de diabète de type 2, le récepteur CD36 est 

transloqué de manière permanente à la membrane sarcolemmique, puisqu’une stimulation à 

l’insuline ou une augmentation de la contractilité n’augmente pas son expression à la membrane 

sarcolemmique et que son niveau d’expression protéique totale est similaire à celui d’un sujet 

sain (BonenParolin et coll., 2004; Han et coll., 2007; Luiken et coll., 2001). Le mécanisme 

moléculaire qui mène à la translocation permanente du CD36 au sarcolemme n’a pas encore été 

élucidé, mais il conduira non seulement à un métabolisme axé presque uniquement sur 

l’utilisation des acides gras comme substrat énergétique, et à la formation excessive de TG, de 



 

31 

diglycérides et de céramides dans les muscles squelettique et cardiaque. Dans ces tissus, il a été 

montré qu’une concentration intracellulaire trop importante de diglycérides et de céramides 

inhibe la signalisation de l’insuline, empêchant ainsi la translocation du transporteur du glucose 

4 (GLUT4, glucose transporter type) des endosomes au sarcolemme (figure 10) (Chabowski et 

coll., 2006). Par conséquent, moins de glucose entre dans la cellule et moins de glycogène est 

produit. À ce stade, le muscle est devenu résistant à l’insuline et développe une dysfonction 

contractile (Bonen et coll., 2015; Glatz et coll., 2016). Le CD36 joue donc un rôle important 

dans la phase précoce du développement de la résistance à l’insuline lors d’une surcharge en 

lipides. Lors de la reperfusion suite à un IAM, la forte présence du récepteur CD36 au 

sarcolemme chez les sujets obèses et diabétiques favorise l’entrée et l’oxydation des acides gras 

au détriment du glucose, ce qui mène à un rapport de production d’ATP par consommation 

d’oxygène moins efficace et exacerbe les dommages à la reperfusion (voir section 1.2.3.2.1 pour 

plus de détails). Des études ont montré que l’inhibition du CD36 par le SSO (Coort et coll., 

2002) ou la délétion du CD36 (SteinbuschLuiken et coll., 2011) protège les muscles contre la 

résistance à l’insuline et la dysfonction contractile induites par une diète riche en lipides. Il est 

intéressant de noter qu’une étude a montré que l’expression du CD36 est augmentée au niveau 

des macrophages différenciés à partir de monocytes humains en présence de concentrations 

élevées de glucose dans le milieu (Griffin et coll., 2001). Puisque le CD36 peut lier et causer 

l’internalisation des LDLox, l’augmentation de l’expression du CD36 chez les personnes 

atteintes d’obésité ou de diabète les rend plus à risque de développer l’athérosclérose. Une étude 

récente chez le rat soumis à une diète riche en lipides a montré qu’une surcharge en lipides 

inhibe l’activité de la pompe à protons H+-ATPase (ATP, adénosine triphosphate) vacuolaire 

(v-ATPase) en causant la séparation de la sous-unité ATPase cytosolique (V1) du canal de 

protons (V0). L’étude suggère que l’alcalinisation des endosomes de réserve cause la 

translocation de ceux-ci au sarcolemme et cela expliquerait le mécanisme menant au 

développement de la résistance à l’insuline (LiuSteinbusch et coll., 2017). 
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Figure 10. Désensibilisation à l’insuline dans les cardiomyocytes chez les individus atteints 

d’obésité 

Cer, céramide; DAG, diacylglycéride; GLUT, transporteur du glucose; IRS, substrat du 

récepteur de l’insuline; LKB1, liver kinase B1; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; TBC1D, Tre-

2/Bub2/Cdc16 domain family member; TG, triglycéride; V0, canal de protons V0; V1, ATPase 

cytosolique V1. Figure modifiée et traduite de (Chanda et coll., 2016; Glatz et Luiken, 2018). 

 

1.1.7.2 L’athérosclérose 

 Les cellules endothéliales qui tapissent les artères peuvent répondre à des stimuli 

mécaniques et moléculaires, permettant de réguler le tonus (Luscher et coll., 1991), 

l’homéostasie (Dahlback, 2000) et l’inflammation (Luscinskas et Gimbrone, 1996) dans la 

circulation sanguine. L’une des étapes initiales dans le développement de la pathologie de 

l’athérosclérose est le dysfonctionnement des cellules endothéliales artérielles dans les régions 

soumises à des forces de cisaillement et à un flux sanguin turbulent, tels qu’au niveau des 

embranchements et des repliements artériels (Davies, 1995; Gimbrone et coll., 2000). Dans ces 

régions plus susceptibles au développement de l’athérosclérose, les voies de signalisation qui 
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mènent à l’activation des enzymes eNOS, responsables de la production de l’oxyde nitrique 

(NO) qui maintient la barrière endothéliale, et de la superoxyde dismutase (SOD) qui réduit le 

stress oxydatif cellulaire, sont diminuées (Gimbrone et Garcia-Cardena, 2013; SenBanerjee et 

coll., 2004; Topper et coll., 1996). Par conséquent, les cellules endothéliales dans ces régions 

sont de forme cuboïde, ont une mince couche de glycocalyx et forment un alignement 

désordonné (Gimbrone et coll., 2000; Gouverneur et coll., 2006; Nerem et coll., 1981). 

L’intégrité de la barrière endothéliale étant compromise à ces endroits, cela fait en sorte que les 

LDLs, les VLDLs et les chylomicrons sont plus susceptibles de s’insérer sous la couche de 

cellules endothéliales et de s’y accumuler (Linton et coll., 2000; Schwenke et Carew, 1989). 

Une concentration circulante élevée en cholestérol, contenu principalement dans les LDLs, est 

reconnue comme étant un facteur de risque important de l’athérosclérose (Ference et coll., 2017; 

Linton et coll., 2000). Le foie synthétise et sécrète des lipoprotéines de très faible densité 

(VLDL, very low density lipoprotein) riches en TG et en esters de cholestérol. Contrairement 

aux chylomicrons qui expriment une molécule d’apoB48 lors de leur synthèse par les 

entérocytes, les VLDLs expriment une molécule d’apoB100 (Anant et Davidson, 2002) et vont 

maturer avec l’acquisition des apoE, apoCII et apoCII à partir des HDLs circulants. L’hydrolyse 

et la libération des TG et des esters de cholestérol aux tissus extrahépatiques transforment 

progressivement les VLDLs en lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), et éventuellement 

en LDLs qui sont riches en esters de cholestérol. La LDL est considérée comme étant la 

lipoprotéine ayant le plus d’effets néfastes pour la santé, conduisant aux maladies 

cardiovasculaires, principalement dû au fait qu’elle est la plus susceptible de s’accumuler dans 

l’intima et de se faire oxyder (Staprans et coll., 2003). Dans les cellules endothéliales activées, 

l’activité réduite d’eNOS diminue la production de NO qui lève son effet inhibiteur sur le facteur 

nucléaire kappa B (NFκB, nuclear factor kappa B) et qui cause la transcription de protéines 

d’adhérence endothéliales, tels que VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule-1) et P-sélectine, de récepteurs pro-inflammatoires, tel que 

TLR2 (toll-like receptor 2), et de cytokines, tels que CCL2 (chemokine C-C motif ligand 2) et 

IL-8 (Hamik et coll., 2007; SenBanerjee et coll., 2004; Yurdagul et coll., 2013). De plus, le 

NFκB cause aussi la transcription de la xanthine oxydase, de la sous-unité gp91phox de la 

NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP) réduit) oxydase (ou NOX2) et 

d’iNOS impliqués dans la production de ROS qui peuvent oxyder les lipoprotéines qui sont à 
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proximité et produire des LDLox (Steinbrecher, 1988; Ungvari et coll., 2006). L’inflammation 

chronique observée dans certaines conditions pathologiques, telles que l’obésité et le diabète, 

peut aussi contribuer à la formation de LDLox pouvant être piégées dans l’espace sous-

endothélial des artères (Gautam et Banerjee, 2011). Les LDLox (Cominacini et coll., 2000), 

ainsi que d’autres stimuli tels que les cytokines (Collins et coll., 1995), les AGEs (Park et coll., 

2011) et les motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs) (Dauphinee et Karsan, 

2006), peuvent activer les cellules endothéliales avoisinantes et les prédisposer à développer 

l’athérosclérose (Linton et coll., 2000). 

 

L’activation des cellules endothéliales recrute les monocytes dans une cascade 

d’évènements qui inclut séquentiellement la roulade, l’adhésion, l’activation et la diapédèse des 

monocytes à travers les cellules endothéliales. La roulade permet l’interaction entre les 

monocytes et les cellules endothéliales, principalement par la P-sélectine, afin de ralentir leur 

parcours. Par la suite, les monocytes adhèrent de manière plus ferme sur les cellules 

endothéliales par l’interaction des VCAM-1 et ICAM-1 avec les intégrines leucocytaires 

(Galkina et Ley, 2007). La migration des monocytes dans l’espace sous-endothélial est induite 

par des facteurs chimioattractants, tels que le CCL2 et l’IL-8 (Boisvert et coll., 1998; Gerszten 

et coll., 1999; Gu et coll., 1998). Chez la souris, les monocytes qui présentent le marqueur 

Ly6Chi vont préférentiellement migrer dans l’espace sous-endothélial et maturer en 

macrophages pro-inflammatoires de type M1, en comparaison aux monocytes qui présentent le 

marqueur Ly6Clo (Libby et coll., 2013; Swirski et coll., 2007; Swirski et coll., 2009). Les 

macrophages vont internaliser les LDLs accumulés dans la couche sous-endothéliale, les 

dégrader dans les lysosomes, alors que l’excès de cholestérol est envoyé dans le RE pour être 

estérifié en ester de cholestérol. Les esters de cholestérol sont par la suite relâchés dans le cytosol 

et s’y accumuleront sous forme de gouttelettes lipidiques, une caractéristique des cellules 

spumeuses (Brown et Goldstein, 1983; Brown et coll., 1979). L’accumulation de cellules 

spumeuses conduit à la formation d’une strie graisseuse des plaques athéromateuses dans la 

tunique intima des artères (Linton et coll., 2000). L’activation des cellules musculaires lisses 

vasculaires (CMLV), des neutrophiles et des macrophages cause l’activation des enzymes 

oxydantes, telles que la myéloperoxydase (Hazen et Heinecke, 1997), la xanthine oxydase 

(George et Struthers, 2009), la NADPH  oxydase (Aviram et coll., 1996) et iNOS (inducible 
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nitric oxide synthase) (Miyoshi et coll., 2006), qui peuvent oxyder les LDLs. Les LDLox se 

lient avec une plus grande affinité envers le CD36 présent sur les macrophages qui favorise leur 

internalisation et la formation de cellules spumeuses (Moore et Freeman, 2006; Younis et coll., 

2008). En effet, parmi les nombreux récepteurs éboueurs exprimés par les macrophages, le 

CD36 et le récepteur éboueur de classe A (SR-A1, scavenger receptor A1) sont responsables de 

l’internalisation de la majorité des LDLox, soit une baisse de 75-90% d’internalisation des 

LDLox chez les macrophages péritonéaux in vitro de souris SR-A1 et CD36 double déficientes 

(Kunjathoor et coll., 2002). In vivo, les souris double déficientes en CD36 et en apoE présentent 

entre 61% et 76% moins de lésions aortiques que les souris déficientes en apoE seulement 

(Febbraio et coll., 2000; Kuchibhotla et coll., 2008). Dans une autre étude, la transplantation de 

moelle osseuse de souris double déficientes en CD36 et en apoE chez des souris déficientes en 

apoE et irradiées a diminué les lésions de 88%, tandis que la transplantation de moelle osseuse 

de souris déficientes en apoE chez des souris double déficientes en CD36 et en apoE et irradiées 

a augmenté les lésions de 110% (Febbraio et coll., 2004). Dans notre laboratoire, un traitement 

prolongé avec le EP 80317, un ligand sélectif du CD36, a diminué les lésions aortiques de 51% 

et 65% chez les souris déficientes en apoE, comparativement au groupe traité avec le véhicule 

(Harb et coll., 2009; Marleau et coll., 2005). De plus, le traitement avec le EP 80317 cause une 

diminution de la phosphorylation des kinases Src et de leur cible en aval, la kinase d’adhésion 

focale Pyk2, qui est responsable de la polymérisation de l’actine et qui empêche les 

macrophages de migrer au site (Harb et coll., 2009). La liaison des LDLox avec le CD36 sur les 

macrophages active la voie Lyn, MEK kinase 2 (MEKK2) et de JNK1 et JNK2 et la formation 

subséquente de cellules spumeuses (Rahaman et coll., 2006). Une étude récente a montré que le 

CD146 interagit avec le CD36 pour l’aider à activer ses voies de signalisation et l’internalisation 

des LDLox (Luo et coll., 2017). L’internalisation des LDLox par les macrophages augmente 

l’expression des récepteurs éboueurs et des transporteurs responsable de l’efflux du cholestérol, 

et active les voies de signalisation pro-inflammatoires conduisant à l’augmentation de la 

sécrétion de cytokines, de chimiokines et du stress oxydatif, et par conséquent, à l’oxydation 

davantage de LDLs, l’activation des cellules endothéliales, le recrutement de monocytes et la 

formation de cellules spumeuses (Adamson et Leitinger, 2011; Bolick et coll., 2009; Brand et 

coll., 1993; Colin et coll., 2014; Peled et Fisher, 2014; Wang et coll., 2002). En effet, 

l’internalisation des LDLox augmente la production de 15-déoxy-∆12,14-prostaglandine J2 (15d-
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PGJ2) et d’acide 9-hydroxy-10,12-octadécadiénoïque (9-HODE) par la cyclooxygénase-2 

(COX-2) ou d’acide 13-hydroxy-9,11-octadécadiénoïque (13-HODE) par la lipoxygénase (Baer 

et coll., 1991; Huang et coll., 1999; Yoshida et Niki, 2006). Ces métabolites peuvent lier et 

activer les PPARα et PPARγ qui formeront un hétérodimère avec le RXR et se lieront sur le 

promoteur du CD36 pour initier sa transcription (Bochkov et coll., 2010; Obinata et Izumi, 2009; 

Rolin et Maghazachi, 2014; Yin et coll., 2009). L’augmentation de l’expression du CD36 cause 

une augmentation de l’internalisation des LDLox, promouvant ainsi la formation de cellules 

spumeuses et de lésions athérosclérotiques lorsque la cellule dépasse sa capacité à emmagasiner 

les LDLox (Febbraio et coll., 2000; Silverstein et coll., 2010). L’internalisation des LDLox 

stimule en parallèle la transcription du transporteur à cassette liant l’ATP -A1(ABCA1, ATP 

binding cassette-A1), responsable de l’efflux du cholestérol (Taketa et coll., 2008). 

L’inflammation peut aussi être induite par le cholestérol dans les vésicules ou les gouttelettes 

lipidiques ou sous forme de cristaux (Tall et Yvan-Charvet, 2015; Ye et coll., 2011) ou par les 

interleukines IL-1β et IL-18 produites par l’activation de l’inflammasome (Duewell et coll., 

2010; Lu et Kakkar, 2014). Il est possible de réduire l’inflammation dans les cellules spumeuses 

en éliminant le cholestérol. Le HDL est une molécule anti-athérogénique qui capte le cholestérol 

qui est efflué par les transporteurs ABCA1 et ABCG1 (Fioravanti et coll., 2011; Kellner-Weibel 

et de la Llera-Moya, 2011; Yancey et coll., 2007; Ye et coll., 2011). Dans une étude effectuée 

par le groupe de Ong, un ligand synthétique du CD36, le EP 80317, a aussi causé l’efflux du 

cholestérol en activant la voie ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2), COX-2, 

15d-PGJ-2 et PPARγ, causant la transcription de ABCA1 mais pas du CD36 (Bujold et coll., 

2013).  

 

Les stries graisseuses initialement formées de cellules spumeuses ne causent pas 

vraiment de complications cliniques et peuvent subir une régression. Toutefois, l’infiltration de 

CMLV et une progression trop avancée des lésions sont des facteurs qui diminuent la possibilité 

de régression (Fisher et coll., 2012). La sécrétion de facteurs de croissance, tels que le facteur 

de croissance dérivé des plaquettes (PDGF, platelet derived growth factor) (Raines, 2004), le 

facteur de croissance des fibroblastes (FGF, fibroblast growth factor) (Yang et coll., 2015) et le 

facteur de croissance épidermique liant l’héparine (HB-EGF, heparin binding epidermal growth 

factor) (Molloy et coll., 1999), par les macrophages cause la prolifération des CMLV qui sont 
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déjà présentes dans l’intima (Schwartz, 1999), tandis que la dégradation de la matrice 

extracellulaire, du collagène et de l’élastine par les métalloprotéinases cause la prolifération des 

CMLV de la média et leur migration vers l’intima (Johnson, 2007). L’accumulation des CMLV 

produit une matrice extracellulaire complexe, composée de collagène, de protéoglycanes et 

d’élastine, qui forme un cap fibreux au-dessus d’un noyau formé de cellules apoptotiques, 

nécrotiques et de dépôt de cholestérol et de lipides (Bobik, 2006; Libby, 2000). Le cap fibreux 

sert de barrière pour empêcher la rupture de la plaque et l’exposition de facteurs pro-

thrombotiques de la lésion à la circulation sanguine, permettant d’éviter la formation d’un 

thrombus et des évènements cliniques qui s’ensuivent, tels que l’IAM (Ambrose et Singh, 2015; 

Cleutjens et coll., 2008). En effet, au fur et à mesure que les lésions progressent, les lipides 

extracellulaires s’accumulent de manière substantielle formant un noyau composé entre autres 

d’esters de cholestérol libérés suite à la mort des cellules spumeuses (Kruth, 1984; Linton et 

coll., 2000; Minor et coll., 1989). Cela cause le recrutement et l’accumulation additionnelle de 

cellules dans l’intima, causant une protrusion de la lésion dans la lumière de l’artère et 

l’occlusion progressive du vaisseau (Alexander et coll., 2012; Alexander et Owens, 2012; 

Heusch et coll., 2014). Les plaquettes exprimant le CD36 sont capables de lier les LDLox, 

causant le recrutement de Fyn et de Lyn, l’activation de la MAP (mitogen-activated protein) 

kinase kinase-4 (MKK4) et de JNK2 et l’activation des plaquettes, accélérant la formation du 

thrombus (Chen et coll., 2008). 

 

Dans le cas où l’inflammation perdure dans les lésions athéromateuses, la plaque se 

fragilise et devient plus à risque de se rompre. Dans cette condition, on peut observer un gros 

noyau nécrotique et un amincissement du cap fibreux (Libby, 2013; Virmani et coll., 2002). Le 

noyau nécrotique grossit à mesure que les macrophages meurent et que le nombre de cellules 

apoptotiques dépasse leur capacité à les phagocyter (Tabas, 2010). Les macrophages meurent 

alors par nécrose et déversent leur contenu de LDLox ainsi que des composants inflammatoires 

et oxydatifs, engendrant une augmentation de l’inflammation, du stress oxydatif et de la mort 

des cellules avoisinantes (Thorp et Tabas, 2009). En effet, l’activation des TLR2/4 et du CD36 

suite à leur liaison avec les phospholipides oxydés induit la cascade de signalisation pro-

apoptotique de MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) et du facteur de 

transcription NFkB, causant l’assemblage de la  NADPH-oxydase (NOX)-2 et l’activation de 
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JNK qui active l’apoptose (Seimon et coll., 2010; Tajbakhsh et coll., 2018; Yvan-Charvet et 

coll., 2010). L’amincissement du cap fibreux est causé en partie par la mort des CMLV suite à 

la relâche de ligands FAS (fatty acid synthase) pro-apoptotiques (Geng et coll., 1997), de 

cytokines pro-inflammatoires (Boyle et coll., 2003) et de ROS (Fruhwirth et coll., 2006; Lee et 

coll., 2006) par la mort des macrophages. De plus, la diminution de la relâche de facteur de 

croissance transformant-β (TGF-β, transforming growth factor β) par les phagocytes réduit la 

production de collagène par les CMLV (Fadok et coll., 1998; Tao et coll., 2015). En parallèle, 

la relâche de métalloprotéinases (Galis et coll., 1995; Quillard et coll., 2014; Schneider et coll., 

2008), d’élastases et de cathepsines (Liu et coll., 2004) par les macrophages cause la dégradation 

des composantes de la matrice extracellulaire et la fragilisation du cap fibreux. La rupture du 

cap fibreux peut mener à la formation d’un thrombus et d’évènements cardiovasculaires 

ischémiques (Linton et coll., 2000). 
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Figure 11. Étapes dans le développement de l’athérosclérose qui mène à un infarctus aigu 

du myocarde 

CCL2, chemokine C-C motif ligand 2; CCL5, chemokine C-C motif ligand 5; ICAM, molécule 

d’adhérence intercellulaire; LDL lipoprotéine de faible densité, ROS, espèces réactives de 

l’oxygène (reactive oxygène species); VCAM, molécule d’adhérence de cellules vasculaires; 

VLDL, lipoprotéine de très faible densité. Figure inspirée et traduite de (Linton et coll., 2000). 

 

1.2 Le cœur 

La prochaine section décrit le métabolisme d’un cœur en condition physiologique 

normale afin de le comparer à la pathologie de l’I/RM. 

1.2.1 Métabolisme physiologique d’un cœur sain 

Le cœur est un muscle qui bat en moyenne 100,000 fois par jour pour pomper 

approximativement 10000 kg de sang afin d’approvisionner tout le corps en oxygène et en 
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nutriments (Neubauer, 2007). Pour jouer ce rôle crucial, le cœur utilise environ 6 kg d’ATP par 

jour, ce qui correspond à environ 25 fois son propre poids. Il n’est donc pas surprenant que le 

myocarde, en condition physiologique, dépende majoritairement du métabolisme aérobique 

pour produire ce haut niveau d’énergie (Neubauer, 2007). Le cœur utilise principalement les 

AGNEs, qui constituent de 40 à 60% de ses substrats énergétiques, pour produire de l’ATP afin 

de maintenir sa fonction contractile. Toutefois, le cœur peut aussi utiliser le glucose et le lactate, 

qui produisent de 20 à 40% de la production d’ATP qui lui est nécessaire. Dans une moindre 

mesure, les corps cétoniques et les acides aminés peuvent aussi lui servir comme substrats 

énergétiques (Lopaschuk, 2017). Bien que les acides gras permettent aux cellules de produire 

beaucoup d’ATP (129 ATP par molécule de palmitate possédant 16 carbones), cette production 

consomme 12% plus d’oxygène par molécule d’ATP produite comparativement à l’utilisation 

du glucose (36 ATP par molécule de glucose possédant 6 carbones) et du lactate comme 

substrats énergétiques (Lionetti et coll., 2011). Environ 65% de l’ATP produite par le cœur sont 

utilisés pour sa fonction contractile et le reste est utilisé pour le fonctionnement de ses pompes 

ioniques. Il existe un équilibre très serré entre la production et l’utilisation de l’ATP dans le 

cœur. En effet, le cœur ne possède qu’une réserve très faible d’ATP qu’il pourrait utiliser 

complètement en seulement 10 secondes en condition normale (Stanley et coll., 2005). Le 

tableau I résume la contribution relative des différentes sources énergétiques que le cœur utilise 

pour produire de l’ATP dans les conditions physiologiques normales en comparaison avec une 

situation de reperfusion après une ischémie. Les sections qui suivent vont traiter des voies 

métaboliques du glucose et des acides gras dans le cœur sain, telles qu’illustrées à la figure 12. 
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Tableau I. Contribution relative des différentes voies métaboliques pour produire de 

l’ATP dans un cœur sain et un cœur reperfusé après une ischémie 

Source Voie métabolique Condition 
physiologique 

Coeur reperfusé 
après une ischémie 

Acides gras β-oxydation 40-60% 60-90% 

Glucose Glycolyse 2-8% 10-20% 

Lactate Oxydation du lactate 10-15% 5-10% 

Pyruvate* Oxydation du glucose 20-40% 5-10% 

Cétones Oxydation des cétones 10-15% 10-15% 

Acides aminés Catabolisme des acides aminés 1-2% 1-2% 

*La source de pyruvate provient du glucose et du lactate.  

Tableau inspiré des figures de (Lopaschuk, 2017). 

 



 

42 

 

Figure 12. Voies métaboliques du glucose et des acides gras dans un coeur sain 

Le métabolisme cardiaque en situation physiologique normale. Les flèches de couleur orange 

représentent les voies qui favorisent le métabolisme des acides gras en condition physiologique. 

ACBP, acyl-CoA binding protein; ACS, acyl-CoA synthétase; AMP, adénosine 

monophosphate; ATP, adénosine triphosphate; CAT, carnitine acyl-carnitine translocase; 

CPT1b, carnitine palmitoyltransférase 1b; CPT2, carnitine palmitoyltransférase 2; FAD, flavine 

adénine dinucléotide; FADH2, flavine adénine dinucléotide réduit; GLUT, transporteur du 

glucose; LDH, lactate déshydrogénase; MPC, mitochondrial pyruvate carrier; NAD, 
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nicotinamide adénine dinucléotide; NADH, nicotinamide adénine dinucléotide réduit; PDH, 

pyruvate déshydrogénase; PFK1, phosphofructokinase-1; VLDL, very low density lipoprotéine. 

Figure inspirée de (Lopaschuk et coll., 2010). 

 

1.2.1.1 Les acides gras 

Tel que mentionné précédemment, le cœur utilise principalement les acides gras comme 

substrat énergétique pour produire son ATP. Ces acides gras incluent les acides gras à chaînes 

longues libérés des triglycérides contenus dans les chylomicrons et les VLDL en circulation 

sous l’action de la LPL. Ils peuvent également être captés sous forme d’AGNEs liés à l’albumine 

circulante ou libérés à partir des triglycérides emmagasinés sous forme de gouttelettes lipidiques 

dans les cardiomyocytes (Lopaschuk et coll., 2010). Les acides gras circulants peuvent traverser 

la membrane sarcolemmique des cardiomyocytes par diffusion passive, mais ce processus est 

trop lent pour fournir la quantité d’acides gras nécessaire au bon fonctionnement du cœur. La 

capture myocardique des acides gras à l’aide de transporteurs est donc privilégiée. Ainsi, les 

AGNEs pénètrent dans la cellule par transport facilité à l’aide des protéines membranaires 

FATP-1 et -6, CD36 et FABPpm (Glatz et coll., 2010). Parmi ces protéines, des études 

d’inhibition (Luiken et coll., 2004) et de délétion (Kuang et coll., 2004) du récepteur CD36 ont 

montré que celui-ci est responsable de l’internalisation de 50 à 60% des acides gras dans les 

cardiomyocytes. Une réserve de CD36 se retrouve dans des endosomes et peut être déplacée 

dans des vésicules vers la membrane sarcolemmique pour augmenter, si nécessaire, 

l’internalisation des acides gras (Luiken et coll., 2004). Les contractions cardiaques 

consomment de l’ATP, diminuant ainsi le ratio ATP/AMP, ce qui stimule l’AMPK à 

phosphoryler et inactiver la TBC1D1 (TBC1 domain family member 1). En temps normal, la 

TBC1D1 hydrolyse le GTP et garde la GTPase Rab sous sa forme inactive couplée à la 

guanosine diphosphate (GDP). L’inactivation de la TBC1D1 par l’AMPK permet le couplage 

du GTP avec les protéines Rab (2A, 8A, 10 et 14). Le complexe Rab peut ensuite aller à la 

membrane des endosomes pour transférer son GTP à un effecteur de Rab, ce qui permet la fusion 

des endosomes avec les vésicules contenant le CD36 et leur transport vers le sarcolemme, 

augmentant ainsi l’expression sarcolemmale du CD36 (Chanda et coll., 2016; Schwenk et coll., 

2010; Tan et coll., 2012). L’AMPK phosphoryle aussi la TBC1D4, aussi appelé AS160 (substrat 
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de la protéine kinase B (Akt) 160 kDa), et par les voies de signalisation qui en découlent de 

manière similaire à la TBC1D1, augmente cette fois la translocation de GLUT4 au sarcolemme 

(Chanda et coll., 2016). La stimulation de l’AMPK conduit donc à la fois à une augmentation 

de l’entrée des acides gras et celle du glucose en augmentant l’expression de leurs transporteurs 

respectifs au sarcolemme. L’entrée des acides gras stimule la LKB1 (liver kinase B1) à stimuler 

davantage l’AMPK, amplifiant ainsi l’entrée des acides gras et du glucose (Samovski et coll., 

2015). 

 

 

 

Figure 13. Stimulation de la translocation des vésicules de CD36 et de GLUT4 au 

sarcolemme par l’AMPK et Akt 

GLUT, transporteur du glucose; IRS, substrat du récepteur de l’insuline; LKB1, liver kinase B1; 

PI3K, phosphoinositide 3-kinase; TBC1D, Tre-2/Bub2/Cdc16 domain family member; TG, 

triglycéride; V0, canal de protons V0; V1, ATPase cytosolique V1. Figure inspirée et traduite de 

(Chanda et coll., 2016). 
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À l’inverse, l’augmentation de la concentration d’acides gras intracellulaires cause la 

polyubiquitination du CD36, menant à sa dégradation, un mécanisme de rétro-inhibition. Cette 

ubiquitination est diminuée en présence d’insuline (Lopaschuk et coll., 2010). Une fois dans le 

cytosol, l’ACS va estérifier les acides gras en y ajoutant un groupement CoA. Les acyl-CoAs 

ainsi obtenus sont ensuite liés à une protéine de liaison de l’acyl-CoA (ACBP, acyl-CoA binding 

protein) dans le cytosol et peuvent ensuite être emmagasinés sous forme de triglycérides ou être 

oxydés dans les mitochondries (Figure 14) (Ellis et coll., 2011; Lopaschuk et coll., 2010). Sur 

la membrane externe mitochondriale, la CPT1b fait entrer les acyl-CoA dans la mitochondrie 

en transférant le groupement acyl sur la carnitine I pour donner l’acyl-carnitine. L’acyl-carnitine 

est ensuite transloquée à travers la membrane interne mitochondriale à l’aide de la carnitine 

acyl-carnitine translocase (CAT), où la CPT2 régénère la carnitine en convertissant l’acyl-

carnitine en acyl-CoA afin de pouvoir entrer dans le cycle de la bêta-oxydation. La bêta-

oxydation a lieu dans la matrice mitochondriale, où les enzymes acyl-CoA déshydrogénase, 

énoyl-CoA hydratase, 3-L-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et 3-kétoacyl-CoA thiolase vont 

séquentiellement raccourcir les AGCL de deux carbones pour donner une molécule d’acétyl-

CoA, un nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) réduit (NADH) et une flavine adénine 

dinucléotide (FAD) réduite (FADH2) à chaque cycle (Figure 14). Les enzymes acyl-CoA 

déshydrogénase et 3-L-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase sont activées lorsque les ratios 

FADH2/FAD et NADH/NAD+ sont diminués, tandis que la 3-kétoacyl-CoA thiolase est inhibée 

lorsque le ratio acétyl-CoA/CoA est augmenté. Cela permet de diminuer l’activité de la bêta-

oxydation lorsque l’activité du cycle de Krebs et de la chaîne de transport des électrons (CTE) 

sont diminuées dans une situation de faible demande métabolique (Jaswal et coll., 2011).  
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Figure 14. La bétâ-oxydation des acides gras 

NAD, nicotinamide adénine dinucléotide; NADH, nicotinamide adénine dinucléotide réduit; 

FAD, flavine adénine dinucléotide; FADH2, flavine adénine dinucléotide réduite. Figure 

inspirée et traduite de (Lopaschuk et coll., 2010). 

 

Des études ont suggéré que la CTP1b est l’enzyme limitante pour le métabolisme global 

des acides gras (Saddik et coll., 1993), mais la diminution de son activité de 44% par l’étomoxir 

n’a toutefois pas altéré la vitesse d’internalisation et d’oxydation des acides gras dans le 

myocarde (Luiken et coll., 2009). Il serait donc plus probable que la vitesse d’internalisation 

des acides gras soit régulée principalement par les protéines membranaires, telles que le CD36 

(Glatz et coll., 2016), tandis que la CPT1b soit l’enzyme responsable de l’étape limitante de la 

bêta-oxydation, puisqu’elle contrôle l’entrée des acides gras dans la mitochondrie (Onay-

Besikci et coll., 2003). L’activité de la CPT1b est régulée par rétro-inhibition. L’acétyl-CoA 

mitochondrial peut être converti en acétylcarnitine par la carnitine acétyltransférase et transporté 
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vers le cytosol, puis reconverti en acétyl-CoA par la carnitine acétyltransférase cytosolique 

(Reszko et coll., 2004). Lorsque les concentrations d’acétyl-CoA cytosoliques sont élevées, 

l’ACC2 (acetyl-CoA carboxylase-2) catalyse la conversion de l’acétyl-CoA en malonyl-CoA, 

qui peut lier la CPT1b et inhiber ainsi son activité. Par contre, lorsque les niveaux cytosoliques 

de malonyl-CoA sont élevés, la malonyl-CoA décarboxylase (MCD) convertit le malonyl-CoA 

en acétyl-CoA, levant son effet inhibiteur sur la CPT1b (Saddik et coll., 1993). De plus, une 

quantité de citrate peut s’échapper lors de son oxydation dans le cycle de Krebs, à l’étape 

d’oxydation de l’acétyl-CoA, et peut être déplacé vers le cytosol par le transporteur 

tricarboxylate, activer l’ACC2 de manière allostérique et diminuer ainsi l’entrée d’acides gras 

dans la mitochondrie (Munday, 2002). D’autre part, l’activité de l’ACC2 est diminuée après sa 

phosphorylation par l’AMPK (Hardie, 1992).  

 

1.2.1.2 Le glucose 

L’entrée du glucose dans les cardiomyocytes est régulée par sa translocation à travers 

les transporteurs de glucose, GLUT1 et GLUT4, par diffusion facilitée indépendamment de 

l’ATP au niveau de la membrane sarcolemmique (Becker et coll., 2001; Hruz et Mueckler, 

2001). Comme pour le CD36, on retrouve une réserve de GLUT4 dans des endosomes, cette 

dernière pouvant être déplacée au sarcolemme lorsque le cœur requiert plus d’énergie. Ce 

mouvement du GLUT4 est stimulé par les contractions et l’insuline par les mêmes voies que 

celles utilisées pour le déplacement des réserves de CD36, comme expliqué précédemment 

(figure 13) (Luiken et coll., 2004; Luiken et coll., 2015; Steinbusch et coll., 2011). Une fois à 

l’intérieur de la cellule, le glucose y est séquestré après sa phosphorylation par l’hexokinase II 

en glucose-6-phosphate (Postic et coll., 1994). À cette étape, le glucose peut être emmagasiné 

sous forme de glycogène ou entrer dans la voie de la glycolyse. Si le glucose est destiné à la 

glycolyse, le glucose-6-phosphate est transformé en fructose-6-phosphate par la phospho-

glucose isomérase, puis la phosphofructokinase-1 (PFK1) le convertit en fructose-1,6-

biphosphate, une étape qui consomme une molécule d’ATP. L’activité de la PFK1 est 

augmentée en présence de fructose-6-phosphate, alors qu’elle est inhibée lorsque les taux 

d’ATP, de citrate ou de protons augmentent (Depre et coll., 1998). À la fin de la glycolyse, la 

molécule de glucose a été convertie en deux molécules de pyruvate avec la production de deux 
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molécules d’ATP et de deux coenzymes NAD+ réduits en NADH + H+. Le pyruvate peut, par 

la suite, soit entrer dans la voie de l’oxydation du glucose, soit être converti en lactate. Il est à 

noter qu’en condition ischémique (section 1.2.3.1), en absence d’oxygène (O2), le pyruvate est 

converti en lactate par le lactate déshydrogénase, une réaction couplée à l’oxydation du NADH 

en NAD+, permettant ainsi de maintenir la glycolyse active (Jaswal et coll., 2011). En présence 

d’oxygène, la voie de l’oxydation du glucose (ou oxydation du pyruvate) est favorisée et le 

pyruvate entre dans la mitochondrie par le transporteur de pyruvate mitochondrial (MPC, 

mitochondrial pyruvate carrier) en même temps qu’un proton pour préserver une charge 

électrostatique neutre. Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate est converti en acétyl-CoA 

par la pyruvate déshydrogénase (PDH) (figure 12), une enzyme faisant partie d’un complexe 

composé de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK) et de la pyruvate déshydrogénase 

phosphatase (PDP). La PDH régule l’oxydation du glucose et elle est elle-même régulée par sa 

phosphorylation et par les concentrations de ses produits et de ses substrats (Holness et Sugden, 

2003; Sugden et Holness, 2003). Lorsque les niveaux d’actéyl-CoA/CoA et de NADH/NAD+ 

augmentent, la PDK devient active et phosphoryle la PDH, ce qui l’inactive. Par contre, la PDH 

et la PDP deviennent plus actives en présence de grande quantité de pyruvate ou de calcium, 

respectivement, dans la mitochondrie ce qui conduit à la déphosphorylation et à l’activation de 

la PDH (Holness et Sugden, 2003; Sugden et Holness, 2003).  

 

1.2.1.3 Le cycle de Randle 

Il a été mentionné précédemment que le cœur utilise principalement les acides gras 

comme source d’énergie en condition physiologique normale. Toutefois, le cœur est un organe 

qui possède la capacité de changer rapidement de substrat selon leur disponibilité afin de 

continuer à produire de l’ATP pour son bon fonctionnement (Hue et Taegtmeyer, 2009). Les 

métabolismes des acides gras et du glucose se régulent l’un et l’autre à travers le cycle de 

Randle, nommé ainsi par celui qui l’a décrit en 1963 (Randle et coll., 1963). L’acétyl-CoA et le 

NADH produits par l’oxydation des acides gras peuvent inhiber la PDH, inhibant ainsi 

l’oxydation du glucose (Jaswal et coll., 2011). De plus, le citrate, retrouvé dans le cycle de 

Krebs, peut aller dans le cytosol et inhiber la PFK1, causant une accumulation de glucose-6-

phosphate, qui à son tour inhibe l’hexokinase II (Randle, 1998). 
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D’un autre côté, l’acétyl-CoA produit par la PDH inhibe l’enzyme 3-kétoacyl-CoA thiolase, 

alors que le NADH produit par l’oxydation du glucose inhibe les enzymes 3-hydroxyacyl-CoA 

déshydrogénase et l’acyl-CoA déshydrogénase dans le cycle de la bêta-oxydation (Jaswal et 

coll., 2011). Une augmentation de la production d’acétyl-CoA peut aussi inhiber l’oxydation 

des acides gras après sa conversion en malonyl-CoA par l’ACC2 mitochondriale, qui inhibe la 

CPT1 et ainsi empêche l’entrée des acides gras dans la mitochondrie, alors que la conversion en 

malonyl-CoA par l’ACC1 cytosolique favorise l’emmagasinage des acides gras sous forme de 

triglycérides (figure 15) (Stanley et coll., 2005). L’inhibition de l’oxydation du glucose en 

présence d’un haut taux d’oxydation des acides gras mène à son découplage avec la glycolyse, 

ce qui peut conduire à une forte production de lactate et de protons. L’absence du co-transporteur 

des protons avec le pyruvate dans les mitochondries cause leur accumulation dans le cytosol. 

Par conséquent, le pH intracellulaire chute et l’élimination des protons dans le milieu 

extracellulaire résultera en une accumulation de sodium et de calcium et de la consommation 

d’ATP par les différents échangeurs ioniques (Lopaschuk et coll., 2010). Ces évènements seront 

détaillés dans la section sur l’ischémie du myocarde. 
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Figure 15. Le cycle de Randle 

Voies métaboliques du glucose et des acides gras dans le cœur qui s’opposent l’un contre l’autre 

pour promouvoir le métabolisme de son substrat respectif. Le métabolisme cardiaque en 

situation physiologique normale a été mis plus pâle pour mettre en évidence les éléments 
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pertinents au cycle de Randle sur l’inhibition des voies métaboliques des acides gras et du 

glucose illustrés en gras. La couleur orange représente les voies qui favorisent le métabolisme 

des acides gras et la couleur bleue représente les voies qui favorisent le métabolisme du glucose. 

ACBP, acyl-CoA binding protein; ACC, acétyl-CoA carboxylase; ACL, ATP citrate lyase; 

ACS, acyl-CoA synthétase; AMP, adénosine monophosphate; AMPK, protéine kinase activée 

par l’AMP; ATP, adénosine triphosphate; CAT, carnitine acyl-carnitine translocase; CPT1b, 

carnitine palmitoyltransférase 1b; CPT2, carnitine palmitoyltransférase 2; FABP, fatty acid 

binding protein; FAD, flavine adénine dinucléotide; FADH2, flavine adénine dinucléotide 

réduite; GLUT, transporteur du glucose; LDH, lactate déshydrogénase; MPC, mitochondrial 

pyruvate carrier; NAD, nicotinamide adénine dinucléotide; NADH, nicotinamide adénine 

dinucléotide réduit; O2, oxygène; PDH, pyruvate déshydrogénase; PFK1, phosphofructokinase-

1; VLDL, very low density lipoprotein. Figure inspirée de (Lopaschuk et coll., 2010).  

 

1.2.1.4 Le cycle de Krebs 

L’acétyl-CoA produit par la bêta-oxydation et l’oxydation du glucose entre ensuite dans 

le cycle de Krebs, aussi appelé le cycle de l’acide citrique, en honneur du nom de la personne 

qui l’a décrite en 1937 (Burdette, 1952). L’acétyl-CoA est d’abord condensé avec l’oxaloacétate 

par la citrate synthase pour former le citrate et conduire à la libération du groupement CoA. Le 

citrate peut sortir de la mitochondrie ou être déshydraté par l’aconitase pour former le cis-citrate 

qui est ensuite réhydrater par l’aconitase pour former l’isocitrate. L’isocitrate est ensuite oxydé 

et décarboxylé par l’isocitrate déshydrogénase pour former l’α-kétoglutarate, produisant une 

molécule de dioxyde de carbone (CO2) et de NADH par la réduction du NAD+. L’α-

kétoglutarate est oxydé et décarboxylé par l’α-kétoglutarate déshydrogénase pour former le 

succinyl-CoA, une réaction qui transfère le groupement CoA et qui produit encore une fois une 

molécule de CO2 et de NADH. Le succinyl-CoA est ensuite déphosphorylé par la succinyl-CoA 

synthétase pour former le succinate, une réaction qui libère le groupement CoA et qui produit 

une molécule de GTP ou d’ATP. Le succinate est ensuite oxydé par la succinate déshydrogénase 

pour former le fumarate et une molécule de FADH2 après la réduction du FAD+. Par la suite, le 

fumarate est hydraté par la fumarase pour former le malate, qui sera oxydé par la malate 

déshydrogénase pour finalement régénérer l’oxaloacétate en produisant aussi un NADH (figure 
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16) (Cardaci et Ciriolo, 2012). Il est à noter que le pyruvate peut aussi être carboxylé par la 

pyruvate carboxylase pour former l’oxaloacétate, une réaction qui requiert un ATP. Cela permet 

d’augmenter la quantité de substrat enzymatique et la fréquence des réactions du cycle de l’acide 

citrique. Cet effet anaplérotique permet à la mitochondrie de produire plus d’ATP dans des 

situations où la demande énergétique cellulaire est plus élevée (Davis et coll., 1980). 

 

 

  

 

Figure 16. Le cycle de Krebs 

GDP, guanidine diphosphate; GTP, guanidine triphosphate; NAD, nicotinamide adénine 

dinucléotide; NADH nicotinamide adénine dinucléotide réduite; Q, ubiquinone; QH2, 

ubiquinone réduite. Figure inspirée de (Larhlimi et coll., 2012; Tretter et Adam-Vizi, 2005). 
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1.2.1.5 La phosphorylation oxydative 

Les NADH et FADH2 produits par la bêta-oxydation et le cycle de Krebs entrent ensuite 

dans la CTE mitochondriale où a lieu la phosphorylation oxydative. Pendant la phosphorylation 

oxydative, les électrons des co-facteurs NADH et FADH2 sont transférés par les différents 

complexes de la CTE d’un plus haut potentiel énergétique à un plus faible potentiel énergétique. 

Au niveau de la NADH déshydrogénase (complexe I), un NADH sera oxydé en NAD+ + H+ et 

libérera deux électrons, générant l’énergie nécessaire au niveau du complexe I pour pomper 

quatre H+ de la matrice vers l’espace intermembranaire mitochondriale, créant un fort gradient 

de protons dans l’espace intermembranaire. Les deux électrons ayant été libérés sont par la suite 

transférés sur une ubiquinone (co-enzyme Q) qui sera réduite en ubiquinol (QH2) contribuant 

aussi à la génération du gradient puisque les deux H+ sont issus de la matrice mitochondriale. 

Au niveau de la succinate déshydrogénase (complexe II), l’oxydation du succinate en fumarate 

entraîne la réduction du FAD+ en FADH2, puis de la réduction du co-enzyme Q en QH2 par 

l’oxydation du FADH2, sans contribuer au gradient de protons. Le FADH2 produit pendant la 

bêta-oxydation et le cycle de Krebs peut aussi transférer deux électrons à la co-enzyme Q. Au 

niveau du cytochrome c réductase (complexe III), les deux QH2 vont réduire le cytochrome c 

qui ne peut accepter qu’un seul électron, permettant de pomper quatre autres H+ de la matrice 

vers l’espace intermembranaire mitochondriale. Au niveau de la cytochrome c réductase 

(complexe IV), les quatre cytochromes c réduits du complexe III vont transférer leurs électrons, 

ce qui permettra à quatre H+ d’être pompés vers l’espace intermembranaire mitochondriale. 

L’O2 est le dernier accepteur d’électrons et sera réduit en eau (H2O). Le fort gradient de protons 

obtenu par le pompage des H+ dans l’espace intermembranaire traverse l’ATP synthase 

(complexe V) pour rentrer de nouveau dans la matrice mitochondriale, générant l’énergie 

nécessaire pour la phosphorylation de l’adénosine diphosphate (ADP) en ATP (figure 17) 

(Hatefi, 1985; Saraste, 1999; Sousa et coll., 2018). Quatre protons sont nécessaires pour 

produire une molécule d’ATP et chaque molécule de NADH et de FADH2 produisent 2,5 ATP 

et 1,5 ATP, respectivement, et consomment une molécule d’O2. Au final, l’oxydation d’une 

molécule de glucose produit 32 ATP et consomme 12 molécules d’O2, en comparaison à une 

molécule de palmitate, un acide gras à 16 carbones, qui produit 105 molécules d’ATP mais qui 

consomme 46 molécules d’O2 (Lopaschuk et coll., 2010). 
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En condition normale, 99% de l’oxygène qui entre dans la cellule est réduit en H2O par 

le complexe IV de la CTE. Le 1% d’oxygène restant est réduit prématurément, au niveau de la 

CTE, en radicaux libres, dont l’anion superoxyde (O2
-), principalement dû à un découplage 

d’électrons sur les complexes I et III de la CTE (Brand, 2010; St-Pierre et coll., 2002). Le 

complexe I ne libère de l’O2
- que dans la matrice, tandis que le complexe III libère de l’O2

- à la 

fois dans la matrice et dans l’espace intermembranaire mitochondriale (Muller et coll., 2004). 

Toutefois, cette quantité d’O2
- générée est amplement tolérable par la cellule et sera métabolisée 

en H2O par les enzymes anti-oxydantes telles que la catalase, la SOD et la glutathione 

peroxydase (GSH-Px) (figure 17) (Dorweiler et coll., 2007). Il est estimé qu’en condition 

normale, 90% de la production de ROS intracellulaire provient de la phosphorylation oxydative 

dans la mitochondrie (Kanaan et Harper, 2017). 
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Figure 17. Production des espèces réactives de l’oxygène pendant la phosphorylation 

oxydative et le système d’anti-oxydants cellulaires 

FAD, flavine adénine dinucléotide; FADH2, flavine adénine dinucléotide réduite; GSH-Px, 

gluthatione peroxydase; NAD, nicotinamide adénine dinucléotide; NADH, nicotinamide 

adénine dinucléotide réduite; SOD, superoxyde dismutase. Figure modifiée et traduite de (Reiter 

et coll., 2018). 

 

1.2.2 Contraction cardiomusculaire 

Les molécules d’ATP générées par la cellule servent principalement à la contraction du 

muscle cardiaque, une action bien régulée. La contraction musculaire s’effectue grâce aux 

filaments d’actine et de myosine. Le filament d’actine possède des sites de liaison pour la 

myosine qui sont toutefois cachés par la tropomyosine. On retrouve un complexe de troponine 

(cTnI, T et C) sur la tropomyosine qui régule la liaison de la myosine avec l’actine. La cTnT lie 
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le complexe de troponine à la tropomyosine. La cTnI inhibe l’activité ATPase de la myosine et 

empêche la liaison de la myosine à l’actine. La cTnC, quant à elle, peut lier le calcium et créer 

un changement de conformation du complexe de troponine, levant l’effet inhibiteur de la cTnI 

et permettant à la tropomyosine de faire une rotation sur le filament d’actine, ce qui libère le site 

de fixation de la myosine à l’actine. La tête de la myosine peut alors lier l’ATP et l’hydrolyser, 

libérant l’énergie nécessaire à la myosine pour changer de position en état activé, puis lier 

l’actine (figure 18). La libération de l’ADP force la myosine à se contracter et à tirer sur le 

filament d’actine, ce qui fait glisser les filaments d’actine sur les filaments de myosine et initie 

alors la contraction musculaire (Adamcova et coll., 2016). Parmi les troponines du complexe, la 

cTnI est la plus spécifique au tissu cardiaque, puisqu’on peut retrouver une très faible quantité 

de cTnT dans les muscles squelettiques (Ricchiuti et coll., 1998). La cTnC, par contre, n’est pas 

spécifique au cœur car on peut aussi la retrouver en abondance dans les muscles squelettiques 

et les muscles lisses (Fathil et coll., 2015). Dans les pathologies du myocarde, telles que l’I/RM, 

la mort des cardiomyocytes cause la relâche de plusieurs biomarqueurs, tels que la créatinine 

kinase (CK), le lactate déshydrogénase (LDH) et les troponines. La cTnT et la cTnI sont 

considérées comme les biomarqueurs cardiaques les plus sensibles et spécifiques (Jaffe et 

Ordonez-Llanos, 2010).  
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Figure 18. Contraction des fibres musculaires cardiaques 

cTnC, troponine C cardiaque; cTnI, troponine I cardiaque; cTnT, troponine T cardiaque. Figure 

inspirée de (Hamdani et coll., 2008). 

 

1.2.3 Ischémie/reperfusion du myocarde 

L’infarctus du myocarde demeure encore l’une des principales causes de mortalité dans 

le monde (Wang et coll., 2016). Selon Statistique Canada, les maladies du cœur se classent 

comme 2e rang, suite au cancer, comme principales causes de décès au Canada, dont plus 50 

000 en ont été comptés en 2016. On estime qu’à toutes les 40 secondes, une personne américaine 

sera sujette à un IAM ; chaque année, il y a 580 000 nouveaux cas de crise cardiaque et 210 000 

cas récurrents. La cardiopathie ischémique représente plus de la moitié des incidents 

cardiovasculaires (Benjamin et coll., 2017). Des interventions, telles que le pontage aorto-

coronarien, l’angioplastie percutanée et la fibrinolyse, sont pratiquées et permettent de 

rapidement rétablir le flux sanguin dans une région du cœur en ischémie (Ibanez et coll., 2018; 
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Tran et coll., 2017). Toutefois, le développement de nouvelles thérapies est encore nécessaire 

pour diminuer davantage les dommages et la dysfonction cardiaque après une I/RM.  

 

1.2.3.1 Ischémie du myocarde 

Dans la majorité des cas, l’IAM survient suite à la rupture d’une plaque athérosclérotique 

(voir section 1.1.7.2 pour les détails sur le développement de l’athérosclérose) dans une artère 

coronaire qui sera bloquée suite à la formation d’un caillot sanguin. (Thygesen et coll., 2012). 

Dans des cas plus rares, des vasospasmes au niveau des artères coronaires peuvent 

temporairement bloquer le flux sanguin, conduisant à un IAM (Ertan et coll., 2017).  

 

1.2.3.1.1 Métabolisme d’un cœur en ischémie 

Pendant l’ischémie, l’occlusion de l’artère coronaire interrompt le flux sanguin et, de 

manière concomitante, l’apport en oxygène et en nutriments aux cellules, mais aussi 

l’élimination des déchets produits dans la zone touchée par l’ischémie. L’absence d’apport en 

nutriments et en oxygène provoque une diminution du ratio d’ATP/AMP intracellulaire, ce qui 

active l’AMPK. L’AMPK activée vient inactiver l’ACC2, diminuant ainsi la production de 

malonyl-CoA et levant son effet inhibiteur sur l’entrée des acyl-CoA à chaînes longues dans la 

mitochondrie. On observe donc une augmentation de l’oxydation des acides gras (Kudo et coll., 

1995). De plus, la déplétion éventuelle d’oxygène freine la phosphorylation oxydative, qui est 

responsable de la majeure partie de la production d’ATP, et conduit donc à un épuisement 

d’énergie (figure 19) (Altamirano et coll., 2015). L’accumulation de NADH et de FADH2 dans 

la mitochondrie inhibe les enzymes acyl-CoA déshydrogénase et 3-hydroxyacyl-CoA 

déshydrogénase de la bêta-oxydation (Jaswal et coll., 2011). Les acyl-carnitines commencent 

alors à s’accumuler dans la mitochondrie et le cytosol, et les acyl-CoA à chaînes longues 

s’accumulent dans la mitochondrie. Après une accumulation trop importante, les propriétés 

détergentes des acyl-CoA à chaînes longues vont éventuellement causer des dommages à la 

morphologie et aux fonctions des mitochondries (Lopaschuk et coll., 2010).  Afin de continuer 

à produire de l’ATP, les cellules se tournent vers la glycolyse anaérobique par la fermentation 

du pyruvate en acide lactique permettant ainsi de régénérer le co-facteur NAD+. Toutefois, 
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l’accumulation d’acide lactique et de protons dans la cellule, combinée à l’incapacité d’éliminer 

le CO2 dans l’espace extracellulaire, cause une acidification du cytosol à un pH de 6,4 en moins 

de 20 minutes (Inserte et coll., 2009).  
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Figure 19. Voies métaboliques du glucose et des acides gras dans un coeur en ischémie 

Seuls les changements métaboliques lors de l’ischémie ont été mis en évidence. La couleur 

orange représente les voies qui favorisent le métabolisme des acides gras et la couleur bleue 

représente les voies qui favorisent le métabolisme du glucose. ACBP, acyl-CoA binding protein; 
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ACC, acétyl-CoA carboxylase; ACS, acyl-CoA synthétase; AMP, adénosine monophosphate; 

AMPK, protéine kinase activée par l’AMP; ATP, adénosine triphosphate; CAT, carnitine acyl-

carnitine translocase; CPT1b, carnitine palmitoyltransférase 1b; CPT2, carnitine 

palmitoyltransférase 2; FABP, fatty acid binding protein; FAD, flavine adénine dinucléotide; 

FADH2, flavine adénine dinucléotide réduite; GLUT, transporteur du glucose; LDH, lactate 

déshydrogénase; MPC, mitochondrial pyruvate carrier; NAD, nicotinamide adénine 

dinucléotide; NADH, nicotinamide adénine dinucléotide réduit; O2, oxygène; PDH, pyruvate 

déshydrogénase; PFK1, phosphofructokinase-1; VLDL, very low density lipoprotein. Figure 

inspirée de (Lopaschuk et coll., 2010). 

 

1.2.3.1.2 Les perturbations ioniques 

Les cellules réagissent alors en faisant sortir les protons H+ en échange d’une entrée de 

Na+ à travers l’échangeur Na+-H+ (NHE) selon le gradient ionique. L’échangeur Na+-Ca2+ 

(NCX) ne peut pas faire sortir le calcium parce que le gradient de sodium est trop élevé dans la 

cellule, ce qui résulte en une surcharge en calcium intracellulaire (Chen et Li, 2012). Les 

mitochondries internaliseront initialement l’excès de calcium cytosolique, mais elles seront 

rapidement dépolarisées et arrêteront aussitôt (Ruiz-Meana et coll., 2006). De manière parallèle, 

la déplétion d’ATP cause une inhibition de l’activité des enzymes SERCA2a 

(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a) et Na+-K+ ATPase. Cela conduira à 

une accumulation de calcium et de sodium intracellulaire (figure 20) (Murphy et Steenbergen, 

2008). La concentration élevée de sodium intracellulaire provoque une entrée d’eau et un 

gonflement de la cellule. D’un autre côté, la forte concentration de calcium dans le cytosol peut 

stimuler les calpaïnes à initier la protéolyse du cytosquelette (Zhang et coll., 2006), et les 

myofilaments à se contracter de manière excessive (Garcia-Dorado et coll., 1992) et peut activer 

les voies de signalisation qui mènent à l’apoptose et possiblement à la nécrose cellulaire.  
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Figure 20. Perturbation des ions dans les cardiomyocytes en conditions d’ischémie et de 

reperfusion 

Figure modifiée et traduite de (Kalogeris et coll., 2012). 

 

1.2.3.1.3 Le stress oxydatif 

L’épuisement de l’ATP conduit à sa dégradation en ADP, AMP, puis en adénosine et 

finalement en hypoxanthine. L’hypoxanthine est normalement convertie en xanthine par la 

xanthine déshydrogénase. Toutefois, l’ischémie cause un changement de conformation de la 

xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase qui génère des ROS (Chambers et coll., 1985). 

Au niveau de la CTE mitochondriale, les complexes I et III demeurent dans un état réduit et 

augmentent la production de O2
- à un tel point que le système anti-oxydant de la cellule devient 

dépassé (figure 21) (Solaini et Harris, 2005).  
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Figure 21. Génération des ROS en réponse à l’ischémie du myocarde 

FAD, flavine adénine dinucléotide; FADH2, flavine adénine dinucléotide réduite; GSH-Px, 

glutathione peroxydase; SOD, superoxyde dismutase. Figure modifiée et traduite de (Reiter et 

coll., 2018). 

 

1.2.3.1.4 La mort cellulaire 

La production de ROS et l’épuisement de l’ATP perturbent les fonctions 

mitochondriales et initient l’apoptose de manière intrinsèque. On observe d’abord une activation 

des protéines cytosoliques BH3 (B cell leukemia/lymphoma-2 homology domain 3), tels que 

Bim (pro-apoptotic Bcl-2-family protein), Bad (Bcl-2-associated death promoter protein) et Bik 

(Bcl-2 interacting killer), qui activeront à leur tour la protéine pro-apoptotique Bax (Bcl-2-

associated X protein). Une fois activée, Bax sera déplacée du milieu cytosolique à la membrane 

externe mitochondriale pour former un oligomère avec Bak (Bcl-2 homologous 

antagonist/killer), dont l’activité est restreinte par les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (B cell 
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leukemia/lymphoma-2) et Bcl-xL (B cell leukemia/lymphoma-x, long isoform) (Whelan et coll., 

2010). De plus, l’activation de la voie PI3K/Akt conduit à la phosphorylation et à l’inactivation 

de Bad et de Bax (Hausenloy et Yellon, 2004; Zha et coll., 1996), ce qui empêche le changement 

de conformation de Bad (Majewski et coll., 2004; Tsuruta et coll., 2002) et la formation du 

complexe pro-apoptotique à la membrane mitochondriale. Il s’ensuivra une perméabilisation, 

un gonflement de la mitochondrie, la relâche dans le cytosol de d’autres protéines pro-

apoptotiques, notamment le cytochrome c, Smac/DIABLO (second mitochondria-derived 

activator of caspase/direct IAP-binding protein with low PI) et l’endonucléase-G, et l’ouverture 

du pore de transition de perméabilité mitochondriale (PTPm). Le PTPm est un complexe 

protéique situé dans la membrane mitochondriale interne qui reste fermé en condition normale 

et qui lie la protéine anti-apoptotique Bcl-xL. Le PTPm est composé de l’ATP synthase, de 

l’adénine nucléotide translocase (ANT), du transporteur de phosphate inorganique (PiC, 

inorganic phosphate carrier) et de la cyclophiline D, une peptidyl-prolyl cis-transisomérase 

(Morciano et coll., 2017). L’ouverture du PTPm permet le passage de toutes molécules plus 

petites que 1,5 kDa et conduit à une dissipation du potentiel membranaire. Lors d’un IAM, 

l’augmentation de calcium et de phosphate intracellulaire cause leur liaison à l’ATP synthase et 

au PiC, respectivement, et, couplé à la production élevée de ROS, provoque l’ouverture du 

PTPm. Une déplétion d’ATP qui cause la déphosphorylation de l’ATP synthase entraîne aussi 

l’ouverture du pore. Toutefois, le PTPm est inhibé dans un milieu acide et son ouverture n’est 

pas très observée pendant l’ischémie. Une fois dans le cytosol, le cytochrome c se lie à la 

protéine Apaf1 (apoptotic protease activating factor-1) et recrute la pro-caspase-9 et l’active 

pour former un complexe appelé l’apoptosome. L’apoptosome activera les caspases-3, -6 et -7 

qui causeront la protéolyse de plusieurs protéines, particulièrement des protéines membranaires, 

ce qui résultera en la mort cellulaire par apoptose de manière intrinsèque (Dorweiler et coll., 

2007). De façon parallèle, la protéine Smac/DIABLO dégrade les protéines inhibitrices des 

caspases, telles que XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) qui inhibe les caspases-3, -7 

et -9, tandis que l’endonucléase-G se rend au noyau et cause la fragmentation de l’ADN (Whelan 

et coll., 2010). Encore une fois, l’activation d’Akt présente des effets anti-apoptotiques 

puisqu’elle peut phosphoryler la pro-caspase-9 et causer son inhibition, l’empêchant ainsi 

d’activer les caspases en aval (Cardone et coll., 1998). L’apoptose peut aussi être initiée de 

manière extrinsèque par l’activation des récepteurs de la superfamille de TNF, soit FAS, TRAIL 
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(tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) (Guicciardi et Gores, 2009) et TNF-

α (Kleinbongard et coll., 2011), sur le sarcolemme. L’activation de ces récepteurs résultera en 

leur trimérisation, puis au recrutement des protéines contenant des domaines de mort (DD, death 

domain) telles que FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) pour le TNF-α, et 

TRADD (TNF receptor superfamily 1A-associated via death domain) pour les ligands de FAS 

et de TRAIL, au niveau du récepteur. Le complexe FAS ou TRAIL, avec FADD, recrutera la 

pro-caspase-8 et la pro-caspase-10 pour former un complexe appelé DISC (death inducing 

signaling complex) et activera la caspase-8 et la caspase-10. D’une part, les caspases-8 et -10 

activeront les caspases-3, -6 et -7 et d’autre part, elles cliveront Bid (BH3-interacting domain 

death agonist) pour obtenir sa forme tronquée, t-Bid, qui activera à son tour la protéine pro-

apoptotique Bax afin d’initier la voie apoptotique intrinsèque telle que décrite précédemment 

(Whelan et coll., 2010). La voie de signalisation issue de l’activation du récepteur TNF-α est 

plus complexe et peut mener soit à l’apoptose ou à la survie cellulaire. D’abord, la liaison de 

TNF-α sur le TNF-R1 (Tumor necrosis factor receptor 1) stimule la formation du complexe I, 

qui inclue les protéines TRADD, la sérine thréonine kinase RIP1 (receptor interacting protein 

1), la TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), et les ubiquitines ligases E3 cIAP-1 et -2 

(inhibitor of apoptosis proteins). Les cIAP-1 et -2 initieront l’ubiquitination de RIP1 et TRAF2 

qui recruteront et activeront TAK1 (TGF-β-activated kinase 1), une MAPKKK (mitogen-

activated protein kinase kinase kinase), liée à TAB (TAK1-binding protein). La TAK1 

phosphoryle ensuite le complexe IKK (inhibitor of κB kinase) composé des sous-unités IKKα, 

IKKβ et IKKγ/NEMO (NF-kappa-B essential modulator), afin de phosphoryler à son tour IκBα 

(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha), qui sera 

rapidement ubiquitiné et dégradé. Ce processus lève l’effet inhibiteur de IκBα et libère le 

complexe formé des sous-unités p65/p50/p52 de NFκB, qui se déplacera au noyau pour stimuler 

la transcription des gènes anti-apoptotiques tels que Bcl-2, Bcl-XL et c-FLIP (FADD-Like IL-

1β-converting enzyme-inhibitory protein), promouvant la survie cellulaire. Toutefois, le 

complexe I peut transiter vers le complexe II après sa dissociation du TNF-R1, puis de la 

déubiquitination de RIP1 suivie du recrutement de FADD et des pro-caspases-8 et -10. Une fois 

les caspases-8 et -10 activées, le complexe II agit de manière similaire au complexe DISC des 

récepteurs TRAIL et Fas et initiera l’apoptose. Un inhibiteur potentiel de la voie apoptotique 

extrinsèque est la c-FLIP qui est transcrite par NFκB et qui se lie sur le complexe-II du TNFR 
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et le complexe DISC des récepteurs Fas et TRAIL, empêchant ainsi la caspase-8 de se lier 

(figure 22) (Whelan et coll., 2010). L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire hautement 

régulé qui mène à la dégradation cellulaire sous forme de corps apoptotiques couverts d’une 

membrane. Les macrophages élimineront les corps apoptotiques sans provoquer une réponse 

inflammatoire. Toutefois, l’apoptose requiert de l’ATP, sans quoi le mécanisme pour maintenir 

l’intégrité de la cellule est perdu et le processus de la nécrose est activé (Hamacher-Brady et 

coll., 2006).  
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Figure 22. Voies de signalisation menant à l’apoptose 

AMPK, protéine kinase activée par l’adénosine monophosphate; Apaf-1, apoptotic peptidase 

activating factor 1; Bak, BCL2 antagonist/killer 1; Bax, BCL2-associated X protein; Bid, BH3 

interacting domain death agonist; c-FLIP, cellular FLICE (FADD-like IL-1β-converting 

enzyme)-inhibitory protein; cLAP, CARD-like apoptotic proteins; DD, domaine de mort (death 

domain); FADD, Fas associated via death domain; DISC, Death-inducing signaling complex; 

FasL, Fas ligand; HOIL-1, ligase E3 HOIL-1; HOIP, ligase E3 Hoip; IKK, IκB kinase ; p50, 

NF-κB1; p65, RelA; RIP, receptor interacting protein; Sharpin, SHANK-associated RH domain 

interacting protein; tBid, truncated BH3 interacting domain death agonist TNF, tumor necrosis 

factor; TRADD, TNFRSF1A (TNF receptor superfamily member 1A) associated via death 
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domain; TRAF, TNF receptor-associated factor; TRAIL, tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand. Figure modifiée et traduite de (Micheau et coll., 2013). 

 

La nécrose cellulaire est caractérisée par le relâchement du contenu cytosolique dans le 

milieu extracellulaire, ce qui initiera une réponse inflammatoire. L’activation des récepteurs 

conduisant à la mort cellulaire ne conduit pas seulement à l’apoptose, mais peut aussi mener à 

la survie, la prolifération ou la nécrose. Dans le cas du TNF-α, sa liaison avec le TNF-R1 produit 

peu de mort cellulaire, puisque les voies de survie et de mort cellulaire sont activées. Dans le 

cas où le mécanisme de survie cellulaire est inhibé, on observera une mort cellulaire par 

apoptose. Si en plus les caspases sont inhibées, RIP1 dans le complexe II recrute alors RIP3 qui 

s’autophosphoryle. Une fois activé, ce nouveau complexe, le nécrosome, recrute MLKL (Mixed 

Kinase Domain Like protein) et migre vers les membranes et cause la formation de pores. Ceci 

résulte en un influx de sodium, de calcium, en la déplétion d’ATP et en la production de ROS 

et on observera alors une mort cellulaire par nécrose (Whelan et coll., 2010).   

 

1.2.3.1.5 L’activité nerveuse sympathique 

Les dommages liés à l’IAM sont exacerbés par une stimulation accrue et soutenue de 

l’activité des nerfs sympathiques (Jardine et coll., 2005). Les nerfs sympathiques cardiaques 

sont responsables du contrôle de la fonction cardiaque, mais leur stimulation au début de 

l’occurrence d’un IAM provoque des arythmies, conduisant à l’occasion à un arrêt cardiaque 

soudain et au décès (Kaye et coll., 1995). L’adrénaline et la noradrénaline sont toutes les deux 

relâchées par les glandes surrénales après la stimulation par les nerfs sympathiques 

préganglionnaires lors de l’IAM. Toutefois, la source principale de la noradrénaline provient 

des fibres postganglionnaires des nerfs sympathiques qui innervent les vaisseaux sanguins (Mao 

et coll., 2012).  

 

La stimulation des récepteurs β1-adrénergiques par les catécholamines au niveau des 

cardiomyocytes inhibe la signalisation de l’insuline en diminuant la phosphorylation de ERK1/2 

et JNK, diminuant l’entrée du glucose et pouvant mener à la résistance à l’insuline (Morisco et 

coll., 2007). De plus, la liaison des catécholamines sur les récepteurs β-adrénergiques exprimés 



 

69 

par les adipocytes stimulera la lipolyse (détails à la section 1.1.5.3.2 précédente), favorisant 

l’internalisation des acides gras dans les cardiomyocytes (Jocken et Blaak, 2008; Knudtzon, 

1984). L’IAM est un stress qui peut faire augmenter les concentrations basales d’AGNE de 0,2-

0,6 mM à 2 mM (Kurien et Oliver, 1971; Stanley et coll., 2005). L’activation des récepteurs α2-

adrénergiques sur les cellules bêta du pancréas couplé à la protéine Gαi inhibe la relâche de 

l’insuline (Ito et coll., 2017; Knudtzon, 1984), tandis que la stimulation des récepteurs β2-

adrénergiques sur les cellules hépatiques stimule la relâche de glucose après la dégradation de 

ses réserves de glycogène et la stimulation de la gluconéogenèse (Barth et coll., 2007; Knudtzon, 

1984). Globalement, on observe plus d’acides gras et de glucose en circulation, mais moins 

d’insuline, ce qui affectera négativement le métabolisme cardiaque lors de la reperfusion 

(1.2.3.2). 

 

1.2.3.2 La reperfusion d’un cœur en ischémie 

La reperfusion est nécessaire à la survie des cellules affectées par une ischémie. La 

nécrose cellulaire est plus importante et marquée pendant les premières heures après l’occlusion 

de l’artère coronaire (Boersma et coll., 1996) et peut débuter après seulement 20 minutes 

d’ischémie (Ferrari et coll., 2017). La rapidité pour rétablir le flux sanguin est donc cruciale à 

la survie du patient en réduisant la taille de l’infarctus et en préservant la fonction contractile 

des cardiomyocytes (Gersh et coll., 2005). Il est reconnu depuis longtemps que l’efficacité de la 

reperfusion dépend grandement de la durée et de la sévérité de l’ischémie (Jennings et Reimer, 

1983). Paradoxalement, la reperfusion d’une région ischémiée cause une deuxième vague de 

dommages qui peut compter pour presque 50% de la mort cellulaire totale (Bagai et coll., 2014). 

Ce phénomène est appelé « lésions de la reperfusion » et il n’existe actuellement aucun agent 

pharmacologique efficace pouvant les prévenir en clinique. 

 

1.2.3.2.1 Métabolisme cardiaque à la reperfusion 

 Le rétablissement du flux sanguin réintroduit l’apport en nutriments. Toutefois, 

l’induction de la lipolyse par le tissu adipeux lors de l’ischémie pousse le myocarde à internaliser 

les acides gras qui se retrouvent en grande quantité dans la circulation. L’activation de l’AMPK 
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observée pendant l’ischémie persiste jusqu’à la reperfusion et promeut davantage l’entrée des 

acides gras dans la mitochondrie et leur oxydation, au dépend de l’oxydation du glucose (Kudo 

et coll., 1995; Miller et coll., 2008). Ceci cause une inhibition de l’oxydation du glucose et de 

son entrée dans les cardiomyocytes, dictée par le cycle de Randle (décrit à la section 1.2.1.3). 

La bêta-oxydation des acides gras au dépend de l’oxydation du glucose présente un couplage 

moins efficace entre l’utilisation de l’oxygène et la production d’ATP, et conduit à une 

production plus élevée de ROS par la chaîne respiratoire mitochondriale nuisant à la 

récupération de la fonction cardiaque (figure 23) (Lopaschuk et coll., 2010).  
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Figure 23. Voies métaboliques du glucose et des acides gras dans un coeur reperfusé après 

une ischémie 
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ACBP, acyl-CoA binding protein; ACC, acétyl-CoA carboxylase; ACS, acyl-CoA synthétase; 

AMP, adénosine monophosphate; AMPK, protéine kinase activée par l’AMP; ATP, adénosine 

triphosphate; CAT, carnitine acyl-carnitine translocase; CPT1b, carnitine palmitoyltransférase 

1b; CPT2, carnitine palmitoyltransférase 2; FABP, fatty acid binding protein; FAD, flavine 

adénine dinucléotide; FADH2, flavine adénine dinucléotide réduite; GLUT, transporteur du 

glucose; LDH, lactate déshydrogénase; MPC, mitochondrial pyruvate carrier; NAD, 

nicotinamide adénine dinucléotide; NADH, nicotinamide adénine dinucléotide réduit; O2, 

oxygène; PDH, pyruvate déshydrogénase; PFK1, phosphofructokinase-1; ROS, reactive oxygen 

species; VLDL, very low density lipoprotein. Figure inspirée de (Lopaschuk et coll., 2010) 

 

1.2.3.2.2 Perturbations ioniques et dysfonction cardiaque 

La reperfusion rétablira le flux sanguin et permettra d’évacuer les ions extracellulaires 

qui se sont accumulés pendant l’ischémie. Les cellules recommenceront alors à éliminer les H+ 

à l’aide du NHE afin de rétablir un pH normal dans le cytosol. Toutefois, cela conduit à une 

accumulation additionnelle de Na+ intracellulaire et à un œdème intracellulaire (Garcia-Dorado 

et coll., 2012). En effet, la Na+-K+-ATPase est responsable d’éliminer le surplus de Na+ 

intracellulaire, mais son activité est perturbée par la faible quantité d’ATP, ainsi que le 

rétablissement du pH qui active les calpaïnes qui attaquent le cytosquelette (Hernando et coll., 

2010). Le sodium est donc éliminé par le NCX, qui résulte en une entrée accrue de calcium, déjà 

élevé dans la cellule pendant l’ischémie. Les ATP qui sont produites après la réintroduction de 

l’oxygène seront utilisées par les pompes SERCA. Toutefois, la quantité de calcium 

intracellulaire excède la capacité d’entreposage du réticulum sarcoplasmique, par conséquent, 

celui-ci relâchera le calcium dans le cytosol par des récepteurs de la ryanodine. On observe alors 

un cycle futile d’internalisation et de relâche de calcium de manière concomitante à un 

gaspillage d’ATP (Figure 24). 

 

L’augmentation de calcium intracellulaire augmente la rigidité des muscles cardiaques, 

causant une augmentation de la pression diastolique dans le ventricule gauche (Holmes et coll., 

2005). De plus, la perturbation dans le flux du calcium intracellulaire diminue le synchronisme 

et la sensibilité des myofilaments pour le calcium, causant un retard ou une relaxation 
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incomplète durant la diastole (Labovitz et coll., 1987; Thune et Solomon, 2006) et une 

diminution de la contractilité cardiaque (Bers, 2002). La diminution de la contractilité cardiaque 

observée est une caractéristique marquante de la pathologie de l’I/RM (Saeed et coll., 2013) et 

elle peut permettre de prédire les chances de survie après un IAM (Burns et coll., 2002). La 

diminution de la contractilité cardiaque est accompagnée d’une augmentation des volumes 

systolique et diastolique, mais d’une diminution de la fraction d’éjection (FE) (Saeed et coll., 

2013). Des mécanismes compensatoires, dont notamment le système sympathique (Hara et 

Abiko, 1996; Tawa et coll., 2012) et le système rénine-angiotensine (Agrawal et coll., 2016), 

sont alors activés pour faire augmenter la pression artérielle et la contractilité du myocarde. 

 

 En plus de causer l’hypercontracture des myofilaments, la forte concentration de Ca2+ 

intracellulaire lors de la reperfusion porte les protéases à lyser davantage les composantes du 

cytosquelette, les endonucléases à initier l’apoptose et la phospholipase A2 à produire des 

métabolites de l’acide arachidonique, tels que le leucotriène B4 (LTB4), qui induit l’adhésion 

et l’activation des neutrophiles et la relâche additionnelle de ROS (Dorweiler et coll., 2007). 

 

 

Figure 24. Perturbation des ions dans les cardiomyocytes en conditions d’ischémie et de 

reperfusion 

Figure modifiée et traduite de (Kalogeris et coll., 2012).  
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1.2.3.2.3 Le stress oxydatif 

La reperfusion réintroduit aussi subitement l’oxygène, ce qui active la xanthine oxydase 

(Thompson-Gorman et Zweier, 1990) et la NOX (Matsushima et coll., 2014) et rend le couplage 

de la chaîne respiratoire mitochondriale inefficace en entraînant la production de ROS de 

manière encore plus accrue que pendant l’ischémie. La famille des NOX comporte 7 membres 

(NOX1-7), dont les NOX1, NOX2 et NOX4 qui sont exprimées dans les cardiomyocytes 

(Cadenas, 2018). Des études avec des souris déficientes en l’une ou plusieurs de ces trois NOX 

ont montré que celles-ci sont toutes impliquées dans la production de ROS dans la pathologie 

de l’I/RM (Braunersreuther et coll., 2013; Matsushima et coll., 2013; Matsushima et coll., 

2014). Contrairement à la NOX4, qui est constitutivement active, la phosphorylation des sous-

unités cytosoliques des NOX1 et NOX2 est requise pour qu’elles soient recrutées à la membrane 

sarcolemmique et forment un complexe actif qui réduit l’O2 en O2
- (Ma et coll., 2017).  À ce 

moment-là, le système de défense anti-oxydant, qui comprend entre autres la SOD, la catalase 

et la GSH-Px, devient débordé et n’est plus capable d’éliminer les ROS. L’accumulation de 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) entraîne la génération de radicaux hydroxyl (•OH) qui sont très 

réactifs causant des dommages aux protéines et induisant la peroxydation des lipides. L’anion 

superoxyde est aussi produit à partir d’iNOS et peut réagir avec le NO pour former le 

peroxynitrite (ONOO-) qui finira par se dissocier en dioxyde d’azote (NO2) et en ion hydroxyl 

(OH-), très toxiques pour la cellule (figure 25). Par ailleurs, cette réaction cause une diminution 

de la disponibilité du NO, ce qui diminue l’activation de la protéine kinase G (PKG). Dans les 

cardiomyocytes, la PKG peut activer la PKCε mitochondriale et empêcher l’ouverture du PTPm 

(Ong et coll., 2015). De plus, la PKG est responsable de phosphoryler la MLCP (myosin light 

chain phosphatase) qui déphosphoryle la MLC (myosin light chain) et cela résulte en une 

relaxation des muscles lisses. La diminution de NO conduit donc à une inhibition de la 

vasodilatation et à une reperfusion inadéquate (Dorweiler et coll., 2007). 
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Figure 25. Source de production de ROS et système anti-oxydant à la reperfusion 

GPx, glutathione peroxydase, LOX, lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1; 

NOX, NADPH oxydases; MMP, métalloprotéinase matricielle; SOD, superoxyde dismutase; 

TIMP, inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases. Figure modifiée et traduite de (Ovrevik et 

coll., 2015). 

 

Le stress oxydatif élevé cause aussi des dommages au réticulum sarcoplasmique et à la 

membrane sarcolemmique augmentant davantage la concentration de calcium intracellulaire. 

Les ROS poussent les mitochondries à ouvrir leur PTPm après une accumulation accrue de 

calcium dans leur matrice. La perméabilité aux protons cause un découplage de la 

phosphorylation oxydative et un arrêt de la production d’ATP. L’augmentation du gradient dans 

la matrice cause une entrée d’eau et donc un gonflement des mitochondries qui peut mener 

éventuellement à leur rupture. Le contenu des mitochondries est alors relâché dans le cytosol, 

ce qui inclut le calcium, mais aussi des protéines pro-apoptotiques qui initieront l’apoptose, qui 

peut dégénérer en nécrose cellulaire (Halestrap, 2010). 
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1.2.3.2.4 L’inflammation 

La mort cellulaire des cardiomyocytes cause la relâche d’une variété de DAMPs 

(damage-associated molecular patterns), tels que l’ADN, l’acide ribonucléique (ARN), l’acide 

hyaluronique, l’acide urique, la β-amyloïde, les HSP (heat shock proteins) et le HMGB1 (high 

mobility group box 1), qui peuvent être reconnus par les PRRs (pattern recognition receptors), 

tels que les TLRs et les RAGE (receptors for advanced glycation end-products), exprimés par 

les leucocytes, les cellules endothéliales et les fibroblastes (Bliksoen et coll., 2012; Ding et coll., 

2013; Park et coll., 2004; Prabhu et Frangogiannis, 2016; Takagi et coll., 2017; Taylor et coll., 

2004; Zhang et coll., 2010). Les DAMPs, ainsi que les ROS, activent le NFκB (Gloire et coll., 

2006; Morgan et Liu, 2011) et conduit à la transcription et à la sécrétion de cytokines, telles que 

l’IL-1β, l’IL-6, le TNF-α et l’interféron γ (IFN-γ), de chimiokines, telles que CCL2, IL-18, 

CXCL1 (chemokine (C-X-C motif) ligand 1) et CXCL2, et à l’expression de molécules 

d’adhérence, telles que les sélectines, VCAM-1 et ICAM-1 (Liu et coll., 2017). La mort 

cellulaire cause aussi la relâche d’ATP, qui est aussi classée parmi les DAMPs. L’ATP peut lier 

le récepteur P2X7 et activer le NLRP3 (NOD (nucleotide oligomerization domain)-like receptor 

family, pyrin domain containing 3), une protéine exprimée après l’activation de NFκB (Baron 

et coll., 2015; Jha et coll., 2017; Mariathasan et coll., 2006). La présence de ROS en condition 

d’I/RM contribue aussi à l’activation de NLRP3 (Iyer et coll., 2013; Minutoli et coll., 2016; van 

Hout et coll., 2017). Le NLRP3 formera un complexe avec l’ASC (apoptosis-associated speck-

like protein containing a CARD (caspase activation and recruitment domains)) et la pro-

caspase-1, nommé inflammasome. La pro-caspase-1 subira un clivage autocatalytique qui la 

rendra active. La caspase-1 mature pourra cliver et activer à son tour les cytokines IL-1β et IL-

18 qui seront ensuite relâchées dans le milieu extracellulaire (Coll et coll., 2015; Guo et coll., 

2015). Des études ont montré que des souris déficientes en TLR4 (Oyama et coll., 2004) ou en 

TLR2 (Arslan et coll., 2010) présentaient une diminution des lésions de l’I/RM associée avec 

une baisse de la réponse inflammatoire. La formation d’un complexe du co-récepteur CD36 

avec les TLR4/6 (Sheedy et coll., 2013) ou TLR2/6 avec le CD14 comme intermédiaire 

(Jimenez-Dalmaroni et coll., 2009; Triantafilou et coll., 2006) suggère que cibler le CD36 serait 

une stratégie intéressante pour diminuer l’activation des TLRs lors de l’I/RM. La sécrétion du 

TNF-α et de l’IL-1β, après la stimulation des TLRs, peut subvenir de manière autocrine et 
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paracrine. Ils se lient à leur récepteur, le TNF-R1 et le récepteur de l’interleukine-1 (IL-1R), 

respectivement, et activent NFκB et la cascade d’apoptose. Le TNF-α, l’IL-6 et l’IL-1β peuvent 

recruter les neutrophiles, les plaquettes et les monocytes et induire l’expression de molécules 

d’adhérence sur les cellules endothéliales (Arango Duque et Descoteaux, 2014; Ed Rainger et 

coll., 2015). 

 

Les neutrophiles sont la première ligne de défense après l’invasion d’un agent pathogène 

ou en réponse à des dommages tissulaires (Soehnlein et Lindbom, 2010; Yan et coll., 2013). 

L’accumulation de neutrophiles a lieu dans les heures qui suivent l’IAM et atteint son maximum 

après 1-3 jours en absence de reperfusion. La reperfusion accélère l’infiltration des neutrophiles 

dans la région ischémiée du myocarde et atteint son pic une heure suite à la reperfusion (Piper 

et Preusse, 2012). Les neutrophiles sont recrutés au site inflammatoire en réponse à une forte 

concentration de cytokines et de chimiokines au niveau du myocarde endommagé. À leur 

arrivée, les neutrophiles vont d’abord rouler puis lier la glycoprotéine sialyl-Lewis X, la 

sélectine-P et la sélectine-E exprimées à la surface des cellules endothéliales, à l’aide de leurs 

molécules d’adhérence membranaire, la sélectine-L, l’ESL-1 (E-selectin ligand-1) et la PSGL-

1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), respectivement. La présence de chimiokines sécrétées et 

maintenues à la surface endothéliale stimule les neutrophiles à exprimer des récepteurs aux 

chimiokines et à devenir davantage activés, entraînant un changement de conformation des 

intégrines Mac-1 (Macrophage-1 antigen) et LFA-1 (leukocyte function associated antigen-1) 

qui, en plus du VLA-4 qui lie VCAM-1, leur permet de lier leurs ligands ICAM-1 et ICAM-2 

sur les cellules endothéliales. Ceci permet l’adhésion des neutrophiles à la surface endothéliale, 

qui pourront par la suite traverser cette monocouche par diapédèse (figure 26) (Muller, 2013). 

Une fois au site de l’infarctus, les neutrophiles peuvent phagocyter les débris cellulaires, sécréter 

des protéases et des métalloprotéinases (MMP), telles que la collagénase, l’élastase, la MMP-2 

et la MMP-9 qui dégradent la matrice extracellulaire et sécrètent des ROS, principalement par 

l’action de NOX2 (Raedschelders et coll., 2012). La formation de NETs (neutrophil 

extracellular traps), une fonction anti-microbiale des neutrophiles est aussi observée au moment 

de la reperfusion suite à un IAM. Les NETs sont composés de chromatines (forme condensée 

de l’ADN) recouvertes de protéines granulaires, telles que l’élastase, la cathepsin G et la 

myéloperoxidase (MPO). Les NETs peuvent attacher les érythrocytes, favorisant la formation 
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de thrombus et activant le phénomène de non-reperfusion (Ge et coll., 2015). Une autre 

caractéristique des neutrophiles est qu’ils expriment aussi des TLRs, activant ainsi des cascades 

de signalisation conduisant à la sécrétion de cytokines, de chimiokines et de médiateurs 

lipidiques, tels que le PAF (platelet-activating factor) et le LTB4, qui attireront davantage de 

neutrophiles et de monocytes au site inflammatoire (Rodrigues et Granger, 2010; Vinten-

Johansen, 2004). Les monocytes infiltrent la zone infarcie du myocarde peu après les 

neutrophiles et maturent en macrophages grâce aux facteurs de croissance, tels que le M-CSF 

(macrophage colony stimulating factor) et GM-CSF (granulocyte-macrophage colony 

stimulating factor). Une fois différenciés, les macrophages peuvent phagocyter les débris 

cellulaires et les cellules apoptotiques (Bonaventura et coll., 2016; Nahrendorf et coll., 2010). 

La liaison de la TSP1 sur le récepteur CD36 exprimé par les macrophages et sur le CD47 

exprimé par les neutrophiles apoptotiques permet de faciliter leur phagocytose et la résolution 

de l’inflammation (Lopez-Dee et coll., 2011). Bien que le recrutement des neutrophiles et des 

macrophages lors de la réponse inflammatoire soit essentiel pour la réparation des tissus après 

des dommages, une infiltration trop importante de neutrophiles exacerbe les dommages au 

myocarde après une I/RM et cause des dommages collatéraux importants autour de la zone 

infarcie (Kvietys et Granger, 2012). 
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Figure 26. Migration leucocytaire au site inflammatoire 

α6β1, (ou VLA6, very late antigen 6) intégrine liant la laminine; β1, intégrines faisant partie de 

la famille de β1; ESL-1, ligand-1 de la E-sélectine; ICAM, molécule d’adhérence intercellulaire; 

HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LFA-1, antigène-1 associé à la fonction des lymphocytes; 

Mac-1, antigène de macrophage-1; PAF, facteur d’activation plaquettaire; PAFR, récepteur du 

facteur d’activation plaquettaire; PECAM-1, molécule d’adhérence des cellules endothéliales et 

des plaquettes; PSGL-1, ligand-1 de la glycoprotéine P-sélectine; s-Lex, antigène x de sialyl 

Lewis; VCAM-1, molécule-1 d’adhérence des cellules vasculaires; VLA-4, very late antigen 4; 

Figure modifiée et traduite de (Muller, 2013). 

 

La reperfusion conduit aussi au dysfonctionnement des cellules endothéliales. La 

synthèse de NO, un élément vasodilatateur, par eNOS requiert son co-facteur 

tétrahydrobioptérine (BH4) qui le maintient sous forme de dimère. Sous cette forme, l’eNOS 

peut réduire l’oxygène et le transférer à son précurseur, l’aa L-arginine (Arg), afin de produire 

du NO et la L-citrulline. (Seal et Gewertz, 2005). En condition de reperfusion après une ischémie 

du myocarde, l’hypoxie et l’augmentation de TNF-α et de ROS en circulation augmente 

l’expression de l’arginase I et de iNOS dans les cardiomyocytes, diminuant la quantité de L-

arginine disponible pour eNOS (Schluter et coll., 2015). De plus, l’oxydation de la BH4 par les 

ROS en dihydrobioptérine (BH2) change la forme dimérique de eNOS en forme monomérique. 

Ce découplage d’eNOS avec la L-arginine et la BH4 la conduit à réduire l’oxygène en O2
- plutôt 

que de synthétiser du NO, diminuant la vasodilatation et exacerbant le stress oxydatif à la 
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reperfusion (Verhaar et coll., 2004). Par ailleurs, l’I/RM cause des dommages aux cellules 

endothéliales, provoquant la sécrétion de l’endothéline-1 (ET-1), un puissant peptide 

vasoconstricteur, et inhibant la sécrétion de prostacycline (ou PGI2), un agent vasodilatateur. 

Addition de l’infiltration de leucocytes qui libèrent du LTB4 et de la sérotonine, ainsi que de 

l’activation du système du complément en réponse à l’inflammation, peut conduire à des 

vasospasmes. De plus, l’activation de plaquettes par les ROS et le PAF cause la sécrétion de 

sérotonine et de thromboxane A2 (TXA2) , un autre agent vasoconstricteur. Couplée à la baisse 

de NO et de prostacycline disponible, les plaquettes vont adhérer dans la région infarcie. Les 

plaquettes, de par l’expression d’intégrines, peuvent se lier au fibrinogène, aux leucocytes, aux 

cellules endothéliales et à d’autres plaquettes, ce qui accélère l’activation des facteurs de 

coagulation et possiblement la formation de microthrombus (Loubele et coll., 2009; Pawlinski 

et Mackman, 2009). Combiné avec l’œdème produit dans la zone à risque qui compresse les 

cellules, tous ces facteurs peuvent empêcher le sang de perfuser à nouveau les microvaisseaux, 

contribuant au phénomène de non-reperfusion (Dorweiler et coll., 2007). 

 

Les ROS inactivent aussi les protéines phosphatases, ce qui maintient l’activité des 

MAPK p38 et JNK qui promeut l’activité apoptotique (Altamirano et coll., 2015). En effet, les 

protéines pro-apoptotiques, telles que Bax, Bak et Bid sont très sensibles aux réactions d’oxydo-

réduction qui sont plus présentes à la reperfusion, associée à une augmentation des ROS 

intracellulaires (Kalogeris et coll., 2012). Les enzymes qui possèdent un centre de fer-sulfure, 

telles que l’aconitase, le fumarase, la NADH déshydrogénase et la créatine kinase, sont 

susceptibles d’être oxydées et inactivées (Raedschelders et coll., 2012). L’activité de l’aconitase 

est considérée comme un biomarqueur de la présence de ROS intracellulaires puisqu’il s’agit de 

l’enzyme la plus sensible à la présence de ROS (Tretter et Adam-Vizi, 2000). 

 

1.2.3.2.5 La cicatrisation tissulaire 

On peut observer un deuxième paradoxe dans la phase post-reperfusion. En effet, 

plusieurs des éléments responsables des lésions liées à la reperfusion sont aussi nécessaires à la 

réparation du tissu. Par exemple, les ROS peuvent induire l’angiogenèse par l’activation de 

VEGF (vascular endothelial growth factor) et de HIF (Cucoranu et coll., 2005; Maulik et Das, 
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2002; Ushio-Fukai, 2006). L’activation de la voie NFκB peut avoir un effet inhibiteur sur 

l’apoptose (section 1.2.3.1.4) (Whelan et coll., 2010). Les neutrophiles et les macrophages de 

type M1 qui phagocytent les neutrophiles apoptotiques sécrètent des cytokines et des médiateurs 

lipidiques anti-inflammatoires, tels que l’IL-10, le TGF-β, les lipoxines et les résolvines, ce qui 

freine la migration des neutrophiles, mais encourage la migration des monocytes au foyer 

inflammatoire; ces derniers activent la réparation tissulaire (Dalli et Serhan, 2016; Dawn et coll., 

2004; Garcia-Bonilla et coll., 2014; Ma et coll., 2016; Soehnlein et Lindbom, 2010; Takahashi 

et coll., 2008). En effet, les monocytes recrutés au niveau de la région infarcie au début de la 

reperfusion sont différenciés majoritairement en macrophages de type M1 (Ly-6Chi) chez la 

souris en présence de CCL2 et d’IFN-γ et expriment iNOS de façon majoritaire qui convertit la 

L-arginine en NO cytotoxique. Par contre, pendant la phase de réparation, les monocytes ayant 

migré au site de l’IAM sont différenciés en macrophages de type M2 (Ly-6Clo) en présence des 

cytokines CX3CL1 (fractalkine ou chemokine (C-X3-C motif) ligand 1) et IL-4, ces derniers 

sécrétant des cytokines anti-inflammatoires qui expriment de façon plus abondante l’arginase-

1, responsable de la synthèse du collagène à partir de la L-arginine (figure 27) (Bonaventura et 

coll., 2016; Nahrendorf et coll., 2007; Sanmarco et coll., 2017; van Amerongen et coll., 2007; 

Yang et Ming, 2014). Une étude récente a montré que l’expression du CD36 est importante pour 

la conversion des monocytes en macrophages de type 2 par l’activation du récepteur nucléaire 

Nr4a1. Le Nr4a1 cause la transcription de gènes cibles après la liaison sur le domaine NBRE 

(NGFI-B (nerve growth factor-induced gene-B) responsive element), ce qui inclut Mertk 

(myeloid epithelial reproductive receptor tyrosine kinase), un récepteur de phagocytose exprimé 

de manière prédominante à la surface des macrophages de type M2 (Dehn et Thorp, 2018). Ce 

groupe a montré que les souris déficientes en CD36 présentent plus de macrophages de type M1 

dans la région infarcie suite à une I/RM, et un délai de la présence des macrophages de type M2, 

résultant en une prolongation de la réponse inflammatoire et du processus de guérison (Dehn et 

Thorp, 2018). Les cardiomyocytes adultes ne possèdent pratiquement aucune habileté de 

réplication et ne peuvent donc pas remplacer les cellules mortes (Soonpaa et Field, 1998). Les 

cellules mortes seront donc remplacées par du tissu cicatriciel fibreux qui ne possède aucune 

fonction contractile. La préservation de la structure et de la fonction cardiaque est donc l’objectif 

principal des thérapies.  
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Figure 27. Polarisation et fonctions des macrophages M1 et M2 

Arg1, Arginase 1; CCR2, C-C chemokine receptor type 2; CX3CR1, C-X3-C motif chemokine 

receptor 1; CD206, cluster of differentiation 206; high, fortement exprimé; IL, interleukine; 

iNOS, inducible nitric oxide synthase; low, faiblement exprimé; Ly6C, lymphocyte antigen 6 

complex; Mertk, myeloid epithelial reproductive receptor tyrosine kinase; NO, oxyde nitrique; 

ROS, espèces réactives de l’oxygène; TNF, tumor necrosis factor. Figure traduite de (Sanmarco 

et coll., 2017). 

 

1.2.3.3 Le conditionnement ischémique 

L’équipe de Jennings a remarqué que les patients qui ont souffert d’angine de poitrine 

avant un IAM présentaient moins de dommages au cœur. Des chiens ont donc été soumis à des 

cycles d’ischémie transitoire de cinq minutes en gonflant un ballon en aval du vaisseau occlus 

et ceux-ci ont présenté une réduction de la taille de l’infarctus de 75% (Murry et coll., 1986). 

Le préconditionnement ischémique mène à l’activation des récepteurs de l’adénosine, de la 

bradykinine et des opioïdes et à l’activation subséquente de voies de signalisation telles que 

PI3k (phosphoinositide 3-kinase)-Akt-eNOS qui activeront la PKC, ainsi que de JAK (janus 
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kinase)-STAT3 (signal transducers and activators of transcription-3) qui induisent la 

transcription de gènes de pro-survie. La PKC fait partie de la voie RISK (reperfusion injury 

salvage kinase) et inhibe l’ouverture du PTPm (Sanada et coll., 2011), conduisant à une 

diminution des arythmies et de la relâche de troponine (Walsh et coll., 2008). Les périodes 

brèves d’ischémie augmentent l’activité des NOS qui produisent le NO, des enzymes anti-

oxydantes qui diminuent le stress oxydatif et des canaux Na+-K+-ATPases qui éliminent 

l’accumulation du sodium intracellulaire (Figure 28). Le préconditionnement prépare donc le 

tissu à tolérer une ischémie qui est caractérisée par des changements au niveau du métabolisme 

et de l’homéostasie ionique, mais aussi à mieux tolérer une reperfusion qui est caractérisée par 

la production de ROS, la migration de neutrophiles et l’activation de l’apoptose (Dorweiler et 

coll., 2007). Toutefois, l’application du préconditionnement ischémique requiert qu’on 

l’applique avant que l’ischémie ait lieu, et ce, en aval de la zone touchée.  

 

Plus tard, l’équipe de Zhao a montré que le conditionnement ischémique n’est pas 

restreint qu’au moment précédant l’ischémie. Après 60 min d’ischémie du myocarde, la ré-

occlusion de l’artère coronaire antérieure descendante gauche (LAD) avec trois cycles de 

reperfusion pendant 30 sec (post-conditionnement) a présenté un effet cardioprotecteur en 

diminuant la taille de l’infarctus de 44% chez le chien (Zhao et coll., 2003). 

 

Une alternative est le conditionnement ischémique éloigné (RIC, remote ischémic 

conditioning) qui consiste à induire des cycles d’ischémie/reperfusion à un site distal de la zone 

d’infarctus. Une première étude a montré qu’un conditionnement de l’artère circonflexe avec 4 

cycles de 5 min d’ischémie/reperfusion suivis de l’occlusion de la LAD pendant 1 heure 

présentait une taille d’infarctus moins élevée chez le chien (Przyklenk et coll., 1993). Par la 

suite, des études ont montré que le conditionnement ischémique pouvait avoir lieu sur des 

organes éloignés tels que les intestins, les reins (Gho et coll., 1996) ou encore le bras (Thielmann 

et coll., 2013). Le conditionnement ischémique peut avoir lieu avant, pendant ou après une 

ischémie (Szijarto et coll., 2012). 

 

Les études de ces trois types de conditionnement ischémique ont permis d’étudier les 

cibles et les voies cardioprotectrices dans la pathologie de l’I/RM. En effet, de courts épisodes 
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d’ischémie montrent une sécrétion accrue d’autacoïdes, tels que l’adénosine, la bradykinine et 

les opioïdes, liant des RCPGs. L’activation des RCPGs dans les cardiomyocytes induit la voie 

de signalisation RISK, qui inclut PI3K, Akt (Bopassa et coll., 2006), eNOS, PKG, PKC, Ras, 

Raf, MEK (methyl ethyl ketone) et ERK1/2 (Hausenloy, 2013). L’activation de ces kinases 

induit la transcription de gènes anti-apoptotiques, tels que Bcl-2 et Bcl-xL, inhibe les facteurs 

pro-apoptotiques, tels que Bad et Bax, stimule la capture du calcium par le réticulum 

sarcoplasmique, phosphoryle et inhibe la GSK-3α/β (glycogen synthase kinase 3 alpha/beta) et 

stimule l’ouverture du canal potassique mitochondrial sensible à l’ATP (KATP) (Garlid et coll., 

2003; Heusch, 2015). L’ouverture du KATP induit la relâche de ROS dans le cytosol qui activera 

séquentiellement la MAPK p38 et NFκB. De manière parallèle, le conditionnement stimule 

aussi la sécrétion de TNF-α et sa liaison avec le TNFR. La production de ROS, l’activation de 

NFκB  et la sécrétion de TNF-α partagent le même paradoxe que le conditionnement 

ischémique, dans le sens que leur faible induction protège le myocarde, alors qu’une forte 

induction soutenue est néfaste pour le cœur (Heusch, 2015). L’activation du TNFR peut induire 

la voie de pro-survie SAFE (survivor activating factor enhancement), qui inclut une activation 

de la cascade JAK/STAT3. La protéine STAT3 phosphorylée et activée ira dans le noyau pour 

initier la transcription de gènes anti-apoptotiques (Lacerda et coll., 2009). Les voies RISK et 

SAFE convergent pour inhiber l’ouverture du PTPm qui conduit à la mort cellulaire (Davidson 

et coll., 2006; Lecour, 2009; Ong et coll., 2015). Les autres effets observés après un 

conditionnement ischémique lors d’un infarctus du myocarde sont une diminution des 

arythmies, une préservation de la fonction cardiaque, une diminution de l’inflammation et une 

protection contre le stress oxydatif (Costa et coll., 2013; Lim et Hausenloy, 2012). Les études 

sur les voies de signalisation activées par le conditionnement ischémique ont poussé plusieurs 

groupes de recherche à se concentrer sur des molécules agissant sur ces voies comme cibles 

pour le traitement de l’IAM.   
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Figure 28. Voies de signalisation de RISK et de SAFE dans la cardioprotection 

Les protéines impliquées dans la voie de RISK sont en jaune, les protéines impliquées dans la 

voie de SAFE sont en bleu, les protéines et molécules impliquées dans la voie de NO/PKG sont 

en vert. FGF, facteur de croissance des fibroblastes; GFR, récepteur des facteurs de croissance; 

NPR, récepteur des peptides natriurétiques; PDK, pyruvate déshydrogenase kinase ; PTEN, 

homologue de phosphatase et tensine; PTPm, pore de transition de perméabilité mitochondriale; 

SR, réticulum sarcoplasmique. Figure modifiée et traduite de (Heusch, 2015). 

 

1.2.3.4 Autres cibles dans la pathologie de l’ischémie/reperfusion du myocarde 

1.2.3.4.1 Akt 

L’Akt (ou protéine kinase B, PKB) est une sérine/thréonine kinase qui possède des effets 

cardioprotecteurs en augmentant la survie cellulaire, le métabolisme du glucose et la fonction 

cardiaque et en stimulant l’angiogenèse (Fernandez-Hernando et coll., 2007; Miyamoto et coll., 
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2009; Sussman et coll., 2011; Yao et coll., 2014). En général, l’activation des récepteurs 

tyrosine-kinases ou RCPGs activent la PI3K. Le domaine SH2 de la sous-unité p85 de la PI3K 

se lie au récepteur activé, alors que la sous-unité p110 catalyse la phosphorylation de la 

phosphoinositol 4,5 diphosphate (PIP2) membranaire en phosphatidylinositol (3,4,5)-

trisphosphate (PIP3). L’Akt et la PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase) peuvent 

lier le PIP3 et leur proximité permet à la PDK1 de phosphoryler l’Akt sur les résidus ser473 et 

Tyr308 (Bononi et coll., 2011). 

 

Il a été mentionné précédemment que l’activation d’Akt conduit à une augmentation de 

l’entrée du glucose dans les cardiomyocytes en augmentant la translocation de GLUT4 à la 

membrane sarcolemmique provenant de la réserve de GLUT4 présente dans des vésicules de 

stockage (section 1.2.1.1). Conséquemment, l’activation d’Akt augmente donc le métabolisme 

du glucose qui est favorable dans une situation d’I/RM. 

 

Outre les effets anti-apoptotiques de l’Akt sur Bad et Bax (Aikawa et coll., 2000) 

mentionnés précédemment, l’Akt peut aussi phosphoryler la GSK-3α/β, responsable de la 

synthèse du glycogène et de la gluconéogenèse, sur la ser9 et causer son inhibition (Zhai et coll., 

2011). Des études ont montré que la GSK-3α/β possède aussi des propriétés pro-apoptotiques 

en stimulant l’ouverture du PTPm (Pap et Cooper, 1998; Park et coll., 2006). L’activation de la 

voie Akt, inhibant la GSK-3α/β est bien connue dans la voie cardioprotectrice RISK lors du pré-

conditionnement ischémique (Mocanu et coll., 2002; Tong et coll., 2002).  

 

L’activation d’Akt peut aussi réduire le stress oxydatif en initiant la transcription de 

gènes anti-oxydants. Une étude a montré que la voie PI3K/Akt peut stimuler l’activité du facteur 

de transcription Nrf2 (E2-related factor 2), qui se lie sur le ARE (antioxidant-responsive 

element) et cause la transcription d’enzymes anti-oxydantes, telles que l’HO-1 (hème 

oxygénase), la SOD, la catalase et la GSH-Px (Chen et coll., 2014; Ooi et coll., 2017).  

 

L’activation d’Akt par l’insuline a conduit à la phosphorylation et l’activation d’eNOS. 

La production de NO par eNOS a un effet vasodilatateur (Ji et coll., 2010) et pro-angiogénique 

(Bir et coll., 2012). Dans les cellules endothéliales, la PKG stimule la cascade des MAPK (Ras, 



 

87 

Raf, MEK et ERK1/2, séquentiellement) et induit la transcription des gènes impliqués dans la 

prolifération et la migration des cellules endothéliales, résultant en l’angiogenèse (Bir et coll., 

2012; Fisslthaler et coll., 2003). 

 

Des études ont montré que l’Akt joue un rôle dans le cycle du calcium en phosphorylant 

le phospholamban (PLB) (Catalucci et coll., 2009; Duan et coll., 2003), un inhibiteur endogène 

de la SERCA lorsque le PLB est sous la forme déphosphorylée, et augmente l’activité de NCX 

(Miyamoto et coll., 2005), améliorant ainsi la fonction contractile du myocarde. En effet, la 

dépolarisation membranaire après l’influx de Na+ et l’efflux de K+ cause l’ouverture des canaux 

pour le calcium de type L (CavL). L’augmentation du calcium intracellulaire active le récepteur 

de la ryanodine (RyR) sur le réticulum sarcoplasmique et conduit à la relâche additionnelle de 

Ca2+. Comme expliqué précédemment, le Ca2+ lie la troponine C et cause la contraction 

musculaire. Le Ca2+ intracellulaire est ensuite diminué, soit par son efflux par le NCX au 

sarcolemme ou sa réentrée dans le réticulum sarcoplasmique par le SERCA.  

 

1.2.3.4.2 AMPK 

L’AMPK est une protéine qui détecte les changements d’énergie intracellulaire. Elle est 

activée lorsque le ratio ATP/AMP diminue. Lorsque le cœur a besoin d’énergie, l’AMPK est 

activée et, via la phosphorylation et l’inhibition de l’ACC, augmente la bêta-oxydation; au 

contraire l’oxydation des acides gras est réduite lorsque le cœur demande peu d’énergie 

(Horman et coll., 2012). L’AMPK est une protéine hétérotrimérique constituée d’une sous-unité 

α catalytique et de sous-unités β et γ régulatrices (Gao et coll., 1996; Woods et coll., 1996). La 

sous-unité γ est sensible à la présence d’AMP, et sa liaison avec celle-ci permet de rendre 

accessible, par un changement de conformation, la Thr172 sur la sous-unité catalytique α, 

permettant ainsi sa phosphorylation et son activation par la LKB1, qui est hautement exprimée 

dans les cardiomyocytes, ou par la CAMKKβ (calcium/calmodulin-dependent protein kinase 

kinase β), qui est hautement exprimée dans les cellules musculaires lisses vasculaires et les 

cellules endothéliales mais faiblement exprimée dans les cardiomyocytes (Dyck et Lopaschuk, 

2006; Horman et coll., 2012).  
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De manière similaire à l’Akt, l’AMPK augmente aussi l’entrée du glucose et des acides 

gras telle que décrite dans la section 1.1.2.1.. Pour ce faire, l’AMPK phosphoryle la PFK2 qui 

produit le fructose-2,6-biphosphate qui, à son tour, active la PFK1, favorisant ainsi la glycolyse 

(Marsin et coll., 2000), alors que la phosphorylation de l’ACC2 favorise l’oxydation des acides 

gras (Kudo et coll., 1995). Donc, l’activation de l’AMPK augmente l’entrée et l’oxydation du 

glucose et d’acides gras dans le cœur. On pourrait penser que, dans une situation d’I/RM, 

l’activation de la bêta-oxydation inhibe l’oxydation du glucose et cause son découplage avec la 

glycolyse et l’oxydation du pyruvate. Quoiqu’une activation trop importante de l’AMPK 

pourrait causer des dommages plus importants aux cellules (Dyck et Lopaschuk, 2006; Horman 

et coll., 2012), des études avec des souris déficientes en AMPK ont montré que pendant 

l’ischémie, l’entrée du glucose et la glycolyse étaient grandement diminuées. Les résultats ont 

montré une plus grande taille de l’infarctus et des hypercontractures plus sévères, bien que la 

stimulation de l’oxydation des acides gras était absente à la reperfusion (Carvajal et coll., 2007; 

Russell et coll., 2004; Xing et coll., 2003). Ces études ont montré que les effets cardioprotecteurs 

de l’AMPK dans l’I/RM sont à privilégier malgré les effets potentiellement néfastes de l’AMPK 

pouvant potentiellement augmenter les dommages tissulaires. De plus, l’utilisation d’un agent 

pharmacologique activant l’AMPK appuie ces résultats (Kim et coll., 2011).   

 

L’AMPK augmente non seulement le métabolisme, mais inhibe aussi les voies qui 

consomment de l’énergie, telles la prolifération et la synthèse de protéines (Chan et coll., 2004; 

Hardie et Carling, 1997). L’activation de l’AMPK phosphoryle et active la TSC2 (tuberous 

sclerosis complex 2), un inhibiteur du complexe mTORC1 (mTOR (mammalian target of 

rapamycin) complex 1), et phosphoryle et inactive la protéine Raptor (regulatory-associated 

protein of mTOR) sur le complexe mTORC1. Le complexe mTORC1 active à la fois la p70S6K 

(p70 ribosomal S6 protein kinase), qui induit la transcription de protéines ribosomales et de 

facteurs d’élongation, et la 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor-4E binding protein-1), qui initie 

la traduction des protéines (Gwinn et coll., 2008; Inoki et coll., 2003). Cette régulation permet 

à la cellule de dépenser son énergie dans les voies qui lui sont le plus utiles pour sa survie. Après 

l’I/RM, des dommages trop importants peuvent conduire à une hypertrophie adaptative du 

myocarde, mais si le stress myocardique perdure trop longtemps, l’hypertrophie peut devenir 

mésadaptée et progresser vers le remodelage pathologique, la dysfonction et la défaillance 
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cardiaque. L’inhibition de la synthèse des protéines par l’activation de l’AMPK réduit le 

développement de l’hypertrophie du myocarde (Chan et coll., 2008; Chan et coll., 2004).  

 

L’AMPK, comme l’Akt, promeut la vasodilatation. En effet, l’AMPK peut également 

phosphoryler eNOS, stimuler la production de NO dans les cellules endothéliales (Bir et coll., 

2012; Thors et coll., 2004) et phosphoryler le PLB pour initier la relaxation des cellules 

musculaires lisses vasculaires (Schneider et coll., 2015).  

 

1.2.3.4.3 Adiponectine 

L’adiponectine est une adipokine majoritairement sécrétée par le tissu adipeux. 

Toutefois, des études ont montré que l’adiponectine est aussi produite et sécrétée par les 

cardiomyocytes, suggérant alors que ses effets cardioprotecteurs peuvent être de nature 

autocrine et paracrine (Skurk et coll., 2008; Wang et coll., 2010). Des études ont aussi montré 

l’expression du gène de l’adiponectine dans les hépatocytes (Yoda-Murakami et coll., 2001), le 

muscle squelettique (Liu et coll., 2009), les ostéoblastes (Shinoda et coll., 2006) et le placenta 

(Caminos et coll., 2005). La synthèse d’adiponectine cardiaque et l’expression des récepteurs 

AdipoR1 (adiponectin receptor 1) et AdipoR2 sont stimulées après l’activation de PPARγ par 

la rosiglitazone (Ding et coll., 2007). L’adiponectine peut lier ses récepteurs, l’adipoR1 et 

l’adipoR2, qui présentent 7 domaines transmembranaires distincts des RCPGs. En effet, à 

l’opposé des RCPGs, la liaison de l’adiponectine se fait sur le domaine C-terminal du récepteur 

qui est extracellulaire, tandis que le domaine N-terminal est cytoplasmique et interagit avec une 

protéine adaptatrice, l’APPL1 (adaptor protein phosphotyrosine interacting with PH domain 

and leucine zipper 1). L’adipoR1 est fortement exprimé dans les cellules endothéliales et les 

muscles squelettique et cardiaque, tandis que l’adipoR2 est plus exprimé au niveau du foie. Le 

muscle cardiaque exprime aussi la T-cadhérine, capable de lier l’adiponectine et de permettre 

son interaction avec les cardiomyocytes (Denzel et coll., 2010). 

  

On observe une diminution de la concentration circulante d’adiponectine chez les 

patients qui ont subi un IAM (Kumada et coll., 2003; Zhu et coll., 2008), tandis que sa 

concentration élevée en circulation prédit un risque plus faible de subir un IAM chez les patients 
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atteints de maladies cardiovasculaires (Pischon et coll., 2004). Les souris déficientes en 

adiponectine présentent des lésions plus sévères après une ischémie/reperfusion du myocarde 

(Tao et coll., 2007) et sont plus susceptibles de développer une hypertrophie cardiaque induite 

par une surcharge de pression dans un modèle de constriction transaortique (Shibata et coll., 

2005), alors que ces effets ont été inversés suite au traitement avec un adénovirus stimulant 

l’expression d’une adiponectine recombinante (Shinmura et coll., 2007).  

 

L’adiponectine protège le myocarde contre les dommages induits après un IAM en 

activant l’Akt (Skurk et coll., 2008), l’AMPK (Shibata et coll., 2005; Wang et coll., 2009) et la 

céramidase (Holland et coll., 2011), ce qui aura comme effet d’augmenter l’oxydation du 

glucose et des acides gras et de diminuer l’apoptose (Tao et coll., 2007). En effet, la forte 

concentration cellulaire en palmitate conduit à la synthèse de céramide, un activateur de la 

caspase-3 (Park et coll., 2011) et de la caspase-8 (Tirodkar et Voelkel-Johnson, 2012). La 

céramidase est une enzyme qui désacyle la céramide pour produire la sphingosine-1-phosphate 

(S1P) qui possède des propriétés anti-apoptotiques par l’inhibition de la caspase-8 (Holland et 

coll., 2011). L’adiponectine protège aussi le cœur suite à un IAM en diminuant le stress causé 

par la production d’oxydants et de nitrites. L’administration d’adiponectine à des souris ayant 

subi une I/RM a diminué l’expression protéique d’iNOS et de la gp91phox (ou NOX2) dans 

l’homogénat de cœur (Wang et coll., 2009). Les effets anti-inflammatoires de l’adiponectine 

suite à un IAM sont liés à l’activation de COX-2 dans le myocarde, causant la production de 

prostaglandine E2 (PGE2) et de l’inhibition de la production excessive de TNF-α (figure 29) 

(Salvado et coll., 2009; Shibata et coll., 2005). Dans les macrophages, l’adiponectine diminue 

aussi la relâche de TNF-α en inhibant NFkB (Ouchi et coll., 2001), stimule leur polarisation 

vers leur forme M2 anti-inflammatoire (Lovren et coll., 2010; Ohashi et coll., 2010), et 

augmente la production d’IL-10 (Kumada et coll., 2004). 
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Figure 29. Voies de signalisation cardioprotectrices de l’adiponectine 

APPL1, adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper 

containing 1; COX-2, cyclooxygénase-2; HMW, high molecular weigth; iNOS, inducible nitric 

oxyde synthase; S1P, sphingosine-1-phosphate; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha. Figure 

modifiée et traduite de (Xu et Vanhoutte, 2012). 

 

Bien que le tissu adipeux soit le principal organe à sécréter l’adiponectine en circulation, 

l’adiponectine est aussi exprimée au niveau des cardiomyocytes humains (Skurk et coll., 2008), 

de rats et de souris (Amin et coll., 2010; Amin et coll., 2010; Ding et coll., 2007). À ce niveau, 

l’adiponectine peut conférer ses effets cardioprotecteurs à travers des actions autocrine et 

paracrine, en plus de son action endocrine (Wang et coll., 2010).  
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1.3 La ghréline et sa forme désacylée 

L’étude des effets cardioprotecteurs des sécrétagogues de l’hormone de croissance s’est 

étendue à la ghréline et ses dérivés, étant le ligand endogène du récepteur des GHRPs 

synthétiques. Cette section décrit donc le système de la ghréline et de sa forme désacylée, 

l’UAG. Puisqu’il existe une immense littérature sur la ghréline et son récepteur, le récepteur de 

la ghréline, en comparaison à celle de l’UAG, cette section décrira la ghréline et son récepteur 

pour mettre en contraste et en valeur l’UAG.  

 

1.3.1 Expression du gène de la ghréline 

Le gène humain de la ghréline (GHRL) est situé dans la région du chromosome 3p25.3 

(3p25-26) (Gueorguiev et Korbonits, 2013). Initialement, quatre exons codants pour le GHRL 

ont été identifiés (Tanaka et coll., 2001), mais des études subséquentes ont mené à la découverte 

de d’autres exons en aval. Le GHRL comprend donc six exons, dont quatre codants, cinq introns 

et au moins 15 variants d’ARNm par épissage alternatif (Seim et coll., 2007). Parmi ceux-ci, 

cinq variants d’ARNm matures codent tous pour la même protéine, la prépro-ghréline, 

composée de 117 aa (figure 30) qui représente le variant exprimé au niveau de l’estomac et du 

cœur, et présente 84% d’homologie avec la séquence murine (Tanaka et coll., 2001). La prépro-

ghréline possède une séquence de 23 aa située du côté N-terminal codant pour le peptide signal 

lui permettant d’être acheminée vers le réticulum endoplasmique, suivie d’une séquence de 28 

aa codant le peptide de la ghréline et d’une séquence de 66 aa codant pour la C-ghréline (appelée 

ainsi parce qu’elle est située du côté C-terminal), qui contient la séquence de l’obestatine d’une 

longueur de 23 aa. Une fois que le peptide signal est clivé par une peptidase, la pro-ghréline 

peut alors être acylée au niveau de la sérine en position 3 par l’ajout d’un groupement n-octanoyl 

dans le réticulum endoplasmique par l’enzyme O-acyltransférase de la ghréline (GOAT, ghrelin 

O-acyltransferase). Bien que la GOAT ajoute un groupement d’acide gras qui peut varier en 

longueur de 2 à 14 carbones (Gutierrez et coll., 2008), chez l’humain on retrouve principalement 

la ghréline sous forme n-octanoyle, puis en deuxième lieu n-décanoyle (Hosoda et coll., 2003), 

qui sont en fait les deux formes optimales pour lier le récepteur de la ghréline (Muller et coll., 
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2015). Finalement, la ghréline est clivée de la C-ghréline par la convertase de prohormone 1/3 

(PC1/3, prohormone convertase 1/3) pour donner la ghréline acylée, tandis que la C-ghréline 

subit d’autres modifications post-traductionnelles pour donner l’obestatine. Bien que l’UAG 

représente la forme majoritaire dans la circulation (Patterson et coll., 2005), il n’est pas encore 

démontré si elle provient seulement d’une désacylation de la ghréline acylée ou s’il y aurait 

aussi une synthèse de ghréline non-acylée (Nishi et coll., 2011). Parmi les variants d’ARNm, on 

peut observer des variations mineures de la séquence peptidique, comme par exemple 

l’exclusion de l’aa glutamine (Gln) en position 14 de la ghréline, conduisant à un peptide de 27 

aa appelé des-Gln14-ghréline, qui garde toutefois sa capacité à lier le récepteur de la ghréline 

(Hosoda et coll., 2000). Par contre, on peut retrouver des variations majeures, allant de 

l’exclusion de l’exon 1, à l’exclusion totale des exons 1 et 2 qui codent pour le peptide de la 

ghréline (Seim et coll., 2007).  
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Figure 30. Structure du gène de la ghréline chez l’homme et étapes de la synthèse de la 

ghréline 

GOAT, ghrelin O-acyltransferase; PC1/3, prohormone convertase 1/3. Figure inspirée et 

traduite de (Au et coll., 2016; Lim et coll., 2011).  
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1.3.2 Structure de la ghréline  

La ghréline est unique en son genre, puisque c’est le premier peptide découvert et le seul 

connu à posséder un acide octanoïque dans sa structure (Kojima et Kangawa, 2008). Le 

groupement acyl de la ghréline lui permet d’interagir favorablement avec la membrane cellulaire 

afin d’augmenter la concentration locale de ghréline à proximité du récepteur de la ghréline et 

d’optimiser sa liaison dans la poche du récepteur de la ghréline (Staes et coll., 2010).  

 

La synthèse de fragments peptidiques dérivés de la ghréline a permis de démontrer que 

la structure minimale de la ghréline lui permettant de lier son récepteur, le récepteur de la 

ghréline, est la présence de ses quatre premiers aa, incluant l’acylation sur la sérine en position 

3 (Bednarek et coll., 2000) (figure 31). Ce tétrapeptide peut produire 90% de la réponse 

maximale de la ghréline (en mesurant la relâche de calcium intracellulaire in vitro), mais à une 

concentration efficace médiane (CE50) deux fois plus élevée (72 nM vs. 32 nM). Par contre, le 

pentapeptide constitué des 5 premiers aa peut produire 96% de la réponse de la ghréline et 

possède une CE50 deux fois plus faible (11,5 nM vs. 32 nM) (Bednarek et coll., 2000).  

 

 

Figure 31. Structure de la ghréline 

La ghréline est acylée sur la sérine en position 3. Les quatres premiers acides aminés (vert), 

ainsi que le cinquième (vert pâle) sont importants pour sa liaison au récepteur de la ghréline. 

Figure inspirée de (Muller et coll., 2015). 

 

1.3.3 Expression protéique de la ghréline 

 Près du deux tiers de la ghréline sécrétée en circulation est produite par les cellules 

endocriniennes P/D1 (ou cellules de la ghréline) retrouvées dans la muqueuse oxyntique de 
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l’estomac (Date et coll., 2000). Les cellules de la ghréline représentent 20% des cellules 

endocriniennes de la muqueuse oxyntique et sont de type fermé, ce qui signifie que leur côté 

apical est entouré de cellules épithéliales et qu’elles ne sont pas en contact avec la lumière de 

l’estomac. Le reste de la ghréline est produit par les cellules de la ghréline situées dans l’intestin 

grêle et le colon, où l’on peut les retrouver à la fois de type fermé, ou de type ouvert vers la 

lumière de l’intestin (Sakata et Sakai, 2010). Les cellules de la ghréline sont moins nombreuses 

au fur et à mesure qu’on s’éloigne de l’estomac (Date et coll., 2000; Sakata et coll., 2002). La 

ghréline est aussi retrouvée en plus petite quantité au niveau de l’hypophyse (Guan et coll., 

1997; Korbonits et coll., 2001), de l’hypothalamus (Howard et coll., 1996; Korbonits et coll., 

2001), de la glande thyroïdienne (Kanamoto et coll., 2001), des poumons (Volante et coll., 

2002), du pancréas (Date et coll., 2002; Guan et coll., 1997; Wierup et coll., 2004), des reins 

(Dagli et coll., 2009; Mori et coll., 2000), des ovaires (Gnanapavan et coll., 2002; Tena-Sempere 

et coll., 2002), des testicules (Gnanapavan et coll., 2002; Tena-Sempere et coll., 2002), des os 

(Fukushima et coll., 2005), des tissus lymphatiques (Gnanapavan et coll., 2002), des cellules 

endothéliales de la micro- et macrovasculature (Kleinz et coll., 2006) et du cœur (Gnanapavan 

et coll., 2002; Iglesias et coll., 2004). La ghréline est aussi retrouvée en circulation, où elle serait 

transportée par les lipoprotéines. En effet, le groupement acyl de la ghréline permettrait son 

interaction avec les chylomicrons, les VLDL et les LDL, tandis que les séquences en N- et C-

terminales permettraient son interaction avec les HDL (Beaumont et coll., 2003; De Vriese et 

coll., 2007). Au contraire, l’UAG qui ne possède pas de groupement acyl circule librement dans 

le sang (De Vriese et coll., 2007). La ghréline possède une courte demi-vie (9 à 11 min) (Tong 

et coll., 2013) en comparaison à celle de l’UAG (32-39 min) (Tong et coll., 2013), ce qui pourrait 

être expliquée en partie par le fait que la ghréline est déacylée en circulation par des enzymes 

telles que la butyrylcholinestérase et l’acétylhydrolase (De Vriese et coll., 2007). On retrouve 

en circulation environ 10-20 fmol/mL de ghréline acylée sur un total de 100-150 fmol/mL de 

ghréline acylée et désacylée. La forme de l’UAG représente donc 90% de la ghréline totale 

(acylée et désacylée) circulante (Kojima et Kangawa, 2005). 
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1.3.4 Régulation de la sécrétion de la ghréline 

Les concentrations de ghréline acylée en circulation et de la GOAT dans les cellules sont 

augmentées en état de jeûne (An et coll., 2010; Xu et coll., 2009) et diminuées en état post-

prandial (Cummings et coll., 2001; Tschop et coll., 2001). Au contraire, la concentration de 

l’UAG en circulation est plus élevée en état post-prandrial et plus faible en état de jeûne. En 

période de jeûne, l’activation du système nerveux sympathique conduisant à la relâche 

d’adrénaline, de noradrénaline et du peptide relié au gène calcitonine (PRGC), et à la relâche 

d’hormones endocriniennes telles que la sécrétine, la mélanocortine et le glucagon, induisent la 

sécrétion de la ghréline au niveau de l’estomac (de la Cour et coll., 2007). En effet, les cellules 

de la ghréline dans l’estomac expriment entre autres le récepteur β1-adrénergique qui, 

lorsqu’activé par la noradrénaline, induit une augmentation d’AMPc qui viendra activer la PKA 

par l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium et induire la sécrétion de 

ghréline dans des granules (Gagnon et Anini, 2012). Les cellules oxyntiques expriment aussi le 

récepteur du glucagon (GluR) dont la liaison du glucagon cause une augmentation d’AMPc 

intracellulaire et une activation de ERK1/2, ce qui conduit à une augmentation de l’expression 

de l’ARNm et de la sécrétion de la ghréline (Gagnon et Anini, 2013). 

 

Après la prise alimentaire, la présence des nutriments et/ou de leurs métabolites et la 

sécrétion d’hormones gastro-intestinales telles que la somatostatine et la bombésine (ou gastrin 

releasing peptide) durant la digestion des nutriments (de la Cour et coll., 2007) et la relâche 

d’insuline lors de la digestion des nutriments inhibent la sécrétion de la ghréline (Kamegai et 

coll., 2004). Les cellules sécrétant la ghréline expriment le récepteur à l’insuline (INSR) et la 

liaison de l’insuline active l’Akt en induisant sa phosphorylation et diminue la concentration 

d’AMPc, inhibant ainsi la sécrétion de la ghréline (Gagnon et Anini, 2012). Il est intéressant de 

noter que les acides gras, comme les triglycérides à chaîne longue et les phospholipides, ont un 

effet inhibiteur moindre sur la sécrétion de la ghréline, comparativement aux protéines et aux 

hydrates de carbone (Overduin et coll., 2005). Ceci pourrait expliquer en partie la prise de poids 

plus importante lors d’une diète riche en lipides puisque l’effet de satiété est atteint moins 

rapidement avec les acides gras puisque la ghréline circulante est diminuée moins rapidement 

avec ceux-ci.  
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1.3.5 Récepteur de la ghréline 

Le gène du récepteur de la ghréline, le GHS-R, est localisé sur le chromosome 3q26.31 

et consiste en deux exons séparés par un intron codant pour un RCPG à sept domaines 

transmembranaires (Howard et coll., 1996). L’exon 1 encode pour les régions 

transmembranaires I à V, tandis que l’exon 2 encode pour les régions transmembranaires VI et 

VII. Par épissage alternatif, le gène du GHS-R encode pour 2 ARNm distincts, le récepteur de 

la ghréline (initialement appelé GHS-R1a) et le GHS-R1b (figure 32). Il a été montré que le 

GHS-R1b peut former un hétérodimère avec le récepteur de la ghréline (Leung et coll., 2007) et 

restreindre le changement de conformation du récepteur de la ghréline suite à la liaison de son 

ligand, ce qui l’empêche d’activer la protéine Gq/11, inhibant ainsi son activité constitutive (Chu 

et coll., 2007; Leung et coll., 2007). De plus, la forte expression du GHS-R1b dans le réticulum 

endoplasmique empêche la translocation du GHS-R1a à la membrane plasmique ce qui réduit 

son activité (Chow et coll., 2012). D’un autre côté, le récepteur de l’UAG reste à ce jour non-

identifié. 

 

 

Figure 32. Structure du gène du GHS-R 

Le GSH-R code pour deux récepteurs, le récepteur de la ghréline à sept passages 

transmembranaires et le GHS-R1b à 5 passages transmembranaires, obtenus par épissage 

alternatif. Figure inspirée et traduite de (Gil-Campos et coll., 2006; Liu et coll., 2011). 
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1.3.5.1 Le récepteur de la ghréline 

L’ARNm du récepteur de la ghréline est composé des exons 1 et 2, qui sera ensuite 

traduit en un récepteur de 366 aa à sept domaines transmembranaires couplé aux protéines G 

(Howard et coll., 1996). Le récepteur de la ghréline possède une homologie de séquence avec 

les récepteurs de la motiline (MLNR ou GPR38, 52%) (Feighner et coll., 1999), de la 

neurotensine (NTSR, 36%) (Vincent et coll., 1999), de la neuromédine U (NMUR, 33%) 

(Howard et coll., 2000; Kojima et coll., 2000) et du GPR39, un récepteur orphelin (30%) (Tan 

et coll., 1998). Il s’agit donc d’une sous-famille de récepteurs dont les ligands endogènes sont 

des peptides gastro-intestinaux ou neuronaux.  
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Figure 33. Structure du récepteur de la ghréline 

L’exon 1 du gène du récepteur de la ghréline code pour la région allant de la queue N-terminale 

jusqu’au 5ème domaine transmembranaire et l’exon 2 code pour le reste du récepteur. En bleu, 

les sites de SNPs (single nucleotide polymorphisms) possible de la ghréline ; en rouge, les aa 

impliqués de manière importante dans la liaison du GHRP-6 et son activation du récepteur de 

la ghréline; en vert, les aa responsables de l’activité constitutive du récepteur de la ghréline. 

Figure inspirée et traduite de (Liu et coll., 2011).

 

Les aa Asp99 (acide aspartique), Cys116 (cystéine), Glu124 (acide glutamique), 

Met213, Ser217 et His280 jouent un rôle crucial dans l’activation du récepteur de la ghréline et, 

en particulier, les aa Met213, Ser217 et His280 sont importants pour la liaison du GHRP-6 au 

récepteur (Feighner et coll., 1998). En revanche, les aa Ile134 (isoleucine), Val160 (valine), 

Ala204 et Phe279 sont importants pour son activité constitutive (Holst et coll., 2004; Liu et 

coll., 2007) (figure 33). Les aa aromatiques Phe279, Phe309 et Phe312 interagissent pour 

stabiliser la conformation active du récepteur de la ghréline en absence de ligand (Holst et coll., 

2004; Mokrosinski et Holst, 2010). De plus, l’interaction entre les aa aromatiques Trp276 et la 

Phe221 est responsable de la haute activité basale du récepteur de la ghréline (Floquet et coll., 
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2010; Schwartz et coll., 2006). En ce qui concerne la liaison de la ghréline au récepteur de la 

ghréline, les aa Glu124, Gln120, Phe169, Arg173 et Asn305 sont importants pour l’ancrage de 

la ghréline dans la poche de liaison du récepteur de la ghréline (figure 34) (Holst et coll., 2006). 

 

 

Figure 34. Sites clés de l’activation par des agonistes et de l’activation constitutive du 

récepteur de la ghréline 

La zone bleue foncée constitue les sites de liaison pour la ghréline et les zones bleu pâle ceux 

des interactions avec les agonistes, en particulier les agonistes non-peptidiques. La zone rouge, 

quant à elle, représente la poche, bordée d’aa aromatiques, déterminant l’activité constitutive. 

BEC, boucle extracellulaire. Figure inspirée et traduite de (Callaghan et Furness, 2014). 

 

1.3.5.2 Expression du récepteur de la ghréline 

Le récepteur de la ghréline est exprimé principalement au niveau de l’hypothalamus et 

de l’hypophyse antérieure (Gnanapavan et coll., 2002; Ueberberg et coll., 2009). On le retrouve 

aussi au niveau des reins (Gnanapavan et coll., 2002), de la rate (Gnanapavan et coll., 2002), du 

pancréas (Gnanapavan et coll., 2002; Ueberberg et coll., 2009), du foie (Papotti et coll., 2000), 

des poumons (Papotti et coll., 2000), de la thyroïde (Gnanapavan et coll., 2002; Ueberberg et 

coll., 2009), de l’aorte (Rodriguez et coll., 2008), des cellules immunitaires, telles que les 

monocytes, les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes T et B (Bishop et coll., 2014; 
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Laviano et coll., 2012), des nodules lymphatiques (Papotti et coll., 2000), du tissue adipeux 

(Papotti et coll., 2000) et du cœur (Gnanapavan et coll., 2002).    

 

L’expression du récepteur de la ghréline est régulée par un rétrocontrôle négatif, puisque 

la liaison de la ghréline au récepteur de la ghréline cause une diminution de l’expression de son 

ARNm (Luque et coll., 2004; Yin et coll., 2014). De plus, il a été observé que le récepteur de la 

ghréline peut être désensibilisé, comme bien d’autres RCPGs. La stimulation des RCPGs recrute 

les kinases des RCPGs (GRK, G protein-coupled receptor kinase) qui causent la 

phosphorylation du RCPG sur des résidus cytoplasmiques (Ser362, Ser363 et Thr366 pour le 

récepteur de la ghréline (Bouzo-Lorenzo et coll., 2016). La β-arrestine est un effecteur qui vient 

se lier sur ces sites phosphorylés et empêche l’interaction du RCPG avec ses sous-unités (Smith 

et Rajagopal, 2016). Cette désensibilisation peut se produire en quelques minutes ou même en 

quelques secondes (Black et coll., 2016). La liaison de la β-arrestine peut aussi induire 

l’internalisation du RCPG dans des vésicules de clathrine pour retourner tranquillement à la 

surface cellulaire pour être recyclé. L’interaction de la β-arrestine avec l’ubiquitine peut mener 

à la dégradation du RCPG dans les lysosomes. Le récepteur de la ghréline est sujet à toutes ces 

régulations (Camina et coll., 2004; Holliday et coll., 2007; Tolle et coll., 2001).  

 

1.3.5.3 Voies de signalisation du récepteur de la ghréline 

L’activation du récepteur de la ghréline engendre la voie de signalisation typique des 

RCPGs de type Gq/11. La transfection de cellules COS-7 et HEK-293 avec le récepteur de la 

ghréline a permis d’identifier la voie de signalisation menant à la sécrétion des HC dans les 

cellules hypophysaires (Holst et coll., 2006). La stimulation du récepteur de la ghréline induit 

la dissociation de la sous-unité alpha du complexe de la protéine G, qui ira activer la 

phopholipase Cβ qui clivera le lipide membranaire PIP2 en inositol triphosphate (IP3) et 

diacylglycérol (DAG). L’IP3 ira lier son récepteur (IP3R) au niveau du réticulum 

endoplasmique et induira la relâche de calcium dans le cytosol. Le calcium ira se lier à la PKC 

dans le cytosol, qui ira rapidement se lier à la DAG au niveau de la membrane plasmique. La 

DAG est alors active et conduira à deux actions. La première action consiste à l’inhibition de 

l’ouverture des canaux potassiques, ce qui empêche la repolarisation membranaire et une 
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ouverture des canaux calciques de type L et ainsi en une accumulation additionnelle de calcium 

dans le cytosol pour activer davantage de PKC (Violin et coll., 2003). La deuxième action est 

la phosphorylation et l’activation de la voie des MAPK et de ERK1/2 qui conduira à la relâche 

d’hormones de croissance (Stievenard et coll., 2017). 

 

Au niveau des cellules β pancréatiques, le récepteur de la ghréline peut stimuler la 

sécrétion d’insuline après l’activation de la protéine Gq (Park et coll., 2012). Toutefois, son 

hétérodimérisation avec le récepteur de la somatostatine de type 5 (SSTR5) active plutôt la 

protéine Gi/o après la liaison de la ghréline, ce qui conduit à la fois à une stimulation de 

l’ouverture des canaux potassiques et de l’inhibition de l’adénylate cyclase. Il s’ensuit une 

diminution des concentrations intracellulaire d’AMPc, une réduction de l’activation de la PKA, 

une stimulation moindre de l’ouverture des canaux calciques de type L et une accumulation 

moindre de calcium intracellulaire. Ces évènements conduits à l’inhibition de la sécrétion de 

l’insuline (Figure 35) (Park et coll., 2012). Le nombre d’hétérodimères est proportionnel au 

niveau d’expression du récepteur de la ghréline qui est augmenté avant la prise alimentaire et 

diminué dans l’état post-prandial (Cummings et coll., 2001; Tschop et coll., 2001).  
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Figure 35. Différentes voies de signalisation activées par la ghréline 

AMPc, adénosine monophosphate cyclique; cellule HC, cellule somatotrope hypophysaire; 

DAG, diacylglycérol; HC, hormone de croissance; IP3, inositol triphosphate; PLC, 

phospholiase C. Figure modifiée et traduite de (Dezaki, 2013). 

 

Le récepteur de la ghréline peut former un hétérodimère avec plusieurs autres récepteurs 

à sept passages transmembranaires et cela affectera ses fonctions. Par exemple, 

l’hétérodimérisation du récepteur de la ghréline avec les récepteurs de la dopamine D1 (DRD1) 

ou D2 (DRD2) (Kern et coll., 2012), de la sérotonine (Currie et coll., 2010; Schellekens et coll., 

2015) ou de la mélanocortine de type 3 (MC3) (Rediger et coll., 2011), ou avec le GRP83 

(Müller et coll., 2013), aura comme effet de diminuer l’activité constitutive du récepteur de la 

ghréline et d’atténuer son effet orexigène. Des études ont montré que la liaison de la ghréline 

sur l’hétérodimère récepteur de la ghréline/DRD1 au niveau de l’hypothalamus active la 

protéine Gαi du récepteur de la ghréline et amplifie l’activité du DRD1 couplé à la protéine Gs 

(Jiang et coll., 2006). 
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1.3.5.4 Ghrelin receptor-like receptors 

Une étude sur la lignée cellulaire de cardiomyocytes H9c2 et les cellules endothéliales 

d’aortes de porcs (PAOEC, porcine aortic endothelial cells) qui n’expriment pas le récepteur 

de la ghréline, a montré que la ghréline et l’UAG activaient tous les deux la voie PI3K/Akt et 

ERK1/2 et inhibaient par conséquent l’apoptose (Baldanzi et coll., 2002). L’étude de 

compétition a révélé que la liaison de la ghréline et de l’UAG radiomarquées sur ce récepteur 

peut être déplacée par la ghréline et l’UAG non-marquées avec des affinités très similaires 

(Baldanzi et coll., 2002). Ces récepteurs, non-identifiés à ce jour, ont été appelés les ghrelin 

receptor-like receptors (GRLRs) (Callaghan et Furness, 2014) et sont distincts du récepteur de 

l’UAG (inconnu à ce jour) qui possède une forte affinité pour l’UAG comparativement à la 

ghréline. Lors de sa découverte, l’équipe de Kojima n’a pas détecté d’activation du récepteur de 

la ghréline par l’UAG (Kojima et coll., 1999). Toutefois, des études ultérieures ont montré que 

l’UAG peut lier le récepteur de la ghréline avec une affinité de plus de 1000 fois moindre que 

la ghréline. Une étude sur les cellules CHO-K1, exprimant le récepteur de la ghréline humain et 

l’aequorine, a montré que l’UAG possèderait une CE50 entre 1,6 et 3 µM, comparativement à 

2,0 à 2,6 nM pour la ghréline envers le récepteur de la ghréline en mesurant la relâche de calcium 

intracellulaire (Callaghan et coll., 2014; Gaunavan de Zande et coll., 2007). De plus, une étude 

de compétition sur des cellules HEK-293 transfectées avec le récepteur de la ghréline humain a 

montré que l’UAG déplaçait la ghréline radiomarquée liée au récepteur de la ghréline avec une 

CI50 de 10 à 13 mM, tandis que la CI50 de la ghréline est de 7 à 10 nM (Bednarek et coll., 2000; 

Gaunavan de Zande et coll., 2007). L’UAG ne se lie donc pas au récepteur de la ghréline à des 

concentrations physiologiques, mais sa liaison à des concentrations supraphysiologiques révèle 

ses propriétés agonistes suite à la mesure d’une hausse de la concentration de calcium 

intracellulaire (Gaunavan de Zande et coll., 2007). 

 

Une étude a montré que l’UAG diminue l'inflammation induite par les protéines bêta-

amyloïdes fibrillaires dans les cellules microgliales N9 en culture en diminuant l'expression de 

l'ARNm de l'IL-6 et de l'IL-1beta, un effet qui n'est pas observé avec la ghréline. Pourtant, les 

cellules microgliales n'expriment pas le GHS-R1a. Ceci démontre que l'effet de l'UAG est 
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indépendant du GHS-R1a et du récepteur GRLR, et que l'UAG possède son propre récepteur 

(Bulgarelli et coll., 2009). 

 

Selon la revue de Callaghan et Furness, on peut supposer qu’il existe un récepteur propre 

à l’UAG qui serait exprimé au niveau des hépatocytes, des cellules β-pancréatiques et des 

cardiomyocytes, tandis qu’il existerait aussi des récepteurs capables de lier à la fois la ghréline 

et l’UAG, nommés GRLR, qui seraient exprimés au niveau des adipocytes, des myoblastes, des 

ostéoblastes, des cardiomyocytes, des îlots pancréatiques, de certaines cellules cancéreuses, au 

niveau des artères coronaires et des cellules endothéliales vasculaires (Callaghan et Furness, 

2014). 

 

1.3.6 Rôles physiologiques, métaboliques et pathophysiologiques de la 

ghréline et de l’UAG liés au système cardiovasculaire 

La ghréline et l’UAG sont impliquées dans un large spectre de fonctions : la sécrétion 

d’HC (Takaya et coll., 2000), l’appétit (Date et coll., 2002), les fonctions gastro-intestinales 

(Trudel et coll., 2002), le métabolisme du glucose et des acides gras (Broglio et coll., 2001; 

Rodriguez et coll., 2009), l’apprentissage, la mémorisation (Diano et coll., 2006), l’humeur 

(Chuang et Zigman, 2010), le rythme circadien (Szentirmai et coll., 2007), la reproduction 

(Benso et coll., 2013) et la maturation des lymphocytes T (Dixit et coll., 2007). Leurs effets sont 

parfois antagonistiques l’un envers l’autre, et parfois synergiques. Les prochains paragraphes se 

concentreront sur les principaux rôles de la ghréline et de l’UAG, et en particulier ceux en lien 

avec les pathologies cardiovasculaires. 

 

1.3.6.1 La prise de poids 

Initialement, les études sur les humains montraient une corrélation inverse entre la 

concentration circulante de ghréline totale et l’index de masse corporelle (Monti et coll., 2006). 

Par la suite, les études ont montré que les niveaux circulants de la forme acylée de la ghréline 

sont plus élevés en réponse à une diète hyperlipidique, dont chez les sujets qui présentent une 

obésité associée au diabète de type II (Barazzoni et coll., 2013; Rodríguez et coll., 2012), bien 
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que l’expression du récepteur de la ghréline au niveau du tissu adipeux soit diminuée (Rodriguez 

et coll., 2009). En effet, l’administration de ghréline est connue pour augmenter la masse 

graisseuse (Tschop et coll., 2000) en stimulant l’adipogenèse (Choi et coll., 2003) de manière 

indépendante du type de diète (Perez-Tilve et coll., 2011).  

 

L’administration de l’UAG ou d’un fragment cyclisé des aa 6-13 de l’UAG (cUAG6-13 

ou AZP-531) (4 nmol/kg/h chez des souris C57BL/6 pendant 2 semaines avant d’être soumises 

à une diète riche en lipides de 2 semaines) à l’aide de mini-pompe osmotique a empêché la prise 

de poids et de masse graisseuse sans toutefois affecter la prise de nourriture (Delhanty et coll., 

2013). 

 

1.3.6.2 Effets de la ghréline et de l’UAG sur le métabolisme 

1.3.6.5.1 Le glucose 

Au niveau des cellules β-pancréatiques, la liaison de la ghréline sur le récepteur de la 

ghréline inhibe la sécrétion de l’insuline comme décrite au point 1.3.5.3 (Broglio et coll., 2001). 

Certaines études ont émis l’hypothèse que l’injection de ghréline pourrait conduire au 

développement du diabète de type 2 (Vestergaard et coll., 2008). Au niveau des cellules α-

pancréatiques, la ghréline stimule la sécrétion de glucagon, ce qui contribue à augmenter la 

sécrétion du glucose et à contrebalancer les effets de l’insuline (Chuang et coll., 2011). En effet, 

une étude chez l’homme a montré que l’injection intraveineuse (i.v.) d’une seule dose 

pharmacologique de ghréline à 1 µg/kg est suffisante pour provoquer une augmentation de la 

glycémie et une réduction de l’insulinémie (Broglio et coll., 2001). De plus, la perfusion à une 

dose de 300 pmol/kg/h a provoqué une résistance à l’insuline (Vestergaard et coll., 2008). Chez 

les sujets obèses, on retrouve une corrélation positive entre les concentrations de ghréline et 

d’insuline en circulation, indiquant que la ghréline favorise la résistance à l’insuline (Rodriguez 

et coll., 2009). Au contraire, l’utilisation d’un inhibiteur de la GOAT sur des cellules des îlots 

de Langerhans humaines (Barnett et coll., 2010) ou d’un antagoniste du récepteur de la ghréline 

chez le rat (Esler et coll., 2007) ou encore la délétion du GHS-R chez la souris (Lin et coll., 

2011; Longo et coll., 2008) conduit à une augmentation de la sensibilité à l’insuline. 
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L’UAG présente des effets métaboliques différents de la ghréline. Chez les 

cardiomyocytes HL-1, l’UAG, à une concentration de 3 µM, augmente l’internalisation du 

glucose en stimulant la translocation de GLUT4 à la surface membranaire en 20 minutes et 

renverse même l’effet inhibiteur de la ghréline sur l’insuline (tous les deux à la même 

concentration que l’UAG) (Lear et coll., 2010). L’administration d’AZP531 à l’aide d’une mini-

pompe osmotique a permis de prévenir la résistance à l’insuline et l’intolérance au glucose 

induite par une diète riche en lipides chez la souris C57BL/6 (Delhanty et coll., 2013). La 

prévention de la résistance à l’insuline par l’UAG et l’AZP531 peut être expliquée en partie par 

l’inhibition de la suppression du substrat du récepteur de l’insuline 1 (IRS1, insulin receptor 

substrate 1) hépatique induite par la diète riche en lipides (Delhanty et coll., 2013) et par la 

stimulation de la sécrétion de l’insuline (Benso et coll., 2012; Gauna et coll., 2007). L’UAG est 

aussi connue pour diminuer la production de glucose hépatique (Gauna et van der Lely, 2005).  

 

1.3.6.5.2 Les lipides 

La ghréline et l’UAG inhibent la lipolyse stimulée par l’isoprotérénol au niveau 

d’adipocytes isolés du gras épididymaire de rats Wistar, et ce, de manière indépendante du 

récepteur de la ghréline puisque le gène du récepteur de la ghréline n’a pas été détectecté dans 

ces adipocytes (Muccioli et coll., 2004). La voie impliquée dans cette inhibition impliquerait 

l’activation de PI3K/Akt et de la phosphodiestérase 3B (PDE3B), ce qui empêcherait 

l’accumulation d’AMPc (Baragli et coll., 2011). Toutefois, la ghréline activerait potentiellement 

la lipolyse au niveau des adipocytes par la relâche de l’HC. En effet, l’HC est connue pour 

stimuler les récepteurs β-adrénergiques et activer la lipolyse (voir section 1.1.5.3.2) (Thompson 

et coll., 2004; Yang et coll., 1996). L’effet de la ghréline sur la lipolyse dépendra donc de 

l’équilibre entre son effet anti-lipolytique et la quantité d’HC relâchée qui activera la lipolyse. 

Au niveau des pré-adipocytes 3T3-L1, la ghréline et l’UAG ont stimulé leur prolifération, leur 

différentiation et l’incorporation des acides gras dans les cellules (Miegueu et coll., 2011). 

 

L’UAG possède des effets inhibiteurs de la HSL (Kos et coll., 2009), ce qui diminue la 

lipolyse. De plus, dans des cultures cellulaires d’adipocytes humains primaires (Kos et coll., 
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2009) et de 3T3-L1 (Miegueu et coll., 2011), l’incubation de l’UAG à des concentrations de 10 

nM et de 10 pM, respectivement, a diminué la relâche de glycérol dans le milieu de culture en 

comparaison avec la ghréline aux mêmes concentrations, indiquant que l’UAG possède des 

effets anti-lipolytiques plus puissants que la ghréline. Par contre, des souris transgéniques 

surexprimant l’UAG présentent une masse adipeuse d’au moins 35% plus faible et une 

augmentation de 28% de la sensibilité à l’insuline comparativement aux souris de type sauvage 

(Zhang et coll., 2008).  

 

La perfusion d’UAG à une dose de 1 mg/kg/h pour une durée de 16 h chez l’homme a 

diminué par plus de 50% les concentrations d’AGNE circulants (Benso et coll., 2012). 

L’administration d’UAG (1,0 µg/kg par voie i.v.) chez l’homme a aussi contré l’effet de la 

ghréline, à la même concentration, sur l’inhibition de la relâche d’insuline et le taux élevé de 

glucose en circulation (Barazzoni et coll., 2007; Broglio et coll., 2004). Toutefois, une étude 

récente n’a montré aucun renversement des effets de la ghréline, ni d’effet de l’UAG seule, sur 

les taux plasmatiques de glucagon, d’acides gras, de glucose, d’insuline et d’HC (Tong et coll., 

2014). 

 

1.3.6.3 Effet anti-apoptotique de la ghréline 

L’incubation de ghréline avec les cardiomyocytes H9c2 en culture inhibe l’apoptose 

induite par la doxorubicine en activant les voies ERK1/2 et Akt. Il est à noter que le récepteur 

de la ghréline n’est pas détecté dans cette lignée cellulaire (Baldanzi et coll., 2002). Une étude 

avec des cellules pancréatiques β HIT-T15 a montré que la ghréline active les voies Akt et 

ERK1/2, mais aussi que l’expression de Bcl-2 était augmentée et des protéines Bax et caspase-

3 étaient diminuées, ainsi que la relâche de cytochrome c mitochondriale (Zhang et coll., 2010). 

De manière similaire, l’incubation de l’UAG à 100 nM stimule la prolifération des cellules β 

INS-1E et des îlots pancréatiques HIT-T15 in vitro et protège contre l’apoptose induite par 

l’IFN-γ (100 ng/mL) et le TNF-α (200 ng/mL) de manière concomitante en activant les voies 

PKA, ERK1/2 et PI3K/Akt (Granata et coll., 2007).  
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1.3.6.4 Effet anti-inflammatoire de la ghréline 

Dans une étude d’ischémie/reperfusion de l’intestin grêle, la ghréline a diminué 

l’infiltration des neutrophiles et la production et sécrétion locale des cytokines IL-1β, IL-6 et 

TNF-α, mais aussi dans un organe plus éloigné, les poumons. Ces effets anti-inflammatoires de 

la ghréline, ainsi que l’activation de la voie mTOR et S6K1 (mitogen-stimulated protein kinase 

p70 ribosomal protein S6 kinase 1) joueraient un rôle dans l’atténuation des dommages liés à 

l’ischémie/reperfusion (Zhang et coll., 2013). De manière similaire, la perfusion de l’UAG et 

de l’AZP531 (4 nmol/kg/h pendant 2 semaines) à l’aide de mini-pompes osmotiques à des souris 

C57BL/6 diminue l’inflammation induite par une diète riche en lipides au niveau du tissu 

adipeux. Notamment, on observe une diminution de l’expression de l’ARNm de l’IL-6 et du 

TNF-α, ainsi qu’une augmentation de la population de macrophages de type M2 dans le tissu 

adipeux (Delhanty et coll., 2013). Dans une autre étude chez la souris, l’injection de vecteurs 

recombinants dérivés du virus adéno-associé codant pour le gène de la ghréline dans la zone 

infarcie suite à une ischémie du myocarde a conduit à une augmentation de la concentration 

d’UAG dans le cœur et en circulation. Ce résultat est associé à une amélioration de la fonction 

et du remodelage cardiaque et à une diminution de l’expression d’ARNm de cytokines pro-

inflammatoires IL-1β, IL-6 et TNF-α dans le cœur (Ruozi et coll., 2015). Il est intéressant de 

noter que l’injection de LPS chez le rat diminue la concentration circulante de ghréline totale, 

ce qui résulte en une suppression de l’appétit, en stimulant la production d’IL-1β et de 

prostaglandines, et que l’administration exogène de la ghréline renverse ces effets (Wang et 

coll., 2006). 

1.3.6.5 Effet de la ghréline sur le stress oxydatif 

L’incubation de la ghréline avec des aortes de rats hypertendus spontanément (SHR) 

inhibe la NADPH oxydase diminuant ainsi la production de ROS (Kawczynska-Drozdz et coll., 

2006). Dans un modèle d’ischémie/reperfusion de l’estomac, la ghréline a diminué l’expression 

d’iNOS dans les neutrophiles et la quantité de TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), 

un marqueur du stress oxydatif, et a augmenté l’expression de la forme réduite du glutathion 

(GSH), un éboueur des ROS dans l’homogénat de tissu gastrique (El Eter et coll., 2007). Au 

niveau des préadipocytes 3T3-L1 en culture, l’incubation avec la ghréline a causé une 

augmentation de l’activité de SOD, CAT et GSH-Px, des enzymes anti-oxydantes, ainsi qu’une 
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diminution de la production de malondialdéhyde (MDA), un produit d’oxydation des lipides 

(Zwirska-Korczala et coll., 2007). De manière similaire, dans une étude chez le rat, le traitement 

à l’UAG (100 µg/kg, sous-cutané (s.c.) deux fois par jour pendant 10 jours) a diminué les 

dommages au myocarde induits par l’isoprotérénol. Les résultats ont montré une amélioration 

de la fonction cardiaque par une augmentation de la dérivée de pression par rapport au temps 

maximale (dP/dtmax) et une diminution de dP/dtmin et de la pression diastolique, une amélioration 

de la survie des cardiomyocytes par une réduction de LDH en circulation, une amélioration de 

la peroxydation des lipides par une diminution de la quantité de MDA et de CD (conjugated 

dienes) dans le cœur et le plasma, une amélioration de l’hypertrophie, de la nécrose et du 

remodelage par une diminution du collagène interstitiel (Li et coll., 2006). 

 

 

 

Figure 36. Résumé des similarités et différences des effets de la ghréline et de l’UAG 

Ghr, ghréline; HC, hormone de croissance; UAG, ghréline désacylée (unacylated ghrelin). 

Figure inspirée et traduite de (Jeffery et coll., 2011; Muller et coll., 2015). 
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1.3.7 Rôles de l’UAG dans la pathologie de l’ischémie/reperfusion du 

myocarde 

Dans une étude récente chez la souris, l’UAG (1 mg/kg) ou l’AZP531(1 mg/kg) ont été 

injectés par voie i.v. 5 min avant la reperfusion suite à une ischémie de 45 min, et une seconde 

fois 30 min après le début de la reperfusion d’une durée de 24 heures. L’UAG a diminué la taille 

de l’infarctus de 29%, tandis que l’AZP531 l’a diminué de 42%. L’UAG a activé les voies de 

signalisation de survie par une augmentation de la phosphorylation de Akt et de ERK1/2, ainsi 

que de deux substrats de mTORC1, les protéines S6 et 4E-BP1 qui favorisent l’autophagie et la 

synthèse protéique à 15 min de reperfusion, mais pas à 24 h. L’UAG a aussi réduit l’apoptose 

en diminuant l’expression protéique de Bax et l’activité de la caspase-3, et a amélioré le stress 

oxydatif par une augmentation de l’expression de la catalase à 15 min de reperfusion, ainsi que 

l’expression de la SOD et de la catalase à 24 h de reperfusion. Toutefois, l’UAG n’a pas modifié 

l’ouverture du PTPm, la capacité de rétention du calcium (CRC) mitochondriale, et n’a pas 

amélioré la respiration mitochondriale (Harisseh et coll., 2017). 

 

1.4 Les peptides synthétiques dérivés des GHS   

1.4.1 Hexaréline  

Comme il a été mentionné dans la section ghréline 1.3.3, la ghréline est une protéine 

instable en circulation avec une courte demi-vie et qui est rapidement désacylée. Ces 

caractéristiques de la ghréline sont des points limitants pour son usage dans les cas cliniques. 

Les sécrétagogues de l’hormone de croissance sont des petits peptides synthétiques qui n’ont 

pas de structure commune avec la ghréline, tel que l’hexapeptide GHRP-6, mais qui se lient au 

récepteur de la ghréline et stimulent la sécrétion d’HC (Bowers et coll., 1984). À partir de la 

structure du GHRP-6 (figure 38), plusieurs GHS ont découlé, incluant l’hexaréline qui présente 

une méthylation de la D-tryptophane (figure 38), lui conférant une puissance et une stabilité 

plus élevée, et une toxicité moindre en comparaison avec le GHRP-6 (Deghenghi et coll., 1994). 

L’hexaréline s’est rendue jusqu’en essais cliniques de phase II, connue sous le nom 

d’Examorelin par la compagnie Europeptides, pour ses effets sur la relâche d’HC, mais a été 
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discontinuée pour des raisons stratégiques (Suckling, 2006). Le tableau II résume certains GSH 

qui se sont rendus en essais cliniques et montre que cibler le récepteur de la ghréline n’est pas 

aussi prometteur qu’il semblait l’être comme sécrétagogue de l’HC. L’hexaréline présente des 

effets cardioprotecteurs (Bisi et coll., 1999; De Gennaro Colonna et coll., 1997a; Mao et coll., 

2014; Xu et coll., 2012) et est encore utilisée à ce jour dans certaines investigations sur 

l’infarctus du myocarde (McDonald et coll., 2018). L’exploitation potentielle des effets 

cardioprotecteurs de l’hexaréline est cependant limitée en raison de sa double affinité envers les 

récepteurs de la ghréline et CD36 (Bodart et coll., 1999; Locatelli et coll., 1999; Ong et coll., 

1998). 
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Tableau II. Les mimétiques de la ghréline en essais cliniques 

 Nom Compagnie Nature 

Chimique 

/Peptide Phase Traitement Effets 

Mimétique 

de la 
ghréline 

Pralmorelin 

(GHRP-2) 

Kaken 

Pharma, 

Sella Pharma 

Agoniste Hexapeptide Approuvé 

Diagnostic pour 

la déficience en 

HC 

Stimule la sécrétion 

d'HC 

Macimorelin 
Aeterna 

Zentaris 
Agoniste Chimique Approuvé 

Diagnostic pour 

la déficience en 

HC 

Stimule la sécrétion 

d'HC 

Anamorelin Helsinn, Ono Agoniste Chimique Phase III 

Cachexie 

associée au 

cancer 

Stimule la sécrétion 
d'HC, d'IGF-1, 

d'IGFBP-3, l'appétit 

augmente le poids 

corporel 

Relamorelin Rhythm Agoniste Pentapeptide Phase IIb 
Gastroparésie 

diabétique 

Stimule la sécrétion 

d'HC et la motilité 

gastro-intestinale 

Ulimorelin 
Lyric, 

Tranzyme 
Agoniste Chimique 

Phase III, 

Inactif 

Fonctions 

gastrointestinales, 

troubles 

nutritionnels 

Stimule la sécrétion 

d'HC et la motilité 

gastro-intestinale 

Ipamorelin Helsinn Agoniste Pentapeptide 
Phase II, 

Inactif 

Fonctions 

gastrointestinales 

Augmente la 

matière fécale, la 

prise alimentaire et 

le gain de poids 

Capromorelin Pfizer Agoniste Chimique 
Phase II, 
Inactif 

Fragilité chez les 
personnes âgées 

Stimule la sécrétion 
d'HC et d'IGF-1 

Tabimorelin 
Novo 

Nordisk 
Agoniste Chimique 

Phase II, 

inactif 

Déficience de 

l'HC 

Stimule la sécrétion 

d'HC, augmente le 

poids corporel, 

inhibe le CYP3A4 

Ibutamoren Merck Agoniste Chimique 
Phase II, 

Inactif 

Fibromyalgie, 

fragilité chez les 

personnes âgées 

Alzheimer 

Stimule la sécrétion 

d'HC, d'IGF-1, 

d'IGFBP-3 

Examorelin 

(Hexaréline) 
Europeptides Agoniste Hexapeptide 

Phase II, 

inactif 

Déficience de 

l'HC 

Augmente la 

sécrétion d'HC 
       

[D-Lys3]-GHRP-6 Antagoniste Hexapeptide Pas en essaie clinique 

       

PF 5190457 Pfizer 
Agoniste 

inverse 
Chimique 

Phase I, 
inactif Diabète de type 2 

Stimule la sécrétion 
de l'insuline 

Phase Ib Dépendance à 

l'alcool 

Inhibe l'effet de la 

ghréline sur l'envie 

de consommer de 

l'alcool 

Mimétique 

de l’UAG 
AZP531 

Alizé 

Pharma 

Pas un 

agoniste du 

récepteur 

de la 

ghréline 

Octapeptide, 

UAG6-13 

cyclique 

Phase II Diabète de type 2 

Améliore le contrôle 

de la glycémie, 

diminue 

l'hyperphagie et le 

poids corporel 
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CYP3A4, cytochrome P450 3A4; GHRP, growth hormone-releasing peptide; récepteur de la 

ghréline, growth hormone secretagogue receptor 1a; HC, hormone de croissance; IGF-1, 

insulin-like growth factor 1; IGFBP-3, insulin-like growth factor-binding protein 3; UAG6-13, 

fragment 6-13 de la unacylated ghrelin. Tableau modifié et traduit de (Callaghan et Furness, 

2014; Muller et coll., 2015; Rhodes et coll., 2018; Vodnik et coll., 2016). 

 

1.4.2 EP 80317  

Une étude sur le cœur isolé de rats soumis à une hypophysectomie a montré que 

l’hexaréline (80 µg/kg) à une dose 4 fois moins concentrée que la ghréline (320 µg/kg) préserve 

mieux la fonction cardiaque, le débit coronaire et la survie cellulaire. L’étude a conclu que les 

effets cardioprotecteurs de l’hexaréline étaient médiés en partie par le récepteur de la ghréline 

et principalement par une autre voie, possiblement le récepteur CD36 (Torsello et coll., 2003). 

Pour délimiter les effets cardioprotecteurs de l’hexaréline, notre laboratoire s’est concentré sur 

le récepteur CD36 dans le modèle d’I/RM. Dans une première étude, nous avons utilisé un 

analogue de l’hexaréline, le EP 80317, qui présente une substitution de son premier et troisième 

aa par les résidus Haic1 (5-amino-1,2,4,5,6,7tetrahydroazepino[3,2,1-hi]indol-4-one-2-

carboxylate) et D-Lys3 (figure 38), augmentant sa sélectivité envers le récepteur CD36 et 

perdant ainsi ses effets de sécrétion des HC (Cassoni et coll., 2001; Cheng et coll., 1989; 

Momany et coll., 1981) même s’il compétitionne avec la [I125, Tyr4]-ghréline sur des membranes 

d’hypothalamus (Muccioli et coll., 2001). Nos résultats ont montré qu’un pré-traitement 

quotidien avec le EP 80317 à une dose de 289 nmol/kg pendant 14 jours diminue la taille de 

l’infarctus suite à une I/RM chez la souris. Cet effet a été accompagné par une diminution de la 

lipolyse induite par les catécholamines, diminuant ainsi la concentration circulante d’AGNE et 

la surcharge au cœur dans ce contexte. Ces effets ont été accompagnés par une activation des 

protéines Akt et AMPK qui favorisent le métabolisme du glucose et une atténuation de la 

dysfonction cardiaque (Bessi et coll., 2012). Bien que le EP 80317 soit plus sélectif envers le 

CD36 que l’hexaréline, son affinité envers le récepteur de la ghréline n’est pas négligeable. 
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1.4.3 L’azapeptide CP-3(iv)  

L’équipe de Ong a collaboré avec l’équipe de Lubell afin de synthétiser des ligands qui 

seraient encore plus sélectifs envers le CD36. En se basant sur la structure du GHRP-6, la 

substitution d’un aa par un aza-aa à différentes positions a permis de modifier la sélectivité de 

l’azapeptide envers le récepteur de la ghréline et le récepteur CD36, ainsi que la réponse 

engendrée suite à sa liaison avec le CD36 (Proulx et coll., 2012). Un aza-aa est un aa dont le 

carbone en position α a été substitué par un azote (figure 37). Cette substitution cause une 

diminution de la propriété électrophile du carbone adjacent à l’α-aza, lui conférant une 

résistance à la dégradation par des peptidases (Greenlee et coll., 1984; Tal-Gan et coll., 2011). 

De plus, l’insertion d’un aza-aa dans un peptide cause un changement de conformation dans sa 

structure secondaire par la présence d’un repliement de type coude-β, ce qui fait augmenter la 

stabilité du peptide et peut faire augmenter son affinité envers une protéine (Proulx et coll., 

2012). Ces propriétés font des azapeptides un agent thérapeutique prometteur.  

 

 

Figure 37. Structure d’un acide aminé et d’un aza-acide aminé 

Figure modifiée et créditée à Yassine Mrabet. 

 

Selon la structure du GHRP-6, les aa aromatiques D-Trp2 et Trp4 aideraient à son 

interaction avec les Lys164 et Lys166 chargées positivement sur le CD36 (Sabatino et coll., 

2011). Toutefois, l’instabilité des aza-Trp dans un milieu acide a mené à la substitution des Trp 

par d’autres aa aromatiques. Parmi les azapeptides synthétisés par substitution des D-Trp2, Ala3 

et Trp4 par des résidues aza, la substitution des aa His1 et Trp4 par les aa Ala1 et AzaPhe4 (figure 

38) a permis la synthèse d’un azapeptide qui maintient sa sélectivité envers le CD36, mais 

présente une affinité réduite envers le récepteur de la ghréline de plus de 1000 fois 

(CI50=6,08x10-9M pour le GHRP-6 vs. CI50= >>10-5M pour [AzaPhe4]-GHRP-6), tel que 
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déterminé par une étude de compétition avec la ghréline radiomarquée avec de l’iode 125 [I125] 

sur des membranes de cellules transfectées avec le récepteur de la ghréline (Ong et coll., 1998; 

Proulx et coll., 2012). De plus, l’azapeptide [Ala1, AzaPhe4]-GHRP-6 (ou CP-3(iv)), présente 

des effets pro-angiogéniques suite à l’induction de la croissance de microvaisseaux de choroïdes 

en culture, en comparaison avec les [azaTyr4]-GHRP-6 , [Ala1, azaPhe2]-GHRP-6 et [azaLeu3, 

Ala6]-GHRP-6 qui ont des effets anti-angiogéniques (Proulx et coll., 2012). 

 

La technique de résonance des plasmons de surface a été utilisée pour le criblage de 

ligands synthétiques du récepteur CD36 en fonction de leur affinité envers le récepteur. Cette 

technique repose sur le fait que des plasmons à la surface d’une mince couche d’or reposant sur 

un support en verre entrent en résonance lorsqu’ils sont en contact avec un faisceau lumineux. 

Le CD36 est fixé de manière covalente à la surface d’une mince couche d’or à une concentration 

donnée. L’ajout de peptides à différentes concentrations qui se lieront avec le CD36 fera 

augmenter la masse et changera l’angle de réflexion du faisceau lumineux, permettant de 

calculer les KD (Maynard et coll., 2009). Les résultats ont montré que l’affinité en terme de KD 

est la plus élevée pour le CP-3(iv) (0,72 µM), suivie du EP 80317 (2,75 µM) et du GHRP-6 

(25,6 µM) (Bolduc et coll., 2011). Dans l’ensemble, le CP-3(iv) présente une meilleure affinité 

et sélectivité envers le CD36 (Bolduc et coll., 2011; Proulx et coll., 2012) et des effets pro-

angiogéniques qui sont favorables dans la pathologie de l’I/RM (Lee et coll., 2016; Liu et coll., 

2014). Pour ces raisons, nous avons choisi le CP-3(iv) comme ligand du CD36 afin d’étudier 

ses effets cardioprotecteurs et leurs mécanismes. 
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Figure 38. Le GHRP-6 et ses analogues 

Le résidu en bleu est encerclé dans la structure et dénote la différence avec le peptide parent 

(GHRP-6). Figure modifiée de (Curia et coll., 2014); Brevet É.-U. No 8,435,954, (B2), 2013.  

 

1.4.4 Les ligands dérivés de la désacyl-ghréline 

Dans le but de trouver la séquence la plus courte de l’UAG responsable de ses effets 

anti-diabétiques, la synthèse de fragments peptidiques dérivés de l’UAG a montré que les 5 

premiers aa et les 12 derniers aa de l’UAG n’ont pas d’effet sur la survie des cellules β-

pancréatiques HIT-T15 en absence de sérum ou en présence des cytokines IFN-γ, TNF-α et IL-

1β (Granata et coll., 2012). Ensuite, en testant différentes séquences entre ces deux extrémités, 

l’équipe de Ghigo a observé que le fragment 6-13 (figure 39) présentait le meilleur effet sur la 

survie des cellules HIT-T15, de façon similaire à l’UAG. Les auteurs ont aussi effectué des 

modifications en créant des mutants de la séquence 6-13 en substituant chaque aa par une alanine 

ou en changeant leur configuration en configuration D ou encore en configurant tous les aa en 

configuration D. Toutefois, l’UAG6-13 non modifiée a présenté le fragment peptidique avec la 

meilleure bioactivité sur la survie des cellules HIT-T15 et des îlots pancréatiques humains, a 
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diminué l’apoptose et la glycémie et a augmenté l’insulinémie chez les rats diabétiques ; 

l’UAG6-13 a aussi diminué la production de ROS induite par le H2O2 sur les cellules endothéliales 

progénitrices (Granata et coll., 2012). La cyclisation de l’UAG6-13 (cUAG6-13 ou AZP-531) 

(figure 39) a montré des effets similaires à l’UAG6-13 dans les essais de survie sur les cellules 

HIT-T15 et de production de ROS induits par le H2O2 sur les cellules endothéliales 

progénitrices. Il est à noter que les fragments UAG6-13 et AZP-531 ne possèdent pas la séquence 

des 4 premiers aa de la ghréline qui lui est cruciale pour activer son récepteur de la ghréline 

(Bednarek et coll., 2000). Des études pharmacocinétiques comparant l’UAG6-13 et l’AZP-531 

ont montré que 50% de l’UAG6-13 est dégradé en 5 min suite à son incubation dans du plasma 

humain à 37oC, en comparaison avec l’AZP-531 qui n’a montré aucun signe de dégradation 

même après 3 jours d’incubation (Julien et coll., 2012). Chez le rat, la demi-vie de l’UAG6-13 a 

été estimée à 16 min après son administration par voie intraveineuse. En comparaison, les demi-

vies de l’AZP-531 s.c. et par voie i.v. étaient de 27 et 28 min, respectivement, chez le rat (Julien 

et coll., 2012) et de 2-3 h chez l’humain par voie sous-cutanée (Allas et coll., 2016). À ce jour, 

la compagnie Alizé Pharma est la seule à utiliser un peptide dérivé de l’UAG en essai clinique 

(tableau II). En fait, des essais cliniques de phase I avec l’AZP-531 pour le traitement du diabète 

de type 2 (Allas et coll., 2016) ont été complétés et des études de phase II sont en cours pour ses 

effets anti-hyperphagiques dans la pathologie du syndrome de Prader-Willi (Allas et coll., 

2018). Nous nous sommes intéressés à l’évaluation des effets cardioprotecteurs de l’UAG6-13 de 

forme linéaire comme nouvel agent pharmacologique dans la pathologie de l’I/RM. 
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Figure 39. Structure de l’UAG6-13 et de l’AZP-531 

Figure tirée de (Julien et coll., 2012). 
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Tableau III. Ligands endogènes et synthétiques du récepteur de la ghréline et des 

récepteurs CD36 et de l’UAG. 

Peptide Séquence 

Ghréline 
Gly-Ser-Ser(octanoyl)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-Gln-Gln-Arg-Lys-Glu-Ser-

Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg 

Hexaréline His-D-2-methyl-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys- NH2 

EP 80317 Haic-D-2-methyl-Trp-D-Lys-Trp-D-Phe-Lys- NH2 

CP-3(iv) Ala-D-Trp-Ala-AzaPhe-D-Phe-Lys-NH2 

UAG 
Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-Gln-Gln-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-

Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg 

UAG6-13 Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-Gln- NH2 

Peptide Ghréline Hexaréline EP 80317 CP-3(iv) UAG UAG6-13 

Source Endogène Synthétique Synthétique Synthétique Endogène Synthétique 

Structure 28 aa 6 aa 6 aa 6 aa 28 aa 8 aa 

Demi-vie 
9-11 min a, 

27-31 min b 
57-71 min c n.d. n.d. 32-39 min a <16 min d 

Sélectivité 

envers le 

récepteur 

de la 

ghréline 

IC50 =  

10x10-9 M e 

IC50 = 

1,6x10-8 M a 

IC50 = 

7,5x10-7 M f 

IC50 =  

>>10-5 M f 

IC50 = 13x10-

3 M e 
n.d. 

Sélectivité 

envers le 

CD36 

n.d. 
IC50 = 

2,1x10-6 M f 

IC50 = 

1,1x10-6 M f 

IC50 = 

7,6x10-6 M f 
n.d. n.d. 

Tableau modifié et traduit de (MaoTokudome et Kishimoto, 2014; Proulx et coll., 2012). 

a, après perfusion chez des sujets humains (Tong et coll., 2013) 

b, après injection i.v. chez des sujets humains (Akamizu et coll., 2004) 

c, après injection i.v. chez le rat(Roumi et coll., 2000) 

d, détecté dans une souris sur trois après injection i.v. (Julien et coll., 2012) 

e, (Bednarek et coll., 2000; Gaunavan de Zande et coll., 2007) 

f,(Proulx et coll., 2012)  



 

122 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 2 : HYPOTHÈSES, OBJECTIFS DE 

RECHERCHE ET MÉTHODOLOGIE 
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2.1 Hypothèses et objectifs de recherche 

Depuis la fin du vingtième siècle, la découverte que l’hexaréline, un GHRP, qui possède 

des effets cardioprotecteurs (De Gennaro Colonna et coll., 1997a; Locatelli et coll., 1999; 

Rossoni et coll., 1998) a suscité l’intérêt de plusieurs groupes de recherche, incluant le nôtre 

(Bodart et coll., 2002; Ong et coll., 1998). Les études initiales avec l’hexaréline chez des rats 

hyposectomisés ont révélé que les effets cardioprotecteurs des GHRPs étaient, en partie, 

indépendants de leurs effets sur la relâche de l’hormone de croissance (Locatelli et coll., 1999). 

Le groupe de Ong a identifié que l’hexaréline peut lier un autre récepteur que le récepteur de la 

ghréline, qui est le récepteur CD36 (Bodart et coll., 2002). À cette période (début des années 

2000), des publications, notamment du groupe de Silverstein, démontraient un rôle important 

du récepteur CD36 dans la pathologie de l’athérosclérose (Febbraio et coll., 2000; Nicholson et 

coll., 2000; Silverstein et Febbraio, 2000). Notre groupe a travaillé avec le EP 80317, un 

analogue synthétique du GHRP-6 qui présente une sélectivité 10 fois supérieure envers le CD36 

vs. le récepteur de la ghréline en comparaison à celle de l’hexaréline, qui a servi de preuve de 

concept pour le développement d’agents pharmacologiques ciblant le CD36 dans 

l’athérosclérose (Marleau et coll., 2005). Les études suivantes ont caractérisé certains 

mécanismes d’action du EP 80317 dans l’athérosclérose (Avallone et coll., 2006; Bujold et coll., 

2009; Harb et coll., 2009). En parallèle, nous avions un projet qui avait pour but de caractériser 

le rôle du CD36, à l’aide du EP 80317, dans la pathologie de l’I/RM étant donné la localisation 

du CD36 au niveau des cardiomyocytes et de son rôle dans le transport des acides gras. Mes 

travaux de maîtrise visaient à investiguer les effets du EP 80317 sur les organes en périphérie 

qui contribuent à protéger le cœur contre les dommages induits par l’I/RM chez la souris (Bessi 

et coll., 2012). Dans la publication issue de ces travaux, nous avons montré qu’en plus d’activer 

les voies Akt et AMPK au niveau cardiaque, favorisant la survie et le métabolisme du glucose, 

le EP 80317 agissait aussi sur le tissu adipeux. En effet, nous avons observé une réduction de la 

lipolyse et une augmentation du stockage des triglycérides, ce qui a induit une baisse de la 

concentration des acides gras en circulation lors de la reperfusion après l’ischémie du myocarde, 

conduisant à une diminution de la quantité d’AGCL internalisés et oxydés dans les 

cardiomyocytes. Ces résultats expliqueraient, au moins en partie, la diminution de la taille de 

l’infarctus et la préservation de la fonction cardiaque en comparaison au groupe témoin. Afin 
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de poursuivre des études avec des ligands plus puissants et sélectifs du récepteur CD36, une 

nouvelle famille de dérivés du GHRP-6, les azapeptides, a été synthétisée par une collaboration 

des groupes Ong et Lubell de l’Université de Montréal (Proulx et coll., 2012). Plusieurs projets 

sont en cours dans nos laboratoires pour étudier le potentiel thérapeutique des azapeptides en 

ciblant le CD36 dans différentes pathologies, telles que la dégénérescence maculaire et 

l’athérosclérose. Mes travaux de doctorat ont porté sur l’élucidation des mécanismes 

cardioprotecteurs du CD36 dans la pathologie de l’I/RM par deux approches, pharmacologique 

(azapeptide) et génique (souris déficientes en CD36. En se basant sur nos travaux antérieurs, les 

effets anti-athérogéniques de l’hexaréline et du EP 80317 ont convergé sur l’activation de 

PPARγ au niveau des macrophages (Avallone et coll., 2006; Bujold et coll., 2009). Nous avions 

émis l’hypothèse que la sélectivité accrue de l’azapeptide CP-3(iv) envers le CD36 stimulerait 

le facteur de transcription PPARγ au niveau du tissu adipeux, menant à la protection du 

myocarde contre une I/RM en conséquence d’une synthèse et d’une sécrétion accrue 

d’adiponectine en circulation. Les objectifs de la première étude présentée dans le chapitre 3.3 

étaient de 1) évaluer le CD36 comme cible thérapeutique potentielle contre les dommages 

causés par l’I/RM; 2) établir les mécanismes conduisant à une diminution de la taille de 

l’infarctus et de la dysfonction cardiaque; 3) déterminer la contribution de l’adiponectine sur les 

effets cardioprotecteurs du CP-3(iv). 

 

Pour la deuxième étude, nous nous sommes intéressés à l’évaluation du potentiel 

cardioprotecteur d’un fragment peptidique de l’UAG, un peptide qui possède un lien avec les 

GHS qui sont à l’origine de nos travaux actuels sur le CD36. En effet, l’UAG est le peptide 

désacylé de la ghréline, l’hormone endogène liant le récepteur GHS-R1a de l’hexaréline. Le 

groupe de Ong s’était d’abord intéressé à identifier le récepteur de l’UAG, encore inconnu, le 

faisant, ils ont identifié le récepteur des peptides RF-amide (QRFP, pyroglutamylated RF-amide 

peptides), le récepteur GRP103 à sept passages transmembranaires couplé aux protéines G 

(GPR103, G protein-coupled receptor 103) (Mulumba et coll., 2010). Les études subséquentes 

ont investigué le rôle de ce récepteur et de ses ligands endogènes (Jossart et coll., 2014; 

Mulumba et coll., 2015). En 2012, la publication par le groupe de Ghigo sur les effets pro-

survie, anti-oxydatif et antidiabétique de différents fragments peptidiques de l’UAG (Granata et 

coll., 2012) a stimulé notre intérêt pour l’utilisation de l’un de ces fragments peptidiques, 
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l’UAG6-13, dans la pathologie de l’I/RM. Le peu d’information sur l’UAG dans la littérature fait 

de l’UAG6-13 un agent pharmacologique nouveau et intéressant à investiguer. Nous avions émis 

l’hypothèse que l’UAG6-13 inhibe les voies pro-apoptotiques dans le myocarde, diminuant les 

dommages et la dysfonction cardiaque suite à une I/RM. Les objectifs de la deuxième étude 

présentée au chapitre 3.4 étaient de 1) évaluer les effets cardioprotecteurs d’un traitement avec 

l’UAG6-13 précédant une I/RM; 2) établir les mécanismes qui conduisent à une diminution de la 

taille de l’infarctus et de la dysfonction cardiaque; 3) déterminer la contribution du système 

ghréline/récepteur de la ghréline dans les effets cardioprotecteurs de l’UAG6-13. 

 

2.2 La méthodologie 

 

2.2.1 Le modèle animal 

La souris est un modèle animal qui offre plusieurs avantages. En effet, il s’agit d’un 

modèle dont la reproduction se fait rapidement, dont le génome est déjà bien caractérisé, et dont 

le coût d’entretien est relativement peu élevé. De plus, la facilité à développer un modèle 

transgénique chez la souris, que ce soit pour invalider ou surexprimer un gène dans un organe 

cible ou dans l’organisme entier fait de lui un modèle attrayant pour les études. Sa petite taille 

permet également d’injecter une plus petite quantité d’une substance pharmacologique, même 

dans le cas où il faut augmenter la dose pour obtenir les effets pharmacologiques recherchés. 

Les avancements technologiques permettent de plus en plus de miniaturiser les instruments et 

d’augmenter la sensibilité des essais, nous permettant ainsi de les utiliser et de les appliquer 

chez le modèle murin. Le grand nombre de publications et d’informations existant portant sur 

la souris est vaste et ne cessera pas d’augmenter (Virag et Lust, 2011). Il a maintenant été mis 

en évidence que la souris possède plusieurs gènes et voies de signalisation impliqués dans le 

développement du cœur et des vaisseaux qui sont similaires à l’homme (Tarnavski et coll., 

2004). Bien que sa petite taille lui confère plusieurs avantages, les inconvénients pouvant être 

observés lors d’expérimentations chirurgicales cardiaques incluent sa fréquence cardiaque très 

rapide et la nécessité d’une grande dextérité manuelle.  
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2.2.2 La technique d’I/RM 

2.2.2.1 Ligature de l’artère coronaire antérieure descendante gauche 

L’utilisation de modèles animaux permet d’étudier l’efficacité de différentes thérapies 

pharmacologiques dans la pathologie de l’I/RM. La ligature de l’artère coronaire antérieure 

descendante gauche (figures 40 et 41) est un modèle qui requiert le développement de bonnes 

techniques chirurgicales, mais une fois maîtrisées, il permet de reproduire de manière fiable et 

efficace les évènements de l’I/RM observés en clinique (Bohl et coll., 2009). La ligature de la 

LAD chez la souris a été développée par Johns et Olson (Johns et Olson, 1954), puis la technique 

a été modifiée par l’ajout de la reperfusion après l’ischémie afin d’étudier la pathologie de 

l’I/RM (Michael et coll., 1995). La LAD est l’artère principale qui irrigue tout le ventricule 

gauche du cœur et l’étude de Johns et Olson a montré que la ligature des deux artères coronaires 

(droite et gauche) cause un taux de mortalité de 100% (Johns et Olson, 1954). 

 

La chirurgie requiert l’utilisation d’anesthésiques qui peuvent affecter la fonction 

cardiaque. En général, ils causent un ralentissement de la fréquence cardiaque et une dilatation 

du ventricule gauche (Yang et coll., 1999). Parmi les différents anesthésiques, l’isoflurane est 

un anesthésique volatil affectant peu la fonction cardiaque en comparaison aux anesthésiques 

injectables, tels que le mélange xylaxine/kétamine (Cingolani et Kass, 2011; Roth et coll., 

2002). Lors de nos expérimentations, les souris ont été anesthésiées à l’isoflurane, intubées et 

connectées à un ventilateur artificiel. Une thoracotomie a été réalisée par une incision au niveau 

du 3ème espace intercostal gauche de la souris. L’artère coronaire descendante gauche, une fois 

identifiée, est ligaturée 1 mm sous l’atrium gauche afin d’obtenir une région à risque (RAR) 

d’une taille constante représentant au total environ 50-60% de la taille du ventricule gauche 

(VG) total. La durée de l’ischémie déterminera l’étendue de la région infarcie (RI) (Tarnavski 

et coll., 2004). Dans notre étude, nous avons déterminé qu’une période d’ischémie de 30 min, 

que l’on retrouve couramment dans la littérature, (Borst et coll., 2011; Mersmann et coll., 2011; 

Sharif-Paghaleh et coll., 2017; Xu et coll., 2014) donne un infarctus global occupant environ 

40-50% de la RAR. L’occlusion de la LAD est confirmée par l’observation d’un changement 

rapide de la couleur de la région à risque, qui devient pâle, dans les secondes qui suivent la 
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ligature. Après la période d’ischémie, le fil de la ligature est coupé afin de rétablir le débit 

sanguin dans la RAR du myocarde. 

 

 

 

Figure 40. L’artère coronaire antérieure descendante gauche 

LAD, artère coronaire antérieure descendante gauche. Le cœur de gauche montre bien la LAD, 

alors que le cœur de droite montre la ligature (flèche jaune) et l’absence de perfusion sanguine 

de la LAD. Figure modifiée et traduite de (Salto-Tellez et coll., 2004). 
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Figure 41. Occlusion de l’artère coronaire antérieure descendante gauche 

A) Ouverture du 3ème espace intercostal révélant l’atrium gauche (AG) et le ventricule gauche. 

B) Le péricarde est retiré afin de mieux voir l’AG (délimité par la flèche grise ►). La LAD 

(artère coronaire antérieure descendante gauche, pointée par les flèches noires →) est visible de 

l’extrémité de l’AG et se dirige vers l’apex. C) Passage de l’aiguille (pointée par les flèches 

bleues →) en dessous de la LAD à 1 mm sous l’AG. D) Le fil de nylon 8-0 suit l’aiguille. E) 

Formation d’un nœud. F) Un tube en silicone de 5 mm (entre les flèches vertes →) est placé 

entre le nœud et le cœur pour éviter de blesser le cœur en coupant le fil de nylon lors de la 

reperfusion. Figure modifiée de (Borst et coll., 2011). 

 

La taille de l’infarctus est considérée comme étant la meilleure mesure scientifique pour 

évaluer les dommages au myocarde et interpréter l’efficacité d’un traitement (Bohl et coll., 

2009). Contrairement à une occlusion permanente, la nécrose qui suit une I/RM est plus variable. 

Il faut donc distinguer trois zones dans le myocarde :  

1. la région non à risque qui n’est pas affectée par l’occlusion de l’artère coronaire 
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2. la région à risque (RAR) qui n’est pas perfusée lors de l’occlusion de l’artère coronaire 

et qui représente le volume total de nécrose possible 

3. la région infarcie (RI) qui représente la portion du tissu non viable dans la RAR 

Pour obtenir ces trois régions, il faut procéder à une double coloration. D’abord, l’artère 

coronaire descendante gauche est soumise à nouveau à une occlusion par sa ligature à la fin de 

la période de reperfusion. Ensuite, le bleu d’Evans, un colorant hydrosoluble, est injecté dans la 

veine cave inférieure à une forte concentration (2%), perfusera le cœur et se liera aux cellules 

du myocarde en entrant dans l’espace extracellulaire (Saunders et coll., 2015; Yao et coll., 

2018). Cela permet de colorer la région non à risque, sans toutefois affecter la RAR puisque la 

ligature empêche le colorant de circuler en aval de la ligature. Pour quantifier les différentes 

zones, il faut couper le cœur en tranches, puisque l’infarctus se développe à partir de la couche 

endocardiale et progresse vers le périmètre de la zone à risque et la région épicardique (Reimer 

et coll., 1977). Par la suite, les tranches sont incubées dans une solution de chlorure de 

triphényltétrazolium (TTC). Le TTC est incolore, mais forme un précipité rouge une fois réduit 

par les enzymes déshydrogénases en présence du co-facteur NADH (Bohl et coll., 2009; Nachlas 

et Shnitka, 1963). Les cellules nécrosées ne présentent aucune activité de ces enzymes ou les 

libèrent dans le milieu extracellulaire et ne peuvent donc plus réduire le TTC. Au final, la RI 

n’est pas colorée et donne une couleur rose très pâle tournant au blanc, tandis que la fraction de 

tissu viable dans la RAR est colorée en rouge (figure 42). La norme de référence généralement 

utilisée dans les publications pour mesurer la taille de l’infarctus est de présenter le ratio de 

RI/RAR (Bohl et coll., 2009; Heusch, 2016). Pour notre part, nous avons procédé à un temps de 

reperfusion de 48 heures pour mesurer la taille de l’infarctus de manière reproductible et mesurer 

certains paramètres biochimiques. Nous avons aussi fait des études à un moment plus précoce 

de la reperfusion, soit après 6 heures, afin de mesurer des paramètres biochimiques et 

métaboliques, la fonction contractile, l’inflammation et le stress oxydatif pour nous permettre 

d’étudier les mécanismes menant à la diminution de la taille de l’infarctus et à une amélioration 

de la fonction contractile du myocarde.  
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Figure 42. Double coloration du myocarde par le bleu d’Evans et le TTC 

L’image du bas représente une tranche de cœur transversale sans avoir retiré le ventricule droit, 

montrant une partie de la région à risque et de la région infarcie globales. LAD, artère coronaire 

antérieure descendante gauche; TTC, chlorure de triphényltétrazolium. Figure traduite de 

(Suzuki et coll., 2011). 

 

2.2.2.2 Cœur isolé en mode Langendorff 

La méthode du cœur isolé en mode Langendorff a été inventée en 1895 afin de pouvoir 

manipuler avec précision la concentration des substrats énergétiques disponibles pour le cœur 

en corrélation avec la fonction contractile cardiaque (Taegtmeyer, 1995). Avant de prélever le 

cœur, l’animal est anesthésié et de l’héparine est injectée i.v. afin de prévenir la formation de 

thrombus dans le cœur (Sambandam et coll., 1999). Une fois l’animal inconscient, le cœur est 

rapidement excisé et transféré dans une solution froide de tampon Krebs-Henseleit qui contient 

du NaCl 118 mM, du NaHCO3 25 mM, du KCl 4,7 mM, du KH2PO4 1,2 mM, du CaCl2 2,5 mM, 

du MgSO4 1,2 mM, du glucose 11 mM, de l’insuline 8 nM, du lactate 1,5 mM, du pyruvate 0,2 

mM, de l’EDTA (acide éthylène diamine tétra-acétique) 0,5 mM et du pyruvate 0,2 mM.  Le 

cœur est ensuite connecté au système de Langendorff par cannulation de l’aorte et perfusé de 

manière rétrograde avec du tampon Krebs-Henseleit supplémenté avec du palmitate 1,2 mM 

dans 2% d’albumine, à une température de 37oC, pH de 7,4 et oxygéné à 95% d’O2. Le cœur 
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étant perfusé avec des nutriments et de l’oxygène, il peut continuer à se contracter. Tout au long 

de la procédure, le cœur est maintenu dans une chambre dont la double-paroi contient de l’eau 

chauffée à 37oC afin de protéger le cœur contre les courants d’air et le froid et ainsi maintenir 

autour du cœur une température physiologique normale. L’insertion dans le ventricule gauche 

d’un ballon rempli de liquide connecté à un capteur de pression permet d’enregistrer en temps 

réel la fonction cardiaque (figure 43). Les avantages du système en mode Langendorff sont la 

facilité de reproduire l’évènement d’ischémie/reperfusion tout simplement en arrêtant le débit 

du tampon, de modifier les composantes du tampon (dans notre cas, nous y avons ajouté du 

palmitate, du lactate, du pyruvate et de l’insuline afin de nous rapprocher du métabolisme 

physiologique), d’administrer plusieurs traitements pharmacologiques directement au myocarde 

à différents temps, concentrations et de différentes durées et de pouvoir exclure les effets des 

organes en périphérie, de la circulation systémique et du système nerveux sur le myocarde (Herr 

et coll., 2015; Motayagheni, 2017). Il est aussi possible de perfuser le cœur à pression constante 

ou à un débit constant. Dans notre cas, nous avons opté pour une pression constante de 80 

mmHg, ce qui permet au cœur de pouvoir réguler lui-même le débit de la perfusion en relation 

avec l’état de sa fonction cardiaque (Sutherland et Hearse, 2000). 
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Figure 43. Système de Langendorff 

BSA, bovine serum albumin. Le système de Langendorff que nous avons utilisé et adapté 

appartenant au laboratoire de Yan Burelle. 

 

2.2.3 Mesure des paramètres hémodynamiques et de la fonction cardiaque 

in vivo 

En 1989, Frank fut le premier à décrire le cycle de contraction ventriculaire sous forme 

de diagramme avec les valeurs de pression en ordonnée et de volume en abscisse (Jacob et 

Kissling, 1989). En 1914, le groupe de Starling a poussé davantage le concept de Frank et a 

observé une relation entre le volume lors du remplissage du ventricule et la quantité de sang 

éjectée (VE, volume d’éjection) lors d’une contraction. Il en a découlé la loi de Frank-Starling 

qui décrit que le myocarde est capable d’augmenter le VE en fonction d’une augmentation du 

volume de remplissage (pré-charge). En 1972, l’avancée technologique permettant 

l’enregistrement continu de la pression et du volume du ventricule a permis à Suga et Sakawa 
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de déduire d’autres paramètres, tels que la contractilité et la post-charge, à partir des graphiques 

de pression-volume (PV) (Sagawa, 1978; Suga et Sagawa, 1974). 

   

Le développement de cathéters de conductance a permis de mesurer avec précision la 

pression et le volume en temps réel (Baan et coll., 1984). Le cathéter utilisé chez la souris 

possède deux paires d’électrodes et un capteur de pression au centre. Lorsque le cathéter est 

inséré dans le ventricule, les deux électrodes aux extrémités émettent un courant constant à haute 

fréquence et génèrent un champ électrique qui traverse le sang, la paroi musculaire et les 

structures environnantes et qui diminue en s’éloignant. La conductance est le courant appliqué 

divisé par le voltage (différence de potentiel) mesuré par les deux électrodes du centre. La 

conductance va varier selon le volume de sang qui entre et qui sort lors des contractions 

cardiaques et qui applique une résistivité contre le courant électrique. La conductance appliquée 

par la paroi musculaire est essentiellement constante et est appelée la conductance parallèle. 

Pour obtenir les valeurs de volume absolu, il faut mesurer la résistivité du sang de l’animal dans 

un volume précis (cuvette) et la valeur de conductance parallèle. La conductance parallèle est 

mesurée en injectant un bolus de saline hypertonique qui fera augmenter la conductivité du sang. 

On observe alors une augmentation des valeurs de volumes en fin de systole (VTS, volume 

télésystolique) et en fin de diastole (VTD, volume télédiastolique), mais la conductance 

parallèle demeure constante. Lorsqu’on trace un graphique de VTS vs. VTD, on peut en 

extrapoler la pente jusqu’à ce que la courbe croise « la ligne d’identité ». La ligne d’identité a 

une pente de 1, ce qui correspond à un VTS égal à un VTD et à une conductance du sang égale 

à 0 dans le ventricule. Le volume à cette interception de la courbe du bolus avec la ligne 

d’identité représente la conductance mesurée de la paroi musculaire. La conductance parallèle 

est soustraite de la conductance enregistrée lors de l’expérience pour corriger les volumes en 

valeurs absolues (Steendijk et coll., 2001).  

 

La boucle de pression-volume inclut tous les évènements d’un cycle cardiaque (figure 

43). La systole est représentée par les côtés droit et supérieur de la boucle, à partir du moment 

où la valve mitrale se ferme lorsque la pression de remplissage du ventricule gauche dépasse la 

pression de l’atrium gauche (A). La pression commence ensuite à augmenter lors du couplage 

d’excitation-contraction systolique, ce qui fait augmenter la tension murale du myocarde tout 
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en maintenant un volume constant (contraction isovolumique) (B). Lorsque la pression du 

ventricule gauche dépasse la pression aortique, la valve aortique s’ouvre (C) et le sang est éjecté. 

L’éjection rapide du sang cause une diminution du volume ventriculaire, mais la pression 

continue à s’élever légèrement jusqu’à ce que la force systolique maximale soit atteinte (D). La 

pression du ventricule gauche commence alors à diminuer avec une éjection sanguine plus lente 

jusqu’au point où la pression du ventricule gauche n’excède plus la pression de la valve aortique, 

causant sa fermeture (E). La diastole commence alors par une phase de relaxation isovolumique 

(F). Lorsque la pression du ventricule gauche diminue au point d’être inférieure à la pression de 

l’atrium gauche, la valve mitrale s’ouvre (G). Le ventricule gauche commence alors à se remplir, 

accompagné d’une légère augmentation de la pression du ventricule gauche (H), jusqu’à ce que 

sa pression excède celle de l’atrium gauche qui se referme alors (A). Le graphique de pression-

volume permet l’identification rapide des valeurs importantes de pression et de volume en fin 

de systole, lorsque la valve aortique se ferme (E), et en fin de diastole, lorsque la valve mitrale 

se ferme (A). Le volume d’éjection est aussi facilement représenté par la différence du volume 

en fin de diastole (VTD) et du volume en fin de systole (VTS), qui correspond à la longueur de 

la boucle. Le débit cardiaque (DC) est calculé par le produit du VE et de la fréquence cardiaque. 

La fraction de sang éjecté lors de la systole (fraction d’éjection) est calculée par le ratio entre le 

volume d’éjection et le VTD, qui se situe normalement entre 50-60%. L’aire dans la boucle de 

PV représente le travail systolique (TS) calculé par le produit du VE et de la pression artérielle 

moyenne.  

 

 

Figure 44. Boucle de pression-volume 

Évènements d’un cycle cardiaque représentés sous la forme d’une boucle de pression-volume. 
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Les techniques d’échocardiographie (Pistner et coll., 2010; Suehiro et coll., 2001), de 

SPECT (single photon emission computed tomography) (Roelants et coll., 2012) et de MRI 

(magnetic resonance imaging) (Flogel et coll., 2008) permettent de mesurer la morphologie et 

la fonction cardiaque de manière non-invasive. Toutefois, ces techniques sont limitées à des 

mesures de la fonction du myocarde lors d’un état d’équilibre (steady-state) avec des paramètres 

qui sont influencés par les charges et dont les résultats manquent de spécificité du ventricule en 

tant que tel. Le principal avantage des boucles de PV obtenues par un cathéter de conductance 

est la mesure de la contractilité ventriculaire (inotropisme) de manière indépendante des 

conditions de charges et de la fréquence cardiaque.  

 

Le sarcomère est l’unité de base structurale de la contraction dans les muscles striés 

stimulés. Quand le ventricule gauche est vide et qu’il se remplît, la longueur des sarcomères 

passe de 1,9 à 2,2 µm (Julian et Sollins, 1975; Spotnitz et coll., 1966). Lorsque le ventricule 

gauche se remplit, les sarcomères au centre du myocarde sont les premiers à s’allonger, puis les 

sarcomères dans les couches sous-endocardiale et sous-épicardiale s’allongent (Yoran et coll., 

1973). Les changements de longueur des sarcomères permettent au myocarde de répondre à 

l’augmentation du volume de remplissage et également à maintenir sa capacité d’éjection de ce 

volume de sang. Le degré de contraction du ventricule gauche va déterminer le volume 

d’éjection et sera influencé par trois facteurs : la pré-charge, la post-charge et la contractilité. La 

pré-charge est la charge sur les cardiomyofibres juste avant la contraction, représentée par le 

VTD. Une augmentation de la pré-charge entraîne l’étirement de plus de sarcomères et donc 

plus de sarcomères vont se contracter lors de l’éjection du sang avec une PTS (pression 

télésystolique) plus élevée. Toutefois, le VG maintient toujours une fraction d’éjection de 50%, 

ce qui fait que l’augmentation du VTS est relativement moindre que l’augmentation 

correspondante du VTD. La post-charge, quant à elle, inclut tous les facteurs qui s’opposent à 

la contraction des fibres musculaires. Le sang est éjecté de manière pulsatile dans l’aorte et se 

déverse ensuite dans les vaisseaux systémiques. Une augmentation de la rigidité (élastance) des 

vaisseaux, de la constriction des vaisseaux (RVS, résistance vasculaire systémique), de la 

viscosité du sang et de la fréquence cardiaque augmentent toutes la post-charge. La contractilité 

est la capacité des sarcomères à se contracter de manière intrinsèque et à développer une 
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pression nécessaire pour éjecter le sang. La contractilité ne dépend pas des conditions de pré-

charge et de post-charge. Pour la mesurer, il faut regarder la relation entre la pression et le 

volume. Pour ce faire, une occlusion de la veine cave inférieure est effectuée, ce qui diminue la 

pré-charge, faisant ainsi varier la pression télésystolique. En traçant une ligne qui relie toutes 

les pressions télésystoliques en fonction du changement du volume télédiastolique (Figure 44), 

on obtient une droite qui est connue comme étant la relation de pression-volume en fin de systole 

(ESPVR, end systolic pressure volume relationship) (Baan et coll., 1992; Sagawa, 1978). La 

pente de cette droite représente la contractilité, ou l’inotropisme, du ventricule, tandis que son 

intersection sur l’axe des abscisses (Vo) représente le volume minimal requis pour générer une 

pression. Le Vo a une valeur positive et est relativement petit en condition physiologique 

puisqu’il représente un volume qui ne peut pas faire partie du VE lors d’une contraction. La 

pente du ESPVR est appelée Ees pour élastance en fin de systole (end-systolic elastance) et 

représente le changement de pression en fonction d’un changement de volume dans le 

ventricule. Une autre méthode pour mesurer la contractilité est de mesurer la relation entre le 

travail systolique en fonction du volume télédiastolique (PRSW, preload recruitable stroke 

work) qui est linéaire (Glower et coll., 1985). Les avantages du PRSW sont l’intégration des 

données du cycle cardiaque en entier, une meilleure reproductibilité que l’Ees, une pente stable 

sur une plus grande étendue de VTD, un Vo plus constant et le fait que les valeurs de volumes 

s’annulent éliminant ainsi les erreurs de calibration du volume (Cingolani et Kass, 2011; Rahko, 

1994). L’occlusion de la veine cave inférieure permet aussi d’observer la relation entre la 

pression et le volume diastolique. Les boucles de pression-volume sont déplacées vers la gauche, 

avec une chute de pression un peu plus rapide au début et qui devient linéaire au fur et à mesure 

que la pré-charge diminue. Cette courbe représente la EDPVR (end diastolic pressure volume 

relationship) qui montre une diminution de la compliance (ou une augmentation de l’élastance) 

du ventricule gauche lorsqu’il se remplit. On peut aussi le représenter par sa réciproque qui est 

une augmentation de l’élastance. Quels que soient les changements de charges, les valeurs de 

PTS et de PTD des boucles de PV tomberont toujours sur les courbes de ESPVR et de EDPVR 

qui font d’eux des paramètres pour mesurer la contractilité. Pour altérer la contractilité, il faut 

changer la quantité de calcium relâchée dans les myofilaments, changer l’affinité des 

myofilaments pour le calcium ou altérer le nombre de myofilaments disponibles pour participer 
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au processus de contraction. Toutes ces conditions sont observées pendant la pathologie de 

l’I/RM et encourage la mesure de la contractilité par l’analyse de boucles de PV. 

 

 

Figure 45. Boucles de pression-volume lors d’un changement de la pré-charge 

L’occlusion de la veine cave inférieure diminue le volume de remplissage (pré-charge), ce qui 

cause un décalage des boucles vers la gauche (de 1 vers 3). Ceci permet de déterminer les 

paramètres de contractilité (ESPVR, end-systolic pressure–volume relation) et d’élastance 

(EDPVR, end-diastolic pressure–volume relation). La relation entre le travail systolique et le 

volume télédiastolique pour chaque battement donne la droite du PRSW (preload recuitable 

stroke work), un autre paramètre de contractilité. 
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Chapitre 3: RÉSULTATS 
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3.1 Première étude: Adiponectin has a pivotal role in the 

cardioprotective effect of CP-3(iv), a selective CD36 azapeptide 

ligand, after transient coronary artery occlusion in mice 
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RÉSUMÉ 

 

Objectif. Le CD36 est un récepteur qui possède de multiples ligands et qui est impliqué dans le 

métabolisme des lipides. Nous avons investigué les mécanismes impliqués dans les effets 

cardioprotecteurs du CP-3(iv), un azapeptide appartenant à une nouvelle classe de ligands 

sélectifs envers le CD36. Le rôle du CP-3(iv) à médier la cardioprotection a été investigué parce 

que la signalisation du CD36 conduit à l’activation du récepteur de type gamma activé par les 

proliférateurs de peroxysomes, un régulateur transcriptionnel de l’adiponectine. 

 

Méthodes et résultats. Le prétraitement avec le CP-3(iv) a réduit la taille de l’infarctus de 54% 

et a préservé l’hémodynamique chez les souris C57BL/6 soumises à une ligature de l’artère 

coronaire pendant 30 min et d’une reperfusion mais n’a aucun effet chez les souris déficientes 

en CD36. Les effets du CP-3(iv) ont été associés à une augmentation des taux circulants de 

l’adiponectine et de l’expression du gène de l’adiponectine et de ses régulateurs 

transcriptionnels (Pparg, Cebpb, Sirt1) dans le gras épidydimaire après 6 h de reperfusion. Une 

diminution du stress oxydatif et de l’apoptose dans le myocarde ont été observées, ainsi qu’une 

augmentation de l’expression des protéines cibles de l’adiponectine, incluant la 

cyclooxygénase-2, l’AMPK phosphorylée et l’Akt phosphorylée. De plus, le CP-3(iv) a 

augmenté la performance du myocarde dans les cœurs isolés, alors qu’une neutralisation de 

l’adiponectine avec un anticorps anti-adiponectine l’a abrogé. 

 

Conclusion. Le CP-3(iv) exerce une cardioprotection contre les dommages et la dysfonction liés 

à l’ischémie et à la reperfusion du myocarde, du moins en partie, en augmentant les taux 

d’adiponectine en circulation et dans le myocarde. Par conséquent, les effets paracrine et 

endocrine de l’adiponectine peuvent contribuer à la diminution de la production d’espèces 

réactives de l’oxygène et de l’apoptose suite à une ischémie/reperfusion du myocarde, de 

manière dépendante du CD36. 

 

Mots-clés : Ischémie/reperfusion; espèces réactives de l’oxygène; PPARγ; Langendorff; 

hémodynamique  
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ABSTRACT 

 

Aims. CD36 is a multiligand receptor involved in lipid metabolism. We investigated the 

mechanisms underlying the cardioprotective effect of CP-3(iv), an azapeptide belonging to a 

new class of selective CD36 ligands. The role of CP-3(iv) in mediating cardioprotection was 

investigated because CD36 signaling leads to activation of peroxisome-proliferator-activated 

receptor (PPAR)-γ, a transcriptional regulator of adiponectin. 

 

Methods and Results. CP-3(iv) pretreatment reduced infarct size by 54% and preserved 

hemodynamics in C57BL/6 mice subjected to 30 min coronary ligation and reperfusion, but 

had no effect in CD36-deficient mice. The effects of CP-3(iv) were associated with an 

increase in circulating adiponectin levels, epididymal fat adiponectin gene expression, and 

adiponectin transcriptional regulators (Pparg, Cebpb, Sirt1) after 6 h of reperfusion. Reduced 

myocardial oxidative stress and apoptosis were observed along with an increase in expression 

of myocardial adiponectin target proteins, including COX-2, phospho-AMPK and phospho-

Akt. Moreover, CP-3(iv) increased myocardial performance in isolated hearts, while the 

blockade of adiponectin with an anti-adiponectin antibody abrogated it.  

  

Conclusions. CP-3(iv), a CD36 ligand, exerts cardioprotection against MI/R-injury and 

dysfunction at least in part by increasing circulating and myocardial adiponectin levels. Hence, 

both paracrine and endocrine effects of adiponectin may contribute to reduce reactive oxygen 

species generation and apoptosis after MI/R, in a CD36-dependent manner.  

 

Key words: ischemia/reperfusion; reactive oxygen species; PPAR-γ; Langendorff; 

hemodynamics 
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INTRODUCTION 

 

Despite substantial decline in mortality rates from cardiovascular diseases (CVD) and stroke 

over the last decades, ischemic heart disease (IHD) remains the leading cause of death in 

developed countries (1) and is expected to burden global healthcare in the future (2).  

 

Altered myocardial metabolism plays a central role in the pathogenesis of IHD. Interruption of 

myocardial energy supply triggers anaerobic glycolysis to maintain energy requirements, yet 

the benefits are limited by the formation of byproducts and ionic perturbations which may lead 

to contractile dysfunction and cell death (3). Aerobic reperfusion of ischemic hearts, although 

necessary for myocardial salvage, may further jeopardize function (4). Indeed, reperfusion 

may lead to myocardial contractile dysfunction, microvascular and endothelial cell injury and 

cell death (4). Increased production of reactive oxygen species (ROS), intracellular calcium 

overload and altered myocardial metabolism are causal events in the setting of myocardial 

ischemia and reperfusion (MI/R).  

 

MI/R stimulates the sympatho-adrenal system and catecholamine-induced lipolysis, which 

gives rise to an increased availability of nonesterified fatty acid (NEFA). Elevated circulating 

NEFA, in turn, drives myocardial fatty acid uptake and oxidation that may impact negatively 

on glucose utilization as fuel for oxidative metabolism (5). Therapeutic avenues aiming to 

promote glucose utilization following reperfusion may improve myocardial functional 

recovery (6, 7). Alternatively, timely interventions to modulate myocardial fatty acid oxidation 

(FAO), either by blocking fatty acid transport to cardiomyocytes or by directly targeting 

mitochondrial beta-oxidative processes, offer potential for adjusting cardiac energy 

metabolism (8). A key player in regulating myocardial NEFA uptake is the transmembrane 

glycoprotein cluster of differentiation 36 receptor [CD36, scavenger receptor B2 (SR-B2)], 

which is a multiligand, broadly expressed protein involved in immunity and metabolic 

homeostasis (9). A central role for CD36 in cardiac dysfunction related to lipid uptake and 

handling has been reported in metabolic disorders such as type 2 diabetes and obesity (10). 

CD36 deletion was shown to improve functional recovery of cardiomyocyte-specific CD36-

knockouts (KO) (11) and to attenuate myocardial damage in the global CD36-KO (12). In 
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addition to regulating long chain fatty acid (LCFA) transport to the heart, CD36 was shown to 

play an important role in regulating LCFA flux to other tissues, such as white adipose tissue, 

in which CD36 deficiency is associated with increased basal lipolysis (13). Beneficial 

cardioprotective effects may result from a drug that can reduce elevated lipolysis, which is one 

of the deleterious consequences of MI/R. 

 

In light of this background, we showed previously that pretreatment with a synthetic 

hexapeptide of the growth hormone-releasing peptide (GHRP) family exerted cardioprotective 

effects by targeting the CD36 receptor in a mouse model of MI/R (12). The cardioprotective 

effects of EP 80317, a GHRP-6 derivative, were associated with reduced myocardial fatty acid 

uptake, along with reduced NEFA mobilization from adipose tissue, indicating the potential 

for targeting CD36 for the treatment of ischemic cardiomyopathy (12). A major drawback of 

GHRP-6 derivatives for cardiovascular indication is, however, their limited selectivity towards 

CD36, because many peptide analogs bind the ghrelin receptor, previously known as the 

growth hormone secretagogue receptor-1a (GHSR-1a). To address this limitation, our group 

has synthesized a novel series of azapeptide ligands of CD36, of which CP-3(iv) (Ala-D-Trp-

Ala-AzaPhe-D-Phe-Lys-NH2), an azaPhe4 analog of GHRP-6, maintained affinity to the CD36 

receptor without binding the GHS-R1a receptor (IC50 >> 10-5 M) (14). 

 

CD36 regulates the expression and circulating concentrations of adiponectin, a PPAR-γ 

responsive hormone by regulating LCFA fluxes and fatty acid-dependent peroxisome-

proliferator-activated receptor (PPAR)-γ activation (15). Our previous studies pointed to an 

important role of CD36 ligands in reducing NEFA mobilization from adipose tissue (12). We 

hypothesized that adiponectin, a major cardioprotective adipokine that exerts anti-lipolytic 

action and reduces circulating NEFA (16), may be a key player in the preservation of cardiac 

function by CD36 ligands. Furthermore, adiponectin-deficient mice exhibited enhanced MI/R-

induced injury (17), whereas exogenous or endogenously-derived adiponectin regulates 

myocardial anti-apoptotic, anti-oxidant and metabolic pathways [reviewed in (18)].  

 

The present study aimed to investigate the role of adiponectin in the cardioprotective effects of 

the azapeptide CP-3(iv) during myocardial ischemia/reperfusion.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

Four-month-old male CD36+/+ and CD36-deficient (CD36-/-) mice were obtained and used as 

previously described (12). All animal experimental procedures were approved by the 

Institutional Animal Ethics Committee, in accordance with the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the 

 US National Institutes of Health (no: 85-23). 

 

Ischemia-reperfusion of the left descending coronary artery bed 

Left coronary artery ligation (LCAL) was performed as described previously (12) on 4-month-

old male mice assigned randomly to the different experimental groups. Mice were either 

pretreated by daily subcutaneous injections of CP-3(iv) (289 nmol/kg) or vehicle (0.9% NaCl) 

over 14 days, or received an acute administration of increasing doses of CP-3(iv) (289-1000 

nmol/kg) 10 min prior to reperfusion. The last doses following repeated administrations were 

given 30 minutes before exposure to 30 min LCAL. After 6 or 48 h of reperfusion, animals 

were anesthetized with isoflurane and euthanized by exsanguination. An additional dose of 

CP-3(iv) was administered 24 h after reperfusion in mice sacrified at 48 h. Sham-operated 

mice underwent the identical procedure without placement of the ligature. 

 

Determination of the infarct area and area-at-risk 

Infarct area (IA) was determined following Evans blue injection as described previously (12). 

LV area, area-at-risk (AAR), and IA were determined by computerized planimetry and 

normalized to the weight of each slice. AAR/LV, IA/LV and IA/AAR were expressed as 

percentages. 

 

Myocardial hemodynamics 

LV indices were derived from pressure-volume (PV) measurements in isoflurane-anesthetized 

mice at 48 h after reperfusion using a miniaturized PV conductance catheter (SPR-839, Millar 

Instruments, Houston, TX, USA), as previously described (12). Briefly, PV signals were 
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recorded from the conductance cathether inserted in the LV apex at steady state, and during 

transient reduction of cardiac preload by inferior vena cava occlusion. Conductance data were 

converted to calibrated volume using heparinized mouse blood at 37°C and corrected for the 

parallel conductance, determined by the hypertonic saline dilution method. Real-time signals 

were processed with IOX2 software (EMKA Technologies Inc., Falls Church, VA, USA) to 

determine hemodynamic parameters.  

 

Preparation of permeabilized myofiber bundles from LV and measurement of ROS 

production 

Permeabilized myofiber bundles from LV were prepared as previously described (19). Briefly, 

under a microscope, cardiac fibers were finely dissected from the endocardial surface of the 

LV in 50 mM potassium-methanesulfonate (K-MES), pH 7.3, supplemented with 2.77 mM 

CaK2EGTA, 7.23 mM K2EGTA, 6.56 mM MgCl2, 20 mM taurine, 0.5 mM dithiothreitol, 20 

mM imidazole, 5.3 mM Na2ATP and 15 mM phosphocreatine and permeabilized with 50 

µg/mL saponin for 30 min at 4°C with continuous shaking. The effect of CP-3(iv) on 5 µM 

succinate-induced mitochondrial H2O2 generation was measured in saponin-permeabilized 

muscle fibers with the fluorescent probe Amplex Red (1 µM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) supplemented with 1.2 U/mL horseradish peroxidase in 110 mM K-MES buffer pH 7.3 

at 37°C containing 35 mM KCl, 1 mM EGTA, 5 mM K2HPO4, 3 mM MgCl2·6H2O and 0.5 

mg/mL BSA. A standard curve was used to determine H2O2 levels.  

 

Detection of reactive oxygen species by chemiluminescence 

NADPH oxidase mediated superoxide anion production in LV homogenates was induced in 

the presence of 300 μM NADPH (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, On, Canada) and 5 μM 

lucigenin (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, On, Canada) at 37°C using a lumi-aggregometer 

(Chronolog Corporation, Havertown, PA, USA). Diphenyleneiodonium was used to inhibit 

NADPH oxidase activity. Peak chemiluminescence amplitude was normalized to protein 

concentrations and blood leukocyte counts.  

 

Adiponectin and cardiac troponin I ELISA 



 

147 

Plasma cardiac troponin I levels were determined by ELISA (Life Diagnostics Inc., West 

Chester, PA, USA). HMW adiponectin isoform and total adiponectin concentrations were 

measured in plasma with or without protease treatment, which specifically digests MMW and 

LMW isoforms, using the ELISA kit from Alpco Diagnostics (Salem, NH). Total adiponectin 

concentration in LV homogenates was assayed using the ELISA kit from R&D Systems 

(Minneapolis, MN). 

 

Activity of caspases and aconitase 

Caspase-3 activity in LV homogenates (5 µg protein) was measured by cleavage of the 

fluorogenic Ac-DEVD-AFC substrate (Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY, USA) and 

expressed in relative fluorescence units (RFU) per second (19). Aconitase activity was 

assessed in mitochondrial fractions (0.04 mg proteins/mL) from LV homogenates as the rate 

of NADP reduction by isocitrate dehydrogenase (1 U/mL) in 100 μM Tris-HCl buffer in the 

presence of 0.5 mM NADP+, 0.5 mM MgCl2 and 5 mM sodium citrate (20). Aconitase activity 

was expressed as mU NADPH produced per µg protein. 

 

Real-time PCR  

Total RNA was extracted from epididymal fat using RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen 

Inc., Toronto, On, Canada), treated with DNase I (Thermo Scientific Ottawa, On, Canada), 

and reverse-transcribed to cDNA. Real-time PCR was performed using the Rotor-Gene 3000 

(Corbett Research, San Francisco, CA, USA) with the SYBR Green protocol and specific 

primers of genes, including nuclear factor (erythroid-derived 2) (Nrf2), Cd36, adiponectin 

(Adipoq), sirtuin 1 (Sirt1), peroxisome proliferator-activated receptor gamma (Pparg), 

CCAAT/enhancer binding protein beta (Cebpb), cytosolic phosphoenolpyruvate 

carboxykinase encoding gene 1 (Pck1) and fatty acid transport protein 1 (Fatp1), and 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) as an internal control. Relative gene 

expression was calculated using the comparative Ct (2-Ct) method. Primer sets used in this 

study are listed in Table 1. 

 

Western blotting 
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Immunoblots of LV Akt, phosphoSer473-Akt (p-Akt), acetyl-CoA carboxylase (ACC), 

phosphoSer79-ACC (p-ACC), 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase 

(AMPK)1/2, phosphoThr172-AMPK (p-AMPK) (Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA), cyclooxygenase-2 (COX-2) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), 

cytochrome c (BD Biosciences, Mississauga, On, Canada), CD36 (Novus Biologicals, 

Oakville, ON, Canada) and mouse α-tubulin (Abcam, Toronto, On, Canada) were performed 

as described previously (12). The signal was quantified with ImageQuant 5.2 software 

(Molecular Dynamics Inc., Sunnyvale, CA, USA).  

 

Langendorff setup and protocol 

Hearts from anesthetized (600 mg/kg chloral hydrate and 10 mg/kg xylazine) and heparinized 

(5000 U/kg, i.p.) male CD36+/+ and CD36-/- mice were rapidly excised and immersed in ice-

cold Krebs-Henseleit bicarbonate (KHB) buffer containing 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 

4.7 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 11 mM glucose, 8 nM 

insulin, 1.5 mM lactate, 0.2 mM pyruvate, 0.5 mM EDTA and 0.2 mM pyruvate. After 

pericardial fat removal, the aorta was cannulated with an 18-gauge cannula, and the heart was 

perfused retrogradly in a non-recirculating mode at a constant perfusion pressure of 80 mmHg 

with KHB buffer supplemented with 1.2 mM palmitate in 2% fatty acid-free BSA and gassed 

with 95% O2-5% CO2. Hearts were subjected to 30 min of aerobic perfusion followed by 40 

min of low-flow ischemia (10% of pre-ischemic flow) and 10 min of reperfusion. CP-3(iv) 

and rabbit anti-adiponectin polyclonal antibody or control IgG (Abcam, Toronto, On, Canada) 

were added throughout reperfusion (10 min) via an infusion pump through a side port directly 

above the aortic cannula at final concentrations of 1 µM and 0.3 µg/mL, respectively. 

Contractile function was monitored continuously by means of a fluid-filled balloon inserted in 

the LV connected to a pressure transducer. Ventricular pressures and heart rate were recorded 

with a PowerLab/8sp instrument and analyzed with Chart v5.0.1 software (ADInstruments, 

Colorado Springs, CO, USA). Coronary effluent was collected at different time intervals for 

measurements of coronary flow and the determination of LDH release. At the end of 

reperfusion, hearts and perfusates were immediately frozen on dry ice and stored at −80°C for 

latter assessment of adiponectin levels. 
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Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± SEM. Comparisons between groups were performed on 

normally distributed data using one or two-way ANOVA and Student-Newman-Keuls (SNK) 

post-hoc test (Statistica 8, StatSoft, Tulsa, OK, USA) or unpaired t-test (Prism, GraphPad 

Software, Inc. La Jolla, CA, USA), unless indicated otherwise. Differences were considered 

significant at P < 0.05. 

 

RESULTS 

 

CP-3(iv) pretreatment decreases myocardial injury and preserves LV function in a 

murine model of MI/R 

 

Age-matched male CD36-/- and CD36+/+ mice were pretreated with CP-3(iv) (289 nmol/kg) or 

vehicle (0.9% NaCl) for 14 days, and subjected to 30 min of LCAL caused by the proximal 

occlusion of the left anterior descending coronary artery, followed by reperfusion for 6 or 48 h 

(Fig. 1A). We first investigated the cardioprotective effect of the azapeptide CP-3(iv) at a dose 

equimolar to that previously shown by EP 80317, a first generation CD36 ligand, to exert 

cardioprotective effect in experimental MI/R (12). Representative images of 

triphenyltetrazolium chloride (TTC)-stained left mid-ventricular cross-sections of CD36+/+ 

mice are shown in Fig. 1B. Transient LCAL led to the development of a consistently large 

myocardial AAR (slightly more than 50% LV) in both 0.9% NaCl vehicle- and CP-3(iv)-

pretreated CD36+/+ mice (Fig. 1C, left side panel). Prophylactic administration of CP-3(iv) 

significantly reduced IA to LV and IA to AAR ratios (Fig. 1C, middle and right side panel) by 

56% and 54% respectively, along with reduced levels of cTnI, from 0.15 ± 0.03 to 0.09 ± 0.01 

ng/mL (Fig. 1D). In contrast, analyses of LV photomicrograph cross-sections from CD36-/- 

mice, with or without CP-3(iv) pretreatment (Fig. 1E), showed no change in IA/LV and 

IA/AAR ratios (Fig. 1F). Acute administration of CP-3(iv) 10 min prior to reperfusion was 

associated with a dose-dependent reduction of IA/LV, with the highest dose tested (1000 

nmol/kg) reducing infarct area by 44% compared to vehicle-treated CD36+/+ mice (Fig. 1G).  
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In parallel studies, hemodynamic parameters and indices of systolic and diastolic function 

were determined using conductance catheter-derived PV relationship after pretreatment with 

the drug for 14 days. As shown in Table 2, CP-3(iv) did not significantly modulate systolic 

and diastolic parameters in sham-operated CD36+/+ mice compared to vehicle (0.9% NaCl)-

treated group. As anticipated, systemic hemodynamics were largely impaired following MI/R 

in vehicle-exposed mice, with reduced stroke volume (SV) and cardiac output (CO) and 

increased systolic vascular resistance (SVR) compared to sham-operated mice. Systolic LV 

dysfunction was evidenced by reduced ejection fraction (EF), stroke work (SW) (48%) and 

preload recruitable stroke work (PRSW) (23%, a load-independent indice of contractility) at 

48 h post reperfusion. Pretreatment with CP-3(iv) improved LV hemodynamics, as indicated 

by an increase in SV (36%), CO (40%), SW (49%) and PRSW (44%). 

 

CP-3(iv) pretreatment increases adiponectin circulating levels and adipose tissue gene 

expression after MI/R 

 

We investigated the potential role of adiponectin in CP-3(iv)-induced cardioprotection. Our 

results show that after 14 days of pretreatment, high molecular weight (HMW) plasma 

adiponectin, and to a lesser degree total plasma adiponectin levels, were raised transiently at 6 

h post reperfusion in CP-3(iv)-pretreated mice, by 35% and 13%, respectively (Fig. 2A, B), 

whereas no changes were observed at 48 h after initiating reperfusion (Fig. 2C, D). At this 

earlier (6 h) time point after reperfusion, an upregulation of Adipoq mRNA levels and of 

adiponectin upstream regulators (Pparg, Cebpb, Sirt1) and of PPAR-γ target genes (Pck1, 

Fatp1, Nrf2, Cd36) was observed in epididymal adipose tissue in CP-3(iv)-pretreated CD36+/+ 

mice (Fig. 2E). In contrast, no change in adiponectin circulating levels was observed in CD36-

/- mice treated with CP-3(iv) at either time point (Fig. 2F-I), nor was there change in the 

expression of selected epididymal fat depot genes (Fig. 2J). Along with these observations, we 

found that NEFA plasma levels were decreased by 33%, from 0.36 to 0.24 (± 0.03) mM in 

CP-3(iv)-pretreated CD36+/+ mice; no change was observed in CD36-/- mice (0.51 ± 0.02 in 

0.9% NaCl- and 0.47 ± 0.03 mM in CP-3(iv)-pretreated mice). 

 

CP-3(iv) pretreatment reduces myocardial ROS formation following transient LCAL 
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Considering the potent anti-oxidative activities of adiponectin, we explored the effect of 

repeated CP-3(iv) administrations on myocardial oxidative stress. Our results showed a 

striking reduction, by 51%, of NADPH-stimulated superoxide anion production in LV 

homogenates of CP-3(iv)-treated mice at 6 h post reperfusion (Fig. 3A), but not in CD36-/- 

mice (Fig. 3B), and, to a lesser degree, of mitochondrial-derived ROS, as assessed by 

succinate-stimulated H2O2 formation in saponin-permeabilized cardiac fibers (20%) (Fig. 3C). 

Consistent with these observations, the activity of the ROS-sensitive mitochondrial enzyme 

aconitase was preserved (Fig. 3D). The effects of CP-3(iv) on AMPK- and COX-2-dependent 

mechanisms were assessed because of their relevance as main modes of myocardial 

adiponectin action (17). Our results show an increase in COX-2 protein expression by 22% 

(Fig. 3E) and an augmentation of the relative ratio of p-Thr172-AMPK to total AMPK by 25% 

(Fig. 3F). In addition, a tendency for an increase in the ratio of p-Ser79-ACC to total ACC 

was observed in CP-3(iv)-pretreated mice at 6 h post reperfusion (Fig. 3G). CP-3(iv) 

attenuated myocardial apoptosis as shown by reduced cytosolic cytochrome c release and 

diminished caspase 3 activity (Fig. 3H and I). In addition, the relative ratio of p-Ser473-Akt to 

total Akt was increased by 76% (Fig. 3J). No change in total CD36 expression was observed 

(Fig. 3K). 

 

Adiponectin improves myocardial function in CP-3(iv)-treated isolated hearts 

 

To investigate whether myocardial adiponectin plays a direct cardioprotective role in CP-

3(iv)-treated mice, we used an isolated heart model of low-flow ischemia and reperfusion in a 

Langendorff mode. Our results show that the rate pressure product (RPP) was largely 

preserved in the presence of CP-3(iv) at reperfusion, whereas delivery of rabbit anti-

adiponectin mouse antibody abrogated CP-3(iv)-elicited cardioprotection (Fig. 4A). Total 

adiponectin tended to accumulate in the heart as assessed by ELISA (Fig. 4B); however, the 

amount of adiponectin secreted in the perfusate in the first minute of reperfusion was lower in 

CP-3(iv)-treated mice (Fig. 4C). The release of adiponectin from the isolated perfused heart 

decreased over time, with no significant difference observed between vehicle- and CP-3(iv)-

treated mice at 7 minutes of infusion. 
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Consistent with these observations, myocardial hemodynamics were improved in CP-3(iv) 

perfused hearts compared to vehicle-treated mice in CD36+/+ but not CD36-/- mice (Fig. 4D-J). 

No change in heart rate was observed (Fig. 4K). CP-3(iv) did not modulate LDH release in the 

perfusate, showing values of 8.6 ± 1.4 and 6.1 ± 0.7 mU/min in vehicle- and CP-3(iv)-treated 

CD36+/+ mice at baseline, and of 7.1 ± 1.5 and 7.6 ± 1.2 in vehicle- and CP-3(iv)-treated CD36+/+ 

mice after 10 minutes of reperfusion, respectively. 

 

DISCUSSION 

 

Notwithstanding advances in the management of acute MI/R, effective therapeutic strategies 

to reduce ischemia- and reperfusion-mediated injury are still needed to minimize mortality and 

long-term morbidity associated with this condition (21). Optimization of myocardial energy 

substrate metabolism has been proposed as a promising avenue for mitigating injury (7). 

CD36, a scavenger receptor for oxidized lipoproteins and phospholipids, was shown to 

facilitate the uptake of long chain fatty acids in numerous cell types including cardiomyocytes 

and adipocytes (9). In the current study, we show that treatment with a novel and selective 

azapeptide derivative, as CD36 ligand, exerts protective effects against myocardial damage 

and dysfunction following transient LCAL in mice. A new perspective is introduced into the 

cardioprotective mechanisms of CD36 ligands, involving a potential role for adiponectin.  

 

CD36 immunochemical inhibition was shown to reduce lipid accumulation and lipid-induced 

dysfunction in rat primary cardiomyocytes, pointing to a potentially deleterious role of CD36 

in conditions associated with myocardial lipid overload (22). In humans with CD36 mutations, 

there is reduced myocardial NEFA uptake (23). Previously, we investigated the effect of the 

GHRP-6 derivative, EP 80317, on myocardial NEFA uptake in mice subjected to MI/R (12). 

Although treatment did not change myocardial fractional extraction of NEFA, total NEFA 

uptake was reduced, as a consequence of reduced adipose tissue lipolysis and mobilization of 

NEFA (12). Hence, reduced myocardial lipid burden was associated with an attenuation of LV 

injury and dysfunction. These observations, and the fact that first-generation CD36 ligands 

presented limited selectivity towards CD36, led us to develop a novel class of GHRP-6 
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analogs by introducing into the peptide sequence an aza-amino acid residue which conferred 

markedly increased potency and selectivity towards CD36, as opposed to GHSR-1a (14). 

Structure-activity relationship studies showed that the aza-residue brought about 

conformational restrictions in the peptide and a turn conformation, which may be responsible 

for greater metabolic stability and selectivity (14, 24). In agreement, myocardial damage and 

plasma cTnI were reduced by ~50% in CP-3(iv)-pretreated mice compared with vehicle-

pretreated mice at 48 h after reperfusion. Moreoever, a single dose of the azapeptide prior to 

reperfusion exerted dose-dependent reduction in MI/R injury, suggesting that protection in an 

acute setting may be achievable. These effects were shown to be dependent on CD36, because 

the treatment did not rescue MI/R-induced injury in CD36-deficient mice (Fig. 1). 

 

Along with reduced myocardial damage, mice pretreated with CP-3(iv) displayed improved 

myocardial performance at 48 h post reperfusion, as determined by real-time volume 

conductance and pressure recordings analysis. An advantage of the the PV loop catheter 

technology is that it enables assessment of both load-dependent and -independent indices of 

systolic and diastolic function (25). No effect of CP-3(iv) was observed in sham-operated mice 

(Table 2); however, hemodynamic function deteriorated after MI/R, and was largely rescued 

in CP-3(iv)-treated mice. No significant change in heart rate was observed. Systolic indices of 

LV performance, SW and load-independent contractility PRSW, were all also improved by the 

azapeptide, consistent with reduced myocardial dysfunction in CP-3(iv)-pretreated mice 

subjected to MI/R.  

 

Considering that CD36 ligands are potent activators of PPAR-γ in both macrophages (26, 27) 

and adipocytes (28), and that their cardioprotective effect is largely associated with reduced 

NEFA mobilization following MI/R (12), we sought to investigate whether adiponectin, which 

is actively regulated by PPAR-γ (29), might play an intermediate role in azapeptide-mediated 

cardioprotection. Adiponectin was shown to elicit cardioprotective effects against MI/R and 

other cardiac-related pathologies leading to heart failure [reviewed in (18)]. In addition, 

adiponectin-deficient mice showed enhanced myocardial injury in experimental MI/R (30), 

while adiponectin was shown to inhibit adipocyte stimulated lipolysis in murine cells (16). 

Our results show that plasma HMW adiponectin oligomers, the most bioactive form of 
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adiponectin (31), and to a lesser degree total adiponectin levels, were transiently elevated at 6 

h post reperfusion in CD36+/+ mice as opposed to CD36-/- mice (Fig. 2). In agreement with our 

data, plasma adiponectin levels were also reported to be lower in CD36-/- mice as a 

consequence of reduced PPAR-γ expression and activity (Fig. 2) (15). 

 

Consistent with our previous observations with the GHRP analog EP 80317, CP-3(iv) reduced 

the levels of circulating NEFA (12). Thus, azapeptides may plausibly exert their cardiac 

protective role in vivo at least in part through the modulation of adipose tissue metabolic 

function. Adiponectin has previously been shown to enhance lipid storage capacity and to 

decrease lipolysis (32).  The role of adiponectin had not, however, been studied in the 

mediation of the inhibition of lipolysis that was previously observed on treatment with CD36 

ligands. Our results in epididymal fat depots showed that after 6 h of reperfusion in CP-3(iv)-

pretreated mice, Adipoq mRNA levels were increased along with Pparg, its main upstream 

transcriptional activator (29). Furthermore, additional adiponectin upstream regulators, Cebpb 

(33) and Sirt1 (34), as well as mRNA levels of Nrf2, an upstream regulator of Pparg and 

Cebpb (35), were elevated in CP-3(iv)-treated mice (Fig. 2). In addition, treatment with CP-

3(iv) was associated with an increase in adipose mRNA levels of PPAR-γ target genes, 

including Fatp1, Pck1 and to a lesser degree Cd36, as previously reported for the first 

generation CD36 ligands in adipocytes (12, 28), hepatocytes (36) and macrophages (26, 27, 

37). None of these genes were modulated in CP-3(iv)-treated CD36-/- mice (Fig. 2). Notably, 

FATP1, which is downstream of adiponectin, has been reported to play an important role in 

attenuating adipose tissue inflammation and inducing metabolic reprograming of adipose 

tissue macrophages towards an alternatively activated phenotype (38). Although these results 

are aligned with an increase in adiponectin biosynthesis in epididymal fat depots, the 

mechanisms leading to adiponectin secretion remain to be investigated. For example, indirect 

effects of azapeptides, such as reduced inflammatory cytokine production, may in turn 

increase adiponectin secretion (39). Alternatively, adiponectin clearance and conversion to 

different bioactive forms could be altered. Additional studies are necessary to investigate the 

mechanisms involved in increased adiponectin circulating levels. 
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Central to MI/R pathological processes are increases in ROS generation originating from 

different cell types and sources, including the mitochondrial electron transport chain and 

NADPH oxidase (40). The oxidative burst that follows reperfusion of ischemic hearts is 

associated with further damage by oxidizing cellular components and activating proteolytic 

enzymes (40). Adiponectin was shown to attenuate vascular and myocardial oxidative stress 

by inhibiting NADPH oxidase-derived superoxide anion in mice subjected to 30 min of 

transient myocardial ischemia (30). Evidence of ROS-induced decrease in mitochondrial 

coupling efficiency and the presence of dysfunctional oxidative phosphorylation complexes 

were shown in isolated hearts from AdipoR1-/- mice (41). In light of these observations, we 

investigated the effect of CP-3(iv) pretreatment in reducing NADPH-stimulated ROS 

production in LV homogenates after 6 h of reperfusion. No change in ROS production was 

observed in LV homogenates from CD36-/- mice (Fig. 3). In contrast, in mice treated with CP-

3(iv) and subjected to MI/R, we observed a small but significant reduction of mitochondrial-

dervived ROS in saponin-permeabilized cardiomyocyte bundles, and preservation of aconitase 

activity, a highly ROS-sensitive mitochondrial enzyme (42).  

 

Although a direct role of adiponectin in the regulation of myocardial mitochondrial energetics 

remains controversial (43), control of autophagy flux in cardiomyocytes by adiponectin may 

indirectly contribute to beneficial metabolic and anti-apoptotic effects (44). In the context of 

MI/R, adiponectin was found to exert anti-apoptotic and anti-inflammatory effects through 

AMPK- and COX-2–dependent mechanisms, respectively (17). The activation of the COX-2-

prostaglandin E2 (PGE2) pathway, through the signaling of PGE2 receptors 3 and 4 (EP3 and 

EP4), exerts important cardioprotective actions by reducing myocardial TNF-α production 

(17), which diminishes adiponectin expression and vice-versa (45). Moreover, adiponectin-

elicited activation of Akt and eNOS contributed to myocardial salvage (46). Cardiomyocyte 

adipoR1, by way of the APPL1-AMPK axis, was shown to increase CD36 sarcolemmal 

translocation and to inactivate ACC through increased phosphorylation, thus regulating FA 

uptake and oxidation in response to adiponectin while maintaining cardiac efficiency (47). Of 

note, LV homogenates of CP-3(iv)-treated mice revealed increases in COX-2 protein 

expression, and in AMPK, Akt and ACC phosphorylation, albeit the latter did not reach 

statistical significance (Fig. 3). Reduced cytosolic cytochrome c release and caspase 3 activity 
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were also observed in the hearts of CP-3(iv)-treated mice. Although total CD36 expression 

levels were not modulated by CP-3(iv), a change in its sarcolemmal level could not be 

excluded. Altogether, these results support a role for adiponectin in mediating the 

cardioprotective effect of CP-3(iv) following MI/R. 

 

Considering that both human and murine cardiomyocytes were reported to synthesize and 

secrete adiponectin (48), we investigated the effect of CP-3(iv) in isolated heart preparations 

subjected to low-flow ischemia and reperfusion in an attempt to delineate the potential role of 

local production of adiponectin in the cardioprotective effect of azapeptides. Our results show 

a striking recovery of myocardial function, assessed as the RPP in hearts perfused with CP-

3(iv) at reperfusion (Fig. 4). Supporting a role for adiponectin in CP-3(iv)-elicited functional 

recovery, RPP return to pre-ischemia values was completely abrogated in the presence of an 

anti-adiponectin neutralizing antibody; however, no inhibitory effect was observed with 

control IgG, nor was RPP recovery observed in CP-3(iv)-perfused hearts of CD36-/- mice. 

Myocardial adiponectin levels tended to be increased in CP-3(iv)-reperfused hearts, but were 

lower in the perfusate in the first minute following reperfusion. Adiponectin release into the 

perfusate effluent decayed rapidly in the early minutes of reperfusion, such that after 7 

minutes the effect of CP-3(iv) in reducing adiponectin secretion from the heart was not 

apparent compared to vehicle, and returned to the same levels as those observed during pre-

ischemia. Overall, myocardial functional parameters were improved in CP-3(iv)-treated hearts, 

reaching statistical significance for RPP, left ventricular developed pressure and coronary 

flow, in a CD36-dependent manner. Futhermore, exogenous adiponectin administration 

increased coronary flow in rat hearts subjected to global ischemia and reperfusion (46). A 

limitation of the current study is the unresolved identity of the cellular source of myocardial 

adiponectin. 

 

In the present study, we investigated the potential role of adiponectin, a cardioprotective 

adipokine and plasma biomarker of IHD (49), in the cardiovascular protection afforded by CP-

3(iv). Our results support an important role for adiponectin, mainly in its HMW form, in 

attenuating MI/R injury and improving myocardial function in response to CP-3(iv). The 

effect of CD36 ligands in regulating adiponectin biosynthesis in adipose tissue was revealed 
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and correlated with PPAR-γ as a main transcriptional regulator of adiponectin. Treatment with 

azapeptide protected against MI/R damage and its effects appear to depend, in part, on 

improved myocardial metabolism via reduced NEFA levels, yet a causal relationship remains 

to be demonstrated. The observation that an anti-adiponectin antibody abrogated the functional 

recovery of isolated hearts infused with the azapeptide further support a role for myocardial 

adiponectin in the cardioprotective effect of CP-3(iv). 

 

Altogether, our studies have revealed a CD36-dependent adiponectin pathway in mediating the 

cardioprotective effect of the azapeptide prototype CP-3(iv) against MI/R, encompassing the 

potential for paracrine, autocrine and endocrine action of the hormone. Although further 

studies will be necessary to explore the detailed signaling pathways involved, our results 

provide evidence for increased adiponectin expression in adipose tissue, increased adiponectin 

circulating levels, and reduced NEFA mobilization in CP-3(iv)-pretreated mice. Furthermore, 

isolated heart studies pointed to a role for locally produced adiponectin in mediating CP-3(iv)-

induced recovery of myocardial function following transient low-flow ischemia. Although the 

relative contribution of peripheral and local adiponectin in mediating the cardioprotection 

afforded by CD36 ligands remains to be determined, these results demonstrate the relevance of 

the development of selective azapeptide CD36 ligands for the treatment of MI/R-induced 

injury.  
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Legends to figures 

 

Figure 1. CP-3(iv) reduces infarct area following MI/R. (A) Schematic representation of the 

experimental protocols. (B) Representative photomicrographs of midventricular LV sections of 

triphenyltetrazolium chloride (TTC)-stained slice from LV of CD36+/+ mice showing the IA on 

the anterior section, (C) Bar graphs of % AAR/LV, IA/LV and IA/AAR of CD36+/+ mice after 

48 h of reperfusion, (D) Plasma cardiac troponin I levels in CD36+/+ mice (n = 8-12), (E) 

Representative photomicrographs of midventricular LV sections of TTC-stained slices from LV 

of CD36-/- mice, (F) Bar graphs of % AAR/LV, IA/LV and IA/AAR of CD36-/- mice 48 h after 

reperfusion, (G) Bar graphs of % IA/LV following MI/R in CD36+/+ mice treated 

subcutaneously with increasing doses of CP-3(iv) injected 10 min before reperfusion (without 

prior daily treatments). Data were analyzed by 2-way ANOVA (C, F), unpaired t-test (D) and 

1-way ANOVA followed by SNK test for multiple comparisons (G). A significant genotype × 

treatment interaction (P = 0.00037) was followed by individual t-tests comparisons between CP-

3(iv) and vehicle-treated groups in each genotype. Data are mean ± SEM of n = 6-8 mice per 

treatment group. **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. vehicle, #P < 0.05 vs. 289 nmol CP-3(iv)/kg 

and λP < 0.05 vs. 600 nmol CP-3(iv)/kg. Scale bar, 1 mm. 

 

Figure 2. CP-3(iv) increases plasma adiponectin and adiponectin transcriptional regulators 

expression 6 h after reperfusion in mice that have been pretreated for 14 days. Panels A-B and 

C-D show bar graphs of plasma HMW form and total adiponectin at 6 h (n = 12-14) and at 48 

h of reperfusion (n = 8) for CD36+/+, respectively, while panels F-G and H-I represent the same 

results for CD36-/- (n = 6-8). Panels E and J show the relative mRNA levels of Adipoq, Pparg, 

Cebpb, Sirt1, Pck1, Fatp1, Nrf2 and Cd36 in epididymal fat. Data are mean ± SEM of n = 8-9 

(CD36+/+) and n = 5 (CD36-/-). *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. vehicle. 

 

Figure 3. CP-3(iv) reduces LV oxidative stress and apoptosis in CD36+/+ after 6 h of reperfusion 

in mice that have been pretreated for 14 days. Bar graphs of ROS levels in LV heart 

homogenates in (A) CD36+/+ and (B) CD36-/-, (C) Mitochondrial H2O2 release in permeabilized 

LV myofibers (n = 13-14) (D) Activity of aconitase in LV homogenates, (E) Western blot of 

pThr172-AMPKα1/α2 and total AMPK α1/α2, (F) p-ACC and ACC, (G) COX-2 and α-tubulin, 
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and (H) Cytochrome c release and (I) Activity of caspase 3 in crude LV cytosolic fractions, (J) 

Western blot of band densities of pSer473-Akt and total Akt LV homogenates, and (K) CD36 

and α-tubulin with bar graphs representing the relative band density ratios. Data are mean ± 

SEM of n = 5-8. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. vehicle. 

 

Figure 4. CP-3(iv) induces myocardial functional recovery following exposure of isolated 

hearts to 40 min of low-flow ischemia and reperfusion. (A) Rate pressure product (RPP) 

following infusion of 10-6 M CP-3(iv) at reperfusion, in the presence or absence of 0.3 µg/mL 

adiponectin antibody or non-specific polyclonal IgG. (B) Total adiponectin concentration in 

LV homogenate normalized to LV protein concentration and (C) HMW form adiponectin 

concentration in the Langendorff perfusate effluent. Panels D-K show bar graphs of 

Langendorff parameters (RPP, Left ventricular developed pressure, Diastolic pressure, 

Systolic pressure, dp/dt max, dp/dt min, Coronary flow and Heart rate) in CD36+/+ and CD36-/-

. Pre, pre-ischemia, Post, post-ischemia. Data are mean ± SEM of n = 4-7. *P < 0.05 vs. 

vehicle and adiponectin antibody supplemented groups as assessed by two-way ANOVA for 

repeated-measures using the Bonferonni post-hoc test, **P < 0.01 vs. pre-ischemia vehicle and 

CP-3(iv) treated mice and #P < 0.05 vs. 1 min post-ischemia vehicle-treated mice as assessed 

by log-transformed one-way anova followed by SNK post-hoc test. 
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Table 1. Primers used for qPCR 

Gene Type Sequence 

Adipoq Forward 

Reverse 

5’-TGTTCCTCTTAATCCTGCCCA-3’ 

5’- CCAACCTGCACAAGTTCCCTT -3’ 

Cd36 Forward 

Reverse 

5’-GGCCTTACTTGGGATTGG-3’ 

5’-CCAGTGTATATGTAGGCTCATCCA-3’ 

Cebpb Forward 

Reverse 

5’-AAGAGCCGCGACAAGGCCAA-3’ 

5’-GCGACAGCTGCTCCACCTTCTT-3’ 

Fatp1 Forward 

Reverse 

5’- TATGGGGTGGCTGTGCCAGGAG -3’ 

5’- CGCAGGAAGATGGGCCGAGCATAG -3’ 

Nrf2 Forward 

Reverse 

5’-ACCATGAGTCGCTTGCCCTGGAT-3’ 

5’-TGCCAAACTTGCTCCATGTCCTGC-3’ 

Pck1 Forward 

Reverse 

5’-CCAGCCAGTGCCCCATTATTGAC-3’ 

5’-TTTGCCGAAGTTGTAGCCGAAGAA-3’ 

Pparg Forward 

Reverse 

5’-GCTGAACGTGAAGCCCATC-3’ 

5’-ACGTGCTCTGTGACGATCTG-3’ 

Sirt1 Forward 

Reverse 

5’-CTTGGAGCAGGTTGCAGGAATCCA-3’ 

5’-AGGGCACCGAGGAACTACCTGATT-3’ 

Gapdh Forward 

Reverse 

5’-CGGGGTCCCAGCTTAGGTTCATCAG-3’ 

5’-CCGTTCACACCGACCTTCACCA-3’ 

Adiponectin (Adipoq), Cluster differentiation 36 (Cd36), CCAAT/enhancer binding protein 

beta (Cebpb), fatty acid transport protein 1 (Fatp1), nuclear factor (erythroid-derived 2) (Nrf2), 

cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase encoding gene 1 (Pck1), peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma (Pparg), sirtuin 1 (Sirt1), glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (Gapdh). 
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Table 2. Hemodynamic measurement of left ventricular function in sham- and MI/R-

operated mice at 48 h after ischemia 

 Sham-operated  MI/R  

Treatment 0.9% NaCl CP-3(iv) 0.9% NaCl CP-3(iv) 

BW, g 28 ± 1 27 ± 1 28 ± 1 28 ± 1 

Tibial length, mm 18 ± 0.1 18 ± 0.1 18 ± 0.2 18 ± 0.2 

HR, min-1 439 ± 11 422 ± 14 448 ± 16 470 ± 20 

SV, μL 17 ± 1 16 ± 1 11 ± 1***,### 15 ± 1†† 

CO, mL/min 7.4 ± 0.3 6.8 ± 0.2 4.8 ± 0.2***,## 7.0 ± 0.7†† 

Ea, mmHg/μL 5.5 ± 0.3 6.0 ± 0.5 7.2 ± 0.6 5.7 ± 0.4 

SVR, mmHg min/mL 13 ± 1 15 ± 1 18 ± 1**,# 14 ± 1† 

Systolic indices     

EF, % 73 ± 4 83 ± 2 66 ± 6# 78 ± 5 

Pes, mmHg 95 ± 4 101 ± 4 88 ± 8 94 ± 6 

Ves, μL 6.9 ± 1 3.5 ± 1 6.5 ± 2 5.2 ± 2 

dP/dt max, mmHg/s 7757 ± 287 8410 ± 664 6358 ± 731 7031 ± 518 

SW, mmHg μL 1356 ± 104 1329 ± 62 707 ± 92***,### 1055 ± 140† 

PRSW, mmHg  83 ± 6 86 ± 9 64 ± 3*,# 92 ± 5† 

Diastolic indices     

Ped, mmHg 2.9 ± 0.3 3.1 ± 0.4 7.3 ± 0.8**,## 6.9 ± 1.4**,## 

Ved, μL 24 ± 2 20 ± 1 17 ± 2 20 ± 3 

dP/dt min, mmHg/s -6807 ± 457 -7002 ± 381 -5783 ± 788 -6658 ± 642 

tau, ms 9.8 ± 0.7 10.2 ± 0.4 10.7 ± 0.8 9.3 ± 0.6 
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Mice were randomized to one of four study groups (n = 7 per group). One mouse was excluded 

because of severe bleeding during surgery (CP-3(iv), MI/R). Hemodynamic measurements were 

performed at 48 h after myocardial ischemia caused by a 30 min coronary artery ligation in 

mice. BW, body weight; HR, heart rate; SV, stroke volume; CO, cardiac output; Ea, arterial 

elastance; SVR, systemic vascular resistance; EF, ejection fraction; Pes, end systolic pressure; 

Ves, end systolic volume; dP/dtmax (or min), maximal rate of pressure increase (or decline); 

SW, stroke work; PRSW, preload recruitable stroke work; Ped, end diastolic pressure; Ved, end 

diastolic volume; tau, time constant of relaxation (varying asymptote method). Data are mean ± 

SEM. One-way ANOVA was applied for comparisons with the Student Newman Keuls post-

test. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. vehicle-treated sham mice; #P < 0.05, ##P < 

0.01 and ###P < 0.001 vs. CP-3(iv)-treated sham mice; †P < 0.05 and ††P < 0.01 vs. vehicle-

treated MI/R mice. 
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 

 

 

 

  



 

175 

3.2 Deuxième étude: A linear fragment of unacylated ghrelin 

(UAG6-13) protects against myocardial ischemia/reperfusion injury 

in mice in a growth hormone secretagogue receptor-independent 

manner 
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Résumé 

 

La ghréline désacylée (UAG), la forme prédominante de la ghréline en circulation, a été montrée 

comme exerçant des effets cardioprotecteurs dans des cardiopathies expérimentales. Cette étude 

a pour but d’investiguer les effets cardioprotecteurs d’un fragment linéaire bioactif de l’UAG 

contre les dommages et la dysfonction induits par une ischémie du myocarde chez les souris 

C57BL/6 et les mécanismes impliqués. Les traitements ont été administrés à des doses de 100 

(UAG), 1000 et 3000 (UAG6-13) nmol/kg à 12 h d’intervalle pendant les 14 jours précédant une 

ligature de l’artère coronaire descendante gauche pendant 30 min et d’une reperfusion pour une 

période de 6 ou 48 h. La taille de l’infarctus a été réduite de manière dépendante de la dose à 48 

h de reperfusion, avec une réduction de 54% à la dose la plus élevée testée de l’UAG6-13. 

L’hémodynamique du myocarde a été améliorée, telle que démontré par une augmentation du 

débit cardiaque, le dérivé de pression par rapport au temps maximal (dP/dtmax) et de la relation 

entre le travail systolique et le volume télédiastolique (PRSW), un index de contractilité 

indépendant de la charge. Six heures après la reperfusion, les taux circulants de cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et TNF-α ont été réduits, et l’effet a été maintenu à 48 h pour le TNF-α. La 

protéine kinase activée par l’AMP 5’ (AMPK) a été activée, alors que l’activité de l’acétyl-CoA 

carboxylate (ACC) a été inhibée, et les concentrations des protéines apoptotiques ont été 

diminuées. Dans les cœurs isolés, l’effet de l’UAG6-13 n’a pas été affecté par la présence de D-

Lys3-GHRP-6, un antagoniste du récepteur de la ghréline (GHS-R1a), suggérant que le peptide 

agit par une voie indépendante du GHS-R1a. Les résultats supportent une application 

thérapeutique des fragments bioactifs de l’UAG contre les dommages de l’ischémie/reperfusion 

du myocarde. 

 

Mots-clés: ischémie/reperfusion cardiaque, analogues de la ghréline désacylée, 

hémodynamique, récepteur des sécrétagogues de l’hormone de croissance, facteur-α de 

nécrose tumorale, interleukine-6, cœur isolé.  



 

178 

Abstract 

 

Unacylated ghrelin (UAG), the most abundant form of ghrelin in circulation, has been shown to 

exert cardioprotective effect in experimental cardiopathies. The present study aimed to 

investigate the cardioprotective effect of a linear bioactive fragment of UAG against myocardial 

ischemia-induced injury and dysfunction in C57BL/6 wild type mice and the mechanisms 

involved. Treatments were administered at doses of 100 (UAG), 1000 and 3000 (UAG6-13) 

nmol/kg at 12 h interval during 14 days prior to 30 min left coronary artery ligation and 

reperfusion for a period of 6 or 48 h. The infarct area was decreased in a dose-dependent manner 

at 48 h of reperfusion, with a reduction of 54% at the highest dose of UAG6-13 tested. Myocardial 

hemodynamics were improved, as demonstrated by an increase in cardiac output, maximum first 

derivative of left ventricular pressure, and preload recruitable stroke work, a load-independent 

contractility index. Six hours after reperfusion, circulating levels of IL-6 and TNF-α pro-

inflammatory cytokines were reduced, and the effect was maintained at 48 h for TNF-α. 5' AMP-

activated protein kinase (AMPK) was activated, while acetyl-CoA carboxylase (ACC) activity 

was inhibited, along with a decrease in apoptotic protein levels. In isolated hearts, the effect of 

UAG6-13 was unaffected by the presence of D-Lys3–GHRP-6, a ghrelin receptor (GHSR1a) 

antagonist, suggesting that the peptide acted through a GHSR1a-independent pathway. The 

results support the therapeutic application of UAG bioactive peptide fragments against 

myocardial ischemia/reperfusion injury. 

 

Keywords: cardiac ischemia/reperfusion, unacylated ghrelin analogs, hemodynamics, growth 

hormone secretagogue receptor, tumor necrosis factor-α, interleukin-6, isolated heart. 
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Introduction 

 

Ghrelin, an endogenous selective ligand of growth hormone secretagogue receptor (GHSR), was 

discovered by Kojima et al. in 1999 as the first known circulating octanoylated peptide (Kojima 

et al., 1999). The predominant circulating form of ghrelin in circulation is unacylated in position 

3 (unacylated ghrelin - UAG) (Kojima et al., 2005). In contrast to acylated ghrelin (AG), UAG 

is devoid of growth hormone (GH)-releasing activity, orexigenic, adipogenic and diabetogenic 

activities; however it shares cardioprotective effects mediated through a still elusive receptor 

independent of GHSR1a (Veldhuis and Bowers, 2010). Although the mechanism through which 

UAG exerts cardioprotection has not been fully elucidated, activation of pro-survival pathways, 

in addition to anti-inflammatory and antifibrotic activities (reviewed in Angelino et al., 2015), 

supports its therapeutic potential in myocardial ischemia/reperfusion (MI/R) injury. Indeed, 

MI/R is associated with intense inflammation, apoptosis and ensuing morbidity associated with 

pathological remodeling (Frangogiannis et al., 2002; Prabhu and Frangogiannis, 2016). 

 

Structure-activity relationship studies of UAG uncovered the bioactivity of shorter fragments 

devoid of serine in the third position (Granata et al., 2012). In particular, linear UAG6-13 (Ser-

Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-Gln-NH2) and its head-to-tail cyclic derivative (cUAG6-13), retain 

UAG bioactivity in enhancing survival of pancreatic islets and beta cells and diminishing 

oxidative stress and senescence of human circulating endothelial progenitor cells (Granata et 

al., 2012). UAG6-13 blocked streptozotocin-induced diabetes in rats (Granata et al., 2012), 

whereas cUAG6-13 (AZP-531) reduced high fat diet-associated inflammation and prediabetes in 

mice (Delhanty et al., 2013). Administration of AZP-531 in mice subjected to transient left 

coronary artery ligation (LCAL) at 5 minutes (pre-) and 30 minutes (post-) reperfusion reduced 

myocardial infarction through attenuating reperfusion-elicited oxidative stress and activating 

pro-survival pathways (Harisseh et al., 2017).  

 

The present study aims to investigate the cardioprotective effect of linear UAG6-13 in reducing 

MI/R-induced injury and improving hemodynamic performance and to examine underlying 

mechanisms. 
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Material and Methods 

 

Mice treatments and surgery 

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal Ethics Committee, in 

accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines for use of experimental 

animals and to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the US 

National Institutes of Health (A5213-01). 

 

Four-month-old male C57BL/6 mice, bred and maintained in-house, were used to determine the 

effect of UAG6-13 pretreatment on myocardial infarct size and myocardial functional recovery 

after 30 min of ischemia and 48 h of reperfusion. UAG-treated mice were used as a positive control 

group with known cardioprotective effects. Additional groups of mice were used to investigate 

the effect of UAG/UAG6-13 pretreatment on inflammatory and/or metabolic critical processes in 

the early (6 h) post-reperfusion stage. The isolated perfused heart model was used to determine 

whether myocardial GHSR1a was involved in the cardioprotective effect of UAG6-13 fragment 

through pharmacological means, e.g. use of AG receptor antagonist (D-Lys3–GHRP-6). 

 

MI/R was performed as described previously (Bessi et al., 2012; Huynh et al., 2018), as shown 

in Figure 1A. Briefly, C57BL/6 mice were pretreated during 14 days by twice daily 

subcutaneous (s.c.) injections of UAG (100 nmol/kg), UAG6-13 (1 or 3 µmol/kg) or vehicle 

(0.9% NaCl). The last dose of these drugs was administered 30 minutes prior to ligation of the 

left anterior descending (LAD) coronary artery and on the following day, where applicable. 

Mice were injected intraperitoneally (i.p.) with buprenorphine (0.05 mg/kg) prior to 

endotracheal intubation and ventilated using Minivent mouse ventilator (Harvard Apparatus, 

Holliston, MA, USA) during surgery under isoflurane anesthesia. Transient myocardial 

ischemia was induced by the insertion of an 8-0 nylon suture tied over a piece of tubing at 1 mm 

below the edge of atrial appendage. Lidocaine (6 mg/kg) i.p. was injected just after occlusion 

and 10 min prior to reperfusion to prevent fatal arrhythmias. The chest cavity was closed using 

a 6-0 silk suture and the animals were allowed to recover for 6 or 48 h. Mice subjected to 6 h of 

reperfusion were anesthetized with isoflurane and euthanized by exsanguination. Assessment of 

the impact of treatments on myocardial infarction area was performed following re-occlusion of 
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the original ligation site after 48 h of reperfusion, followed by injecting 300 µL of KCl (1 M) in 

the subclavian vein and Evans blue (2%) through the aorta. Analysis was performed on 

triphenyltetrazolium chloride (TTC) (1%)-stained slices by computerized planimetry by an 

observer blinded to the treatment protocol (Bessi et al., 2012).  

 

Myocardial hemodynamics as assessed by conductance catheter 

Left ventricle (LV) function parameters were derived from pressure-volume (PV) analysis using 

a miniaturized PV conductance catheter, as described previously (Bessi et al., 2012). Briefly, a 

left thoracotomy was performed at 48 h post-surgery, and a microtip 1.4 Fr PV catheter (SPR 

839, Millar Instruments) was inserted through the LV apex, connected to a transducer system 

(Millar). PV signals were recorded at steady-state and during vena cava occlusion to reduce pre-

load transiently. Absolute volume data were adjusted by inserting the catheter in a cuvette with 

pre-defined volume containing heparinized blood at 37oC at the end of each experiment and 

corrected for the parallel conductance through the hypertonic saline bolus injection method. 

Data were analyzed using IOX2 software (EMKA technologies, Paris, France). 

 

Isolated perfused heart assay 

Hearts from anesthetized (3% isoflurane mixed with 100% oxygen) and heparinized (5,000 

U/kg, i.p.) male C57BL/6 mice were isolated and immersed in ice-cold Krebs-Henseleit 

bicarbonate buffer containing 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 4.7 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 

2.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 11 mM glucose, 8 nM insulin, 1.5 mM lactate, 0.2 mM 

pyruvate, and 0.5 mM EDTA, as described previously (Huynh et al., 2018). After pericardial fat 

removal, the aorta was cannulated with an 18-gauge cannula, and the heart was perfused 

retrogradely in a nonrecirculating mode at a constant perfusion pressure of 80 mmHg with 

Krebs-Henseleit bicarbonate buffer supplemented with 1.2 mM palmitate in 2% fatty acid-free 

bovine serum albumin and gassed with 95% O2–5% CO2. Hearts were subjected to 30 min of 

aerobic perfusion, followed by 40 min of low-flow ischemia (10% of preischemic flow) and 10 

min of reperfusion. Hearts with rate of perfusion pressure (RPP) less than 10,000 mmHg/min 

during baseline were excluded from the study. AG, D-Lys3-GHRP-6 and UAG6-13 were 

administered in a non-recirculating mode via retrograde perfusion throughout the 10 min of 



 

182 

reperfusion post-ischemia via a side port directly above the aortic cannula at final concentrations 

of 1, 10 and 30 µM, respectively. Contractile function was monitored continuously by means of 

a fluid-filled balloon inserted in the LV connected to a pressure transducer. Ventricular pressures 

and heart rates were recorded with a PowerLab/8sp instrument and analyzed with Chart v5.0.1 

software (AD Instruments, Bella Vista, NSW, Australia). Coronary effluent was collected at 

various time intervals for measurements of coronary flow.  

 

Western blots 

LV were homogenized using a dounce homogenizer (TRI-R S63C, ON, Canada) in PBS 

containing a protease and phosphatase inhibitors cocktail (Thermo Scientific Pierce). 

Homogenates were separated into two tubes. Total homogenates were obtained by sonication 

for 60 min on ice with an equal volume of lysis buffer (150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, 2% 

Triton X-100, 0.2% SDS, pH = 7.4), centrifuged at 12,000 g for 20 min at 4°C, and the 

supernatant was kept at -80°C. To collect the cytosolic fraction, the other tube was centrifuged 

at 1,000 g for 10 min at 4°C, the supernatant was centrifuged at 9,000 g for 10 min at 4°C, and 

the supernatant was kept at -80°C. The protein concentration was determined by the BCA assay 

(Pierce Biotechnology). Equal amounts (25 μg) of protein extracts were loaded on SDS-

polyacrylamide gels and transferred to PVDF membranes (Bio-Rad Laboratories). After 

blocking, membranes were incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies; 

polyclonal rabbit anti-Akt and anti-phosphoSer473-Akt were used for the total homogenates, 

while polyclonal rabbit anti-acetyl-coenzyme A carboxylase (ACC), anti-phosphoSer79-ACC 

(ACC1 and ACC2), anti-5' AMP-activated protein kinase (AMPK)α1/α2, anti-phosphoThr172-

AMPK (1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), monoclonal mouse anti-

cytochrome c (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), polyclonal goat anti-AIF (Santa 

Cruz, Dallas, TX, USA) were used for the cytosolic fractions.  Monoclonal mouse anti-α-tubulin 

(1:5000, Abcam) was used as an internal control and detected on the same membrane 

(Supplemental Figures 2-10). Membranes were incubated with HRP-conjugated secondary goat 

anti-rabbit IgG (1:10000, Jackson Immunoresearch), goat anti-mouse IgG (1:10000, KPL) or 

donkey anti-goat IgG (1:10000, Abcam). Bands from the same blot were detected by enhanced 

chemiluminescence and analyzed using ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, ON, Canada). 
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Plasma cytokines 

Blood from non-fasted mice was collected on 4 mM EDTA to determine interleukin-6 (IL-6) 

and tumor necrosis factor-α (TNF-α) plasma levels using commercial kits (eBioscience, 

Waltham, MA, USA; catalog numbers 88-7064 and 88-7324, respectively) by following 

manufacturer’s instructions. 

 

Statistical analysis 

Data are represented as mean ± SEM. Comparisons between groups were performed using 

unpaired one- or two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls (SNK) method for 

multiple post hoc comparisons (GraphPad Prism Version 7.02, San Diego, CA). Probability 

values < 0.05 were considered statistically significant. 

 

Results 

 

UAG and UAG6-13 pretreatments protect from myocardial ischemia/reperfusion injury 

and preserve LV hemodynamics 

C57BL/6 mice were pretreated with UAG, UAG6-13 or 0.9% NaCl (vehicle) at 12 h interval for 

14 days and 30 minutes prior to LCAL induced by the proximal occlusion of the left anterior 

descending coronary artery, followed by 6 or 48 h of reperfusion (Figure 1A). Our results 

display a consistently large myocardial area-at-risk (AAR) (slightly more than 50% of the LV 

area) in all groups as shown by representative photomicrographs of TTC-stained midventricular, 

transverse slices (Figure 1B). The AAR/ LV ratio did not differ significantly between groups 

(Figure 1C), suggesting that the ligation was reproducibly performed at the same LAD level. 

We first investigated the cardioprotective effect of UAG at a dose equimolar to that previously 

published for AG shown to exert a cardioprotective effect in experimental cardiopathies (Li et 

al., 2006; Pei et al., 2014). Our results show that prophylactic administration of UAG (100 

nmol/kg twice daily), used as a positive control, significantly reduced infarct area (IA) to AAR 

by 43%, whereas 10-30-fold higher doses of UAG6-13 reduced myocardial infarction to a similar 

extent (34-54%) (Figure 1D).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4487933/figure/fig1/


 

184 

In parallel studies, the effect of a preventive administration of UAG and UAG6-13 on systemic 

hemodynamics and indices of systolic and diastolic function was determined using conductance 

catheter-derived PV relationship at 48 h of reperfusion as carried out previously (Bessi et al., 

2012; Huynh et al., 2018). Vehicle-treated mice exhibited similar LV dysfunction as those 

subjected to the same MI/R protocol (Bessi et al., 2012; Huynh et al., 2018). Compared to 

vehicle-treated mice, UAG6-13 improved systemic hemodynamics by increasing stroke volume 

and cardiac output by 40 and 58%, respectively (Table 1). Although systolic LV indices, 

including ejection fraction (EF), end systolic pressure (ESP) and end systolic volume (ESV), 

were modestly improved by the peptides at their respective administered doses, stroke work was 

increased by 55% and 81% by UAG and UAG6-13, respectively. The peak rate of rise in the first 

derivative of left ventricular pressure (dP/dtmax) was increased by ~40% by both treatments as 

well as that of preload recruitable stroke work (PRSW), a load-independent indice of 

contractility, by 49% (UAG) and 39% (UAG6-13). Reduced tau and increased dP/dtmin suggested 

improved diastolic relaxation. 

 

UAG and UAG6-13 pretreatments exert anti-inflammatory effects 

We investigated the potential anti-inflammatory effect of UAG and UAG6-13 peptides in early 

(6 h) and late (48 h) reperfusion following myocardial ligation. Our results show that after 14 d 

pretreatment twice daily, UAG (100 nmol/kg) and UAG6-13 (3000 nmol/kg) transiently reduced 

plasma IL-6 levels by 76 and 70% at 6 h, respectively, whereas this effect vanished by 48 h 

(Figures 2A, B). In a similar manner, substantial inhibitory effect of treatments was observed 

on plasma TNF-α levels at 6 h following MI/R, by 43% (UAG) and 62% (UAG6-13). The 

inhibitory effect was maintained at 48 h, as shown by a 78% in UAG-treated, and 46 and 80% 

reductions in UAG6-13 (1,000 and 3,000 nmol/kg)-treated mice (Figures 2C, D). 

 

Neither UAG nor UAG6-13 pretreatment modulated body weight, food or water intake, glycemia, 

insulin and non-esterified fatty acid (NEFA) plasma levels (Supplemental Figure 1). 

 

Phosphorylation of myocardial AMPK, ACC and apoptosis-related markers after MI/R 

in UAG and UAG6-13-treated mice  
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Western blots analysis of LV protein homogenates showed that the mean relative ratio of 

pThr172-AMPK to total AMPK band density was increased by 83% after 6 h reperfusion in 

ischemic hearts of mice treated twice daily with UAG6-13 (3,000 nmol/kg), compared with 

vehicle-treated mice (Figure 3A). In contrast, pSer473-Akt to total mean Akt ratio was 

unchanged compared to that of vehicle-treated mice at this time-point (Figure 3B). However, 

the mean ratio of pSer79-ACC to total ACC was increased by 91% in both UAG (100 nmol/kg) 

and UAG6-13 (3000 nmol/kg)-twice daily treated mice (Figure 3C). Expression of mitochondrial 

signaling proteins of apoptosis, cytochrome c and apoptosis inducing factor (AIF), was 

significantly reduced in LV cytosolic fraction by UAG6-13 treatment but not in UAG-treated 

mice (Figures 3D, E). Complete scanned gels for western blots are shown in Supplementary 

Figures 2-10. 

 

UAG6-13 improves myocardial hemodynamics in isolated hearts in a GHSR1a-independent 

manner 

To investigate whether UAG6-13 exerts cardioprotective effect through a GHSR1a-independent 

pathway in the heart, we used an isolated heart model of low-flow ischemia and reperfusion in 

Langendorff mode to assess the rate of perfusion pressure (RPP) and additional hemodynamic 

parameters. Hearts from 20 mice were sorted according to the following pharmacological 

treatments: AG and AG + D-Lys3-GHRP-6, as positive and negative control groups; UAG6-13 

and UAG6-13 + D-Lys3-GHRP-6, as tested groups. Our results show that the RPP was largely 

preserved in the presence of both AG and UAG6-13 at reperfusion (Figure 4A). Treatment with 

D-Lys3-GHRP-6 completely abolished RPP rescue by AG at reperfusion; in contrast, D-Lys3-

GHRP-6 did not have any effect on UAG6-13-elicited cardioprotection. Consistent with 

improved RPP in the presence of UAG6-13, myocardial hemodynamics tended to be improved 

by UAG6-13 treatment with or without D-Lys3-GHRP-6, although no change was observed in 

heart rate and coronary flow (Figures 4B-G). 

 

Discussion 

 

The main finding of this study is that a preventive treatment with a linear UAG fragment, UAG6-

13, reduced MI/R-induced injury and rescued hemodynamic dysfunction in mice, in a GHSR1a-
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independent manner. The cardioprotective effects were associated with potent, time-dependent 

and systemic anti-inflammatory effects of the treatment. These observations are consistent with 

those of Harrisseh et al. who showed that an acute administration of cyclic UAG6-13 (cUAG6-13 

or AZP-531), in a similar dose range, reduced infarct size following MI/R in mice, as a 

consequence of an early activation of pro-survival and anti-oxidative pathways (Harisseh et al., 

2017).  

 

AG/GHSR1a axis has been proposed as a promising therapeutic target in a variety of metabolic 

disorders due to its pleiotropic effects on appetite, energy metabolism, glucose homeostasis and 

GH release. While the two circulating forms of ghrelin present distinct endocrine activities 

(Gasco et al., 2010), they also share many peripheral biological activities, through the binding 

of an as of yet elusive receptor (Chabot et al., 2014; Delhanty et al., 2014; Granata et al., 2011; 

Muller et al., 2015). Both forms may be beneficial to rescue myocardial dysfunction elicited by 

drugs such as isoproterenol or doxorubicin or ischemia in isolated hearts, cardiomyocytes and 

in preclinical models (Baldanzi et al., 2002; Chang et al., 2004a; Chang et al., 2004b; Lear et 

al., 2010; Li et al., 2006; Pei et al., 2014; Xu et al., 2010). While AG is cardioprotective, its 

pleiotropic effects and GH secretagogue activity may jeopardize its favorable effects in 

protecting the heart following long-term exposure with the potential of eliciting serious adverse 

events such as cancer growth and metastasis (Pradhan et al., 2013). In contrast, UAG, the most 

abundant circulating form of ghrelin, shows GH- and GHSR1a-independent effects in 

promoting anti-apoptotic pathways in cardiomyocytes and protecting against drug-induced 

cardiac dysfunction and fibrosis (Pei et al., 2014). 

 

UAG fragments were studied for their bioactivity and ability to mimic UAG pro-survival effect 

on beta cells and human pancreatic islets (Granata et al., 2012). UAG fragment 6-13 showed 

cardioprotective effect (Harisseh et al., 2017), and full cyclization of the peptide did not affect 

its bioactivity and improved its pharmacokinetics (Julien et al., 2012). Cyclic UAG6-13 improved 

mitochondrial function, reduced apoptosis and myocardial damage at 15 min and 24 h following 

reperfusion, respectively. In agreement, our results show reduced myocardial damage at 48 h 

following reperfusion and further show that these beneficial effects were associated with 

improved hemodynamics and reduced plasma TNF-α levels at this time point. In addition, the 
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anti-apoptotic effect observed by Harisseh et al. after 15 min of reperfusion appeared to be 

maintained at 6 h, a time point at which changes in myocardial metabolism is apparent (Bessi 

et al., 2012). Although the present work does not allow direct comparison of the cardioprotective 

efficacy of cyclic and linear forms of UAG6-13 as experimental designs, doses and endpoints 

differed between studies, the present work confirms that the UAG6-13 fragment is 

cardioprotective and furthermore, that it also improves cardiac hemodynamics and contractility, 

as shown by a significant increase in cardiac output, dP/dtmax and PRSW.  

 

Both oxidative stress and pro-inflammatory cytokines play a role in promoting an inflammatory 

response to MI/R (Ahn and Kim, 2012). In the present study, we further investigated the effect 

of UAG and UAG6-13 on plasma levels of IL-6 and TNF-α at 6 h of reperfusion, a time point at 

which myocardial levels of these cytokines are elevated in humans (Turillazzi et al., 2014). Our 

results show that treatment with UAG and UAG6-13 elicited a striking, but transient, reduction 

of IL-6 plasma levels, whereas TNF-α levels were diminished at both 6 and 48 h after 

reperfusion. Of interest, UAG and UAG6-13 shared a similar transient inhibitory profile for IL-6 

and a prolonged effect on TNF-α, notwithstanding differences in doses. The reason for the 

prolonged effect of the treatment on TNF-α versus IL-6 plasma levels is not clear, but might be 

related to the fact that TNF-α clearance is four times lower than IL-6 in rats (Deaciuc et al., 

1996). Elevated levels of circulating inflammatory cytokines, including TNF-α and IL-6, have 

been associated with myocardial dysfunction and increased apoptosis following MI/R (Saini et 

al., 2005). Whereas an acute administration of cUAG6-13 (5 min before reperfusion) was shown 

to increase myocardial anti-oxidative and anti-apoptotic pathways at 15 min after reperfusion 

(Harisseh et al., 2017), a pretreatment with linear UAG6-13 (with the last dose administered 30 

min before ligation), but not UAG, reduced cytochrome c and AIF protein expression after 6 h 

of reperfusion, suggesting that both caspase dependent and independent pathways have been 

activated (Choudhury et al., 2010). Our results differ from those of Pei et al. (2014) who showed 

that UAG, in a similar dose range, administered after doxorubicin injection in younger (10-12 

weeks old) C57BL/6 mice, showed reduced myocardial apoptosis in treated mice. Yet, it has 

been reported that doxorubicin-induced cardiac injury promotes endogenous ghrelin release, 

which may thus contribute to the cardioprotective and anti-apoptotic mechanisms elicited by 

UAG in that model (Xu et al., 2007). 
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As reported previously for HL-1 cardiomyocytes (Lear et al., 2010), the ratio of p-

AMPK/AMPK was not significantly changed in UAG-treated mice, but was increased by UAG6-

13 at 6 h of reperfusion, which may contribute to protect the heart through the attenuation of 

TNF-α-elicited apoptosis (Kewalramani et al., 2009) and/or modulate myocardial energy 

metabolism. Along these lines, p-ACC/ACC was increased by the pretreatments, leading to 

enhanced -oxidation and ATP production (Bairwa et al., 2016). Whether myocardial glucose 

metabolism was increased and fat metabolism decreased by the treatments remain to be 

investigated. 

 

An enigmatic issue about the receptor or receptor subtypes involved in mediating the effects of 

UAG and UAG fragments still remains. In the heart, a number of different receptor subtypes 

have been proposed, including ghrelin receptor-like receptor (GRLR) that would bind ghrelin 

and UAG, as well as UAG receptors and GHSR1a (Callaghan and Furness, 2014). To investigate 

whether UAG6-13 exerted its cardioprotective effect via the ghrelin receptor GHSR1a, we 

perfused isolated mice hearts with the ghrelin fragment in the presence or absence of the ghrelin 

antagonist, D-Lys3-GHRP-6, a selective antagonist of the AG receptor. Our results showed that 

while D-Lys3-GHRP-6 inhibited AG-induced rescue of RPP, it did not interfere with the effect 

of UAG6-13. These observations support that the cardioprotective effect on myocardial 

hemodynamics afforded by UAG6-13, even at a dose of 30 µM, is likely to be mediated by UAG 

receptors. In the present study, the effect of UAG6-13 was investigated in pretreated mice. 

Although this experimental design may limit translation to acute clinical situation of MI/R, 

previous studies investigating the cardioprotective effect of hexarelin, a small synthetic growth 

hormone peptide, required a 7-14 days pretreatment in rats (De Gennaro Colonna et al., 1997). 

Yet, hexarelin was later shown to improve cardiac performance by increasing left ventricular 

ejection fraction in humans following an acute administration (Broglio et al., 2001; Broglio et 

al., 2002). The cardioprotective effect of a single dose of the linear octapeptide UAG fragment 

in mice after the onset of myocardial ischemia remains to be investigated. 

 

In conclusion, the results of this study show that a pretreatment with a linear bioactive fragment 

of UAG reduced myocardial damage following MI/R and for the first time shows that these 
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beneficial effects are associated with improved myocardial hemodynamics, along with potent 

and prolonged anti-inflammatory effects over 48 h. These observations add to the early (15 min) 

anti-oxidative and pro-survival activation pathways seen with the cyclic peptide (Harisseh et al., 

2017). Furthermore, we show that UAG6-13 exerted cardioprotective effects via mechanisms that 

are independent of GHSR1a. Taken together, these results support further studies to investigate 

the mechanisms and pharmacokinetics of the peptide for the translation of these observations.  
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Legends to figures 

 

FIGURE 1. UAG6-13 reduced infarct area following MI/R. (A) Schematic representation of the 

experimental protocols. (B) Representative photomicrographs of Evans Blue and 

triphenyltetrazolium chloride (TTC) double stained midventricular LV slices showing the IA on 

the anterior section. (C) Bar graphs of % AAR/LV and (D) IA/AAR after a two-week 

pretreatment every 12 h with the last dose administered 30 min before myocardial ligation and 

48 h reperfusion. Data are mean ± SEM of n = 6 mice per group. **P < 0.01 and ***P < 0.001 

vs. vehicle. Scale bar, 1 mm. 

 

FIGURE 2. UAG6-13 reduced inflammation following MI/R. Bar graphs represent plasma IL-6 

concentration at (A) 6 h and (B) 48 h of reperfusion following a 30-min LAD ligation. Bar 

graphs show TNF-α plasma concentration at (C) 6 h and (D) 48 h of reperfusion. Data are mean 

± SEM of n = 9-11 mice (6 h time point) and n = 6 mice (48 h) per group. **P < 0.01 and ***P 

< 0.001 vs. vehicle, δδP < 0.01 vs. UAG 100 nmol/kg and P < 0.05 vs. UAG6-13 1000 nmol/kg. 

 

FIGURE 3. UAG6-13 improved cardiac metabolism and reduced apoptosis after MI/R. Bar 

graphs represent the relative phosphorylated to total protein ratios with representative 

immunoblots. (A) pThr172–AMPKα1/α2 (p-AMPK) to total AMPKα1/α2 ratios and 

immunoblots from cytosolic LV fractions. (B) pSer473-Akt (p-Akt) to total Akt ratios and 

immunoblots from total LV homogenates. (C) pSer79-ACC (p-ACC) and total ACC ratios and 

immunoblots from cytosolic LV fractions. (D) Cytochrome c (Cyto c) and α-tubulin ratios and 

immunoblots from cytosolic LV fractions. (E) AIF and α-tubulin ratios and immunoblots from 

cytosolic LV fractions. Relative band density ratios were normalized to the vehicle-treated 

group. Data are mean ± SEM of n = 3 mice per treatment group. *P < 0.05, **P < 0.01 and 

***P < 0.001 vs. vehicle, #P < 0.05 vs. UAG 100 nmol/kg. 

 

FIGURE 4. UAG6-13 preserved cardiac function in isolated hearts subjected to 40 min of low-

flow ischemia and reperfusion in a GHSR1a-independent manner. (A) LV rate-pressure product 

(RPP) before, during and after reperfusion in the presence of either 1 µM AG or 30 µM UAG6-

13 with or without 10 µM D-Lys3-GHRP-6. (B-G) Bar graphs of cardiac hemodynamic 
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parameters at 10 min post-ischemia: (B) RPP, (C) left ventricular–developed pressure, (D) heart 

rate, (E) dp/dt max, (F) dp/dt min and (G) coronary flow. Data are mean ± SEM of n = 4–5 

hearts per group. A two-way ANOVA was performed, followed by Student-Newman-Keuls’ 

post hoc comparisons. There was no interaction between time and treatment. *P < 0.05 vs. AG 

+ D-Lys3-GHRP-6, by two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls’ post hoc 

comparisons, *P < 0.05 vs. AG + D-Lys3-GHRP-6, by one-way ANOVA followed by Student-

Newman-Keuls’ post hoc comparisons, #P < 0.05 vs. AG by one-way ANOVA followed by 

Student-Newman-Keuls’ post hoc comparisons. 
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Table 1. Hemodynamic measurements at 6 h after myocardial ischemia caused by a 30 min 

coronary artery ligation in mice. 

 Treatment 

Parameter 0.9% NaCl UAG 100 nmol/kg UAG6-13 3,000 nmol/kg 

BW, g 24.9 ± 0.7 25.5 ± 1.3 25.4 ± 0.7 

 HR, min-1 400 ± 15 410 ± 15 436 ± 15 

SV, μL 10 ± 1 12 ± 1 14 ± 1* 

CO, mL/min 4.0 ± 0.4 5.2 ± 0.5 6.3 ± 0.4** 

Ea, mmHg/μL 6.3 ± 0.5 6.2 ± 0.6 5.3 ± 0.4 

SVR, mmHg min/mL 16 ± 2 16 ± 2 13 ± 1 

Systolic indices    

EF, % 64 ± 4 77 ± 3** 82 ± 2** 

ESP, mmHg 61 ± 3 75 ± 5** 76 ± 3* 

ESV, μL 6.5 ± 0.3 4.7 ± 0.3*** 4.5 ± 0.3*** 

dP/dt max, mmHg/s 4,408 ± 227 5,885 ± 463** 6,517 ± 313*** 

SW, mmHg μL 505 ± 56 781 ± 82* 916 ± 81** 

PRSW, mmHg  49 ± 2 73 ± 5*** 68 ± 4** 

Ees, mmHg/μL 8.1 ± 1.3 12.0 ± 2.2 10.2 ± 1.6 

Ea/Ees  0.89 ± 0.09 0.57 ± 0.05* 0.61 ± 0.09* 

Diastolic indices    

EDP, mmHg 3.8 ± 0.4 3.9 ± 0.4 3.8 ± 0.6 

EDV, μL 14.9 ± 0.5 15.2 ± 0.9 16.8 ± 0.8 

dP/dt min, mmHg/s -3,725 ± 218 -5,027 ± 471** -5,479 ± 266** 

EDPVR, mmHg/μL 0.35 ± 0.04 0.39 ± 0.04 0.35 ± 0.05 

tau, ms 13.3 0.7 11.5 ± 1.2 10.0 ± 0.6* 
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Table 1. Mice were randomized to one of three study groups (n = 9-11 per group) and treated 

twice per day at 12 h interval. BW, body weight; HR, heart rate; SV, stroke volume; CO, cardiac 

output; Ea, arterial elastance; Ees, end-systolic elastance; SVR, systemic vascular resistance; 

EF, ejection fraction; ESP, end systolic pressure; ESV, end systolic volume; dP/dt max (or min), 

maximal rate of pressure increase (or decline); SW, stroke work; PRSW, preload recruitable 

stroke work; EDP, end diastolic pressure; EDV, end diastolic volume; EDPVR, end-diastolic 

pressure-volume relationship; tau, time constant of relaxation (varying asymptote method). Data 

are mean ± SEM. One-way ANOVA was applied for comparisons with the Student-Newman-

Keuls post hoc comparisons. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. vehicle-treated mice. 
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Supplemental Figure 

 

 

 

Supplemental Figure 1. Biochemical parameters in mice treated for 2 weeks with UAG (100 

nmol/kg) or UAG6-13 (3,000 nmol/kg), with the last dose given 30 min prior to transient left 

coronary artery ligation (LCAL). (A) Body weight after 14 days of treatment. (B) Food and (C) 

Water consumption over the last 7 days of treatment initiation. (D) Glycemia, (E) Insulin levels 

and (F) NEFA plasma concentration were measured after 6 h of reperfusion following 30 min 

of myocardial ischemia. Data are mean ± SEM of n = 8 mice per treatment group and analyzed 

by one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls’ post hoc comparisons. 
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Supplemental Figure 2. Representative Western blot showing the levels of phospho-AMPK 

(62 kDa) in heart tissue cytosolic fraction.  

 

 

Supplemental Figure 3. Representative Western blot showing the levels of total-AMPK (62 

kDa) after stripping of phospho-AMPK.  
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Supplemental Figure 4. Representative Western blot showing the levels of phospho-Akt (60 

kDa) in heart tissue total homogenate and of total-Akt (60 kDa) after stripping of the membrane.  
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Supplemental Figure 5. Representative Western blot showing the levels of phospho-ACC (280 

kDa) in heart tissue cytosolic fraction.  

 

Supplemental Figure 6. Representative Western blot showing the levels of total-ACC (280 

kDa) after stripping of phospho-ACC.  
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Supplemental Figure 7. Representative Western blot showing the levels of cytochrome c (8 

kDa) in heart tissue cytosolic fraction.  

 

 

Supplemental Figure 8. Representative Western blot showing the levels of α-tubulin (50 kDa) 

after stripping of cytochrome c.  
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Supplemental Figure 9. Representative Western blot showing the levels of AIF (57 kDa) in 

heart tissue cytosolic fraction.  

 

 

Supplemental Figure 10. Representative Western blot showing the levels of α-tubulin (50 kDa) 

after stripping of AIF.   
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4.1 L’ischémie/reperfusion du myocarde chez un modèle murin 

La maladie coronarienne est l’une des principales causes de mortalité dans le monde et 

à chaque année, plus de sept millions de personnes meurent de cette maladie (Wang et coll., 

2016). L’IAM avec élévation du segment ST représente environ 30% de tous les cas de maladies 

coronariennes (Benjamin et coll., 2017; Wang et coll., 2016) et possède le plus haut taux de 

mortalité, soit de 5 à 8% dépendamment de la rapidité de la reperfusion suivant l’IAM. En effet, 

l’IAM se produit à la suite de l’occlusion d’une artère coronaire, ce qui empêche l’apport 

d’oxygène et de nutriments dans la région affectée et mène éventuellement à la mort cellulaire. 

La reperfusion de la région infarcie est essentielle à la survie des cellules, mais peut 

paradoxalement augmenter les dommages qui peuvent représenter jusqu’à 50% de la taille de 

l’infarctus après une I/RM (Bagai et coll., 2014). Le taux de mortalité après les 30 jours suivant 

une IAM varie entre 5 et 13%, alors que le taux de mortalité après cinq années chez les patients 

qui développent une insuffisance cardiaque après une IAM est d’environ 40%. Aux États-Unis, 

les coûts d’hospitalisation pour les patients souffrant d’un IAM et qui développent une 

insuffisance cardiaque sont estimés à 30 milliards de dollars pour l’année 2012 (Benjamin et 

coll., 2017). Les stratégies actuelles pour traiter les patients qui ont subi un IAM ont pour but 

de rapidement induire la reperfusion par 1) l’intervention coronaire percutanée (ou angioplastie 

coronaire) qui consiste à insérer un stent (ou endoprothèse) lors de la dilatation du vaisseau en 

gonflant un ballon 2) la fibrinolyse avec des agents spécifiques à la fibrine, tels que l'altéplase 

et la ténectéplase. Les agents anti-thrombotiques qui sont administrés lors de la thérapie de 

reperfusion incluent 1) des antiplaquettaires, tels que le clopidogrel, le ticagrélor ou le prasugrel 

qui inhibent le récepteur P2Y12, combinés avec l’aspirine qui inhibe la cyclooxygénase-1 (COX-

1) responsable de la production de la thromboxane A2 (TXA2) 2) des anticoagulants, tels que 

l’énoxaparine et autres molécules, qui sont des héparines de faible poids moléculaire qui 

inactivent le facteur de coagulation IIa (ou thrombine) et le facteur X activé. Les traitements de 

routine chez les patients ayant un infarctus sont 1) les statines qui réduisent les taux circulants 

de lipides et de cholestérol de type LDL 2) les bêta-bloqueurs afin de réduire la pression 

artérielle élevée et la tachycardie 3) les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 

(IECA) ou les antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (sartans) qui bloquent les effets 

vasoconstricteurs de l’angiotensine II 4) les antagonistes de l’aldostérone (anti-aldostérones) qui 
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possèdent des effets diurétiques, ce qui aura pour conséquence une diminution de la pression 

artérielle (Ibanez et coll., 2018). Les traitements antihypertenseurs ont principalement pour but 

de diminuer la post-charge, diminuant ainsi la dysfonction cardiaque et le remodelage cardiaque 

après un infarctus, tandis que les statines préviennent la formation et les complications liées aux 

plaques athéromateuses. Toutefois, ces traitements ne peuvent pas être appliqués dans tous les 

cas. Par exemple, les statines sont contre-indiquées chez les patients atteints de défaillance 

cardiaque, les bêta-bloqueurs ne peuvent pas être administrés chez les patients hypotendus, les 

IECA et les sartans ne peuvent pas être administrés chez les patients qui présentent une 

hypovolémie, et les anti-aldostérones ne peuvent pas être administrés chez les patients atteints 

d’une insuffisance rénale (Banach et coll., 2015). De plus, la majorité des traitements utilisés ne 

diminuent pas la mortalité de plus de 30%. C’est pourquoi il est important de découvrir des 

nouvelles thérapies qui protègent le myocarde des dommages liés à une I/RM. 

 

Dans notre laboratoire, nous travaillons depuis longtemps avec les sécrétagogues des 

GHRPs qui peuvent lier le récepteur de la ghréline. Initialement associés à leurs effets sur la 

sécrétion des HC, il a été découvert par la suite que les GHRPs possèdent des effets 

cardioprotecteurs indépendants des HC. Le groupe de Ong a identifié le CD36 comme récepteur 

pouvant lier les GHRPs. De plus, l’UAG (ghréline désacylée) possède aussi des propriétés 

cardioprotectrices contrairement aux déclarations initiales qui la considéraient comme étant un 

agent biologique inactif puisqu’elle n’induit pas la relâche de l’HC. Le but de cette thèse est 

d’identifier de nouvelles avenues thérapeutiques prometteuses pour le traitement de l’infarctus 

du myocarde. 

 

Nous avons utilisé la souris comme modèle animal dans nos études. Il est évident que le 

cœur de la souris comporte des différences avec le cœur humain, telles que la haute fréquence 

cardiaque de 600 battements par minute chez la souris, en comparaison avec 70 battements par 

minute chez l’humain. De plus, son petit volume fait de sorte que durant l’occlusion de l’artère 

coronaire, une petite quantité d’oxygène et de nutriments arrivent tout de même à se rendre à la 

zone à risque par diffusion (Ibanez et coll., 2015). Les souris ne développent donc pas plus que 

70% d’infarctus dans la zone à risque, et ce, même lors d’une occlusion permanente de l’artère 

coronaire (Michael et coll., 1995). Toutefois, leurs anatomies sont très similaires (Wessels et 
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Sedmera, 2003) et le cœur humain possède un nombre similaire de vaisseaux coronariens 

collatéraux qui peuvent limiter la taille de l’infarctus. En effet, les artères collatérales fournissent 

une source alternative d’apport sanguin à la région du cœur qui est affectée par une occlusion 

de l’artère coronaire et peut aider à préserver sa fonction contractile. Parmi les autres modèles 

animaux, les chiens et les chats présentent aussi une circulation collatérale très similaire aux 

humains; au contraire, les rats, les lapins, les cochons et les primates présentent une circulation 

collatérale au moins 25% plus faible, tandis que les cobayes possèdent une circulation collatérale 

au moins deux fois supérieure à l’humain et ne développent pratiquement pas d’infarctus suite 

à une occlusion de la LAD (Schaper et coll., 1988; Seiler et coll., 2013). 

 

On a choisi d’utiliser des souris C57BL/6 mâles âgées de trois mois. À cet âge, les souris 

ont développé une maturité qui représente l’équivalent d’un humain de 20 ans. Le genre de 

l’animal affecte aussi la progression de la pathologie, puisque des études chez les souris femelles 

ont montré qu’après un IAM, il y a une infiltration moins importante de leucocytes de manière 

aigüe, une augmentation de myofibroblastes et de néovascularisation, ainsi qu’une amélioration 

de la fonction cardiaque, dont la fraction d’éjection et la contractilité indépendante de la charge, 

par comparaison aux mâles (Shioura et coll., 2008; Wang et coll., 2007). Les souris utilisées 

sont aussi de type sauvage et en bonne santé. Il est évident qu’en clinique, plusieurs 

comorbidités, telles que la vieillesse, le diabète, l’obésité et le tabagisme sont présents et 

affectent la sévérité de l’IAM. Toutefois, il est préférable de faire des études chez des animaux 

auxquels on induit une pathologie avant d’induire d’autres dysfonctions, facilitant 

l’interprétation des effets d’un traitement pharmacologique. L’ajout de différents facteurs de 

comorbidités peut se faire progressivement par la suite. 

 

La souris présente un avantage intéressant pour la facilité à modifier son génome afin de 

générer des lignées qui sont déficientes ou surexprimant un gène afin d’étudier son impact dans 

une condition donnée, pouvant induire une pathologie ou encore permettant de confirmer le rôle 

du récepteur étudié. Dans notre cas, l’utilisation de souris déficientes en CD36 en parallèle avec 

les souris C57BL/6 de même portée dans nos études nous permet d’évaluer si les effets de nos 

ligands dépendent exclusivement du récepteur CD36. De plus, la déficience d’un gène 

uniquement dans un organe précis et plus récemment, l’utilisation du système Cre/lox qui 
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permet d’induire l’invalidation d’un ou plusieurs gènes dans un organe à un moment et pour une 

période désirée, permettent d’étudier le rôle de la protéine sans les effets potentiellement 

confondants d’une déficience globale d’un gène tel que l’impossibilité du développement fœtal, 

fait de ce système un modèle très attrayant pour la recherche. Il ne faut pas exclure le fait que 

les souris ont un cycle de reproduction très rapide et que leurs coûts de maintien sont faibles en 

comparaison avec les animaux de plus grosse taille, ce qui permet d’obtenir un nombre 

d’animaux satisfaisant par groupe et des résultats dans un délai plus court (Zaragoza et coll., 

2011). Les avantages précédents font de la souris un modèle de choix dans les laboratoires, et 

par conséquent, il existe un large éventail de données chez la souris dans les articles publiés. 

Ceci rend plus accessible la possibilité de comparer ses résultats avec ceux des autres. 

 

Le modèle d’I/RM a été choisi parmi tant d’autres maladies cardiovasculaires, telles que 

l’AVC, l’hypertension pulmonaire ou l’insuffisance cardiaque, parce que l’IAM avec élévation 

du segment ST représente la forme avec le plus haut taux de mortalité et il n’existe présentement 

aucun agent pharmacologique satisfaisant pour diminuer les dommages induits par la 

reperfusion (Hausenloy et coll., 2017). Parmi les différentes techniques pour induire l’IAM, 

nous avons opté pour la ligature de la LAD par une chirurgie. Bien qu’il existe plusieurs autres 

méthodes d’induire l’IAM, par exemple, la cryogénie qui consiste à appliquer un instrument 

refroidi à l’azote liquide sur une région du myocarde, la méthode électrique qui consiste à 

cautériser une région du myocarde ou encore l’utilisation d’un agent pharmacologique comme 

l’isoprotérénol ou la doxorubicine qui, à une dose élevée, induit la nécrose des cardiomyocytes, 

la ligature de la LAD par une chirurgie demeure le modèle le plus utilisé, le mieux défini et qui 

se rapproche le plus des évènements cliniques (Zaragoza et coll., 2011). En effet, les méthodes 

de cryogénie ou de cautérisation induisent la nécrose par la génération de cristaux de glace et la 

rupture de la membrane sarcoplasmique ou un changement physique, respectivement, alors que 

les agents pharmacologiques induisent une nécrose des cardiomyocytes qui mène rapidement 

au développement de l’insuffisance cardiaque, de manière similaire à la ligature permanente, 

contrairement à la ligature transitoire de la LAD qui induit une mort cellulaire principalement 

par apoptose (Hashmi et Al-Salam, 2015 ; Ibanez et coll., 2015). De plus, les dommages par 

cryogénie et cautérisation sont générés à partir de la surface épicardiale et progressent vers 

l’endocarde, alors que c’est le cas contraire dans un infarctus induit par l’ischémie. Un autre 
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désavantage de la cryogénie et de la cautérisation est que ces méthodes génèrent des dommages 

variables d’un laboratoire à un autre puisque la région, la durée, la pression, le délai et le nombre 

de répétitions de l’application de l’instrument sur le myocarde peuvent varier (Lindsey et coll., 

2018). 

 

La ligature de la LAD se fait à une distance de 1 mm en dessous de l’atrium gauche afin 

de générer une région à risque d’environ 50 à 60% du volume du ventricule gauche. La durée 

de l’ischémie varie entre 20 min à 60 min dans la littérature. Une ischémie d’une durée plus 

courte que 15 min induit des dommages qui peuvent être totalement réversibles après la 

reperfusion. Nous avons choisi une période de 30 min d’ischémie parce que c’est la durée la 

plus utilisée dans la littérature et qu’elle permet d’induire une région infarcie de 40 à 50% de la 

région à risque après 48 h de reperfusion. En effet, la taille de l’infarctus est considérée comme 

étant le principal critère dans la pathologie de l’I/RM. La reperfusion du tissu cardiaque amène 

les neutrophiles et les monocytes plus rapidement dans la région infarcie, augmentant à la fois 

une réponse inflammatoire plus accrue et une clairance des cardiomyocytes nécrosés. La 

phagocytose des cellules nécrosées par les macrophages, via le récepteur CD36, conduit à la 

résolution de l’inflammation et le recrutement de myofibroblastes qui sécrètent des protéines de 

la matrice extracellulaire, dont principalement les collagènes I et III, pour cicatriser les blessures 

(Lindsey et coll., 2018). 

 

Notre modèle d’I/RM se distingue de celui de la ligature permanente de la LAD et de la 

constriction aortique transversale. En clinique, la reperfusion du myocarde se fait en général 

dans un délai de 60 à 120 min, ce qui est semblable à notre modèle d’ischémie de 30 min chez 

la souris suivie d’une reperfusion. La ligature permanente de la LAD est un modèle utilisé qui 

reproduit les dommages suite à une reperfusion qui a eu lieu après 120 min d’ischémie du 

myocarde chez l’homme, soit à cause de certaines contre-indications ou d’un problème de 

logistique, et survient en moyenne dans un cas sur cinq (Ibanez et coll., 2018). L’infarctus qui 

est quantifié après un délai variant entre un et quatorze jours est caractérisé par une grande 

région infarcie et une inflammation très prononcée dans la région infarcie et la région à risque. 

On observe un amincissement des parois, une augmentation de la dimension et des volumes du 

ventricule gauche et une diminution de la fraction d’éjection. Les conséquences de la ligature 
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permanente peuvent aussi être évaluées entre quatre et huit semaines plus tard pour étudier le 

remodelage à long terme du ventricule gauche. Le modèle de ligature permanente se distingue 

donc de l’I/RM par un remodelage associé à une dilatation accentuée et une exacerbation de la 

dysfonction cardiaque, résultant en une réparation moins efficace. De plus, l’administration d’un 

agent pharmacologique par une voie systémique lors d’une ligature permanente de la LAD 

dépendra presqu’exclusivement de la présence et de la formation de vaisseaux collatéraux pour 

amener le traitement dans la région infarcie (Lindsey et coll., 2018). Pour contourner cette 

limitation, une possibilité est l’injection de l’agent pharmacologique directement dans la région 

à risque du myocarde.  

 

Il existe plusieurs méthodes pour mesurer la fonction cardiaque et la morphologie du 

cœur. Des méthodes non-invasives, telles que l’échocardiographie, l’imagerie par résonance 

magnétique et la tomographie par émission de positrons sont toutes réputées pour mesurer la 

fonction du myocarde et les dimensions des parois du myocarde. L’échocardiographie consiste 

à envoyer des ultrasons qui pénètrent dans la cavité thoracique et qui sont reflétés lorsqu’ils 

entrent en contact avec le myocarde, les valves, les vaisseaux et le sang. La réverbération du son 

est captée et convertie en image en temps réel. L’échocardiographie comporte des avantages 

tels que sa portabilité, son coût faible, la facilité de répéter la procédure plusieurs fois sur le 

même sujet, mais requiert que l’analyse soit faite par une personne formée et les interprétations 

peuvent varier d’une personne à l’autre. L’imagerie par résonance magnétique consiste à 

envoyer un champ magnétique et les images générées sont de très haute résolution, faisant en 

sorte que les analyses sont très précises et reproductibles entre différentes personnes. La 

tomographie par émission de positron comporte des avantages similaires à l’imagerie par 

résonance magnétique, mais l’usage de substrats radiomarqués apporte un avantage additionnel, 

celui de pouvoir mesurer leur métabolisme (Flachskampf et coll., 2011; Gilson et Kraitchman, 

2009). L’imagerie par résonance magnétique et la tomographie par émission de positron ont le 

désavantage d’être coûteuses et complexes. De plus, bien que les trois techniques peuvent 

mesurer les dimensions, les volumes et l’étendue des dommages du ventricule gauche, elles ne 

permettent pas de mesurer la pression du ventricule gauche. La méthode du cathéter de 

conductance est une technique invasive que nous avons utilisée, qui permet de mesurer 

simultanément les valeurs de pression et de volumes dans le ventricule gauche et de les 
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transposer sur un graphique de boucles de pression-volume pour chaque battement de cœur. Le 

principal avantage d’utiliser le cathéter de conductance est qu’il permet de mesurer la 

contractilité du ventricule gauche de manière indépendante de la charge et du rythme cardiaque. 

L’occlusion de la veine cave cause une diminution du retour veineux et de manière parallèle, de 

la pression systolique. La variation du volume télédiastolique permet de mesurer les relations 

qui existent entre la pression et le volume en fin de systole, entre le travail systolique et le 

volume télédiastolique, ainsi qu’entre le dP/dtmax et le volume télédiastolique, qui sont tous des 

paramètres validés pour représenter la contractilité du ventricule gauche de manière 

indépendante de la charge. Bien que la relation entre la pression et le volume en fin de systole 

soit plus facile à représenter visuellement sur le graphique des boucles de pression-volume, la 

relation entre le travail systolique et le volume télédiastolique est plus précise parce qu’elle ne 

dépend pas des valeurs absolues du volume (Lindsey et coll., 2018). 

 

L’utilisation d’un modèle in vivo de ligature de la LAD nous a permis de reproduire la 

séquence des évènements cliniques. Dans notre étude, nous avons aussi utilisé un modèle de 

cœur isolé en mode Langendorff ex vivo. Ce modèle simplifié comporte plusieurs avantages 

dont la possibilité de modifier à sa guise la concentration des constituants du tampon de 

perfusion, l’induction d’une ischémie, le contrôle de la pression et du débit de perfusion, la 

mesure de la fonction cardiaque et de la taille de l’infarctus, la reproductibilité des résultats, 

l’isolation des cardiomyocytes, l’exclusion des effets neurohormonaux et des organes 

périphériques sur le myocarde et permet donc d’évaluer les effets d’un agent pharmacologique 

directement au niveau du myocarde (Liao et coll., 2012; Olejnickova et coll., 2015). Le perfusat 

couramment utilisé pour le cœur isolé en mode Langendorff est un tampon Krebs qui ne contient 

que du glucose comme substrat énergétique. Puisque notre étude porte sur les effets des acides 

gras, nous avons supplémenté le perfusat avec 1,2 mM de palmitate comme dans l’article du 

groupe de Dyck (Kovacic et coll., 2003) et de 0,8 nM d’insuline, de 1,5 mM de lactate et de 0,2 

mM de pyruvate en nous basant sur l’article du groupe de Burelle (Ascah et coll., 2011). Pour 

l’induction de l’ischémie, il est possible d’induire une ischémie totale ou, comme dans notre 

cas, une ischémie presque totale par une diminution de la perfusion à 10% du débit. L’ischémie 

totale représente mieux notre modèle d’IAM in vivo, mais augmente les chances que le cœur ne 

se remette pas à battre lors de la reperfusion. Nos essais préliminaires ont montré qu’environ 
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50% des cœurs ne recommençaient pas à battre lors de la reperfusion suite à une ischémie totale. 

Un moyen pour contourner ce problème est de supplémenter le perfusat, soit tout au long de 

l’expérience ou juste au moment de la reperfusion, avec de l’adrénaline, mais nous avons préféré 

ne pas ajouter un facteur qui peut affecter la fonction et le métabolisme cardiaque dans notre 

expérience. Pour ces raisons, nous avons choisi d’induire une ischémie en diminuant à 10% le 

débit de perfusion pour induire l’ischémie. Certaines études choisissent de faire des expériences 

en cœur isolé afin de contrôler le débit de perfusion de manière constante comme dans des 

pathologies qui affecteraient le débit sanguin dans un modèle in vivo. Dans notre cas, le cœur 

est perfusé à une pression constante et peut autoréguler le débit qui en découle de manière 

proportionnelle à sa performance actuelle. L’administration des traitements, des anticorps et des 

antagonistes est faite en mélangeant ceux-ci avec le tampon juste avant son entrée dans le cœur 

et leur concentration est maintenue constante à l’aide d’un pousse-seringue selon le débit de 

perfusion. Une autre différence avec notre modèle in vivo est que l’administration du peptide se 

fait au moment de la reperfusion plutôt qu’avant l’ischémie, ce qui est plus représentatif de la 

situation clinique.  

 

4.2 Effets cardioprotecteurs de l’azapeptide CP-3(iv) dans l’I/RM 

Notre premier objectif était de montrer qu’un ligand sélectif envers le CD36, 

l’azapeptide CP-3(iv), possède des effets cardioprotecteurs dans la pathologie de l’I/RM et 

d’identifier les mécanismes moléculaires. Les travaux présentés dans cette thèse (section 3.3) 

montrent une diminution de la taille de l’infarctus et de la dysfonction cardiaque liée, du moins 

en partie, à une augmentation de l’adiponectine. En effet, les gènes impliqués dans la 

transcription de l’adiponectine, dont Pparg, Cebpb (gène de CCAAT enhancer binding protein 

beta) et Sirt1 (gène de la sirtuine 1), ainsi que le gène de l’Adipoq (adiponectine) en tant que 

tel, sont tous augmentés au niveau du tissu adipeux chez les souris traitées avec le CP-3(iv), 

concordant avec la concentration élevée de l’adiponectine de haut poids moléculaire en 

circulation. Au niveau du myocarde, le traitement avec le CP-3(iv) diminue le stress oxydatif 

par la présence plus faible de ROS, l’inflammation par une augmentation de l’activité de COX-

2 et augmente le métabolisme en activant l’AMPK et l’Akt, conduisant ainsi à une diminution 

de l’apoptose telle qu’observé par une diminution de l’activité de la caspase-3 et de la relâche 
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de cytochrome c mitochondriale dans le cytosol. La perfusion de cœurs isolés en mode 

Langendorff avec un supplément d’anticorps anti-adiponectine a permis de montrer que 

l’adiponectine joue un rôle important dans la récupération de la fonction cardiaque chez les 

cœurs perfusés avec le CP-3(iv).  

 

Dans une étude précédente dans laquelle j’ai participé pendant mes études de maîtrise 

(Bessi et coll., 2012), nous avions utilisé le EP 80317, un analogue du GHRP-6, qui possède 

une plus faible affinité envers le récepteur de la ghréline (GHS-R1a) (CI50 = 7,50x10-7 M) en 

comparaison avec l’hexaréline (CI50 = 1,59x10-8 M); cependant, le EP 80317 et l’hexaréline 

présentent une affinité similaire pour le CD36 (CI50 = 1,11x10-6 M pour le EP 80317 et CI50 = 

2,08x10-6 M pour l’hexaréline). Les résultats clés de cette étude ont montré que la taille de 

l’infarctus et la dysfonction cardiaque étaient diminuées en raison d’une réduction de la lipolyse 

diminuant ainsi les taux circulants d’AGNE chez les souris de type sauvage C57BL/6 prétraitées 

avec le EP 80317. Par conséquent, une quantité significativement moindre d’AGNE entre dans 

le myocarde. La faible concentration plasmatique d’AGNE est expliquée par un effet 

périphérique du EP 80317 sur le tissu adipeux, favorisant le stockage des acides gras sous forme 

de triglycérides et simultanément, et une diminution de la lipolyse (Bessi et coll., 2012). 

 

Dans la première étude de cette thèse ciblant plus spécifiquement le récepteur CD36, 

nous avons utilisé l’azapeptide CP-3(iv), qui est aussi un analogue du GHRP-6 (His-D-Trp-Ala-

Trp-D-Phe-Lys-NH2), dans un modèle murin d’I/RM. Parmi une série d’azapeptides synthétisés, 

le CP-3(iv) (Ala-D-Trp-Ala-AzaPhe-D-Phe-Lys-NH2), qui présente une substitution de l’His en 

position 1 pour une Ala et la Trp en position 4 pour l’AzaPhe, possède une affinité d’au moins 

10 fois moindre envers le récepteur de la ghréline (GHS-R1a)(CI50 = >>10-5 M) en comparaison 

avec le CD36 (CI50 = 7,58x10-6 M), et une sélectivité 1000 fois supérieure envers le CD36 par 

comparaison à l’hexaréline (Proulx et coll., 2012). De plus, des expériences de microvaisseaux 

de choroïdes en culture ont montré que l’incubation avec le CP-3(iv) stimule l’angiogenèse, en 

comparaison avec les autres azapeptides, tels que les [azaTyr4]-GHRP-6, [Ala1, azaPhe2]-

GHRP-6 et [azaLeu3, Ala6]-GHRP-6, qui inhibent l’angiogenèse (Proulx et coll., 2012). Parmi 

la première série d’azapeptides synthétisés, le CP-3(iv) était l’un des meilleurs composés pour 
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l’étude dans le modèle d’I/RM pour sa sélectivité envers le CD36 et ses propriétés pro-

angiogéniques. 

 

Nous avons d’abord montré qu’un prétraitement quotidien avec le CP-3(iv) pendant 14 

jours à une dose équimolaire à celle du EP 80317 (289 nmol/kg) diminue la taille de l’infarctus 

après 48 h de reperfusion suivant 30 min d’ischémie. En fait, dans la pathologie de l’IAM, la 

taille de l’infarctus est le critère principal pour évaluer les effets cardioprotecteurs d’un agent 

pharmacologique (Bulluck et coll., 2016). On observe que le CP-3(iv) protège davantage le 

myocarde que le EP 80317 contre les dommages induits par l’I/RM, soit une réduction de 54% 

(RI/RAR) et de 33 % (RI/RAR) pour le EP 80317. On observe donc un effet cardioprotecteur 

appréciable de l’azapeptide CP-3(iv) qui est très sélectif envers le CD36. Ces résultats 

confirment les premières études réalisées avec l’hexaréline qui concluaient que ses effets 

cardioprotecteurs étaient plus liés au récepteur CD36 que du récepteur de la ghréline (Bisi et 

coll., 1999; Bisi et coll., 1999; Bodart et coll., 2002; Locatelli et coll., 1999; Rossoni et coll., 

1998; Torsello et coll., 2003). De plus, chez les souris déficientes en CD36 traitées avec le CP-

3(iv), les dommages de l’I/RM n’ont pas été changés, démontrant que l’effet cardioprotecteur 

du CP-3(iv) dépend du CD36. De manière similaire au EP 80317, le myocarde des souris traitées 

avec le CP-3(iv) a vu ses paramètres cardiaques hémodynamiques, dont le volume d’éjection, 

le débit cardiaque, la résistance vasculaire systémique et le travail systolique améliorées, 

retournant à des valeurs très proches de celles des souris témoins opérées sans ligature de l’artère 

coronaire « sham ». Ce qui distingue le CP-3(iv) du EP 80317 est la préservation de la fraction 

d’éjection, qui est considérée comme étant le meilleur critère suivant le critère principal (taille 

de l’infarctus) en clinique (Burns et coll., 2002; Chew et coll., 2018; Wittes et coll., 1989), et 

de la relation entre le travail systolique et le volume télédiastolique, un paramètre de contractilité 

indépendant de la charge. Cette amélioration des fonctions cardiaques est attribuée à une plus 

faible nécrose des cardiomyocytes chez les souris traitées avec le CP-3(iv). On peut noter que 

le traitement avec nos ligands du CD36 n’affecte pas les fonctions cardiaques des souris sham, 

en comparaison avec leur véhicule. Ceci suggère que nos ligands n’affectent pas directement 

l’hémodynamique et la fonction du myocarde, mais atténue les facteurs qui perturbent la 

fonction contractile du cœur après une I/RM. Parmi ces facteurs, on retrouve entre autres les 
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ROS, l’inflammation, l’apoptose et la perturbation ionique qui conduisent à la nécrose et à la 

dysfonction du myocarde. 

 

Notre étude a montré que les facteurs prédisposant à la dysfonction du VG sont diminués 

après un traitement avec le CP-3(iv). Plus précisément, le mécanisme cardioprotecteur du CP-

3(iv) est lié à la transcription et la sécrétion de l’adiponectine. Une étude a montré que les souris 

déficientes en CD36 possèdent un taux circulant d’adiponectine plus faible que les souris de 

type sauvage, en raison d’une expression moindre du gène de l’adiponectine dans le tissu 

adipeux (Hajri et coll., 2007). De plus, une étude a rapporté que des humains qui présentent un 

polymorphisme d’un seul nucléotide dans le promoteur du CD36 (-178 A/C) ont un taux plus 

faible d’adiponectine en circulation (Lepretre et coll., 2004). Étant donné qu’il existe un lien 

entre le CD36 et l’activation du facteur de transcription PPARγ dans les macrophages (Avallone 

et coll., 2006; Bujold et coll., 2009) et le tissu adipeux (Demers et coll., 2008; Rodrigue-Way et 

coll., 2007), nous avons investigué si le traitement avec le CP-3(iv) pouvait induire la sécrétion 

de l’adiponectine au niveau du tissu adipeux. En effet, des études antérieures dans le laboratoire 

ont montré que l’hexaréline active le PPARγ dans les adipocytes 3T3-L1 en culture et le tissu 

adipeux, et conduit à la transcription de ses gènes cibles, dont la protéine de transport des acides 

gras (FATP4), le CPT1b, et le PGC-1α, de manière dépendante du CD36 (Rodrigue-Way et 

coll., 2007). L’activation de PPARγ par les TZD (Lambe et Tugwood, 1996) est reconnue pour 

ses effets de synthèse et de stockage des TG dans le tissu adipeux, ainsi que pour la réduction 

de l’accumulation des lipides et la promotion de l’entrée du glucose et de l’oxydation des acides 

gras dans les autres tissus (Soccio et coll., 2014). Nos résultats montrent que le traitement avec 

le CP-3(iv) induit l’expression de l’ARNm de PPARγ, de C/EBPβ et de SIRT1, des facteurs de 

transcription de l’adiponectine, à 6 h de reperfusion après une ischémie du myocarde (Guo et 

coll., 2017; Maeda et coll., 2001; Park et coll., 2004; Qiao et Shao, 2006). De ce fait, 

l’expression de l’ARNm de l’adiponectine est augmentée dans le tissu adipeux, ainsi que son 

taux circulant total et de haut poids moléculaire (HMW). En fait, on peut retrouver 

l’adiponectine sous plusieurs formes en circulation, soit de faible poids moléculaire (trimère), 

de poids moléculaire intermédiaire (hexamère), ou de haut poids moléculaire (multimère). La 

forme HMW est la plus active et corrèle mieux avec ses effets cardioprotecteurs. En effet, un 

ratio élevé de l’adiponectine HMW sur l’adiponectine totale corrèle positivement avec le taux 



 

220 

de HDL circulant et la sensibilité à l’insuline, et corrèle négativement avec les taux de TG et 

des marqueurs inflammatoires en circulation (Aso et coll., 2006; Komura et coll., 2008). Nos 

résultats montrent que non seulement il y a une augmentation de la concentration d’adiponectine 

totale en circulation, mais que le ratio d’adiponectine HMW sur le total est augmenté avec le 

traitement du CP-3(iv) à 6 h de reperfusion. Une étude a montré que la surexpression de la 

SIRT1 dans le tissu adipeux prévient l’accumulation de macrophages dans le tissu adipeux et 

peut s’appliquer dans des conditions d’hypoxie et de taux circulants élevés en acides gras 

(Gillum et coll., 2011). L’expression de SIRT1 chez les souris traitées avec le CP-3(iv) protège 

donc le tissu adipeux contre l’inflammation qui régule négativement l’expression de 

l’adiponectine (Chen et coll., 2012; Fantuzzi, 2008) et cet effet serait dépendant de l’activation 

de PPARγ (Mayoral et coll., 2015). De manière similaire avec le EP 80317, on observe une 

diminution des taux circulants de AGNE et une augmentation du gène de PEPCK qui est 

responsable de convertir l’oxaloacétate en G3P sur lequel sont transférés trois acyl-CoA pour 

synthétiser les TG (Ahmadian et coll., 2007). Les deux ligands du CD36 étudiés, GHRP et 

azapeptide, induisent donc une augmentation de l’emmagasinage des acides gras sous forme de 

TG dans les gouttelettes lipidiques et inhibent la lipolyse après une I/RM, ce qui diminue leur 

utilisation et favorise celle du glucose dans le myocarde. L’expression de l’ARNm des autres 

cibles de PPARγ, telles que le FATP1 et le CD36 qui sont responsables de l’entrée des acides 

gras dans la cellule, et le Nrf2 qui est responsable de la transcription des enzymes anti-

oxydantes, est aussi augmentée. En effet, le Nrf2 peut être activé par l’adiponectine (Li et coll., 

2015; Ren et coll., 2017), ce qui cause sa translocation dans le noyau et sa liaison sur l’élément 

de réponse anti-oxydant (ARE, antioxidant response element) pour induire la transcription des 

gènes qui diminuent le stress oxydatif, tels que l’HO-1, la SOD, la catalase et la GSH-Px (Chen 

et coll., 2014; Gorrini et coll., 2013). Une étude sur les macrophages a montré que l’activation 

du Nrf2 est responsable de l’expression du CD36 de manière indépendante de PPARγ dans la 

maladie de la malaria (Olagnier et coll., 2011). Il ne serait pas surprenant que l’augmentation 

de l’expression du gène de Nrf2 induise, de manière additionnelle ou synergique avec le PPARγ, 

l’expression du CD36 dans le tissu adipeux. Il est à noter que les effets du CP-3(iv), comme 

ceux du EP 80317 d’ailleurs, sur le tissu adipeux sont transitoires, puisque la différence sur 

l’expression des gènes à 6 h de reperfusion entre les souris traitées avec les ligands du CD36 et 

celles traitées avec le véhicule n’est plus observée à 48 h de reperfusion (résultats non montrés). 
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Par conséquent, la concentration d’adiponectine totale et le ratio de HMW sur total sont 

similaires entre les deux groupes à 48 h de reperfusion. 

 

Il est bien établi que la génération de ROS est amplifiée lors de la reperfusion après une 

ischémie du myocarde et contribue aux dommages à la reperfusion (Granger et Kvietys, 2015; 

Raedschelders et coll., 2012; Zhou et coll., 2018; Zweier et Talukder, 2006). En effet, les ROS 

peuvent induire l’apoptose en provoquant l’ouverture du PTPm, la relâche de facteurs pro-

apoptotiques, tels que le cytochrome c et l’AIF (apoptosis inducible factor) et l’activation de la 

caspase-3 (Lesnefsky et coll., 2017), ou encore causent la mort cellulaire en s’attaquant à la 

membrane sarcoplasmique (Nicotera et Melino, 2004). Nos résultats montrent que la production 

de ROS par la NADPH oxydase est diminuée de moitié chez les souris traitées avec le CP-3(iv), 

ainsi qu’une diminution des ROS produits par la chaîne de transport d’électron. Ces résultats 

sont confirmés par une plus grande activité de l’aconitase, une enzyme sensible à la présence de 

ROS (Lushchak et coll., 2014). Par conséquent, les mitochondries sont moins endommagées et 

la relâche de cytochrome c dans le cytosol, ainsi que l’activité de la caspase-3, sont diminuées. 

Ces effets peuvent être attribués à l’adiponectine, puisque son administration sous forme 

globulaire 10 min avant la reperfusion du myocarde diminue l’expression de iNOS et celle de 

la sous-unité NOX2 de la NADPH oxydase, accompagnée d’une baisse de la production de NO 

et de superoxyde, diminue l’activité de la caspase-3 et l’apoptose, diminue la taille de l’infarctus 

et améliore la fraction d’éjection (Tao et coll., 2007; Wang et coll., 2012). De plus, plusieurs 

études ont montré une activation de l’AMPK suite à l’administration de l’adiponectine dans le 

modèle d’I/RM (Fang et coll., 2010; Ma et coll., 2011; Shibata et coll., 2005). Une étude avec 

le modèle de cœur isolé de rat a montré que l’administration d’adiponectine sous forme 

globulaire au moment de l’ischémie pour une période de 30 min active l’Akt dès le début de la 

reperfusion, et l’AMPK et eNOS seulement 60 min après la reperfusion (Gonon et coll., 2008). 

Nos résultats montrent une augmentation de l’activité d’Akt, et une augmentation plus modeste 

de l’AMPK, menant à l’inhibition de Bad et de Bax et à une diminution additionnelle de 

l’apoptose (Hausenloy et Yellon, 2004; Zha et coll., 1996). L’étude de Shibata et coll. a montré 

que l’adiponectine active COX-2, conduisant à la production de PGE2 qui inhibe la production 

de TNF-α (Shibata et coll., 2005). Le TNF-α est une cytokine pro-inflammatoire qui peut activer 

la voie NFκB et induire l’apoptose (Kleinbongard et coll., 2011). Encore une fois, 
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l’augmentation de l’expression de COX-2 par le traitement avec le CP-3(iv) constitue une autre 

voie qui mène à l’inhibition de l’apoptose.  

 

L’activation d’AMPK et d’Akt a aussi des répercussions sur le métabolisme. l’Akt peut 

induire la translocation de GLUT4 (Luiken et coll., 2015; Steinbusch et coll., 2011), tandis que 

l’AMPK peut induire la translocation du CD36 et de GLUT4 qui sont contenus dans les 

vésicules vers la membrane sarcoplasmique (Chanda et coll., 2016; Schwenk et coll., 2010) en 

plus d’inhiber l’activité des ACC1 et ACC2. Nous pouvons donc déduire que le traitement avec 

le CP-3(iv), après une I/RM, augmente l’entrée et l’oxydation du glucose, de même que pour 

les acides gras, ce qui diminue son stockage sous forme de TG qui a un effet inhibiteur de l’IRS-

1, et prévient le développement de la résistance à l’insuline (Liu et coll., 2017). 

 

La majorité de ces résultats sont basés sur un prétraitement quotidien de 14 jours avec 

le CP-3(iv) avant l’évènement d’une I/RM. Afin de nous rapprocher d’une situation en clinique 

où le patient est déjà atteint d’une IAM, nous avons fait une étude pilote en injectant le CP-3(iv) 

seulement à 10 min avant la reperfusion, ainsi que 24 h plus tard. Nos résultats montrent qu’un 

traitement à la dose équimolaire au EP 80317 (289 nmol/kg) n’est pas suffisant pour réduire la 

taille de l’infarctus. Toutefois, en augmentant la dose à 1000 nmol/kg, on parvient à réduire la 

taille de l’infarctus de presque 50%. Ces résultats renforcent la possibilité d’exploiter le 

récepteur CD36 comme cible thérapeutique dans la pathologie de l’I/RM à l’aide des 

azapeptides en optimisant la dose administrée.  

 

Des études ont montré que l’adiponectine peut être synthétisée et sécrétée par les 

cardiomyocytes, conférant ses effets cardioprotecteurs non seulement par voie endocrine, mais 

aussi par voie paracrine et autocrine (Amin et coll., 2010; Dadson et coll., 2011; Pineiro et coll., 

2005; Wang et coll., 2010). Afin de délimiter l’influence des organes périphériques suite au 

traitement avec le CP-3(iv), nous avons utilisé le modèle de cœur isolé en mode Langendorff 

avec induction d’une ischémie en réduisant le débit à 10% suivi d’une reperfusion. Une étude 

sur les effets antidépressifs de l’adiponectine a fait usage d’un anticorps contre l’adiponectine 

suite à une injection intracérébroventriculaire in vivo (Liu et coll., 2012), alors qu’une autre 

étude a incubé des myotubes C2C12 avec cet anticorps (Denzel et coll., 2010) afin de neutraliser 
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l’adiponectine et ses effets. Afin de déterminer les effets directs du CP-3(iv) sur le cœur, ainsi 

que la contribution de l’adiponectine cardiaque sur les effets cardioprotecteurs du CP-3(iv), nous 

avons utilisé un anticorps neutralisant de l’adiponectine de manière concomitante avec le CP-

3(iv) pour les comparer avec le groupe CP-3(iv) + IgG. De plus, puisque l’administration d’une 

dose unique est possible in vivo, nous avons ajouté le traitement au perfusat seulement au 

moment de la reperfusion. Nos résultats montrent que l’ajout du CP-3(iv) améliore la 

récupération fonctionnelle du VG qui est mesurée à l’aide du paramètre du produit entre le 

rythme cardiaque et la pression développée (RPP, rate pressure product). Il est à noter que la 

RPP élevée n’est pas dû à une augmentation du rythme cardiaque, ce qui serait néfaste pour le 

cœur dans une situation d’IAM, mais plutôt d’une augmentation de la pression développée. La 

forte tendance à une augmentation du dP/dtmax, un indice de contractilité ventriculaire, et de la 

tendance à un dP/dtmin plus faible, un indice de la relaxation ventriculaire, seraient responsables 

du grand écart entre la pression systolique et la pression diastolique, respectivement. L’addition 

de l’anti-adiponectine avec le CP-3(iv) a renversé les effets cardioprotecteurs du CP-3(iv), telle 

qu’observée par une diminution de la récupération fonctionnelle du VG à un niveau similaire 

aux cœurs traités avec le véhicule (NaCl 0,9%). La tendance à une quantité plus élevée 

d’adiponectine dans les cœurs traités avec le CP-3(iv) et une plus faible quantité d’adiponectine 

HMW dans le perfusat nous indique qu’il y a plus de molécules d’adiponectine liées à ses 

récepteurs et moins qui soient perdues dans la solution de perfusion. À l’opposé, le traitement 

avec le véhicule ne stimule pas la synthèse d’adiponectine et la quantité plus élevée de HMW 

dans le perfusat indiquerait une libération dans le milieu par nécrose. Il est à noter que le gras 

péricardial a été retiré avant l’expérience, mais que le gras épicardial, qui est aussi une source 

de production et de sécrétion d’adiponectine (Antonopoulos et coll., 2016), ne peut pas être 

retiré, ce qui constitue une limite à notre expérience. Finalement, le débit coronaire plus élevé 

est une indication que le CP-3(iv) induit une vasodilatation des artères coronaires, permettant 

un apport plus important d’oxygène et de nutriments essentiels à la survie des cardiomyocytes. 

Ces effets au niveau du cœur sont dépendants du récepteur CD36, puisqu’on n’observe aucune 

différence entre les groupes chez les souris déficientes en CD36.  
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Figure 46. Figure récapitulative de la première étude 

Les protéines sont encerclées, alors que les effets sont encadrés. AdipoR, adiponectin receptor 

; AG, acide gras ; AGNE, acide gras non estérifié ; CD36, cluster of differentiation-36 ; C/EBP, 

CCAAT/enhancer-binding protein ; COX-2, cyclooxygénase-2 ; CTE, chaîne de transport des 

électrons ; cyto c, cytochrome c ; FATP1, fatty acid transporter protein 1 ; GLUT4, glucose 

transporter type 4 ; NOX-2, sous-unité de la NADPH-oxydase ; NRF2, E2-related factor 2 ; p-

ACC, acétyl-CoA carboxylase phosphorylé; p-Akt, protéine kinase B phosphorylée ; p-AMPK, 

protéine kinase activée par l’adénosine monophosphate phosphorylée ; PCK1, 

phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 ; PGE2, prostaglandine E2 ; PPARγ, peroxisome 

proliferator-activated receptor γ ; ROS, espèces réactives de l’oxygène ; RXR, récepteur X de 

rétinoïdes ; TNF-α, tumor necrosis factor α. 
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4.3 Effets cardioprotecteurs du fragment 6-13 de la ghréline 

désacylée dans l’I/RM 

Notre deuxième objectif était de montrer qu’un fragment peptidique de l’UAG, l’UAG6-

13 de forme linéaire, possède des effets cardioprotecteurs dans la pathologie de l’I/RM et 

d’identifier les mécanismes moléculaires. Nos travaux (section 3.4) montrent que le traitement 

avec l’UAG6-13 diminue la taille de l’infarctus et la dysfonction cardiaque en réduisant 

l’inflammation, tels qu’observés par des taux circulants plus faibles d’IL-6 et de TNF-α. Au 

niveau du myocarde, l’activation de l’apoptose est réduite, suite à une augmentation de l’activité 

de l’AMPK et une diminution de la relâche de cytochrome c et d’AIF mitochondriale dans le 

cytosol. Le modèle de cœur isolé en mode Langendorff nous a permis de montrer que les effets 

cardioprotecteurs de l’UAG6-13 à la dose utilisée dans notre étude sont indépendants du récepteur 

de la ghréline à l’aide de l’antagoniste D-Lys3-GHRP-6. 

 

L’étude de Baldanzi et coll. a clairement montré que l’UAG possède des effets 

cardioprotecteurs en inhibant l’apoptose induite par la doxorubicine sur les cardiomyocytes 

H9c2 en culture. Cet effet est aussi observé avec la ghréline et implique l’activation de la voie 

Akt et ERK1/2. Une observation intéressante est que les auteurs n’ont pas détecté la présence 

du gène et de la protéine du récepteur de la ghréline et qu’une étude de liaison a montré que la 

ghréline et l’UAG liaient un seul et même récepteur avec une forte affinité (KD = 4,0 nM et 4,8 

nM, respectivement) sur les cardiomyocytes H9c2 (Baldanzi et coll., 2002). Chez les sujets 

humains, il a été montré que l’administration de la ghréline cause une augmentation de la 

glycémie et que l’UAG renverse cet effet (Broglio et coll., 2004; Gauna et coll., 2004), et qu’il 

existe une corrélation inverse entre les concentrations circulantes d’UAG et la résistance à 

l’insuline (Barazzoni et coll., 2007; St-Pierre et coll., 2007). Granata et coll. ont montré que la 

ghréline et l’UAG inhibent l’apoptose induite par le sevrage du sérum ou la présence d’IFN-

γ/TNF-α sur les cellules pancréatiques β de type HIT-T15, tel qu’observé chez les sujets affectés 

par le diabète de type I. Les cellules HIT-T15 n’expriment pas le récepteur de la ghréline et, de 

manière similaire aux cardiomyocytes H9c2, expriment un récepteur commun qui lie la ghréline 

et à l’UAG avec une très haute affinité (Granata et coll., 2007). Cette étude a conduit le groupe 

de Ghigo à tester l’effet de différents fragments de l’UAG sur la survie des cellules HIT-T15. 
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Les résultats ont montré que la séquence 6-13 de l’UAG possédait les meilleurs effets sur la 

survie des cellules HIT-T15 après un stress causé par le sevrage du sérum ou par la présence de 

cytokines pro-inflammatoires (Granata et coll., 2012). La modification additionnelle du 

fragment de l’UAG6-13 les a amenés à produire une forme cyclique (AZP-531) qui présente une 

plus grande demi-vie (2-3 h) (Allas et coll., 2016) in vivo que l’UAG6-13 de forme linéaire (16 

min) (Julien et coll., 2012). L’AZP-531 a ensuite montré des effets bénéfiques pour prévenir le 

syndrome métabolique. En effet, l’AZP-531 renverse le développement de la résistance à 

l’insuline, de l’inflammation et de l’accumulation de lipides dans le tissu adipeux à la suite d’une 

diète riche en lipides et ce, de manière plus efficace que l’UAG (Delhanty et coll., 2013). 

L’AZP-531 est présentement breveté et des essais cliniques de phase I sont en cours pour le 

traitement du diabète (Allas et coll., 2016) et de phase II pour le traitement du syndrome de 

Prader-Willi (Allas et coll., 2018). Pendant que notre deuxième papier était en préparation, une 

publication par Harisseh et coll. a montré des effets cardioprotecteurs de l’AZP-531 dans la 

pathologie de l’I/RM (Harisseh et coll., 2017). Dans cette étude, les souris ont été soumises à 

une ligature de la LAD pendant 45 min et l’AZP-531 ou l’UAG (1 mg/kg) est administrée 5 min 

avant la reperfusion et 30 min après la reperfusion. La taille de l’infarctus déterminée par le 

ratio de RI/RAR est réduite de 29% chez les souris traitées avec l’UAG et de 42% avec l’AZP-

531. La diminution des dommages à la reperfusion serait liée à une augmentation de la 

phosphorylation d’Akt, d’ERK1/2, et de deux substrats de mTORC1, soit 4EBP1 et S6 qui sont 

impliqués dans l’apoptose, l’autophagie et la synthèse des protéines. Ces voies ont entraîné une 

diminution de la forme active de la caspase-3 et de la translocation de Bax à la mitochondrie, 

prévenant ainsi l’apoptose. À 15 min de reperfusion, l’expression protéique de la catalase est 

augmentée, et à 24 h de reperfusion, celle de la catalase et du SOD sont augmentées, montrant 

un effet anti-oxydant de l’AZP-531. De manière intéressante, l’AZP-531 n’a pas d’effet sur 

l’ouverture du PTPm, telle que mesurée par la capacité de rétention du calcium (Harisseh et 

coll., 2017).  

 

Pour notre deuxième étude, nous avons investigué les effets cardioprotecteurs d’un 

fragment de l’UAG qui conserve son activité biologique. Ses effets cardioprotecteurs et de 

sensibilisation à l’insuline, déjà démontrés, ont fait qu’il serait intéressant de déterminer si 

l’UAG et le fragment UAG6-13 peuvent améliorer le métabolisme énergétique cardiaque en 
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favorisant l’utilisation du glucose dans la pathologie de l’I/RM (Lopaschuk et coll., 2010). Nous 

avons choisi d’utiliser la forme linéaire de l’UAG6-13 qui est commercialement disponible. De 

plus, l’utilisation d’un fragment de la protéine plutôt que la protéine naturelle pourrait plus 

facilement permettre la synthèse de nouveaux peptides pour améliorer l’activité du ligand (Di, 

2015). En général, la protéine naturelle possède une courte demi-vie (32-39 min pour l’UAG) 

(Tong et coll., 2013) et la modification de son fragment, qui retient tout de même son activité 

biologique, a pour but de l’augmenter (2-3 h pour l’AZP-531) (Allas et coll., 2016). Dans 

plusieurs études, la méthode d’injection de l’UAG se fait perfusion continue à l’aide de pompes 

osmotiques (Delhanty et coll., 2013; Heppner et coll., 2014; Martini et coll., 2006; Ozcan et 

coll., 2017). Toutefois, pour diminuer les chances d’une désensibilisation du récepteur, nous 

avons opté pour une injection biquotidienne comme dans certaines publications (Gortan 

Cappellari et coll., 2016; Martini et coll., 2006; Porporato et coll., 2013). 

 

Nos résultats montrent qu’un prétraitement biquotidien de 14 jours avec l’UAG (0,1 

µmol/kg) réduit le ratio de la taille de l’infarctus sur la RAR de 43%, ce qui est 14% de plus 

comparativement aux résultats de Harisseh et coll. qui ont traité les souris avec l’UAG 5 min 

avant et 30 min après la reperfusion, à une dose de 1 mg/kg, soit l’équivalent de 31 µmol/kg 

(Harisseh et coll., 2017). Avec l’UAG6-13, nos résultats montrent une réduction de la taille de 

l’infarctus de 34% à une dose de 1 µmol/kg, soit 8% de moins que pour l’AZP-531 (42%) à une 

dose de 1 mg/kg, soit l’équivalent de 1 µmol/kg, dans l’étude de Harisseh et coll. Toutefois, 

notre dose à 3 µmol/kg avec l’UAG6-13 à réduit la taille d’infarctus de 54%, soit 8% de plus que 

pour l’AZP-531 à une dose de 1 µmol/kg. Notre étude montre que le prétraitement avec l’UAG 

amorce son récepteur et protège plus le myocarde contre les dommages de la reperfusion, et que 

l’AZP-531 présente des effets cardioprotecteurs très puissants, puisque son administration 

seulement après l’occurrence de la ligature de la LAD réduit plus la taille de l’infarctus en 

comparaison à une concentration équivalente de l’UAG6-13 administrée en prétraitement. La 

demi-vie de l’AP-531 qui est approximativement cinq fois plus longue que celle de l’UAG6-13 

linéaire pourrait expliquer en partie son effet cardioprotecteur plus puissant. Il serait intéressant 

dans une prochaine étude d’investiguer les effets d’un traitement avec l’UAG6-13 après 

l’induction d’une l’ischémie du myocarde comme dans le papier de Harisseh et coll. Nous avons 

décidé d’investiguer les voies de signalisation et la fonction cardiaque dans un temps précoce, 
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soit à 6 h de reperfusion, avec la dose de 3000 nmol/kg pour l’UAG6-13, puisqu’elle présente un 

effet cardioprotecteur plus proche de celui de l’UAG à 100 nmol/kg. 

  

La diminution de la taille de l’infarctus chez les souris prétraitées avec l’UAG et de 

manière plus marquante chez les souris prétraitées avec l’UAG6-13 (3 µmol/kg) montre une 

préservation de leur fonction cardiaque à 6 h de reperfusion. Le groupe traité avec l’UAG6-13 

montre un volume d’éjection et un débit cardiaque (un indice de la performance cardiaque) 

significativement plus élevés sans modification du rythme cardiaque, alors que le volume 

d’éjection et le débit cardiaque ont tendance à être plus élevés dans le groupe traité avec l’UAG, 

en comparaison au groupe témoin traité avec le véhicule. On observe aussi une amélioration des 

paramètres systoliques, tels que la fraction d’éjection, le dP/dtmax (un indice de contractilité 

dépendante de la charge), le travail systolique (la force appliquée par le ventricule contre le 

volume de sang pour l’éjecter), le PRSW (un indice de contractilité indépendante de la charge) 

et le ratio Ea/Ees (le couplage artériel-ventriculaire, représenté par le ratio entre la post-charge 

artérielle et la contractilité ventriculaire indépendante de la charge) pour les groupes traités avec 

l’UAG6-13 et l’UAG. Finalement, les paramètres diastoliques, représentés par une baisse de 

dP/dtmin et de Tau (des indices de relaxation du VG pendant la diastole), sont aussi améliorés 

pour les groupes traités avec l’UAG6-13 et l’UAG. Le traitement avec l’UAG et l’UAG6-13 

comporte donc des effets inotropes et lusitropes bénéfiques pour le myocarde qui sont reflétés 

par une diminution de la taille de l’infarctus. 

 

Une étude a montré qu’il existe une corrélation négative entre la concentration 

plasmatique de TNF-α à 48 h après un IAM avec élévation du segment ST et de la fraction 

d’éjection chez des patients humains (Gonzalvez et coll., 2007). Nous n’avons pas mesuré la 

fonction cardiaque à 48 h de reperfusion, mais nos résultats à 6 h de reperfusion suivent cette 

tendance, où les concentrations circulantes de TNF-α sont plus faibles. Une étude a montré que 

l’UAG diminue la sécrétion et l’expression de l’ARNm du TNF-α par les macrophages 

RAW264.7 stimulés avec le phorbol 12-myristate 13-acétate (Au et coll., 2017), alors qu’une 

autre étude a montré que l’administration biquotidienne de 200 µg d’UAG pendant quatre jours 

diminue l’expression de l’ARNm du TNF-α dans le muscle gastrocnémien de rats (Gortan 

Cappellari et coll., 2016). Dans une étude sur les cellules microgliales N9 n’exprimant pas le 
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récepteur de la ghréline, l’incubation avec l’UAG a diminué l’expression de l’IL-6 stimulé par 

les β-amyloïdes (Bulgarelli et coll., 2009). Ces études appuient les effets anti-inflammatoires de 

l’UAG et de l’UAG6-13 observés dans nos résultats.  Par ailleurs, les études de Ugwu et coll. et 

de Togliatto et coll. ont montré que l’UAG active la SIRT1 dans le modèle 

d’ischémie/reperfusion des membres inférieurs et conduit à l’augmentation de l’expression 

protéique de SOD2 (Ugwu et coll., 2017) et à une diminution de l’expression protéique de Bax 

et d’AIF et de la phosphorylation de NFκB (Togliatto et coll., 2015). La SIRT1 peut être activée 

par l’AMPK qui augmente la production de NAD+ (Canto et coll., 2009), alors que l’AMPK 

peut être activé par la SIRT1 qui désacétyle le résidu Lys48 de LKB1, causant sa translocation 

du noyau vers le cytoplasme et la phosphorylation de l’AMPK (Suchankova et coll., 2009). 

L’activation de l’AMPK par l’UAG6-13 et du SOD2 par l’AZP-531 pourrait faire de la SIRT1 

un point commun entre nos deux études. La production de ROS est l’un des principaux facteurs 

qui conduit à l’apoptose (Zhou et coll., 2018). L’activation de la catalase et du SOD2 par l’AZP-

531 montre que son mécanisme anti-apoptotique est lié à une diminution du stress oxydatif. 

Dans notre étude, l’UAG6-13 diminue l’apoptose induite par le TNF-α, connu pour activer la voie 

NFκB (Whelan et coll., 2010). De plus, nos résultats montrent que le traitement avec l’UAG6-13 

présente des mécanismes anti-apoptotiques additionnels, en diminuant la relâche de cytochrome 

c et d’AIF mitochondriale dans le cytosol, possiblement par l’activation de l’AMPK. La 

présence de cytochrome c cytosolique mène à la formation de l’apoptosome et de l’apoptose en 

activant les caspases (Dorweiler et coll., 2007), tandis que l’AIF peut transloquer dans le noyau 

et provoquer la condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN (Susin et coll., 

1999). L’activation d’AMPK affecte aussi plusieurs autres voies de signalisation qui sont 

bénéfiques lors de la reperfusion d’une IAM que nous n’avons pas encore investiguées, telles 

que l’inhibition de la synthèse de protéines permettant de conserver l’ATP, ainsi que la 

promotion de l’autophagie permettant de remplacer les organelles non-fonctionnelles (Qi et 

Young, 2015).  

 

L’AMPK est aussi reconnue pour son effet sur le métabolisme. En effet, l’activation de 

l’AMPK induit la translocation du transporteur du glucose (GLUT4) vers le sarcolemme, 

favorisant l’entrée et l’oxydation du glucose dans la cellule (Russell et coll., 2004). L’AMPK 

phosphoryle et inactive aussi l’ACC, promouvant aussi l’oxydation des acides gras et la 
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production additionnelle d’ATP (Bairwa et coll., 2016). L’anticorps que nous avons utilisé 

reconnait à la fois l’ACC1 et l’ACC2 présents dans le cytosol et sur les mitochondries, 

respectivement. L’ACC1 est responsable de la synthèse des acides gras et de leur stockage sous 

forme de TG en synthétisant le malonyl-CoA à partir de l’acétyl-CoA qui sera utilisé par 

l’enzyme acyl-CoA synthétase (Wakil et Abu-Elheiga, 2009). L’ACC2 est responsable de 

produire le malonyl-CoA à partir de l’acétyl-CoA qui lie et inhibe la CPT1b, inhibant ainsi 

l’entrée et l’oxydation des acides gras dans la mitochondrie (Saddik et coll., 1993). La 

phosphorylation de l’ACC2 et de l’ACC1 par l’AMPK inhibe leur activité, ce qui favorise 

l’oxydation des acides gras et diminue la synthèse et le stockage des TG, respectivement. Une 

accumulation d’acides gras intracellulaire augmente le réservoir des TG et conduit à la 

production de céramides qui inhibe la phosphorylation et l’activation d’IRS1. Les 

cardiomyocytes répondraient moins bien à l’insuline et il y aura moins de translocation du 

GLUT4 à la surface membranaire et par conséquent, moins d’entrée et d’oxydation du glucose 

(Glatz et Luiken, 2018). L’augmentation de l’activité de l’AMPK et la diminution de l’activité 

de l’ACC par l’UAG et l’UAG6-13 dans notre étude amélioreraient donc la sensibilité des 

cardiomyocytes à l’insuline. La phosphorylation de l’Akt peut aussi induire la translocation du 

GLUT4 au sarcolemme. Dans notre étude, seul l’UAG a induit une tendance de la 

phosphorylation de l’Akt à 6 h de reperfusion. Dans l’étude de Harisseh et coll., l’augmentation 

de la phosphorylation de l’Akt a été observée à 15 min de reperfusion (Harisseh et coll., 2017). 

Il serait possible que les voies qui mènent à l’activation de l’Akt aient lieu à un moment plus 

précoce de la reperfusion et qu’elles soient plus transitoires par la stimulation de l’UAG et ses 

analogues.  

 

Une limitation des études qui portent sur l’UAG et ses analogues, ce qui inclus la nôtre 

et celles sur l’AZP-531, est que le récepteur de l’UAG n’est pas encore connu. Les études 

jusqu’à ce jour permettent de dire qu’il existe 1) le récepteur de la ghréline 2) au moins un 

récepteur GRLR (ghrelin receptor-like-receptor) qui peut lier la ghréline et l’UAG avec une 

affinité similaire 3) au moins un récepteur de l’UAG qui ne lie pas la ghréline mais qui peut lier 

l’UAG avec une forte affinité (Callaghan et Furness, 2014). La ghréline possède plusieurs effets 

cardioprotecteurs similaires à l’UAG. Une étude a montré que la ghréline réduit l'infarctus du 

myocarde, la concentration de TNF-α et d'IL-6 en circulation, l'activité de la caspase-3 et de la 
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caspase-9 et augmente l'activité du SOD et du GSH-Px dans un modèle d'I/RM (Sun et coll., 

2016). De plus, la ghréline a protégé le myocarde contre les dommages induits par la technique 

de circulation extra-corporelle dérivant la circulation sanguine dans le cœur et les poumons en 

dehors du corps, en diminuant le TNF-α et l’IL-6, l'apoptose, la dysfonction cardiaque et en 

augmentant la phosphorylation de l'Akt de manière dépendante du récepteur de la ghréline (Cao 

et coll., 2013). Dans le but de déterminer si les effets cardioprotecteurs sont dépendants du 

récepteur de la ghréline, nous avons utilisé le modèle de cœur isolé en mode Langendorff. Ce 

modèle nous a permis de comparer les effets sur la récupération de la fonction cardiaque après 

1) l’administration de la ghréline, en comparaison avec 2) l’administration concomitante de la 

ghréline et de la D-Lys3-GHRP-6 (un antagoniste sélectif du récepteur de la ghréline), 3) 

l’administration de l’UAG et 4) l’administration concomitante de l’UAG et de la D-Lys3-

GHRP-6. Le modèle de cœur isolé nous a aussi permis d’évaluer les effets cardioprotecteurs de 

l’UAG6-13 directement au niveau cardiaque. Nos résultats de Langendorff ont montré une forte 

baisse de la récupération de la fonction cardiaque dans le groupe traité avec la ghréline + D-

Lys3-GHRP-6 en comparaison avec les trois autres groupes qui ont montré des effets très 

similaires de la récupération de la fonction cardiaque mesurée par le RPP. Nos résultats appuient 

que les effets cardioprotecteurs de l’UAG6-13 sont indépendants du récepteur de la ghréline. 

Toutefois, l’étude de Kim et coll. a montré que les effets prolifératifs de la ghréline ont été 

inhibés par la D-Lys3-GHRP-6 sur les cellules MC3T3-E1 d’ostéoblastes de rats qui 

n’expriment pas le récepteur de la ghréline (Kim et coll., 2005). Ce résultat suggère que la D-

Lys3-GHRP-6 pourrait potentiellement aussi lier les GRLR. Dans le cas où la D-Lys3-GHRP-6 

lie le GRLR, cela augmente les probabilités que l’UAG6-13 ne lie que le récepteur de l’UAG, 

sinon son administration concomitante avec la D-Lys3-GHRP-6 diminuerait le RPP. L’étude de 

Lear et coll. a montré qu’une culture primaire de cardiomyocytes de souris possède deux sites 

de liaisons spécifiques pour l’UAG qui ne lient pas la ghréline (Lear et coll., 2010). Des études 

plus approfondies sont nécessaires pour déterminer la contribution relative des récepteurs de 

l’UAG dans les effets cardioprotecteurs de l’UAG et de ses analogues. 
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Chapitre 5 : PERSPECTIVES ET CONCLUSION 
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5.1 Perspectives  

5.1.1 Nouveaux peptides cardioprotecteurs 

Nous avions choisi les peptides présents dans nos études en nous basant sur des études 

antérieures de structure-activité et d’effets biologiques in vitro d’une banque d’analogues du 

GHRP-6 et dérivés azapeptide. Dans le cas de l’azapeptide CP-3(iv), sa sélectivité envers le 

CD36 permettait de répondre à l’un de nos objectifs principaux qui est d’identifier le rôle du 

CD36 dans la cardioprotection de l’I/RM. Le deuxième critère a été déterminé par son effet pro-

angiogénique sur les microvaisseaux de choroïdes en culture (Proulx et coll., 2012). En ce qui 

concerne l’UAG, les travaux publiés de Granata et coll. sont les seuls qui portent sur le 

développement des fragments de l’UAG et de ses analogues à ce jour. Le fragment UAG6-13 a 

été choisi pour ses effets de pro-survie, anti-apoptotique et anti-oxydatif sur des cellules β 

pancréatiques en culture (Granata et coll., 2012). Toutefois, l’un des mécanismes que nous 

désirions investiguer était l’induction d’un changement métabolique favorable vers l’oxydation 

du glucose en début de reperfusion suite à un IAM (Lopaschuk et coll., 2010). Il serait donc 

préférable que le critère de choix pour les prochains peptides à étudier soit basé sur des résultats 

de métabolisme. L’étude de Guo et coll. a montré qu’il est possible d’utiliser la technologie 

Agilent Seahorse Technology pour cribler plusieurs composés pour leurs effets sur l’oxydation 

du glucose sur des cardiomyocytes en culture (Guo et coll., 2012). De plus, leur étude montre 

qu’il est possible d’induire une ischémie en abaissant les pistons de la machine Seahorse, qui 

servent à mesurer la relâche d’acide extracellulaire, pour une durée de 60 min et une reperfusion 

en levant les pistons. Par la suite, la mort cellulaire peut être quantifiée, et il serait possible de 

mettre au point une technique rapide pour mesurer la production de ROS. 

 

5.1.2 Administration du traitement avec un peptide cardioprotecteur 

Dans les travaux présentés dans cette thèse, nous avons administré les traitements de 

manière préventive avant la ligature de l’artère coronaire descendante gauche. Dans 

l’éventualité où les peptides dérivés des sécrétagogues de l’HC soient utilisés pour traiter la 

progression de l’athérosclérose qui précède souvent un IAM, l’administration ne pourrait être 
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administrée que de façon aiguë avant et/ou après la reperfusion. Dans notre première étude, nous 

avons montré qu’une dose équimolaire à celle donnée en prétraitement (300 nmol/kg) n’était 

pas suffisante pour réduire la taille de l’infarctus lorsqu’administrée 10 min avant la reperfusion 

et 24 h plus tard, et qu’il fallait augmenter la dose de trois fois afin de diminuer la taille de 

l’infarctus de manière significative (44%). Dans notre deuxième étude, une étude préliminaire 

a montré qu’une dose de 200 nmol/kg d’UAG 10 min avant la reperfusion et 24 h plus tard 

n’était pas suffisante pour réduire la taille de l’infarctus. Nous n’avons pas fait une étude de 

dose unique avec l’UAG6-13, mais l’étude de Harisseh et coll. montre qu’un traitement avec 

l’UAG (31 µmol/kg) et l’AZP-531 (1 µmol/kg) administrés 5 min avant et 30 min après la 

reperfusion diminue la taille de l’infarctus de 29% et 42%, respectivement, à 24 h de reperfusion 

(Harisseh et coll., 2017). Comparativement à l’étude de Harisseh et coll., nous n’avions pas 

investigué les mécanismes à l’échelle moléculaire qui découlent de l’effet cardioprotecteur d’un 

traitement avec l’UAG6-13 seulement à 10 min avant la reperfusion. Il faudrait commencer par 

mesurer les effets observés avec un prétraitement, tels que la fonction cardiaque, la lipolyse dans 

le tissu adipeux, et le métabolisme, le stress oxydatif et l’apoptose au niveau du myocarde. Il 

faudrait aussi déterminer si l’adiponectine joue un rôle sur les effets de l’UAG6-13 (Huynh et 

coll., 2018). 

 

5.1.3 Effets des peptides dérivés des sécrétagogues de l’hormone de 

croissance dans le développement de l’insuffisance cardiaque 

Dans la dernière décennie, les améliorations dans le traitement de l’IAM ont permis de 

diminuer de 5,3% à 3,8% le taux de mortalité dans les hôpitaux liés à la maladie cardiaque 

ischémique (Rahimi et coll., 2015). Il s’ensuit alors que le nombre de personnes âgées augmente 

la prévalence de la maladie ischémique et du développement potentiel de l’insuffisance 

cardiaque qui s’en suit (Benjamin et coll., 2017). Les traitements actuels pour l’insuffisance 

cardiaque sont principalement les mêmes que ceux utilisés de routine suite à une I/RM, tels que 

les bêta-bloqueurs, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA) ou les 

antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (sartans) et les antagonistes de l’aldostérone, et 

ils manquent d’efficacité. Il serait donc d’intérêt d’évaluer les effets des ligands du CD36 et des 

analogues de l’UAG à réduire la progression de l’insuffisance cardiaque suivant l’I/RM. 
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L’insuffisance cardiaque est caractérisée par une fibrose et un remodelage cardiaque qui peuvent 

affecter négativement la fonction contractile du myocarde (Talman et Ruskoaho, 2016). Suite à 

une ligature de la LAD, l’insuffisance cardiaque peut se développer après quelques jours et 

progresser pendant quelques semaines (Yang et coll., 2002). Il est possible d’accélérer sa 

progression avec le modèle de ligature permanente de la LAD (Muthuramu et coll., 2014) et par 

l’induction avec la doxorubicine (Mitry et Edwards, 2016). En effet, des études ont déjà montré 

les effets cardioprotecteurs de l’UAG sur les cardiomyocytes H9c2 (Baldanzi et coll., 2002) et 

les souris (Pei et coll., 2014) traitées avec la doxorubicine et l’atténuation de l’accumulation de 

collagène dans le modèle de cardiomyopathie diabétique (Pei et coll., 2015). De plus, des études 

ont montré que l’adiponectine diminue la fibrose et le remodelage cardiaque induits par le H2O2 

dans un modèle in vivo (Essick et coll., 2011) et dans un modèle de surcharge de pression par 

une constriction transaortique (Shibata et coll., 2004), supportant le CP-3(iv) dans le traitement 

de l’insuffisance cardiaque. Les études avec l’hexaréline ont aussi montré une réduction de la 

fibrose dans un modèle murin d’I/RM (McDonald et coll., 2018), chez le rat hypertendu 

spontanément (Xu et coll., 2012) ou soumis à une surcharge de pression de l’aorte abdominale 

(Xu et coll., 2005), renforçant le fait de cibler le récepteur CD36 dans la pathologie de 

l’insuffisance cardiaque.  
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5.2 Conclusion 

Les travaux dans cette thèse ont permis de mettre en évidence les effets cardioprotecteurs 

de deux classes de peptides différentes dérivées des sécrétagogues de l’hormone de croissance 

dans la maladie cardiaque ischémique. La première classe comporte un dérivé du GHRP-6, 

l’azapeptide [His1, AzaPhe4]-GHRP-6, qui lie le récepteur CD36. La deuxième classe comporte 

un fragment peptidique de l’UAG, l’UAG6-13, dont le récepteur reste encore inconnu. Les deux 

peptides présentent une cardioprotection contre les dommages liés à l’I/RM telles que démontré 

par une diminution de la taille de l’infarctus, une réduction de la dysfonction cardiaque et une 

inhibition de l’apoptose. Le CP-3(iv) se distingue par des effets additionnels comme une 

réduction du stress oxydatif et par le fait que ses effets sont médiés en partie par l’adiponectine, 

alors que l’UAG6-13 présente plutôt des effets anti-inflammatoires. La combinaison de ces 

mécanismes qui conduit à la cardioprotection fait des peptides dérivés des sécrétagogues de 

l’hormone de croissance une nouvelle approche thérapeutique potentielle dans le traitement de 

la pathologie de l’ischémie/reperfusion du myocarde. 
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