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RESUME

Il a été proposé que la mitochondrie puisse jouer un rdle important dans la
pathogénése du dommage ischémique et de la défaillance cardiaque via I’activation
de la voie apoptotique intrinséque ou de I’ouverture d’un pore non-spécifique de la
membrane interne mitochondriale, le pore de perméabilité transitionnelle (PTP) dont
’implication dans la mort cellulaire tant nécrotique qu’apoptotique est maintenant
bien documentée. Par ailleurs, des études €pidémiologiques montrent que ’exercice
régulier diminue non seulement la mortalité et la morbidité associées a la cardiopathie
ischémique, mais qu’il diminue I’incidence d’un infarctus du myocarde chez une
population physiquement active comparativement a une population sédentaire. Des
études chez I’animal ont permis d’associer plus précisément ’effet cardioprotecteur
de I’exercice a une meilleure résistance aux dommages induits par |’ischémie-
reperfusion (IR) et une modulation de I’ouverture du PTP pourrait contribuer a cet

effet cardioprotecteur.

La présente thése comporte trois projets €tudiant le réle du PTP dans
["hypertrophie cardiaque. La premiére étude se penche sur la régulation du PTP dans
I’effet cardioprotecteur de I’entrainement en endurance chez le Rat. Les résultats
obtenus montrent que le contrdle de ["ouverture du PTP est influencé par le type de
substrat énergétique oxydé, les substrats du complexe I étant des agents facilitateurs
de l’ouverture par rapport aux substrats spécifiques au complexe II. De plus,
I’entrainement est associ€ a une diminution de la susceptibilité a I’ouverture du PTP,
mais uniquement en présence de substrats du complexe II, sans qu’il y ait de
modification de la fonction respiratoire, du potentiel de membrane, des niveaux
endogeénes de nucléotides adényliques ou du potentiel redox. Globalement, ces
résultats constituent les premieres €vidences supportant I’idée que I’entrainement
puisse entrainer une diminution de la susceptibilit¢é du PTP a IPouverture, une
adaptation qui pourrait €tre bénéfique et contribuer a la protection du cceur post-

ischémie.
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La deuxieme étude se penche sur la régulation du PTP ‘dans un coeur
hypertrophié suite a une surcharge volémique chronique (ACF). Nos résultats
montrent que les mitochondries isolées a partir de cceurs ACF sont plus vulnérables a
un stress oxydant ou calcique aigu que les mitochondries des cceurs normaux. Cet
effet est observable au cours de la phase d’hypertrophie compensée, en absence de
dysfonction systolique évidente et de perturbations de la fonction mitochondriale
basale mesurée en absence de stress. De plus, cette vulnérabilité est observable in situ
dans le cceur isolé soumis a une IR et ce phénomene est associé a une moins bonne
récupération fonctionelle ainsi qu’a un niveau de dommage tissulaire accru. Cette
étude constitue & notre connaissance une des premicres €évidences suggérant que la
vulnérabilité mitochondriale au stress puisse se développer de maniére précoce au
cours de I’hypertrophie compensée et pourrait ainsi contribuer au déclenchement de
la mort cellulaire apoptotique et a I’apparition des dysfonctions mitochondriales
séveres qui sont typiquement observées lorsque le cceur atteint le stade d’insuffisance.

Notre troisieme €tude porte sur le lien entre la vulnérabilité mitochondriale au
stress et la susceptibilité a la décompensation cardiaque. Les résultats ont montré
qu’une fistule aorto-cavale affecte de facon différente le Rat SD et le Rat WKHA,
induisant un remodelage plus rapide chez le rat SD. De plus, les taux de morbidité et
de mortalité en réponse a la fistule sont significativement plus élevés chez le Rat SD,
suggérant une susceptibilité accrue a la décompensation cardiaque dans cette souche.
En réponse a la surcharge volémique, la fonction contractile lors de I’IR est altérée
dans les deux souches de rats, mais 1’altération apparait plus rapidement chez le Rat
SD. Toutefois, aucune différence significative n’est observable quant au niveau
d’ouverture du PTP in vivo ou in vitro entre les deux souches suggérant que la
susceptibilité mitochondriale au stress n’explique pas les différentes susceptibilités a

la décompensation.
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ABSTRACT

It has been suggested that mitochondria could play an important role in the
pathogenesis of ischemic heart disease and heart failure either by the activation of the
intrinsic apoptotic pathway or by the opening the permeability transition pore (PTP),
which role in necrotic and apoptotic cell death as been largely documented. On the
other hand, epidemiological studies show that regular physical activity is not only
effective in reducing cardiovascular mortality and morbidity but also decreases the
incidence of myocardial infarction. Furthermore, studies on rodents have shown that
this cardioprotection is due in part to a decreased susceptibility of the trained heart to
ischemia-reperfusion (IR) injury and dysfunction and that a modulation of PTP

opening could contribute to this phenomenon.

This thesis is composed of three research studies designed to evaluate the
regulation of PTP opening in the hypertrophied heart. The aim of the first study was
to evaluate the role of PTP opening in the cardioprotection induced by regular
exercise. Our results show that PTP opening is modulated by the type of respiratory
substrate oxidized, with complex I substrates acting as sensitizers to PTP opening
compared with complex II substrates. Furthermore, regular exercise was associated
with a decreased susceptibility to PTP opening when mitochondria were energized
with complex II substrates. This was not associated with changes in respiratory
function, membrane potential, adenylate content or NAD(P)H ratio. Together, these
results are the first to show that regular exercise could decrease the susceptibility to

PTP opening and could thus contribute to protect the post-ischemic heart.

The aim of the second study was to evaluate PTP regulation after 12 weeks of
chronic volume overload induced by means of an aorto-caval fistula (ACF). Our
results show that ACF mitochondria displayed a greater sensitivity to PTP opening in
response to oxidative and calcium stresses compared to sham mitochondria. This
phenomenon was observed at a time when adverse ventricular remodelling was
present but systolic and overt mitochondrial dysfunctions in the absence of stress had

not occurred yet. Furthermore, an increased vulnerability to PTP opening in situ as
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well as a more impaired functional recovery and greater tissue damage following IR
were observed in ACF compared to sham isolated hearts. To our knowledge, this
constitutes the first results suggesting that mitochondrial vulnerability to stress could
~ occur during the compensated stage of hypertrophy and could thus contribute to the
activation of apoptosis and the development of overt mitochondrial dysfunctions

typically observed in the failing stage.

The aim of the third study was to evaluate the role of mitochondrial
vulnerability to stress in the transition toward decompensation in two genetically
different strains of rats. Our results show that an ACF has different effect on SD and
WKHA rats, inducing a more rapid cardiac remodeling in SD rats. Furthermore,
mortality and morbidity rates were increased in SD rats compared to WKHA,
suggesting an increased susceptibility to decompensation in that strain. When SD
and WKHA hearts were submitted to IR, contractile function was altered in both
strains but a dysfunction was observed sooner in SD rats. However, no significant
difference in the in vivo or in vitro susceptibilities to PTP opening was observed
between SD and WKHA rats suggesting that mitochondrial vulnerability to stress

could not explain the different susceptibilities to decompensation.
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AVANT-PROPOS

Les travaux faisant I’objet de cette thése ont été élaborés dans le laboratoire
du Dr Yan Burelle. Les problématiques de recherche privilégiées dans ce laboratoire
touchent principalement la plasticité mitochondriale dans le muscle stri¢ en réponse a
divers stimuli tant physiologiques (entrainement, exercice aigu) que pathologiques
(remodelage et insuffisance cardiaque, inactivité musculaire et atrophie). Plus
précisément, les travaux réalisés sous la supervision du Dr Burelle s’intéressent a la
fonction mitochondriale et a la régulation du pore de perméabilité tfansitionnelle
(PTP), un pore de la membrane interne mitochondriale, dont I’ouverture est

impliquée dans le déclenchement de la mort cellulaire.

S’inscrivant dans cette ligne de pensée, mes travaux de doctorat ont porté sur
I’étude de la fonction mitochondriale au niveau du muscle cardiaque. La premiere
problématique abordée dans cette thése concerne I’effet d’une hypertrophie
physiologique induite par un entrainement régulier sur la fonction mitochondriale et
sur la régulation du PTP. L’intérét principal de cette étude était d’aborder le role de
la mitochondrie dans le phénoméne de la cardioprotection induite par I’entrainement
et d’investiguer I’implication potentielle du PTP dans ce phénomeéne. 1l est
maintenant bien documenté qu’un exercice régulier contribue a diminuer I’incidence
d’infarctus du myocarde ainsi que la mortalité et la morbidité associées aux maladies
cardiovasculaires (200, 216, 260). Par ailleurs, on associe de plus en plus ce
phénomeéne a une meilleure résistance du cceur entrainé aux dommages causés par la
mort des cardiomyocytes lors de I’ischémie-reperfusion (13,‘ 228, 229). De plus, il
est maintenant bien accepté que la mitochondrie puisse jouer un rdle primordial dans
le déclenchement de la mort cellulaire tant nécrotique qu’apoptotique et qu’un
élément clé de ce phénomene pourrait étre I’ouverture du PTP (107, 139). Compte-
tenu de ces informations, il nous apparaissait intéressant d’évaluer la fonction

mitochondriale d’un cceur de Rat entrainé, d’étudier la susceptibilité des



mitochondries isolées a partir de ce tissu a I’ouverture du PTP induite par surcharge

calcique, et d’investiguer les mécanismes potentiellement impliqués dans cet effet.

Les résultats de cette étude, publiée dans The American Journal of Physiology
ont montré que, comme dans d’autres tissus, le contrdle de I’ouverture du PTP est
influencé par le type de substrat énergétique oxydé, les substrats du complexe I étant
des agents facilitateﬁrs de I’ouverture par rapport aux substrats spécifiques au
complexe II. Nous avons également montré que |’entrainement est associé a une
diminution de la susceptibilité a I’ouverture du PTP, mais que cet effet n’est
observable qu’en présence de substrats du complexe II. Les expériences effectuées
dans le but d’identifier les mécanismes en cause ont révélé que cet effet de
’entrailnement ne pouvait pas étre expliqué par une modification de la fonction
respiratoire, du potentiel de membrane, des niveaux endogénes de nucléotides
adényliques ou du potentiel redox. Globalement, ces résultats constituent les
premiéres évidences supportant ’idée que I’entrainement entraine une diminution de
la susceptibilité du PTP a I’ouverture, une adaptation qui pourrait étre bénéfique et

contribuer a la protection du cceur post-ischémie.

Les résultats de cette premiére étude nous ont ensuite incité a formuler
’hypothése selon laquelle I’hypertrophie pathologique, qui est généralement associce
a une plus grande vulnérabilité cardiaque au stress (7, 148), pourrait induire I’effet
inverse. Pour tester cette hypothése, nous avons évalué la vulnérabilité
mitochondriale au stress chez des rats WKHA soumis a une surcharge volumique
induite par la création d’une fistule aorto-cavale (ACF). Ce modéle expérimental de
remodelage ventriculaire place les cardiomyocytes en état de stress chronique sans
toutefois induire de dysfonction systolique précoce, cette derni€re ne se développant
que lorsque le coeur a épuisé sa réserve contractile. Cette approche a donc permis
d’étudier la fonction mitochondriale a une étape bien définie de la pathologie. Les

résultats de cette étude, qui a été publié¢e dans The Journal of Molecular and Cellular



Cardiology, ont montré que les mitochondries isolées a partir de cceurs ACF sont plus
vulnérables a 1’anoxie-reoxygénation et a I’ouverture du PTP induite par un stress
calcique que les mitochondries des cceurs normaux. Cet effet est observable au cours
de la phase d’hypertrophie compensée, en absence de dysfonction systolique évidente
et de perturbations de la fonction mitochondriale basale mesurée en absence de stress.
Nous avons également montré, en mesurant directement 1’ouverture du PTP in situ,
que cette vulnérabilité est observable in vivo dans le cceur isolé soumis & une
ischémie-reperfusion et que ce phénoméne est associ€é a une moins bonne
récupération fonctionnelle ainsi qu’a un niveau de dommage tissulaire accru. Cette
étude constitue a notre connaissance une des premieres évidences suggérant que la
vulnérabilité mitochondriale au stress puisse se développer de maniére précoce au
cours de I’hypertrophie compensée et pourrait ainsi contribuer au déclenchement de
la mort cellulaire apoptotique et a I’apparition des dysfonctions mitochondriales

séveres qui sont typiquement observées lorsque le cceur atteint le stade d’insuffisance.

De plus, en comparant I’effet de la fistule aorto-cavale chez les rats WKHA a
celui décrit dans la littérature chez le rat de souche Sprague Dawley (SD), nous avons
constaté que ce dernier semblait beaucoup plus susceptible & une progression vers la
décompensation cardiaque. En effet, aucune mortalit¢ n’est observable avant la
trente-deuxiéme semaine post-chirurgie chez le rat WKHA alors que certaines études
ont fait état d’un taux de mortalité de 50 % & la douziéme semaine post-chirurgie
chez le rat SD (40, 87). La troisieme étude de cette theése qui sera soumise pour
publication dans American Journal of Physiology. Heart and Circulatory Physiology
sous peu, avait comme objectif de vérifier si la progression plus rapide de la
pathologie chez le Rat SD était liée a un développement plus rapide et plus important
de la vulnérabilité mitochondriale au stress comparativement au rat WKHA. Les
résultats ont montré qu’une fistule aorto-cavale affecte de fagon différente les rats SD
et WKHA, induisant un remodelage plus rapide chez le Rat SD. De plus, les taux de

morbidité et de mortalité en réponse a la fistule sont significativement plus élevés



chez le Rat SD, suggérant une susceptibilité accrue a la décompensation cardiaque
dans cette souche. En réponse a la surcharge volémique, la fonction contractile lors
de I’ischémie-reperfusion est altérée dans les deux souches de rats comparativement
aux rats sham, mais |’altération apparait plus rapidement dans la souche SD.
Toutefois, aucune différence significative n’est observable quant au niveau
d’ouverture du PTP in vivo ou in vitro entre les deux souches suggérant que la

susceptibilité mitochondriale au stress n’explique pas les différentes susceptibilités a

la décompensation.



1. Revue de littérature

1.1. Introduction

En 1999 au Canada, 36% des décés ont été attribués a une maladie
cardiovasculaire, en faisant ainsi la principale cause de décés au pays. Les maladies
cardiovasculaires sont aussi la plus importante cause d’hospitalisation (18% de
I’ensemble des hospitalisations) et entrainent le plus important fardeau économique
de toutes les catégories de diagnostic avec un coiit de 18,5 milliards de dollars en
1998 (45). La cardiopathie ischémique, aussi appelée insuffisance coronarienne, est
la plus importante cause de déces parmi les maladies cardiovasculaires (54% des
déces au Canada) et selon I’Organisation Mondiale de la Santé, elle sera la principale
cause de mortalité mondiale vers la fin de 2020 (202). De plus, pres de la moitié de
ces déceés sont dus a un infarctus du myocarde durant la phase aigue de la
cardiopathie ischémique (45). Les maladies cardiovasculaires sont malheureusement
difficiles a traiter : elles guérissent rarement et la maladie sous-jacente continue de
progresser d’ou I'importance de mesures préventives primaires et secondaires ainsi
que de traitements appropriés pour diminuer la morbidité et la mortalité y étant
associées (45). En effet, I’infarctus du myocarde entraine un remodelage aigu du
tissu cardiaque dii & la mort cellulaire par nécrose des cardiomyocytes, ce qui entraine
la formation d’une cicatrice au site de Dinfarctus, mais aussi dans la région
périphérique appelée la pénombre ischémique. Un remodelage chronique, dont
I’étendue dépend de I’intensité du dommage, peut aussi s’étendre sur plusieurs mois
et débute dans les jours qui suivent I’infarctus. Il est généralement associé¢ a
’activation de réponses neuro-humorales et inflammatoires, a 1’augmentation du
stress oxydant ainsi qu’a la dilatation et I’hypertrophie ventriculaire, ces derniers
étant en partie dus a la mort cellulaire par apoptose de cardiomyocytes présents dans
le tissu sain avoisinant la cicatrice (1, 288). De plus, on estime que 30 a 40% des
patients ayant subi un infarctus du myocarde développeront par la suite des
problémes de défaillance cardiaque, qui en est la complication la plus fréquente (1,
302).
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Il a été proposé que la mitochondrie puisse jouer un réle important dans la
pathogénese du dommage ischémique via [’activation de la voie apoptotique
intrinséque ou de l’ouverture d’un pore non-spécifique de la membrane interne
mitochondriale, le pore de perméabilité transitionnelle (PTP) dont I’implication dans
la mort cellulaire tant nécrotique qu’apoptotique est maintenant bien documentée
(103, 107, 280). De plus, il a été suggéré que ces phénomenes aient lieu lors de la
pathogénése de la défaillance cardiaque et qu’ils contribuent au remodelage
ventriculaire pathologique et a la perte de cardiomyocytes entrainant I’évolution vers
la décompensation cardiaque. Ainsi, on retrouve dans la littérature un bon nombre
d*évidences montrant la détérioration de la fonction mitochondriale et la production
accrue de radicaux libres au niveau du cceur défaillant. Cette augmentation de la
production de radicaux libres par la mitochondrie a été suggérée comme un facteur
important de 1’évolution de la défaillance cardiaque puisqu’ils ont de nombreux effets
délétéres au niveau de la fonction méme de la mitochondrie et de I’intégrité de I’ADN
mitochondrial et qu’ils activent les métalloprotéinases matricielles responsables de la
destruction des fibres collagénes du compartiment extracellulaire, ce qui contribuerait

au remodelage ventriculaire (264, 290).

Par ailleurs, des études épidémiologiques montrent que |’exercice régulier
diminue non seulement la mortalité et la morbidité associées a la cardiopathie
ischémique, mais qu’il diminue I’incidence d’un infarctus du myocarde chez une
population physiquement active comparativement a une population sédentaire (200,
216, 253, 260, 265) en plus d’augmenter le taux de survie suite a un infarctus du
myocarde dans I’éventualité ou il surviendrait (200). De plus, chez des patients
atteints de défaillance cardiaque, |’exercice régulier contribue a améliorer leur qualité
de vie en plus de réduire les taux de mortalité et de morbidité (296, 304). Bien
entendu, I’exercice régulier entraine des bénéfices systémiques considérables tels
qu’une diminution de la pression artérielle, du diabéte de type II et de I’obésité ainsi
qu’une amélioration du profil lipidique et de la fonction endothéliale qui peuvent
contribuer & améliorer la santé cardiovasculaire (260). Par contre, des études utilisant

le modele du cceur perfusé ou d’occlusion de I’artére coronaire gauche in vivo chez



I’animal, ont permis d’associer plus précisément I’effet cardioprotecteur de I’exercice
4 une meilleure résistance aux dommages induits par I’ischémie-reperfusion.
Différents mécanismes impliquant la mitochondrie ont été proposés (e.g. amélioration
du potentiel antioxydant, augmentation du contenu en protéines chaperonnes (HSP;
heat shock proteins), amélioration de la dynamique calcique, augmentation du ratio
Bcl-2/Bax) et seront décrits dans cette revue de littérature qui sera segmentée en

quatre parties principales.

La premiere section sera dédiée a la description de ’apoptose et de la nécrose
et plus particulierement au réle joué par la mitochondrie dans ces deux types de mort
cellulaire qui sont impliqués, tel que mentionné précédemment, dans la pathogénése
de la cardiopathie ischémique, de I’infarctus du myocarde et de la défaillance
cardiaque. Dans cette section, le role du pore de perméabilité transitionnelle sera
présenté de fagon détaillée puisque sa régulation se trouve au centre des trois études
faisant [’objet de cette thése. La deuxiéme section portera sur le role des
mitochondries et du PTP dans le dommage ischémique alors que la troisiéme section
portera sur Peffet cardioprotecteur d’une hypertrophie physiologique et, de fagon plus
générale, de I’exercice. Cette section approfondira les mécanismes proposés dans la
littérature pour expliquer cet effet bénéfique. Finalement, la derniére section portera
sur le remodelage ventriculaire pathologique observé dans la maladie
cardiovasculaire et particulierement sur la dysfonction mitochondriale observée dans

ce contexte.



1.2. Mort cellulaire et mitochondrie

The mitochondrion is not only the cell’s powerhouse, it is also its arsenal

(122)

La mitochondrie joue un role primordial dans le maintien de I’homéostasie
cellulaire par ses fonctions dans la production d’énergie (261), la régulation des
concentrations intracellulaires de calcium (98, 230, 237, 245) et la production de
radicaux libres qui participent a la signalisation celluléire tant en conditions
physiologiques que pathologiques (48, 77, 276). Le cceur est un tissu hautement
oxydatif avec, en conditions normoxiques, environ 90% de son métabolisme sous
forme aérobique grace a la grande quantité de mitochondries (25 a 35 % du volume
total du cardiomyocyte) (270). Contrairement au muscle squelettique, le muscle
cardiaque est caractérisé par une impressionnante stabilit€é métabolique: une
augmentation, méme  substantielle, de la  consommation d’oxygéne
proportionnellement a une augmentation de la charge de travail imposée au cceur ne
modifiera pas de facon importante le ratio créatine/phosphocréatine (243). Le
renouvellement des réserves €nergétiques par la mitochondrie est rendu possible
gréée a ’oxydation phosphorylante, processus par lequel le gradient de proton généré
par le fonctionnement des quatre complexes de la chaine respiratoire agit comme

force motrice pour la synthése d’ATP ((192, 193) cités dans (162))(Figure 1).
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Figure 1. Schématisation des voies métaboliques au niveau du cceur. La mitochondrie abrite les
enzymes de la B-oxydation, du cycle de Krebs, ainsi que la chaine respiratoire et I’appareil de
phosphorylation. L’oxydation compléte du pyruvate et des acides gras fournit 1'énergie redox requise
pour le fonctionnement de la chaine respiratoire sous la forme de NADH (et FADH;). L’expulsion de
proton dans ['espace inter-membranaire suivie de leur réentrée passive dans la matrice par I’ATP

synthase permet la synthése de I’ ATP. Tiré de (275).

Toutefois, il est maintenant trés bien accepté que la mitochondrie joue aussi un rdle
dans la régulation de la mort cellulaire puisqu’elle posséde la capacité de déclencher
’apoptose et la nécrose. Ces deux formes de mort cellulaire ainsi que la fagon dont

les mitochondries les déclenchent sont abordées ci-bas.



1.2.2. Nécrose

La nécrose est souvent définie de manicre négative c’est-a-dire en la décrivant
comme un type de mort cellulaire qui n’est ni de I’apoptose ni de I’autophagie (161).
Hormis dans quelques rares cas de manifestations physiologiques (e.g. la dégradation
de I’endomeétre lors des menstruations chez I’Homme (168)), la nécrose est surtout
considérée comme le résultat pathologique ou accidentel d’une catastrophe
bioénergétique (78). Elle survient généralement dans les 2 a 4 heures qui suivent
I’atteinte cellulaire (selon la sévérité de I’attaque) et est caractérisée par la déplétion
des réserves d’ATP provoquant ['arrét des pompes ioniques de la membrane
plasmique. Subséquemment, la perméabilité de la membrane plasmique augmente, la
cellule se gonfle (oncose), les organelles, particuliérement les mitochondries, enflent
et la membrane plasmique forme des prolongements en bulle (blebbing) avant de se
rompre et de libérer ainsi des enzymes, des intermédiaires métaboliques et des
facteurs pro-inflammatoires dans I’espace interstitiel ce qui endommage les cellules
voisines (92, 168, 184)Figure 2). Anciennement vue comme une conséquence
purement accidentelle d’un stress non-physiologique subi par la cellule, il a été
récemment proposé€ que, si I’attaque subie n’est pas d’intensité démesurée, la nécrose
pourrait étre un processus finement organisé (78, 92) dans lequel les étapes suivantes
auraient lieu de maniére relativement chronologique : dysfonction mitochondriale,
augmentation de la production de radicaux libres, déplétion des réserves cellulaires
d’ATP, défaillance des processus de gestion intracellulaire du calcium, regroupement
des organelles prés du noyau, activation des calpaines (protéases calcium-
dépendantes), scission calpaine—dépendante du cytosquelette, rupture des membranes
lysosomales et libération des cathepsines (protéases lysosomales). Globalement, cette
séquence d’événement meéne a une fragmentation des constituants cellulaires, a la
pyknose et la karyolyse (184, 292) ainsi qu’a la rupture de la membrane cellulaire

(92).
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Figure 2. Caractéristiques ultrastructurales de I'apoptose et de la nécrose d’un cardiomyocyte.

Micrographie électronique d’un cardiomyocyte normal (A), traité pendant 24h avec du peroxyde
d’hydrogeéne (200uM H,0;)(B) ou pendant 24h avec de la doxorubicine (2uM) (C). En (B) on peut
observer des changements typiques de la nécrose : mitochondries gonflées, rupture de la membrane
plasmique (indiquée par des fléches). En (C), le cardiomyocyte montre plutdt des signes d’apoptose
avec une diminution du volume du cytoplasme, une membrane plasmique intacte, la condensation du

noyau et la présence de multiples vacuoles. Mt : mitochondrie, N : noyau, V : vacuoles. Tiré de (46)
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1.2.3. Apoptose

Probablement le type de mort cellulaire le plus étudié au cours des deux
derniéres décennies, I’apoptose est un phénomeéne contr6lé génétiquement. Le terme
apoptose a été introduit en 1972 par J.F. Kerr (151) pour décrire un phénoméne
caractérisé par la conversion des cellules mourantes en petites masses circulaires
contenant du cytoplasme, des organelles intactes ainsi que de multiples nucléosomes
contenant des fragments d’ADN nucléaire (Figure 2). Ces auteurs ont également
montré que ces masses, appelées corps apoptotiques, sont phagocytées et digérées par
les cellules environnantes, ce qui contribue a distinguer cette forme de mort de la

nécrose (152).

Les termes apoptose et mort cellulaire programmée (programmed cell death;
PCD) sont souvent utilisés comme des synonymes. Cependant, méme si les deux
phénomenes font appel aux mémes mécanismes d’activation et d’exécution cellulaire,
ils n’en demeurent pas moins différents. En effet, la PCD fait référence au
phénomene développemental normal au cours duquel certaines cellules sont appelées
a disparaitre (i.e. disparition du tissu interdigital, formation des cavités du corps ou
elimination des structures vestigiales au cours du développement embryonnaire,
stabilisation du réseau neuronal au cours de la maturation) (151, 183; 184, 242, 300).
Au contraire 1’apoptose est plutét un programme de mort cellulaire utilisé par les
organismes multicellulaires matures pour se débarrasser de cellules excédentaires
(168)) ou devenues potentiellement dangereuses suite & des mutations (300)). Ce
processus est nécessaire au bon fonctionnement des organes et différentes
pathogéneéses sont associées a des déreglements menant & son inhibition ou a son

hyperactivation.

Au cours des dernieres années, un grand nombre d’études ont permis de
mieux caractériser les étapes impliquées dans l’apqptose et d’identifier plusieurs
protéines et voies de signalisation responsables de son déclenchement et de son
exécution. L’apoptose peut étre divisée en trois étapes distinctes : I’initiation,

I’intégration ou la prise de décision et ’exécution ou la dégradation (162). La
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premiére étape dépend du mécanisme d’initiation : la voie d’activation peut provenir
de Pactivation d’un récepteur membranaire (voie extrinséque), de la mitochondrie
(voie intrinséque), du réticulum endoplasmique ou de [’activation d’une protéase
appelée granzyme B (298). Les voies extrinséque et intrinséque sont les plus étudiées
et les plus communément retrouvées dans la littérature traitant de I’apoptose en plus
de pouvoir agir en synergie (voir les sections 1.2.3.2 et 1.2.3.3). La deuxi¢me étape,
pendant laquelle la décision de mourir est prise, est un point de non-retour. Dans la
vaste majorité des cas étudiés, cette étape dépend de I’activation de protéases
spécifiques appelées caspases (voir section 1.2.3.1). Finalement, la troisiéme et
derniére étape est commune a toutes les voies d’activation : c’est un processus post-
mortem au cours duquel on peut observer les caractéristiques morphologiques
mentionnées précédemment et qui sont typiques de [’apoptose (161, 162, 292, 300)
(Figure 2).

1.2.3.1. Famille des caspases

Les caspases sont des protéases qui clivent les protéines apres un résidu
aspartate grace a leurs résidus cystéine (Cystein protease cleaving afier Asp). Elles
ciblent certaines protéines qu’elles activent ou inactivent généralement par clivage, ce
qui déclenche I’activation en cascade d’une multitude de sous-programmes dont la
finalité sera la destruction organisée de la cellule (122). Généralement, leur role
consiste a arréter le cycle cellulaire et désactiver le processus de réparation de I’ADN
en plus d’inactiver les protéines inhibitrices de [|’apoptose (XIAP) présentes
normalement dans la cellule et de démonter le cytosquelette (298). Les caspases sont
présentes dans toutes les cellules sous leur forme inactive (procaspases) et elles sont
activées par clivage protéolytique. La famille des caspases impliquée dans I’apoptose
peut étre divisée en deux sous-classes fonctionnelles d’enzymes : les caspases
initiatrices (caspases -2, -8, -9 et -10) et les caspases effectrices (caspases -3, -6 et -7).
Les autres caspases identifiées a ce jour chez I’lHomme (caspases -1, -4, -5 et -13)

sont impliquées dans le processus inflammatoire (315). Les caspases initiatrices sont
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présentes a 1’état latent dans la cellule et sont généralement activées par une autre
procaspase située a proximité (les procaspases ayant un niveau d’activité
enzymatique faible, mais suffisant pour |’activation de procaspases voisines), par une
caspase située en amont dans la cascade de signalisation ou par I’association a
d’autres protéines activatrices (315). L’activation d’une caspase initiatrice éngendre
normalement une cascade de signalisation dont I’étape suivante est I’activation
directe d’autres caspases initiatrices (amplification du signal) et de caspases

effectrices dont la fonction est le démantélement cellulaire (122).

1.2.3.2.  Voie extrinseque

Une premiére voie menant a |’activation des caspases est la voie extrinseque,
aussi appel€ la voie des récepteurs de mort (death receptors). Cette voie implique le
recrutement de récepteurs transmembranaires de la superfamille du TNFR (tumor
necrosis factor receptor) par leurs ligands (298). Les récepteurs les‘ mieux
caractérisés de cette superfamille sont les re’cepteﬁrs Fas et TNRF, dont les ligands
sont le ligand de Fas (FasL) et TNFa (tumor necrosis factor o; une cytokine
inflammatoire), respectivement (Figure 3)(242). Ces deux récepteurs sont constitués
d’un site de liaison extracellulaire et d’un domaine cytoplasmique appelé domaine de
mort (DD; death domain). Une fois recrutés, les récepteurs s’agglomérent en
complexes homotrimériques et peuvent alors recruter la procaspase-8 a la membrane
plasmique grace a la présence de protéines adaptatrices possédant aussi un DD. Ces
protéines adaptatrice (FADD; Fas associated death domain ou TRADD; TNRF,
associated death domain), possédent également un domaine effecteur (DED; death
effector domain) qui, en interagissant avec procaspase-8, permet son agrégation et sa
co-activation. La caspase-8, une fois activée, peut convertir la procaspase-3 en

caspase-3, une caspase effectrice (voir les revues de (242, 292, 315)).
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Figure 3. Représentation schématique des voies extrinséque et intrinséque pro-apoptotiques. Tir¢ de
.

1.2.3.3.  Voie intrinséque

La voie intrinséque, aussi appelée la voie mitochondriale, est le mécanisme
d’activation des caspases le plus commun chez les vertébrés (94). Dans une cellule
subissant un stress génotoxique, la voie intrinseéque peut étre activée suite a la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et la sortie subséquente
dans le cytosol de protéines normalement restreintes & I’espace inter-membranaire
mitochondrial (IMS) dont plusieurs ont une action pro-apoptotique caspase-
dépendante (cytochrome c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2) ou caspase-indépendante
(AIF, EndoG). Ce phénoméne peut survenir suite au recrutement de plusieurs

protéines de la famille de Bcl-2 qui, en s’oligomérisant a la membrane externe (OM),
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contribuent a former un pore et/ou suite & ’ouverture du pore de perméabilité

transitionnelle (Figure 3).

1.2.3.3.1. Permeéabilisation de I’OM et famille de Bcl-2

La famille de Bcl-2 est composée de plus d’une trentaine de protéines qui
peuvent étre divisées en 3 sous-groupes : |) les protéines anti-apoptotiques de la
famille de Bcl-2 (e.g. Bel-2, Belxy, Bel-w, Mcl-1), 2) les protéines pro-apoptotiques
de la famille de Bax (e.g. Bax, Bak) et 3) les protéines pro-apoptotiques de la famille
de Bik (e.g. Bid, Bad, Bim, Bnf, Puma, Noxa, BNip3, Nix)(90, 289). Les protéines
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 partagent une homologie a quatre domaines
différents appelés Bcel-2-homology (BH 1 a 4). Toutefois, les protéines de la famille
de Bax ne disposent que de 3 de ces domaines (BHI a 3) et la majorité des autres
protéines pro-apoptotiques ne possedent que le domaine BH3 suggérant un rdle
primordial de cette région dans [’action pro-apoptotique de ces protéines. Ces
protéines sont capables de former des homodimeéres ou des hétérodimeres et les
protéines anti-apoptotiques exercent en partie leur inhibition en liant directement

d’autres membres pro-apoptotiques de la méme famille (90).

L’augmentation de perméabilité de I’OM est généralement causée par
I’insertion dans la bicouche lipidique de Bax, une protéine cytosolique pro-
apoptotique de la famille de Bcl-2, ou elle forme une ouverture, seule ou en
association avec d’autres protéines de la méme famille (Bak, tBid). Une fois entrée
dans I’OM, Bax peut former des pores homo-oligomériques ou déstabiliser la
bicouche lipidique ce qui y crée des zones discontinues (162). Par ces pores
nouvellement formés, les protéines contenues dans I’IMS peuvent sortir pour
atteindre le cytosol, mais sans affecter I’I[M. Le cytochrome c (cyt c), une protéine de
I3 kDa habituellement localisée pres de I’IM dans I’IMS ou elle transporte les
électrons du complexe |1 au complexe 1V, est ainsi relichée dans le cytosol. A cet
endroit, cyt ¢ interagit avec Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1) ce qui

permet, en présence de JATP ou d’ATP, le recrutement de plusieurs autres molécules
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en un complexe protéique appelé apoptosome (177). L’introduction de la procaspase-
9 dans I’apoptosome permet son activation en caspase-9, possiblement par un
changement de conformation (122). La caspase-9 se dissocie ensuite du complexe
pour aller activer les caspases effectrices -3 et -7. La reliche de cytochrome c est
obligatoire a I’activation de ce processus, démontrant le role primordial de la

perméabilisation des membranes mitochondriales dans la voie intrinséque.

1.2.3.3.2. Perméabilisation de I’IM et pore de perméabilité

transitionnelle

La deuxieme modification que peut subir la mitochondrie soumise a un stress
cellulaire est la perméabilisation de sa membrane interne. Ce phénoméne est
généralement attribué a I’ouverture d’un pore non-spécifique de grande conductance
appelé pore de perméabilité transitionnelle (PTP). L’ouverture du PTP provoque une
augmentation soudaine de la perméabilité de I’IM en ouvrant le passage aux solutés
de moins de 1,5 kDa. La concentration en cations étant beaucoup plus élevée (de 2 a
3 logs) dans la matrice mitochondriale que dans le cytosol et I’OM étant relativement
perméable, ’ouverture du PTP entraine la création d’un gradient de pression
osmotique de part et d’autre de I'IM et un déplacement d’eau vers la matrice
mitochondriale qui la fait gonfler. Le gonflement se poursuit jusqu’a la rupture de
I’OM’ qui permet la sortie des ions (e.g. Ca™, Mg2+) et des nucléotides pyridiniques
contenus dans la matrice ainsi que des protéines contenues dans I'IMS. Celles-ci
sortent dans le compartiment cytosolique et permettent l’activation de la voie
intrinséque, tel que vu précédemment. De plus, I’augmentation de la perméabilité de
I’IM entraine un effondrement du Ay, et une abolition de la synthése d’ATP. La
perte des nucléotides pyridiniques et des substrats respiratoires du complexe I inhibe
quant a elle la respiration. En I’absence d’un gradient de proton, I’activité de la
FoF1ATPase s’inverse et celle-ci commence & hydrolyser I’ATP cytosalique (28, 30,
61, 103, 280). Par ailleurs, une fois dans le cytosol, le cyt ¢ provoque une

augmentation de la concentration intracellulaire de calcium en levant I’inhibition du
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récepteur IP; du réticulum endoplasmique (32). De plus, la relache de cyt ¢ nuit au
fonctionnement normal de la chaine respiratoire, ce qui favorise la production de
radicaux libres (ROS) et la dysfonction mitochondriale (314). Ces phénomeénes
provoquent donc un cercle vicieux de dysfonction en stimulant 1’ouverture du PTP
dans un nombre croissant de mitochondries menant éventuellement a la mort

cellulaire.

1.2.3.3.3. Reldche mitochondriale de facteurs pro-apoptotiques

En plus du cyt c, plusieurs autres protéines s’échappent de I’IMS lorsque la
perméabilité de 1’OM augmente. C’est le cas notamment de I’AIF (apoptosis-
inducing factor) et de I’endonucléase G (EndoG), deux protéines qui migrent vers les
noyaux cellulaires. L’AIF induit directement la condensation de la chromatine et
provoque le clivage des brins d’ADN en activant la cyclophiline A, une ADNase
latente (281), tandis que I’endoG participe au clivage de ’ADN en fragments
nucléosomaux (174). L’action endonucléotique de ces protéines semble dans une
large mesure caspase-indépendante puisqu’elle n’est pas affectée par 1’ajout
d’inhibiteurs des caspases. Le Smac/DIABLO (second mitochondria-derived
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis (1AP) binding protein with low pl)
et ’Omi/HtrA2 (Omi stress-regulated endoprotease/high temperature requirement
protein A2) sont également reldchés par les mitochondries. Ces deux protéines
exercent leur action apoptotique en neutralisant les IAP, des protéines qui inhibent
normalement les procaspases, bien que Smac/DIABLO puisse aussi activer
directement la caspase-3 (Figure 3)(voir la revue de (162)). Finalement, quelques
procaspases (procaspases-2, -3, -8 et -9) résideraient également dans [’IMS et seraient

relachées dans le cytosol suite a la perméabilisation membranaire.
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1.2.3.3.4. Interaction entre les voies extrinséque et intrinséque

La voie intrinséque peut aussi €tre stimulée par 1’activation de la voie
extrinséque, illustrant bien I’intégration des deux systtmes de signalisation. La
caspase-8 peut en effet cliver la protéine cytosolique Bid en tBid (truncated Bid)(voir
section 1.2.3.3.1), ce qui permet sa translocation vers la mitochondrie ou elle

participe au recrutement et & I’oligomérisation de Bax (162, 292).

1.2.4. Pore de perméabilité transitionnelle (PTP)

1.2.4.1.  Identité moléculaire

Dans les années 50, le gonflement des mitochondries isolées in vitro avait été
observé en présence d’une concentration élevée de calcium et ce phénoméne pouvait
étre inhibé par [’ajout de nucléotides adényliques ou d’agents découplants (58, 181,
239). Premiérement associée a un dommage membranaire di a I’activation des
phospholipases A2 calcium-dépendantes (PA2) (316), ce phénomene a par la suite été
attribué par Hunter et Haworth a la formation d’un pore protéique dans la membrane
interne, le PTP. Ces auteurs ont montré que la transition de perméabilité a lieu dans
un mode de tout-ou-rien, que le calcium est un élément déclencheur obligatoire et que
ce phénomeéne peut étre inhibé par la présence de substrats respiratoires, d’ADP, de
NADH et de Mg2+ endogénes (117, 118, 124-126). D’abord considérés comme
artéfactuels, ces résultats ont par la suite été reconnus et bonifiés par le groupe de
Crompton qui a montré que 1’agent immunosuppresseur cyclosporine A (CsA) peut
moduler (4, 5, 62-65) ou inhiber la transition de perméabilité (65). Le fait que la CsA
n’exerce aucun effet inhibiteur sur la PA2 a par ailleurs grandement contribué a
invalider I’hypothése du dommage membranaire non-spécifique dans ce phénoméne
(317). Finalement, un pore de large conductance (« mega channel ») affichant des
propriétés régulatrices similaires a celles décrites sur mitochondries isolées a ensuite
été identifié a I’aide d’expériences électrophysiologiques sur mitoplastes (154, 223).

Pour une revue plus détaillée, voir les revues de littérature (316, 317).
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La découverte du PTP a ouvert la voie a une caractérisation plus précise de sa
structure. Cependant, son identité moléculaire demeure encore a ce jour un sujet de
vifs débats. L’hypothése suggérée initialement est que le pore soit constitué¢ d’un
complexe formé de protéines intrinséques aux deux membranes mitochondriales et de
certaines protéines de I’espace intermembranaire. Ces protéines s’assembleraient en
un complexe d’environ 600 kDa préférentiellement aux points de contact entre les
deux membranes. Les principaux composants présumés du PTP sont la cyclophiline
D (CypD; dans la matrice), le transporteur des nucléotides adényliques (ANT; IM) et
le canal porine (VDAC; OM) auxquels viendraient s’associer plusieurs protéines
incluant I’isoforme mitochondrial de la créatine kinase (MiCK; IMS), le récepteur
périphérique a la benzodiazépine (PBR; OM) et I’hexokinase lorsqu’elle est associée
a VDAC (HK; cytosol) (Figure 4). Des études récentes menées a I’aide de stratégies
transgéniques ont toutefois mis en évidence I’insuffisance de ce modele. En effet, ces
études ont montré 1’existence d’une transition de perméabilité malgré I’inactivation
des genes de la cyclophiline D (19, 23, 203), des trois isoformes de I’ANT (157) et de
VDAC (20). Bien que ces études suggérent que ces protéines ne soient pas les seules
a pouvoir former le PTP, il n’en demeure pas moins que leur absence affecte la
sensibilité du PTP. En effet, en absence de cyclophiline D et d’ANT, I’ouverture du
PTP s’aveére significativement plus difficile. Chez les souris n’exprimant pas la
cyclophiline D, ce phénomene se traduit notamment par une grande résistance a la

mort cellulaire induite par ’ischémie-reperfusion et le stress oxydant (19, 23, 203).
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Figure 4. Pore de perméabilité transitionnelle.

Les composants putatifs du PTP sont la cyclophiline D (CyPD), le transporteur des nucléotides
adényliques (ANT) et le canal porine (VDAC) auxquels s’ajouteraient la créatine kinase (CK), le
récepteur périphérique & la benzodiazépine (PBR) et 1'hexokinase lorsqu’elle est associée 8 VDAC
(HK). IMM : membrane interne mitochondriale, OMM : membrane externe mitochondriale, ROS :

radicaux libres, CsA : cyclosporine A. Tiré de (139).
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1.2.4.2.  Régulation de ouverture du PTP

Le pore de perméabilité transitionnelle mitochondrial peut osciller rapidement
entre une conformation ouverte et fermée ou demeurer ouvert de fagon prolongée.
Plusieurs degrés d’ouverture sont observés allant de faible & haute conductance. De
plus, deux modes d’ouverture ont été proposés soit un mode régulé calcium-

dépendant et un mode non-régulé calcium-indépendant (12, 120, 251).

L’ouverture transitoire a faible conductance, normale dans une cellule saine,
pourrait permettre 1’échange de métabolites (e.g. calcium, ATP, ADP) entre le
cytosol, I’espace intermembranaire et la matrice mitochondriale. De plus, une
ouverture transitoire de haute conductance permet 1’équilibration rapide des solutés
de moins de 1500 Da, ce qui pourrait contribuer a I’homéostasie mitochondriale en

équilibrant la composition ionique matricielle a celle du cytoplasme (37, 162).

Toutefois, une ouverture prolongée a haute conductance semble avoir des
conséquences néfastes pour la cellule. Il a été récemment proposé que 1’ouverture
transitoire du PTP puisse entrainer la mort apoptotique en permettant la reldche de cyt
c, mais non la déplétion des réserves d’ATP tandis qu’une ouverture prolongée,
provoquée par un dommage plus important a la cellule, entrainerait la déplétion des
réserves énergétiques cytosoliques et la nécrose cellulaire (12, 102). Toutefois, il a
aussi été montré qu’une ouverture prolongée peut s’avérer nécessaire a la sortie de
cytochrome ¢ de I'IMS (222). En effet, le cyt ¢ étant normalement séquestré dans
I’espace inter-cristae, la perméabilisation de I’OM ne permet de faire sortir
qu’environ 15% du contenu en cyt ¢ de la mitochondrie. Toutefois, 1’ouverture
prolongée du PTP entraine un gonflement de I’IMS et un dépliement des cristae,
permettant & la majeure partie du cyt ¢ de s’en échapper (72). De plus, ce serait plutdt
la quantit¢ d’ATP disponible dans la cellule qui déterminerait le type de mort

cellulaire subie. Dans un contexte d’apoptose, la présence d’ATP (ou de dATP) est
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requise pour assurer la formation de I’apoptosome ainsi que pour I’activation de
certaines Kinases (51, 269). Par contre, si ’inhibition de la production (ou la
déplétion des réserves d’ATP) a lieu dans les 90 minutes suivant I’exposition a un
stimulus mortel, la cascade apoptotique déclenchée par la reliche de cyt c, est
remplacée par une cascade nécrotique. Toutefois, une cellule engagée dans la voie de
la nécrose peut étre sauvée si on lui fournit de I’ATP dans les 120 minutes suivant le
début du dommage (167). La diminution de la quantité d’ATP cytosolique nuit au
fonctionnement des pompes ioniques ATPases et entraine une perturbation de la
gestion de la concentration de calcium intracellulaire. Une augmentation de la
concentration de calcium cytosolique peut par ailleurs accélérer 1’ouverture du PTP
(et subséquemment I’utilisation d’ATP cytosolique) dans une population encore plus
grande de mitochondries et peut permettre I’activation d’une série de protéases et
d’endonucléases calcium-dépendantes, dont les calpaines, qui procéderont a la
destruction des constituants cellulaires dans un mode de mort cellulaire nécrotique
(90, 92). Quoiqu’il en soit, I’ouverture prolongée du PTP entraine I’activation de
voies de mort cellulaire et représente donc un événement néfaste pour la survie

cellulaire.

1.2.4.2.1. Ouverture régulée du PTP

Selon I’hypothése la mieux documentée, ’ouverture du PTP nécessite
’accumulation de calcium dans la matrice mitochondriale et sa liaison a des sites
spécifiques sur les constituants présumés du PTP (Figure 5). En effet, I’ouverture du
PTP est empéchée par ’ajout de rouge de ruthénium ou d’EGTA & une préparation de
mitochondries isolées. Le premier empéche ’entrée de calcium dans la matrice en
inhibant I’uniporteur de calcium et le second, en chélatant le calcium avant son entrée
dans la mitochondrie. Toutefois, méme si la présence de calcium semble suffisante
pour déclencher I’ouverture du PTP, une multitude d’agents sont capables d’accélérer
ou de ralentir (voire d’inhiber) ce phénomeéne. La présence de phosphate inorganique

(Pi) accélere, en présence de fortes concentrations de calcium, la transition vers la



24

conformation ouverte du PTP en augmentant I’entrée du calcium dans la matrice ainsi
qu’en contribuant soit a dépléter le pool matriciel de nucléotides adényliques soit a
tamponner le pH matriciel (126, 127, 220, 316). En effet, un pH matriciel alcalin
favorise 1’ouverture du PTP tandis qu’un pH acide I’inhibe (29, 209).

De plus, le PTP agit comme un canal voltage-dépendant régulé par le gradient
électrochimique établi de part et d’autre de I’'IM. En effet, le PTP esf sensible aux
variations physiologiques du potentiel de membrane mitochondrial (entre 120 et 180
mV), une diminution de Ay, favorisant la cdnformation ouverte (29, 220, 252). Cette
régulation semblerait attribuable a la présence d’au moins un résidu histidine du c6té
matriciel et de deux résidus cystéines qui agiraient comme senseurs (221). Ainsi, les
agents oxydants qui convertissent les groupements thiols des résidus cystéines
(senseurs) en ponts disulfures, modifient la sensibilité du PTP au voltage a un premier
site et facilitent la transition vers la conformation ouverte (221). L’oxydation des
réserves de nucléotides pyridiniques (NADH et NADPH) favorise également
’ouverture du PTP en modulant un deuxiéme site du senseur (12). D’ailleurs, le
stress oxydant peut contribuer a la diminution du contenu en nucléotide pyridiniques,
et donc a I’ouverture du PTP, puisque le pool de glutathion, dont I’oxydation
constitue un systeme de défense de premicre importance dans la mitochondrie, est en

équilibre redox avec le pool de NADPH (50, 159).

Par ailleurs, Ay, étant maintenu par la phosphorylation oxydative, tous les
agents découplants (e.g. FCCP, CCCP, DNP, acides gras) favorisent I’ouverture du
PTP dans la mesure ol une quantité suffisante de Ca’* est déja présente dans la
matrice (221, 316).

Les ligands du transporteur des nucléotides adényliques (ANT), un constituant

présumé du PTP, peuvent aussi avoir un effet modulateur sur I’ouverture du PTP. En
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effet, I'atractyloside, favorise I’ouverture du PTP en bloquant I’ANT lorsque ses sites
de liaison font face au cytosol (106), tandis que I’acide bongkrékique (BA) inhibe le
PTP en bloquant I’ANT lorsque ses sites de liaison font face a la matrice (124). Les
nucléotides adényliques ADP et ATP inhibent aussi I’ouverture du PTP en se liant

directement avec PANT (110, 117).

Tel que mentionné précédemment, ['agent immunosuppresseur cyclosporine
A (CsA) et ses analogues empécheraient la formation du complexe multi-protéique
du PTP en se¢ liant avec la cyclophiline D dans un mode de compétition avec le
calcium (38, 65, 82, 316). De plus, I’effet du calcium peut étre contré par la présence
d’autres cations bivalents tels que Mg™, St**, Mn®" et Ba®* qui pourraient étre des
compétiteurs pour les sites de liaison de Ca** (31, 118, 316). Finalement, il a aussi
été proposé que la présence de protéines anti-apoptotiques de la famille de Bel-2
(Bcl-2 et Bel-xy,) puisse favoriser la conformation fermée tandis que les protéines pro-
apoptotiques de la méme famille (Bax, Bak, Bid) pourraient agir comme facilitateurs

(voir "article de synthése (162))
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Figure 5. Résumé des principaux facteurs qui régulent I’état d’ouverture du PTP. CyP-D : cyclophiline

D, CsA : cyclosporine A, Aym : potentiel de membrane mitochondrial, GSSG : glutathion oxydé,

GSH : glutathion réduit, IM: membrane interne mitochondriale, OM: membrane externe

mitochondriale, P; : phosphate inorganique.
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1.2.4.2.2. OQOuverture non-régulée du PTP

D’autre part, Scorrano et al. (252) ont proposé en 1997 I’existence d’un mode
non-régulé d’ouverture du PTP suggérant I’existence d’un phénoméne dans lequel un
dommage mitochondrial entrainerait la perméabilisation de I’'IM. Puis, en 2002, He
et Lemasters (120) ont proposé I’hypothése selon laquelle dans le mode d’ouverture
non-régulé, le pore serait formé par des protéines membranaires ayant été abimées par
un stress oxydant ou par un autre type de dommage. Dans cette situation, les
protéines endommagées formeraient des agrégats qui laisseraient passer de maniére
non-spécifique les solutés a travers I’IM en formant un canal, grace a I’exposition de
leurs résidus hydrophiles (Figure 6)(120). Dans ce modele, les protéines
chaperonnes, dont la cyclophiline D, pourraient se lier & ’agrégat de protéines
endommagées, empéchant ainsi le passage de solutés par le canal. Sous I’effet d’une
forte concentration de calcium, le complexe formé précédemment serait toutefois
perturbé et libérerait le canal. Cet effet pourrait étre antagonisé par la CsA tant et
aussi longtemps que le nombre d’agrégats ne dépasse pas en nombre la cyclophiline
D disponible (120). Cette théorie ne fait pas I’unanimité (81), mais pourrait toutefois
contribuer a expliquer la formation de pores qui ne répondent pas a |’effet de la CsA,

particulierement en conditions ou les stress oxydant et calcique sont augmentés (317).
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Figure 6. Schéma illustrant I’hypothése de [’ouverture non-régulée du pore de perméabilité

transitionnelle. Tiré de (120).
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1.3. Dommage ischémique : réle des mitochondries et du
PTP

L’ischémie cardiaque se caractérise par une interruption partielle ou complete
de I’approvisionnement sanguin dans une région du myocarde. La sévérité des
dommages induits par la pénurie en substrats énergétiques et en oxygene dépend de la
superficie et de la localisation de la région atteinte ainsi que de la durée de I’ischémie.
Il est par ailleurs bien connu que le rétablissement de la perfusion coronaire dans les
régions ischémiques contribue, de maniere paradoxale, au dommage cardiaque et ce
d’autant plus que la période d’ischémie aura été sévére. Généralement, une courte
période ischémique (1 @ 5 minutes) provoque une tachycardie ventriculaire ou une
période de fibrillation sans qu’un dommage permanent ne s’installe. Par ailleurs, une
période d’ischémie plus longue (5 a 20 minutes) entraine fréquemment un
phénomene d’hibernation (stumning), caractérisé par une diminution de la
contractilité. Toutefois, ’hibernation n’est pas accompagnée d’une perte cellulaire
nécrotique ni apoptotique trés marquée. Ce n’est généralement que lorsque la période
d’ischémie est poursuivie au-dela de vingt minutes que la nécrose et I’apoptose sont
activées et ce, durant |’ischémie ou au moment de la reperfusion, donnant lieu a une

perte irréversible des cardiomyocytes et a un infarctus (228).

[l est maintenant bien établi que I'ouverture du PTP contribue de maniére
significative aux dysfonctions contractiles et a [’activation de la mort cellulaire dans
_le ceeur soumis a une ischémie de cette durée. Ainsi, ["utilisation de la cyclosporine
A (CsA), un inhibiteur de I’ouverture du PTP, retarde I’apparition des signes de
nécrose (207) et d’apoptose (306) suite une anoxie-réoxygénation in vitro de
cardiomyocytes isolés. De plus, la CsA améliore la récupération fonctionnelle de
ceeurs isolés soumis a une ischémie-reperfusion (IR) (55, 96, 105) (Figure 7) et

diminue la taille de I’infarctus suite a une occlusion de I’artére coronaire (11, 116,
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été attribués a la SanglifehrinA (SfA) et a NIM811, deux analogues de CsA qui
inhibent I’ouverture du PTP, mais qui n’ont pas d’effet immunosuppresseur,
supportant [’idée que c’est réellement l’inhibition du PTP qui entraine [’effet
bénéfique observé (11, 55, 140). Qui plus est, chez les souris transgéniques
n’exprimant pas la CypD (la cible de la CsA), le dommage ischémique et la nécrose
suite a la reperfusion sont diminués, renforgant le réle du PTP dans ces phénoménes

(19, 203).

D’autre part, le développement de 1a méthode de séquestration mitochondriale
du [*H]2-deoxyglucose ([*H] DOG) par le groupe de Halestrap (95, 104) a permis
d’obtenir une mesure directe de [’ouverture du PTP dans le cceur isolé soumis a une
IR. Leurs travaux ont permis de montrer que le PTP demeure fermé durant
I’ischémie (95), mais que son ouverture est rapidement activée deés les premiers
instants de la période de reperfusion (Figure 8)(104). Des résultats similaires ont
aussi été obtenus par Di Lisa et al. (73), en mesurant la reliche de NAD"

mitochondrial suite a une IR dans un cceur perfusé.
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Figure 7. La CsA et la SfA protégent le cceur ischémique du dommage induit lors de la reperfusion.

a) L’ajout de CsA ou de SfA entraine une meilleure récupération fonctionnelle aprés 30 minutes de

reperfusion, tel que mis en évidence par une meilleure préservation de la pression développée par le

ventricule gauche (LVDP) et une pression télédiastolique plus faible (LVEDP). Les valeurs de LVDP

sont significativement plus grandes et celles de LVEDP sont significativement plus basses avec CsA et

SfA comparées a celles du groupe contréle (p<0.001). b) CsA et SfA diminuent la relache de la lactate

déshydrogénase (LDH) suggérant une incidence moindre de mort nécrotique. * p<0.05 pour CsA ou

SfA comparé au groupe contrdle. Tiré de (55)
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Figure 8. Séquestration mitochondriale de déoxyglucose lors de la reperfusion suite a une période
d’ischémie de 30 minutes. L’ouverture du PTP est maximale aprés 5 minutes de reperfusion. Tirée de
(108).

L’ouverture du PTP n’a pas lieu durant I’ischémie, mais la durée de celle-ci
influence toutefois I’importance des dommages observés lors de la reperfusion. En
effet, une période ischémique de 10 minutes entraine une ouverture significative du
PTP au cours de la reperfusion sans qu’il n’y ait de dommage irréversible du
cardiomyocyte (10, 95). Toutefois, I’augmentation de la période ischémique
provoque I’ouverture du PTP dans une plus grande fraction des mitochondries au sein

de chaque myocyte, ainsi que dans un plus grand nombre de myocytes.
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D’ailleurs, plusieurs phénomeénes enclenchés au cours de I’ischémie et/ou de
la reperfusion contribuent a augmenter la probabilit¢ d’ouverture du PTP dans le
coeur. Au cours de la période d’ischémie, I’absence d’oxygene engendre un arrét
rapide de la chaine respiratoire, entrainant une perte partielle ou totale de la force
proton-motrice (270). Ceci donne lieu a une diminution rapide et importante du
contenu tissulaire en ATP et en phosphocréatine ainsi qu’une accumulation d’ADP,
de Pi et d’ions H" et ce, malgré la stimulation de la production d’ATP par la
glycolyse anaérobie (141, 146, 270). L’accumulation d’ADP provoque quant a elle
une augmentation de sa dégradation successive en IMP, en adénosine, en inosine puis
en xanthine, menant ultimement a une perte du contenu tissulaire en nucléotides
adényliques (35, 146). Cette interruption du renouvellement de I’ATP donne
rapidement lieu a I’arrét de la fonction contractile et altére la fonction des pompes
ioniques ATPases (e.g. Na'/K'-ATPase et Ca’*-ATPase), ce qui induit
progressivement une perturbation de I’équilibre ionique et provoque I’accumulation
cytosolique de sodium et de calcium dans les cardiomyocytes (280). L’ischémie
prédispose donc a I’ouverture du PTP en causant une déplétion du contenu tissulaire
en nucléotides adényliques et en entrainant une surcharge calcique (280). Cependant,
le pH acide, [I’incapacité¢ des mitochondries non-énergisées a prendre le calcium
s’accumulant dans le cytosol (la prise de Ca®* nécessitant un potentiel de membrane
mitochondrial) ainsi que la présence d’ADP pourraient expliquer [’absence

d’ouverture du PTP au cours de I’ischémie (280).

Toutefois, la réoxygénation ayant lieu au cours de la reperfusion contribue de
maniere importante au déclenchement de I’ouverture du PTP. En effet, oxygéne
permet le rétablissement partiel ou total de la force proton-motrice. Ceci permet
I’entrée dans la matrice mitochondriale du Ca*" cytosolique accumulé durant
I’ischémie, un facteur crucial pour I’ouverture du PTP (316). Par ailleurs, le
rétablissement du flux d’électrons a travers les complexes de la chaine respiratoire

donne lieu a une augmentation importante de la production d’O;" et de H,O, (8, 294).
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Cette augmentation de la production de ROS est une conséquence de 3 événements
ayant lieu lors de I’ischémie : 1) I’accumulation de dommages aux complexes I et II1
de la chaine respiratoire, les rendant plus susceptibles aux fuites d’électrons, 2)
[’accumulation d’ubisemiquinone, un intermédiaire instable des quinones de la chaine
respiratoire, pouvant réagir avec I’oxygeéne moléculaire et 3) la déplétion des réserves
antioxydantes enzymatiques (SOD, catalase) et non-enzymatiques (glutathion
réduit)(190, 270). De plus, I’effet inhibiteur du pH acide sur I’ouverture du PTP qui
prévafait durant la période ischémique est rapidement levé par le retour du pH a des
valeurs normales dans les premiéres minutes de la reperfusion, sensibilisant

davantage les mitochondries a une transition de leur perméabilité (Figure 9)(104).
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Figure 9. Ischémie-reperfusion et ouverture du PTP. Tiré de (61).
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1.4. Exercice et cardioprotection

1.4.2. Introduction

11 est maintenant bien accepté que la pratique réguliére d’une activité physique
diminue la mortalité et la morbidité liées aux maladies cardiaques ischémiques (200,
216, 253, 260, 265). La pratique réguliére d’une activité physique est associée avec
une réduction de 30 a 50% du risque de souffrir d’insuffisance coronarienne et, méme
si la pratique réguliére de fagon ininterrompue tout au long de la vie est associée aux
niveaux de risque les plus faibles, une diminution importante des risques est aussi
observée chez des individus qui commencent a étre actifs aprés 40 ans (299). De
plus, il a également été démontré que le taux de survie des patients victimes d’un
infarctus du myocarde est supérieur si ceux-ci ont préalablement maintenu un rythme
de vie actif (200), indiquant que I’exercice permet non seulement de prévenir la

maladie coronarienne, mais également de protéger contre ses conséquences.

Ces effets bénéfiques sont reliés a I’impact de I’entrainement physique sur
plusieurs facteurs de risque cardiovasculaires. L’exercice régulier contribue
effectivement a prévenir le développement de I’hypertension et a diminuer la pression
artérielle moyenne (260). 11 permet également de diminuer le surpoids, la résistance a
’insuline, I’accumulation de lipides sanguins ainsi que les processus d’inflammation
chronique (24, 260, 299). Compte tenu de la nature des travaux effectués dans cette
thése, ces aspects de la réponse a I’entrainement ne seront cependant pas traités en
détails, mais plusieurs excellentes revues de littérature sont disponibles a ce sujet (93,

196, 260, 296, 311)

Par ailleurs, un bon nombre d’études menées a 1’aide de modéles animaux au
cours des quinze derniéres années ont contribué¢ a démontrer que I’exercice régulier

engendre des adaptations cardiaques qui permettent d’atténuer les dysfonctions
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contractiles et le dommage tissulaire induit par I’ischémie-reperfusion (3, 14, 16, 18,
34,35,41-44,47, 52, 68, 69, 76, 84, 111-114, 123, 128, 143, 153, 169, 170, 175, 176,
182, 188, 189, 198, 217, 227, 232, 233, 248, 273, 278, 284, 285, 287, 307, 308, 313).
Quelques études récentes démontrent également que 1’exercice protége contre des
stress oxydants induits par le traitement chronique avec des composés anti-tumoraux
comme l’adriamycine et la doxorubicine qui sont bien connus pour leurs effets
cardiotoxiques (14, 15, 144). Dans cette section, une revue des effets de
’entrainement sur la fonction mitochondriale ainsi que des mécanismes suggérés
pour expliquer cet effet cardioprotecteur sera présentée. Lorsque pertinents, des liens
entre ces mécanismes et une diminution possible de la vulnérabilité a I’ouverture du

PTP seront établis.

1.4.3. Effets de ’entrainement sur les propriétés fonctionnelles et le

dommage post-ischémique

Plusieurs études effectuées a I’aide d’un modéle d’occlusion coronaire in vivo
ont démontré que 1’entrainement est associé a une meilleure résistance au dommage
induit lors d’une IR (Tableaux 1 et 2) (3, 18, 68, 69, 76, 111-113, 123, 143, 188, 189,
227, 233, 308, 313). Cette résistance est mise en €vidence par une diminution de la
taille de I’infarctus ou une meilleure récupération de la fonction contractile en période
de reperfusion (Figure 10). Une protection similaire a été observée sur des cceurs
isolés perfusés ex vivo en modes Langendorff et travaillant (34, 35, 41-44, 47, 52, 84,
114, 128, 153, 169, 170, 175, 176, 182, 198, 217, 232, 248, 273, 278, 284, 285, 287,
307), indiquant que la cardioprotection peut aussi étre mis en évidence lorsque le
cceur est privé des effets systémiques de I’entrainement (Figure 11). Par ailleurs, il est
important de noter que I’occurrence d’hypertrophie physiologique n’est pas
obligatoire & l’apparition d’un phénotype cardioprotecteur. En effet, méme si certains
programmes d’entrainement induisant une protection sont associés a une hypertrophie
(dix-sept études sur les quarante-huit disponibles)(14, 16, 34, 35, 41, 44, 47, 68, 114,
128, 143, 153, 227, 248, 273, 287, 313) (Tableau 1), la littérature portant sur
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Pentrainement de courte durée suggére qu’un niveau de protection semblable en
amplitude peut-étre induit en absence compléte d’hypertrophie (3, 18, 42, 43, 52, 69,
76, 84, 111-113, 123, 169, 170, 175, 176, 182, 188, 189, 198, 217, 232, 233, 278,
284, 285, 307, 308) (Tableau 2).
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Figure 10. Meilleur maintien de la fonction contractile lors de I’IR avec I’exercice. La pression
développée par le ventricule gauche (LVDP) est significativement plus grande lors de 1'ischémie et de
la reperfusion dans les groupes ayant fait un exercice dans un environnement chaud (E-Warm) ou froid
(E-Cold) comparés au groupe contrdle (C). # p<0.05 pour E-warm et E-cold versus C. * p<0.05 pour

E-warm versus C. Tiré de (111). -
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Figure 11. L’entrainement diminue la taille de I’infarctus suite a une IR. Taille de I’infarctus exprimée
en pourcentage de la zone a risque ischémique. La taille de I’infarctus est significativement plus petite

dans le groupe entrainé (Tr) comparé au groupe contrdle (Sed) (p<0.05). Tiré de (42).
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Tableau I. Etudes rapportant un effet cardioprotecteur d’un exercice avec

hypertrophie cardiaque
Référence Modéle Exercice I/R (durée) Résultats et/ou mécanismes proposés
Jietal Rat SD Nage In vivo (OCG) 1 glutathion, | dégradation nucléotides
(143) F 5 SEM 30/15 adényliques / modif. utilisation des substrats
Harris et Starnes Rat SD Course In vitro (CT) 1 HSP70 (*mesures des protéines et
(114) M 3,6 0u9 SEM  22.5/30 activités enzymatiques sans IR)
Scheuer et Stezoski | Rat Wistar ~ Nage In vitro (PL/CT)  * hypoxie et non ischémie
(248) M 8§ SEM 5/5 N/S
Zhang et al. Rat SD Nage In vivo (OCG) 1 expression et activation d’ Akt via PI3K,
(313) M 8§ SEM 30/240 | apoptose (TUNEL+), | activité caspase 3
Spencer et al. Rat Wistar Nage In vitro (PLr) 1 activité CK, 1 réserve coronaire
(273) F 8-10 SEM 16*/32 * hypoxie # ischémie
Demirel et al. Rat SD Course In vivo (OCG) | peroxydation 1 HSP72
(68) F 10 SEM 5/10
Powers et al. Rat SD Course In vivo (OCG) | peroxydation, | oxydation thiols,
(227) F 10 SEM 20/10 1 HSP72, 1 activité PFK , Mn/Cu-ZnSOD
Burelle et al. Rat SD Course In vitro (CT) | oxydation du glucose post-ischémie et 1
(44) F 10 SEM 20/40 oxydation du palmitate pré/post-ischémie
Chaves et al. Rat Wistar  Course In vitro (PL) 1 activité SOD et GPx ‘
47) M 10 SEM 30/60
Kihlstrom Rat Wistar  Nage In vivo (PL) | peroxydation (| TBARS), 1 G6PDH /
(153) M 11 SEM 45 /20 1 potentiel anaérobique, 1 act. CK, 1 GSH
Hwang et al. Rat SD Course In vitro (PL) 1 expression chaines lourdes de myosine
(128) M 10-12 SEM 15/30 (MHC-B)
Brown et al. Rat SD Course In vitro (PL) 1 expression canaux sarcoK op
41) F 12 SEM 60/180
Bowles et al. Rat F344 Course In vitro (CT) N/S
(34) M 11-16 SEM 25/15
Bowles et al. Rat F344 Course In vitro (CT | prise de Ca®" sarcolemmale en reperfusion
(3%5) M 11-16 SEM modifi€) 25/15 | perte nucléotides adényliques et PCr
Ascensao et al. Rat Wistar  Course In vitro (AR 1 HSP60 et 70 1 MnSOD, Cw/ZnSOD
(14) M 14 SEM mito) 1/4 (contenu et activité) | MDA
Ascensao et al. Rat Wistar Course In vitro (AR | peroxydation des lipides, tHSP60 et
(16) M 14 SEM mito) 1/4 HSP70/ 1 antioxydants
Thorp et al. Rat SD Course In vitro (PL) M : cardioprotection tHSP70
(287) MetF 14 SEM 30/30 F : # cardioprotection, {HSP70, |eNOS

M: mailes, F: femelles, SEM: semaines, OCG: occlusion coronaire gauche, PL: perfusion
Langendorf, CT: cceur travaillant, AR : anoxie-réoxygénation, IR : ischémie-reperfusion, CK:
endothelial nitric oxide synthase, G6PDH: glucose-6-phosphate
déshydrogénase, GSH : glutathion réduit, HSP : heat shock protein, MDA : malondialdéhyde, MHC-
B : isoforme béta de 1a chaine lourde de myosine, Mn/Cu-ZnSOD : manganese/cuivre-zinc superoxyde
dismutase, PCr : phosphocréatine, PFK : phosphofructokinase, TBARS : thiobarbituric acid-reactive
substances, *particularité de cette étude.

créatine kinase,

eNOS :
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un effet cardioprotecteur d’un exercice sans

hypertrophie cardiaque

Référence Modele Exercice I/R Résultats et/ou mécanismes proposés
Yamashita et al. | Rat Wistar Course In vivo (OCG) 1 activité MnSOD (via T ROS qui activent
(308) M 1 J (30min) 20/48h TNFa et IL2f3 qui activent MnSOD)
Yamashitaet al. | Rat SD Course In vitro (PL) 1 activation PKC
(307) M 1 J (30min) 35/120
Paroo et al. Rat SD Course In vitro (PL) M/F . : cardioprotection : T HSP70
217) M/F/Fgux 1J (60min) 30/30 F/F guxtoestrogines : # cardioprotection, |HSP70
Domenech et al. | Chien Course In vivo (OCG) 1 expression canaux Krp mitochondriaux
(76) N/S 1J(5x 5min)  60/270
Babai et al. Chien Course In vivo (OCG) T INOS
(18) MetF 1J (21min) 25/25
Starnes et al. Rat F344 Course 1] In vitro (CT) 4m: 1 HSP70 et catalase
(278) M (60min :70- 22.5/30 12m : t HSP70

4/12/21m 75%V Oqnay) 21m : tHSP70, catalase et MnSOD
Locke et al. Rat SD Course In vitro (PL) T HSP72
(182) M lou3J 30/30
Taylor et al. Rat SD Course In vitro (CT) 1 HSP72 (due a 1 de température)
(284) F lou3J 17/30
Brown et al. Rat SD Course In vitro (PL) 1 sarcoKatp
(43) MetF lous]J 60/120 (SED : + sarcoKrp et MnSOD chez F vs M)
Hoshida et al. Rat Wistar Course In vivo (OCG) 1 activité MnSOD
(123) M 2 J (30min/J) 20/48h
Taylor et al. Rat F344 Course In vitro (CT) | production ROS
(285) M 2 J (60min/J) 22.5/30
Hamilton et al. Rat SD Course In vivo (OCG) T MnSOD / 1 antioxydants
(111 F 3] 20/30
Lennon et al. Rat SD Course In vitro (CT) T HSP72 et catalase
(169) M 3] 20.5/30
Lennon et al. Rat SD Course In vitro (PL/CT) 1 catalase/ t antioxydants ou protéines
(170) M 3] 25/30 impliquées dans la gestion du Ca2+
Hamilton et al. Rat SD Course In vivo (OCG) | des arythmies via une 1 MnSOD
(112) M 3] 15/30
Quindry et al. Rat F344 Course In vitro (CT) | activation calpaines et caspase-3,
(232) M 3J 45/90 24-26m : tMnSOD / 1 antioxydants,

6/24-26m | activation de protéases par Ca**
French et al. Rat N/S Course In vitro (CT) | dégradation de SERCA?2a et de PLB,
(84) M 3J 25/45 | production résidus carbonyles (| ROS)
Quindry et al. Rat SD Course In vivo (OCG) | apoptose (TUNEL positif)
(233) M 3] 50/120
Demirel et al. Rat SD Course In vivo (OCG) T HSP72, 1 activité MnSOD,
(69) F 3ous]) 30/30 1 contenu GSH
Hamilton et al. Rat SD Course In vive (OCG) T HSP72, t MnSOD et SOD total
(113) F 5] 20/30 - 60/120 (si diéte riche en antioxydant # HSP72)
Chicco et al. Rat SD Course In vitro (PL) 1 canaux sarcoKap
(52) MetF 5] 60/120 (importance accrue chez F)
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Tableau 2 (suite)
Akita et al. Souris M Course In vivo (OCG) 1 activité iINOS
€)) eNOS™ et 7] 30/120
C57BL/6 ,
McElroy et al. Rat SD Nage In vivo (OCG) 1 vascularisation coronarienne
(189) M 5 SEM 48h
Libonati et al. Rat SD Course In vitro (PL) 1 SOD/ 1 activité G3PDH, 1 sensibilité des
175) M 6 SEM 20/30 myofilaments au Ca**
Libonati et al. Rat SD Course In vitro (PL) Préservation de la fonction diastolique de LV,
(176) M 6 SEM 20/30 | contracture
Marini et al. Rat SD Course In vivo (OCG) T MnSOD et HSP70, Texpression de plusieurs
(188) M 14SEM 30/90 genes liés au potentiel antioxydant, mais pas a
55%V Oxpax I’apoptose
Brown et al. Rat SD Course In vitro (PL) 1 réponse hyperémique, 1 perfusion hors de la
(42) F 20 SEM 60/120 zone d’infarctus, T MnSOD et CuSOD
Moran et al. Rat Wistar Course In vitro (PL) T HSP72
(198) M 24 SEM 20/15

M : méles, F : femelles, m : mois, SEM : semaines, OCG : occlusion coronaire gauche, PL : perfusion
Langendorff, CT: cceur travaillant, IR : ischémie-reperfusion, GSH : glutathion réduit, G3PDH :
glycérol-3-phosphate déshydrogénase, HSP : heat shock protein, 1IL2P : interleukine 2P, iNOS:
inducible nitric oxide synthase, LV : left ventricle, MnSOD : manganese superoxyde dismutase, OVX :
ovarectomisées, PKC : protéine kinase C, PLB : phospholamban, ROS : reactive oxygen species,
sarcoKATP : canaux KATP sarcolemmaux, SERCAZ2a : isoforme 2a de la pompe Ca®**-ATPase du
réticulum sarcoplasmique.

1.4.4. Mécanismes proposés

Plusieurs mécanismes ont été proposés afin d’expliquer la meilleure
récupération des cceurs de rats entrainés suite & une IR indépendamment du modéle
d’exercice utilisé (court ou long terme; course ou nage). Les mécanismes les plus
souvent cités dans la littérature sont une amélioration du potentiel antioxydant, une
augmentation de I’expression des protéines chaperonnes (HSP; heat shock proteins),
particulierement de HSP72, et une augmentation de I’expression et/ou de I’activité
des canaux potassiques sensibles & P’ATP sarcolemmaux (sarcoKarp) et
mitochondriaux (mitoKarp).  Une modification de la dynamique calcique

intracellulaire, une amélioration de la fonction mitochondriale et, plus récemment,
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une modification de I’expression de protéines pro- et anti-apoptotiques ont aussi été
suggérées. Une synthese des études rapportant un effet cardioprotecteur de I’exercice
ou de I’entrainement lors de I’IR ainsi que les mécanismes proposés par les auteurs
est présentée dans les Tableaux 1 et 2. Les études sont classées en ordre croissant de

la durée du protocole d’entrainement.

1.44.1. Stress oxydant

Un entrainement permettant une exposition réguliere a une produbtion accrue
de ROS permettrait une modulation et, plus précisément, une amélioration des
systémes antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques tant chez I’Animal (13)
que chez I’Homme (79). D’autre part, une supplémentation alimentaire en
antioxydants (113), la surexpression de I’isoforme mitochondrial de SOD (MnSAOD)
(49) ou [Putilisation d’antioxydants ciblant la mitochondrie (MitoQ) (2) contribuent
tous 4 diminuer les dommages induits par I’IR. 1l a ainsi été proposé que I’effet
cardioprotecteur de I’exercice régulier soit lié a une diminution du stress oxydant, ce
qui réduirait les dommages cellulaires induits par les ROS lors de I'IR et permettrait
donc une meilleure récupération. Suite a un épisode d’IR, plusieurs études montrent
une diminution des niveaux de malondialdéhyde (MDA) et des groupements
protéiques carbonylés indiquant une diminution de la peroxydation des lipides et de
’oxydation des protéines par les ROS, respectivement, au niveau du cceur de Rat
entrainé en comparaison au Rat sédentaire (14, 16, 68, 84, 111, 113, 227). De plus,
bien qu’une certaine variabilité existe dans la littérature en ce qui concerne le type
d’antioxydants pouvant étre modulés par ’exercice (13), ’adaptation la plus
fréquemment citée afin d’expliquer ’effet cardioprotecteur de I’exercice suite a ’'IR
est l’augmentation de [’activité et/ou de |’expression de SOD et, plus
particuliérement, de MnSOD au niveau du cceur entrainé (14, 16, 42, 47,69, 111-113,
123, 175, 188, 227, 232, 278, 308). L’augmentation de 1’activité de MnSOD est

favorisée par un exercice de haute intensité ou de longue durée (226) et semble un
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¢lément important du phénomene cardioprotecteur puisque son inhibition lors de
’entrainement par une technique de gewe silencing améne la perte de [’effet
bénéfique de I’exercice sur I’arythmie de reperfusion (112). Ces résultats sont remis
en question par d’autres auteurs qui observent un effet cardioprotecteur de
I’entrainement sans augmentation de I’activit¢ de MnSOD (170, 285). Ces études
utilisent cependant un protocole d’IR court induisant une hibernation (stunning) et
non un dommage important, suggérant des adaptations différentes selon I’ampleur du
dommage induit (229). Enfin, d’autres études suggerent aussi qu’une augmentation
de catalase (CAT) (169, 170, 278), de glutathion peroxydase et de glutathion
réductase (234), du contenu en glutathion réduit (GSH) (69, 143, 153) ou une
diminution de la production de ROS (145, 285) puissent étre impliquées dans I’effet
cardioprotecteur de I’exercice contre I'IR. D’autre part, la fonction de la chaine
respiratoire, considérée comme la source la plus importante de production de ROS
durant la reperfusion (291, 294), est mieux maintenue suite a un épisode d’anoxie-
réoxygénation i/n vitro dans des mitochondries isolées a partir de cceurs de rats
entrainés et ce phénomene est accompagné de niveaux de MDA significativement
plus bas lorsque comparé a des mitochondries isolées a partir de rats cceurs

sédentaires (14, 16).

Une diminution de la production de ROS pourrait favoriser la conformation
fermée du PTP. En effet, il a été montré qu’une augmentation du stress oxydant
favorise la conformation ouverte du PTP en entrainant I’oxydation des groupements
thiols de ’ANT (104). De plus, "oxydation des cardiolipins de la membrane interne
mitochondriale par les ROS facilite la relache de cytochrome ¢ et le dommage aux
complexes I, III et IV de la chaine respiratoire (224). Une diminution du stress
oxydant lors de I’IR entrainerait donc moins de dommages aux éléments de la chaine
respiratoire ce qui favoriserait la récupération du potentiel de membrane
mitochondrial lors de la reperfusion ainsi que le maintien d’une meilleure fonction
respiratoire et de niveaux adéquats de nucléotides adényliques, facilitant aussi le

maintien du PTP dans sa conformation fermée (14, 16, 316). De plus, la
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conformation fermée du PTP est aussi favorisé par le maintien d’un ratio glutathion

réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) élevé (316).

1.4.4.2, Protéines chaperonnes (HSP)

L’entrainement physique de courte (182, 278) ou de longue durée (16, 198,
244) augmente de 4 a 12 fois ’expression de HSP72 (111, 114, 182, 227, 284) et de
HSP60 (mitochondriale)(14-16), deux protéineé dont I’expression est fortement
accrue en réponse a un stress (par opposition a une forme constitutive comme
HSP73) et plusieurs études suggerent que la cardioprotection associée a I’exercice
pourrait étre attribuable a HSP72 (14, 16, 68, 69, 113, 114, 170, 182, 188, 198, 217,
227,278, 287).

En plus de leur role de chaperon permettant de faciliter la synthése de
nouvelles protéines suite 2 un dommage ischémique, 1’augmentation de ’expression
des protéines de la famille de HSP70 (dont HSP72 fait partie) est associée a la
translocalisation de nouvelles protéines permettant la réparation d’organelles, du
cytosquelette ou de pompes ioniques, ainsi qu’a la suppression de NADPH oxydase,
la réduction de la production de ROS et la protection des mitochondries contre les
ROS et les cytokines telles que TNFa et ce, probablement en stimulant I’activité de la
CAT et de la MnSOD (26, 282). HSP70 contribue aussi a inhiber la réponse
apoptotique en inhibant ’activation de JNK, en liant directement AIF et Apafl ce
qui ’empéche de former I’apoptosome ou en bloquant |’activation de caspase-3 (88).
De plus, aprés un choc hyperthermique entrainant une augmentation de HSP70, la
morphologie mitochondriale est mieux préservée (66, 225) et la fonction
mitochondriale est mieux maintenue aprés I’IR avec une accumulation moindre de
calcium ainsi qu’un RCR, une consommation d’oxygeéne en stade 3 et 4 et un
potentiel de membrane mieux maintenus comparativement aux mitochondries

controles (33, 134, 225, 310). Certains auteurs proposent toutefois que
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’augmentation de température corporelle et non de la charge de travail imposée au
ceeur a I’exercice soit responsable de 1’augmentation de HSP72 (274, 284). Un
entrainement au froid de 9 semaines n’entrainant pas d’augmentation de HSP72 n’a
pas d’effet cardioprotecteur (114) bien qu’un entrainement aigu au froid améliore la

récupération post-ischémique sans élévation de HSP72 (111, 233, 284).

11 est aussi proposé que Iaction cardioprotectrice des HSP soit plutdt induite
par I’augmentation concomitante d’enzymes antioxydantes (catalase, SOD) (15, 282)
ou par une diminution de la production de ROS (119). 1l a de plus été observé au
niveau du foie chez le Rat qu’un choc hyperthermique puisse contribuer & inhiber
lPouverture du PTP dans des mitochondries isolées subséquemment et ce,
possiblement grice a une augmentation de I’expression de la protéine mitochondriale
HSP25.  Ainsi, les HSP pourraient donc contribuer & limiter le dommage
mitochondrial induit durant I’IR en permettant de maintenir la morphologie et la
fonction mitochondriale et ainsi, un potentiel membranaire et une production d’ATP
adéquats pour la récupération des fonctions cellulaires. De plus, une accumulation
moindre de calcium et une préservation de I’ATP ainsi que le maintien d’un potentiel
de membrane favorisent la conformation fermée du PTP. Par ailleurs, tel que montré
par He et Lemasters (119), un role régulateur des HSP au niveau de 1’ouverture du

PTP n’est pas exclu.

1.4.4.3. Canaux K-ATP

Plusieurs études provenant du laboratoire de Moore (41, 43, 52) ont montré
une augmentation de I’expression des sous-unités Kir6.2 er SUR2A du canal Katp
aprés un entrainement de courte et de longue durée chez le Rat, suggérant une
augmentation de I’expression de I’isoforme sarcolemmal des canaux Karp. Cette
augmentation est corrélée avec une diminution de la taille de I’infarctus aprés I’IR

(41, 43, 52). De plus, I’inhibition pharmacologique de [’ouverture des canaux
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sarcoKapp par HMR-1098 abolit completement [’effet cardioprotecteur mis en
évidence par une diminution de la taille de l’infarctus suite a I’IR, tant d’un
entrainement de courte durée (1 et 5 jours) (52) que de longue durée (20 semaines)

(41) suggérant un role de ce canal dans le phénomene de cardioprotection.

Domenech et al. (76), en utilisant un protocole aigu d’exercice chez le Chien
(5 fois 5 minutes de course sur tapis roulant immédiatement ou 24h avant I’IR) ont
toutefois suggéré un rdle de I’isoforme mitochondrial du canal Karp puisque
["utilisation de [I’inhibiteur 5-hydroxydécanoate (5-HD) abolissait [’effet de
préconditionnement apporté par |’exercice aigu. Cet effet n’est toutefois pas observé
par Brown et al. (41) en utilisant le méme inhibiteur. Dans la littérature, il est
suggéré que I’ouverture des canaux mitoKa+p, provoque un influx d’ions K dans la
matrice mitochondriale, entrainant la dépolarisation membranaire suivie d’un
gonflement et d’une alcalinisation de I’espace matriciel ce qui, en période d’ischémie,
pourrait contrebalancer le phénoméne de contraction de la matrice observé lors de
I’ischémie et ainsi contribuer a diminuer I’hydrolyse d’ATP, maintenir I’intégrité de
’espace intermembranaire mitochondrial et accélérer la récupération de

concentrations optimales d’ATP lors de la reperfusion (60, 72).

Une augmentation de MgADP augmente la probabilité d’ouverture du canal
entrainant, au niveau sarcolemmal, une augmentation de I’efflux d’ions K" lors de la
repolarisation membranaire ce qui pourrait soit raccourcir la durée du potentiel
d’action et diminuer |’entrée de calcium par les canaux calciques de type L. pour ainsi
diminuer la surcharge calcique (97), soit réduire [’excitabilit¢ membranaire en
I’hyperpolarisant et préserver ainsi les réserves intracellulaires d’ATP (52, 142).
Ainsi, I’ouverture des canaux Karp pourrait contribuer a favoriser la conformation
fermée du PTP. D’ailleurs, il a ét¢ montré que I’ouverture pharmacologique des
canaux mitoKamp par le diazoxide diminue I’ouverture du PTP (59, 72). La

diminution du potentiel de membrane provoquée par I’ouverture des canaux
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mitoKa1p pourrait diminuer la force proton motrice nécessaire a ’entrée de calcium
dans la matrice mitochondriale ou pourrait causer une alcalinisation de la matrice
entrainant une légére augmentation de la production de ROS suffisante pour affecter

I’état redox des groupements thiols critiques, inhibant ainsi I’ouverture du PTP (72).

1.4.4.4. Dynamique calcique

Selon Bowles et Starnes (35), I’entrainement pourrait contribuer a prévenir la
surcharge calcique en diminuant ’entrée de calcium extracellulaire durant la
reperfusion tel que mis en évidence par une diminution de I’entrée de I’isotope BCa®
dans des cceurs entrainés comparés a des cceurs sédentaires. Cette diminution
pourrait étre due a une modulation des flux calciques trans-sarcolemmaux qui sont
contrdlés par les échangeurs Na'/H* et Na*/Ca®™ (35, 197). Dans des mitochondries
isolées de cceur de Rat (219) et de Chien (271) entrainés, I’accumulation de ¥*Ca?" est
aussi diminuée en comparaison avec des mitochondries de cceurs sédentaires. De
plus, Moran et al. (199) ont observé une augmentation de la densité des récepteurs a
la dihydropyridine (DHPR) et a la ryanodine (RYR) ainsi que de I’activité de la
pompe calcique du réticulum sarcoplasmique (SERCA-2) dans [’homogénat de
ventricule de cceur entrainé suite un entrainement de course de 24 semaines chez le
Rat. Par ailleurs, une détérioration de la fonction de SERCA-2 due une augmentation
de 2 a 7 fois de I’activité des protéases calpaines lors de I’IR a été montrée dans des
ceeurs perfusés (263). Une amélioration du systéeme de gestion du calcium par
|’entrainement, soit par une diminution de ['entrée de calcium dans le cytosol et/ou
par une augmentation de la reprise de calcium dans le réticulum sarcoplasmique
pourrait donc théoriquement diminuer I’entrée de calcium dans la mitochondrie et
ainsi prévenir une surcharge calcique et une activation prononcée des calpaines qui
entraineraient une perte de fonction. Par ailleurs, le calcium étant le principal agent
favorisant I’ouverture du PTP, tout mécanisme permettant de diminuer la surcharge
calcique durant la reperfusion pourrait contribuer a diminuer la probabilité

d’ouverture du PTP (316).
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1.4.4.5. Fonction mitochondriale

Penpargkul et al. (219) ont montré une I[égére diminution de la consommation
d’oxygene en stade 3 (respiration maximale supportée par 1’ajout d’ADP), mais
aucun changement du ratio ADP:O de mitochondries isolées de cceurs de rats
entrainés a la course pendant 8 semaines et ce, que ce soit en présence de substrats
respiratoires alimentant le complexe I (glutamate-malate) ou le complexe II
(succinate). Ascensao et al. (15, 16) ont aussi obtenu des ratios ADP:O et RCR
(respiratory céntrol ratio) similaires dans des mitochondries isolées de coeurs de rats
entrainés et sédentaires. Toutefois, ces auteurs ont mis en évidence de légéres
modifications des paramétres respiratoires avec l’entrainement en montrant une
augmentation de la consommation d’oxygene par milligramme de protéines
mitochondriales en stade 3 et en stade 4, ainsi que par une plus grande inhibition de la
respiration en stade 4 par I’addition de GDP, un inhibiteur spécifique des protéines
découplantes UCP, suggérant une diminution du potentiel de membrane par un
mécanisme impliquant les UCP (16). De telles modifications ne sont toutefois pas
observées systématiquement : d’autre études ne montrent aucune modification (35,
277) ou une diminution (166) de la consommation d’oxygene en stades 3 et 4 avec
’entrainement sans toutefois affecter les ratios ADP:O et RCR. Ainsi ’entrainement
ne semble pas affecter de fagon importante la fonction basale mitochondriale en

conditions normales.

Néanmoins, deux études ont étudié I’effet d’une anoxie-reperfusion (AR) in
vitro sur des mitochondries isolées a partir de cceurs de rats sédentaires ou entrainés
14 semaines & la course sur tapis roulant (14, 16). Suite a I’anoxie in vitro, tous les
parameétres respiratoires mesurés en présence de glutamate-malate (respiration en
stade 3 et 4 et les ratios RCR et ADP:O) sont altérés dans les mitochondries isolées a
partir des cceurs sédentaires. La respiration en stade 3 est diminuée, suggérant une
dysfonction de la chaine respiratoire suite a8 un dommage de ses enzymes

oxydoréductases et/ou une diminution de ’apport en équivalents réduits (16). De
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plus, la respiration en stade 4 est augmentée, sugéérant une augmentation de la
perrﬂéabilité de la membrane interne mitochondriale aux protons (16). Par ailleurs,
ces parameétres sont mieux préservés aprés I’AR dans les mitochondries isolées a
partir de cceurs entrainés, avec une diminution moindre de la respiration en stade 3 et
pas d’augmentation de la respiration en stade 4, entrainant ainsi une diminution
moindre du ratio RCR comparé au groupe sédentaire (Figure 12)(16). De plus, aucuh
changement n’est observé pour le ratio ADP:O dans le groupe entrainé aprés I’AR
suggérant un maintien de [’efficacité de la phosphorylation oxydative (14, 16).
D’ailleurs, on note une meilleure préservation des nucléotides adényliques suite a
I’[R dans les cceurs entrainés laissant suggérer un meilleur maintien de la production

d’ATP ce qui favoriserait le maintien du PTP dans sa conformation fermée (35, 143).
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Figure 12. L'entrainement prévient la diminution de la respiration mitochondriale aprés I'IR.

Mitochondries isolées de cceurs de rats sédentaires et entrainés a la course sur tapis roulant pendant 14
semaines respirant avec des substrats du complexe I (glutamate-malate). Respiration en stade 3 (A) et
en stade 4 (B). *p<0.05 comparé & avant |’anoxie-réoxygénation (A-R). # p<0.05 comparé au groupe

sédentaire. Tiré de (16).
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1.4.4.6. Eﬁ’ecteurs de mort cellulaire

Quelques études proposent que I’effet cardioprotecteur de I’exercice puisse
étre lié a une diminution de ’activation des voies apoptotiques. Une diminution
significative de [’apoptose, telle que mise en évidence par une diminution de ’indice
apoptotique (résultat positif au test TUNEL; terminal deoxynucleotidyl transferase
nick end labelling), a été montrée aprés I’IR suite a un entrainement de courte durée
sur tapis roulant (3 a 5 jours) (232, 233) et de longue durée (8 semaines) a la nage
(313) chez le Rat. De plus, dans ces études, I’activité de la caspase-3 est
significativement plus basse dans les cceurs entrainés lorsque comparés aux cceurs
sédentaires suite a4 I"IR (232, 233, 313). A I’état non-stressé (avant I'IR), peu de
changement sont observés avec |’entrainement en ce qui concerne I’expression de
Bax, AIF, Apaf-1 ou de I’activité de caspase-3, bien que certains auteurs aient
observé une augmentation de I’expression de Bcl-2 (267) ou et de Bax et Bcl-2, mais

sans changement au niveau du ratio Bcl-2/Bax (164).

Zhang et al. (313) ont observé une augmentation de ’expression d’ Akt avec
I’entrainement et, suite a I’IR, une augmentation de 2.5 fois de la phosphorylation de
celle-ci comparée a une augmentation de 1.6 fois dans le groupe sédentaire. La kinase
sérine-thréonine Akt, une cible de la phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), est une
médiatrice importante de la survie cellulaire et son activation a €té associée a une
meilleure survie suite a I’IR in vivo et in vitro (86). L’activation accrue d’ Akt dans le
groupe entrainé est accompagnée d’une augmentation de I’activation de GSK-3(3, une
cible d’Akt, et cette réponse est bloquée par un prétraitement a la wortmannin, un
inhibiteur de PI3K, ce qui entraine une augmentation de I’indice apoptotique et de la
taille de I’infarctus et donc, la perte de I’effet cardioprotecteur de 1’entrainement
(313). L’augmentation de 1’expression d’Akt avec |’entrainement pourrait étre di a
une augmentation des MAPK (mitogen-activated protein kinases), impliquées dans le
contrdle de la croissance cellulaire, dont ’augmentation a été¢ montrée a I’exercice

aigu et prolongé (133).
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D’autre part, Quindry et al. (232, 233) proposent plutét que |I’augmentation de
’expression de certains antioxydants, tel que MnSOD, puisse contribuer & diminuer
Dactivation des voies pro-apoptotiques. Tel que mentionné précédemment, une
augmentation de MnSOD, bien qu’elle pourrait ne pas étre liée avec [’effet
cardioprotecteur de I’exercice lors d’un stunning (112, 170), a toutefois été corrélée
avec une diminution de la taille de I’infarctus suite a une IR plus longue (308). De
plus, selon Temsah et al. (286), une augmentation des défenses antioxydantes pourrait
jouer un rdle dans le maintien de I’homéostasie du calcium intracellulaire durant I’IR
puisqu’une perfusion de SOD et de catalase avant et pendant I’IR améliore la relache
et la recapture de calcium par le réticulum sarcoplasmique et augmente I’expression
de I’ARNm de SERCA-2, RyR, phospholamban (PLB) et -calséquestrine.
Récemment, French et al. (84) ont montré qu’un entrainement a la course de 3 jours
sur tapis roulant chez le Rat n’entraine pas de changement au niveau du contenu
protéique en calpaine ou en calpastatine, la protéine inhibitrice endogene des
calpaines, mais abolit plutdt leur activation au méme niveau que lorsque I’inhibiteur
CI3 (calpain inhibitor 3) est ajouté au medium de perfusion avant 'IR. De plus,
I’inhibition de I’activation des calpaines dans le groupe entrainé est associé a une
prévention de la dégradation de SERCA-2 et de PLB lors de I’IR (84). Les calpaines
peuvent activer directement caspase-3 et sont des effecteurs de la mort cellulaire
nécrotique. Une diminution de Dactivation des calpaines pourrait donc étre
cardioprotectrice en contribuant a diminuer [’activation des voies de mort cellulaire.
Les mécanismes précis pour expliquer ce phénomene n’ont pas été €lucidés, mais les
auteurs suggerent qu’une augmentation de I’expression de certains antioxydants
pourrait prévenir I’activation des calpaines et/ou la dégradation de protéines
impliquées dans la gestion du calcium intracellulaire telles que SERCA-2 et PLB et
ainsi empécher la création d’un cercle vicieux dans lequel I’accumulation de calcium
intracellulaire suite a un dommage initial entrainerait une activation accrue de
protéases et ainsi, un dommage plus prononcé (84). Par ailleurs, les mémes

phénomeénes favoriseraient aussi le maintien du PTP dans sa conformation fermée.
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De plus, I’ouverture du PTP étant un élément déclencheur important de ces voies de
mort cellulaire, il est possible qu’une modulation de la probabilité d’ouverture du

PTP puisse contribuer a |’effet cardioprotecteur de I’exercice.

1.4.5. Résume

Plusieurs hypothéses ont été proposées dans la littérature pour tenter
d’expliquer I’effet cardioprotecteur de I’exercice. Récemment, Ciminelli et al. (54)
ont montré que suite 4 un entrainement aigu de S jours, I’ouverture du PTP est
diminuée dans un cceur perfusé soumis a une IR. Toutefois, il n’existe pas de
données sur I’effet d’un entrainement régulier sur la régulation du pore de
perméabilité transitionnelle mitochondrial dans le cceur. Or, a la lumiére des résultats
présentés dans cette section de revue de littérature, plusieurs points (e.g. diminution
du stress oxydant, meilleur maintien de la fonction mitochondriale grace aux HSP ou
a I’action des canaux Karp, diminution de la surcharge calcique) laissent présager que
I’entrainement pourrait moduler le PTP et que celui-ci pourrait jouer un role dans le

phénomene de la cardioprotection.

La premiére étude faisant 1’objet de cette thése avait donc comme objectif de
déterminer si un entrainement de 10 semaines de course sur tapis roulant chez le Rat
pouvait moduler la régulation du pore de perméabilité transitionnelle. Notre
hypothése était que I’entrainement diminuerait la probabilité d’ouverture du PTP lors

d’un stress calcique.
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1.5. Hypertrophie pathologique

1.5.2. Introduction

Le remodelage ventriculaire hypertrophique est une réponse typique du cceur a
plusieurs formes de stress. Ce processus peut étre déclenché en réponse a un stress
aigu comme la perte de tissu contractile a la suite d’un infarctus ou a des stress
chroniques, comme [’hypertension artérielle et la déficience valvulaire (83). Au
niveau des cardiomyocytes, I’hypertrophie cardiaque pathologique est accompagnée
d’une variété de changements, incluant des modifications de la gestion du Ca®*
intracellulaire, de la fonction des sarcomeres, du métabolisme énergétique ainsi que
de plusieurs voies de signalisation (27, 85, 149, 309). Des changements au niveau de
la matrice extracellulaire comme le remodelage du collagene et la prolifération du
tissu fibreux accompagnent également les changements observés au niveau des

cardiomyocytes (27, 83).

Contrairement aux adaptations observées en réponse a I’hypertrophie
physiologique induite par I’exercice, la plupart, sinon la totalité, de ces changements
semblent étres néfastes pour le cceur. En effet, plusieurs études épidémiologiques ont
associ¢ I’hypertrophie du ventricule gauche a une augmentation significative de la
morbidité et de la mortalité cardiovasculaire ainsi qu’a une augmentation des risques
de défaillance cardiaque (25, 27, 172). Cependant, malgré 1’association bien établie
entre I’hypertrophie cardiaque et ’insuffisance cardiaque, les raisons pdur lesquelles
certains cceurs progressent vers l’insuffisance alors que d’autres parviennent a

maintenir un état compensé sont encore trés mal connues.

Parmi les nombreux facteurs potentiellement impliqués dans la pathogénése
de I’insuffisance cardiaque, I’apparition de dysfonctions mitochondriales a fait |’ objet

de plusieurs études (186, 187, 191, 215, 238, 240, 256). Ceci tient principalement au
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fait que le développement de dysfonctions pourrait contribuer d’une part au
déséquilibre énergétique chonique observé dans le cceur insuffisant (6, 275) et d’autre
part & [’augmentation du niveau de stress oxydant (131, 132, 290). Suite au constat
que les mitochondries jouent un rdle crucial et universel dans la signalisation de la
mort cellulaire, plusieurs études récentes ont €galement investigué la voie
mitochondriale de mort cellulaire et fourni des évidences de son implication dans
I’insuffisance cardiaque (1, 235, 236, 241, 293). L’ensemble des évidences

expérimentales recensées a ce sujet seront discutées dans la section qui suit.

1.5.3. Dysfonctions mitochondriales dans le ceeur insuffisant

Les mitochondries de cceurs défaillants sont plus nombreuses, mais plus
petites que celles du tissu sain et elles sont caractérisées par un gonflement de leur
espace matriciel, la distorsion et la diminution du nombre de leurs cristae et une plus
grande incidence de rupture de leurs membranes intemes et externes (Figure 13) (17,
215, 240). De plus, ’altération de la structure mitochondriale est corrélée avec
d’autres indices de sévérité de la défaillance cardiaque tels qu’une augmentation des
niveaux plasmatiques de noradrénaline, une augmentation de la pression télé-

diastolique du ventricule gauche et une diminution de la fraction d’éjection (240).
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Figure 13. Ultrastructure cellulaire et mitochondriale dans un coeur défaillant.

Images de microscopie électronique de tissus de cceurs de souris contrfles WT (A) et transgeniques

TNFa-TG (B) (panneaux de gauche et du centre) et de mitochondries isolées (panneaux de droite).
Tiré de (215).

L’activite de plusieurs enzymes de la chaine respiratoire et de |’appareil de
phosphorylation oxydative est altérée dans le coeur défaillant. Plusieurs études ont
montré une diminution de ’activité des complexes 1 (131, 132, 247), II (137), 11I
(131, 137, 187, 194), IV (131, 231) et V (187, 194, 212) dans le cceur défaillant en
comparaison au cceur contrle. De plus, la capacité respiratoire mesurée au niveau de
mitochondries isolées (138, 215, 247, 250, 258) ou de fibres perméabilisées (256) est

aussi altérée dans différents modeles de défaillance cardiaque (Figure 14). Chez le
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Chien, une défaillance cardiaque induite par la création de plusieurs embolies
coronaires entraine une diminution de la capacité respiratoire des mitochondries
énergisées avec du glutamate et du malate en stades 2, 3 et 4 ainsi que du ratio RCR
dans toutes les régions du cceur étudiées, soient les parois subendocardiale et
subépicardiale du ventricule gauche, le septum ventriculaire et la paroi du ventricule
droit (256). Des résultats similaires sont observés chez I’Homme, dans des cceurs
dont la défaillance est due tant & une cardiomyopathie ischémique qu’a une
cardiomyopathie dilatée idiopathique (258). Chez le Rat, la consommation d’oxygene
et le ratio RCR de mitochondries isolées 12 ou 18 semaines aprés I’installation d’une
ligature de I’artére coronaire sont réduits en présence de divers substrats respiratoires
alimentant les complexes I, Il et IV et ce, en présence ou non d’ADP (138). D’autre
pért, dans un modele de défaillance cardiaque induite par la surexpression cardio-
spécifique du TNFa, la production d’ATP est significativement diminuée suggérant
une altération de la phosphorylation oxydative (215). De plus, chez ’Homme le ratio
PCr/ATP, diminué dans le coeur insuffisant, semble étre un indicateur de I’altération
du métabolisme ainsi qu’un facteur prédictif de la mortalité des patients atteints de
cardiomyopathie dilatée (208). Ce phénomene pourrait étre lié & une altération des
systémes de transfert d’énergie, notamment de la créatine kinase mitochondriale dont
I"expression protéique et I’activité totale sont diminuées lors de [I’insuffisance
cardiaque (295, 312). De plus, la créatine kinase mitochondriale, qui est considérée
comme un ¢lément putatif du pore de perméabilité transitionnelle (voir section 1.2.4),
peut moduler la probabilité d’ouverture du PTP en présence de créatine et une
diminution de son activité pourrait favoriser la conformation ouverte, permettant ainsi
le déclenchement des voies nécrotique et apoptotique intrinseque de mort cellulaire

(75).
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Figure 14, Consommation d'oxygéne de mitochondries isolées de cceurs défaillants,
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Consommation d’oxygéne en mg O,.mg protéine” .min" de mitochondries isolées de cceurs de chiens
normaux (e) ou défaillants (w). La respiration basale et la respiration mesurée aprés I’ajout des
substrats respiratoire glutamate-malate (SUB), d’ADP (ADP) et d’actractyloside (AT) sont
représentées dans différentes régions du myocarde : (a) paroi subendocardiale du ventricule gauche,
(b) paroi subépicardiale du ventricule gauche, (c) septum interventriculaire et (d) paroi du ventricule
droit. En (a) et (b), la ligne pointillée représente la respiration mesurée chez des souris Swiss Webster

controles, * p<0.05, { p<0.001. Tiré de (256).
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Par ailleurs, la diminution de la fonction mitochondriale au niveau du cceur
défaillant est associée a une augmentation du stress oxydant attribuée a une
augmentation de la production de ROS au niveau des complexes I et I1I de la chaine
de transport des électrons ou a une diminution des réserves antioxydantes (71, 130-
132, 156, 262, 268). L’augmentation de la production de ROS mitochondriale est
associée a une diminution significative de I’activité des complexes I et III au niveau
du cceur défaillant (131, 132). Une réduction significative de I’activité des enzymes
SOD et glutathion peroxydase (GPx) ainsi qu’une augmentation du contenu en
glutathion oxydé (GSSG) ont été observées chez le Rat et Cochon d’Inde défaillant
(71, 268). De plus, chez la Souris, I’inactivation cardio-spécifique du gene de la
MnSOD entraine le développement d’une défaillance cardiaque liée a I’augmentation
du stress oxydant. On observe chez ces souris une déformation de la structure des
critae mitochondriaux ainsi qu’une diminution de 1’activité des complexes I, I, III et

V de la chaine de transport des électrons (211).

En accord avec cette hypothése, une supplémentation en agents antioxydants
améliore la fonction cardiaque chez le Hamster cardiomyopathique BIO 14.6 et dans
un modéle de défaillance cardiaque induite par I’administration d’adriamycine chez le
Rat (156, 268). De plus, ’administration de bisoprolol, un B-bloqueur prévenant la
diminution d’expression et d’activité de MnSOD sans affecter ’activité de I’enzyme
NADPH oxydase, atténue le développement de la dysfonction cardiaque chez le
Hamster cardiomyopathique BIO TO-2 (129). Finalement, la surexpression de
MnSOD chez la Souris diabétique OVE26 améliore la fonction contractile du
cardiomyocyte et la fonction mitochondriale en atténuant la diminution de respiration

en stade 3 et du ratio RCR (259).

Une des conséquences possibles du stress oxydant mitochondrial dans le cceur
insuffisant est I’apparition de mutations de I’ADN mitochondrial (ADNmt) entrainant

une diminution des transcrits d’ ARN mitochondrial et de la synthése protéique (130).
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En effet, en plus d’étre situé¢ a proximité des éléments producteurs de ROS de la
chaine de transport des électrons, I’ADNmt ne posseéde pas de protéines protectrices
comme I’histone de I’ADN nucléaire et se réplique rapidement sans mécanismes de
réparation efficaces (301). De plus, I’expression de I’ADN mitochondrial, qui code
pour 13 protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative est contrdlée par le
nombre de copies, ce qui implique qu’une diminution importante du nombre de
copies d’ADNmt entraine inévitablement une diminution de la transcription de
’ARN mitochondrial et de la synthése des protéines de la chaine respiratoire
entrainant ainsi une dysfonction mitochondriale. L’impact de la présence de ROS sur
PADNmt a été mis en évidence in vitro dans des cellules isolées d’endothélium
vasculaire par une diminution significative du nombre de copies d’ADNmt en
présence de O, H,0, et ONOO™ (22). De plus, dans un modéle d’insuffisance
cardiaque induite par la ligature de I’artére coronaire chez la Souris dans lequel une
augmentation de la production de ROS a déja été montrée (131, 132), on observe une
diminution de 44% du nombre de copies d’ADN mitochondrial ainsi qu’une
diminution de 30 a 50% de tous les transcrits d’ARN mitochondrial en comparaison
au groupe contrdle (130). Par ailleurs, dans ce modéle, aucun changement n’est
observé au niveau de I’ARN messager de la chaine lourde de myosine ou de la
MnSOD, deux protéines dont I’expression est contrélée par I’ADN nucléaire. De
plus, chez ces souris insuffisantes, I’activité enzymatique des complexes I, Il et IV,
dont I’expression de plusieurs sous-unités est sous le contrdle de I’ADN
mitochondrial, est significativement diminuée (130). Les activités du complexe 1l et
de la citrate synthase, dont I’expression est contrdlée par I’ADN nucléaire, demeurent

toutefois inchangées (130).

Prises dans leur ensemble, les données disponibles démontrent donc la

présence de multiples dysfonctions mitochondriales dans le cceur insuffisant pouvant
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otentiellement diminuer la production d’énergie et nuire a 1’équilibre redox
p p g q

cellulaire.

1.5.4. Dysfonctions mitochondriales dans le cceur compensé

Néanmoins, durant la phase d’hypertrophie compensée, on observe une
prolifération de petites mitochondries dont [’ultrastructure semble normale (115,
283). On trouve donc un plus grand nombre de plus petites mitochondries, dont la
surface d’échange moyenne est augmentée (283). Les études ayant observé la
fonction mitochondriale lors du stade d’hypertrophie compensée sans dysfonction
systolique montrent que celle-ci est normale ou légeérement augmentée (Figure
15)(39, 57, 67, 165, 180, 272, 279, 283). La fonction respiratoire basale n’est pas
modifiée alors que la respiration en stade 3 est identique ou augmentée lors de
I’hypertrophie compensatoire et la phosphorylation oxydative demeure couplée (57,
67, 138, 279). Par ailleurs, le nombre de mitochondries est augmenté a ce stade de la
pathologie, probablement en réponse a une diminution du ratio ATP:ADP entrainé

par I’augmentation de la demande énergétique (303).
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Figure 15. Fonction respiratoire de base de mitochondries de cceurs hypertrophiés.

Fonction respiratoire de mitochondries isolées de cceurs de rats sham (blanc) et hypertrophiés (8
semaines de constriction de I’aorte) (noir) en stade 3 et 4 en réponse a divers substrats respiratoires.
G+M : glutamate plus malate, P+M : pyruvate plus malate, Succ : succinate, A+T : ascorbate plus

N,N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylendiamine (TMPD). Tiré de (39).
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Cependant, certaines études rapportent des modifications plus subtiles
notamment au niveau de la régulation du complexe IV de la chaine respiratoire. En
effet, & I’aide d’un modéle de constriction de I’aorte abdominale, Brookes et al. (39)
ont rapporté que les mitochondries de cceurs hypertrophiés sont plus susceptibles a
I’inhibition du complexe IV par le NO, qui exerce sont effet en compétitionnant avec
I’0xygéne pour un site de liaison entre ’héme et le Cu** au centre du complexe IV.
Ce remodelage hypertrophique est également associé a une augmentation de
I’expression de I’enzyme iNOS qui semble progressive. En effet, en comparaison
avec des cceurs normaux, I’expression d’iNOS est augmentée par un facteur de 1.7 et
3 4 8 et 22 semaines post-chirurgie, respectivement (39). Brookes et al. (39)
suggérent que malgré I’absence de dysfonction respiratoire évidente a 1’état basal in
vitro, une inhibition du complexe IV par le NO pourrait contribuer a affecter le
fonctionnement de la chaine respiratoire dans le coeur compensé in vivo. Cependant,
tel que mentionné par ces auteurs, une inhibition de ’activit¢ du complexe IV de
Pordre de 65% est nécessaire pour observer une diminution significative de la
respiration (39). 11 est donc improbable que 1’augmentation de la biodisponibilité et
de la sensibilité au NO entraine réellement une diminution de la respiration et de la
synthése d’ATP. Cependant, il est possible que ce phénoméne puisse contribuer a
augmenter la production de radicaux libres par les complexes de la chaine
respiratoire. En effet des études sur des astrocytes corticaux isolés montrent qu’une
inhibition partielle de la chaine de transport des électrons a un niveau insuffisant pour
entrainer une diminution du potentiel de membrane, de la consommation d’oxygéne
et de la synthése d’ATP provoque toutefois une augmentation de la production de
ROS qui persiste aprés que I’on ait levé I’inhibition (135). Cependant, peu d’études
ont directement mesuré la production de radicaux libres par la chaine respiratoire a ce

stade de la pathologie.

Par ailleurs, certaines études rapportent une augmentation de la capacité

antioxydante dans le cceur compensé. En effet, une augmentation de ’activité de
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SOD et de GPx est observée 12 semaines aprés I’induction d’une constriction de
I’aorte abdominale chez le Rat (100) et 10 semaines aprés la création d’une
constriction de 1’aorte ascendante chez le Cochon d’Inde (70, 71). De plus, dans ces
études, les niveaux de peroxydation lipidiques sont plus bas et le ratio GSH/GSSG est
plus élevé (70, 71, 100). Cette réponse bénéfique en apparence suggére néanmoins la
présence d’un certain stress oxydant qui ne peut-étre contenu qu’au prix d’une
augmentation des mécanismes de défense. Il est donc possible de concevoir que
I’incapacité a maintenir des défenses antioxydantes adéquates face a une montée de la
production de radicaux libres puisse jouer un rdle dans I’apparition des dysfonctions

de I’oxydation phosphorylante et dans la transition vers la décompensation cardiaque.

1.5.5. Role des mitochondries dan§ la signalisation de la mort

cellulaire dans le ceeur insuffisant

Plusieurs évidences expérimentales obtenues chez I'Homme et 1I’Animal
démontrent clairement la présence de multiples formes de mort cellulaire dans le
cceur insuffisant (74, 121, 147, 163, 206, 213). La présence accrue de cellules
affichant des marqueurs typiques d’apoptose comme la condensation de la
chromatine et la présence de fragmentation de I’ADN génohique sont rapportées
dans plusieurs études (148, 194, 195, 206, 213). Des signes de nécrose, possiblement
causée par des ischémies focales ou des processus d’inflammation chronique sont
également observés dans certains cas (121, 158). Finalement, des études récentes
démontrent également la présence d’autophagie dans le cceur insuffisant (121, 155,
158). Cependant, le role de cette forme de mort cellulaire dans le développement de
I’insuffisance demeure incertain et reste a étre caractéris€. Globalement, la perte de
cardiomyocytes associée a ces processus introduit probablement un cercle vicieux
dans lequel les cardiomyocytes restants sont soumis a des niveaux croissants de
stress. L’activation des mécanismes de mort cellulaire est donc pergue comme un

facteur important contribuant a la décompensation cardiaque (1, 235, 236, 241, 293).
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Bien que plusieurs mécanismes menent a I’activation de la mort cellulaire, un
bon nombre d’évidences expérimentales obtenues dans le cceur insuffisant suggérent
que les mitochondries jouent un réle important. En effet, une augmentation de la
reliche de cytochrome ¢ (246, 254), d’AIF et de HtrA2/Omi (266) ainsi que de
’activité de caspase-9 (246, 254) et caspase-3 (195, 206, 254) est observée au niveau

du ceeur insuffisant.

Tel que mentionné précédemment (section 1.2.3.3), deux grands mécanismes
de perméabilisation mitochondriales sont théoriquement impliqués dans ce
phénomeéne, le premier étant le recrutement et I’oligomérisation dans la membrane
externe des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bax, Bak, Bid, etc...) et le
second étant I’ouverture du PTP. Dans le cceur insuffisant des études menées chez
I’Homme (213) et I’Animal (195, 254) rapportent une augmentation de |’expression
du facteur pro-apoptotique Bax et une diminution de ’expression du facteur anti-
apoptotique Bcl-2. Ces observations ont mené a la suggestion que la formation de
pores dans la membrane externe est accrue en état d’insuffisance. Cependant, cette
hypothése demeure a étre confirmée puisque Bax et Bcl-2 agissent également comme

régulateurs du PTP (36, 160, 201, 2035, 218).

Par ailleurs, quelques études récentes démontrent clairement que I’occurrence
de I’ouverture du PTP est augmentée dans le cceur insuffisant (138, 215, 257). Les
premieres évidences proviennent d’études effectuées dans un modele d’insuffisance
cardiaque induite par la surexpression cardio-spécifique du TNFo. Dans ce modele,
les mitochondries sont plus vulnérables aux dysfonctions respiratoires induites par
une anoxie-réoxygénation /n vitro que les mitochondries contrdles, entrainant une
inhibition accrue de la phosphorylation oxydative (215). La respiration et la

production d’ATP sont aussi inhibées de maniére plus importante suite a une
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surcharge calcique dans les mitochondries de cceurs défaillants (215). De plus, leur
capacité de rétention calcique est moindre et la reldche de cytochrome ¢ suite a ’AR
et au stress calcique est augmentée, suggérant une plus grande susceptibilité
d’ouverture du PTP (Figure 16) (215). Ces résultats ont par la suite été¢ corroborés
dans des modéles physiologiques d’insuffisance cardiaque. En effet, Javadov et al.
(138) ont rapporté que I’ouverture du PTP est accrue dans le cceur de Rat insuffisant
isolé aprés 12-18 semaines de remodelage post-infarctus. Fait notable, cette ouverture
accrue est détectable en condition de perfusion normoxique (Figure 17), suggérant
qu’a ce stade de la pathologie, I’ouverture du PTP soit un processus bien enclenché
qui ne nécessite pas de stress inducteur supplémentaire (e.g. I’ischémie-reperfusion ex
vivo) pour étre observable. Ce phénomeéne est également accompagné de signes
indiquant une dysfonction mitochondriale notoire in vitro tels qu’une diminution de
la capacité respiratoire en présence de divers éubstrats respiratoires ainsi qu’une
susceptibilité accrue a I’inhibition respiratoire par le Ca>* en présence de pyruvate-
malate. D’autre part, Sharov et al. (255, 257) ont montré une diminution du potentiel
de membrane, de la synthese d’ATP, de la respiration COX-dépendante et de la
respiration en stade 3 en présence de malate et de pyruvate dans des cardiomyocytes
isolés perméabilisés provenant de cceurs défaillants de chiens. Sans toutefois prévenir
complétement ces dysfonctions, I’ajout de la CsA au milieu d’incubation a permis de
les atténuer (255, 257), montrant ainsi un lien clair avec ’ouverture du PTP. Par
ailleurs, en utilisant une technique de visualisation directe de I’ouverture du PTP sur
des cardiomyocytes intacts, ces auteurs ont montré une occurrence accrue d’ouverture

spontanée du PTP dans les cardiomyocytes provenant de cceurs insuffisants (257).
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Figure 16. La vulnérabilité mitochondriale aux stress oxydant et calcique est augmentée dans le caeur

défaillant.

Les mitochondries isolées de caeurs de souris normales (WT) et transgéniques surexprimant
TNFa (TG) ont été soumis & une anoxie-réoxygénation (Anox/Reox) (A-C,G) ou a un test de rétention
calcique (D-F,H). A,D : Tracés de respirométrie indiquant une inhibition plus sévére de la respiration
en stade 3 chez les mitochondries TG suite a I’ Anox/Reox ou au stress calcique. B,E : inhibition de la
respiration en stade 3. C,F : inhibition de la production d’ATP. G,H : immunobuvardage de la fraction
mitochondriale suite au stress oxydant (G) ou calcique (H) indiquant une augmentation de la reliche de

cytochrome c chezles TG.
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Figure 17. L'ouverture du PTP est augmentée suite i une ligature de I'artére coronaire chez le Rat.

Ouverture du PTP représentée par le nombre d'unités de DOG dans les mitochondries isolées de coeurs
de rats contrdles (Sham) ou hypertrophiés 12 (A) ou 18 (B) semaines apres une ligature de I’artére

coronaire (CAL). Les valeurs représentées sont les moyennes = SEM. *p<0.01. Adapté de (138).

Il est important de noter que dans ces trois études, I’activation de la transition
de perméabilité a été observée a une période de la pathologie ou de nombreuses
dysfonctions mitochondriales importantes sont déjad présentes. En effet, les
mitochondries de la Souris TNFo. présentent des altérations de la structure des cristae
et de la matrice, une augmentation significative de la fréquence du dommage a
’ADN mitochondrial, une diminution de [’activité de la créatine kinase, une
diminution marquée de la capacité de rétention calcique et une susceptibilité accrue
aux stress calcique et oxydant accompagnée d’une augmentation de la relache
mitochondriale de cytochrome ¢ (215). De méme, les résultats de Javadov et al.

(138) et Sharov et al. (255, 257) mettent en évidence que la diminution importante du
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Ay, et la diminution de I’activité respiratoire et de la synthése d’ATP au niveau des
mitochondries de cceurs insuffisants peut étre partiellement évitée par 'ajout de
cyclosporine A (Figure 18). Ces données sont également compatibles avec
I’ensemble des études qui ont évalué la fonction mitochondriale dans le cceur
insuffisant (voir section 1.5.3). Prises dans leur ensemble, ces études ne permettent
donc pas de déterminer si I’activation de la voie mitochondriale de la mort cellulaire
est une conséquence tardive de |’insuffisance cardiaque causée par {’accumulation de
dysfonctions mitochondriales ou un phénomene causal dans la pathogenese qui peut
survenir plus tot lorsque les mitochondries n’affichent pas encore des déficits

importants.
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Figure 18. Effet de CsA sur le potentiel de membrane de cardiomyocytes normaux (NL) et défaillants
(HF).

A : Ratios de I'intensité des signaux de fluorescence rouge/verte émise par la sonde JC-1. B : Relation
entre [e ratio de fluorescence et le potentiel de membrane mitochondrial. Le Ay, a été calculé de
maniére empirique en prenant la valeur de 150 mV pour les cardiomyocytes normaux, ce qui équivaut

a une Ayr, pour les cardiomyocytes HF : 92 mV, et HF+CsA : 118mV. Tiré de (257).
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1.5.6. Role des mitochondries dans la signalisation de la mort

cellulaire dans le ceeur compensé

Bien que plusieurs études aient clairement mis en évidence une activation des
voies mitochondriales de la mort cellulaire dans le cceur insuffisant, notre
comprehension actuelle des mécanismes menant a cette activation est limitée. Ceci
tient en partie au fait que peu d’études se sont consacrées a I’étude de ces voies au
cours de la phase compensée d’hypertrophie. Le groupe de Izumo (148), a étudié
cette question en utilisant le Rat Dahl-SS (salt-sensitive), un modéle d’hypertension
spontanée menant a I’hypertrophie cardiaque, puis a la décompensation apreés 6 et 12
semaines de diete enrichie en sel, respectivement. Avec ce modele, a [’état
d’hypertrophie compensée, Kang et al. (148) rapportent une augmentation du ratio
Bax/Bcl-x;, (due a une augmentation de I’expression de ’ARNm de Bax), de
’expression de I’ARNm des caspases-1, -2 et -3 et du récepteur de mort Fas ainsi que
de I’expression protéique de la caspase-9. Toutefois, a ce stade de la pathologie, les
auteurs n’observent pas d’augmentation de ’occurrence de fragmentation de ’ADN
nucléaire mesurée par marquage TUNEL sur des homogénats de tissu ventriculaire.
Cependant, cet indice apoptotique s’avére 15 fois plus élevé que dans les cceurs

normaux lorsque le stade d’insuffisance est atteint (148).

Un phénomeéne notable rapporté dans I’étude de Kang et al. (148) est qu’a
I’état compensé de la pathologie, les cardiomyocytes isolés sont plus vulnérables a
différentes formes de stress induisant la mort cellulaire, incluant le stress oxydant,
’ajout de staurosporine et l’anoxie-réoxygénation. En effet, I’indice TUNEL
(indicateur de [’apoptose) et le marquage nucléaire a [’iodure de propidium
(indicateur de la nécrose) rapportés sont supérieurs dans les cardiomyocytes
hypertrophiés comparativement aux cardiomyocytes contrles en réponse a ces
traitements (Figure 19). Puisque cette sensibilité accrue au stress des cardiomyocytes
isolés précede l’apparition d’indices d’apoptose avancée (i.e. fragmentation de

I’ADN) dans le tissu cardiaque, les auteurs ont suggéré qu’une augmentation de la
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susceptibilité au stress pourrait contribuer a la progression de I’hypertrophie

compensée vers I’insuffisance cardiaque (148).

Kang et al. (148) ne sont pas les premiers a constater la vulnérabilité du cceur
hypertrophié au stress. En effet, des expériences effectuées sur des cceurs isolés
perfusés ex vivo démontrent que I’hypertrophie est associé€e a une contracture précoce
durant la phase d’ischémie et & une récupération fonctionnelle inférieure a celle des
ceeurs controles durant la phase de reperfusion (7, 9). Cependant, I'effet de
I’hypertrophie sur la signalisation de la mort cellulaire n’a pas été documenté dans

ces études.
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Figure 19. Augmentation de la susceptibilit¢ aux stimuli apoptotiques avec I'hypertrophie
pathologique.

Susceptibilité de cardiomyocytes contréles (Cont) ou démontrant une hypertrophie physiologique (Ex)
ou pathologique (HS) & divers stimuli apoptotiques. A : Apoptose et % de viabilité suite & une
exposition de 24h a une dose de 0.1 mM de. peroxyde d’hydrogéne (H,O,). B : Fragmentation de
I’ADN suite a I’exposition 8 HO, MW : marqueur de poids moléculaire. C: Apoptose et % de
viabilité des cardiomyocytes controles et HS suite 4 un épisode d’hypoxie-réoxygénation (H/R) et une

exposition de 24h a 2uM de staurosporine (ST). *p<0.05 NS : non significatif. Tiré de (148).
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Par ailleurs, dans une étude plus récente, Sharma et al. (254) ont utilisé un
modéle de constriction de 1’aorte ascendante chez le Cochon d’Inde pour étudier la
signalisation de la mort cellulaire. Tout comme Kang et al. (148), ces auteurs
rapportent des indices suggérant une activation des mécanismes initiaux d’induction
de la mort cellulaire 4 1’état compensé de la pathologie tels qu’une augmentation du
rapport Bax/Bcl-2, une diminution du potentiel de membrane mitochondrial mesuré
sur des cardiomyocytes isolés, et une augmentation de la relache de cytochrome c.
Ces trois éléments sont des mécanismes qui se situent en amont dans la chaine
d’événements menant a la fragmentation de I’ADN et a I’apparition d’autres signes
typiques d’apoptose. Par-contre, aucune information n’est disponible au sujet du
mécanisme de perméabilisation mitochondriale impliqué et sur les facteurs qui

I’induisent.

Tel que mentionné précédemment, la majorité des é€tudes disponibles
suggérent que la fonction mitochondriale mesurée est essentiellement préservée au
cours de la phase compensée d’hypertrophie (voir section 1.5.4). Cependant, la
majorité de ces études ont évalué le comportement des mitochondries dans des
conditions optimales en absence de stress. Or, dans le cceur hypertrophié, les
cardiomyocytes et leurs mitochondries sont susceptibles d’étre soumis a des périodes
prolongées de stress dues, par exemple, a des périodes d’ischémies transitoires, a une
augmentation du stress oxydant et & un déreglement de I’homéostasie calcique
menant a une surcharge calcique en diastole (27). Une hypothese plausible pourrait
étre que les mitochondries développent une vulnérabilité anormale & I’ouverture du
PTP en réponse a certains de ces stress, et ce, méme en I’absence de dysfonction
majeure en absence de stress. Ce phénoméne pourrait contribuer a augmenter la
susceptibilité des myocytes aux dommages induits lors de stress aigus durant la phase
compensée et a I’activation franche de la mort cellulaire observée dans le cceur
insuffisant. Cette hypothése est compatible avec les trois observations suivantes.

Premiérement, les cardiomyocytes hypertrophiés sont plus sensibles a la mort
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cellulaire induite par I’anoxie-réoxygénation et le stress oxydant, dans lesquels
I’ouverture du PTP joue un r6le important (107, 148). Deuxiemement, les
mitochondries isolées a partir de cceurs hypertrophiés sont plus sensibles aux
dysfonctions respiratoires induites par 1’exposition au stress oxydant in vitro (165).
Troisiémement, le potentiel de membrane mitochondrial (AY) mesuré in situ dans les
cardiomyocytes hypertrophiés est inférieur a celui des mesures obtenues dans les
cardiomyocytes normaux (254). Bien que plusieurs facteurs affectent AV, cette
diminution pourrait refléter une occurrence accrue d’ouverture spontanée du PTP
dans les cardiomyocytes hypertrophiés. Cependant, la vulnérabilité mitochondriale a
I’ouverture du PTP en situation de stress n’a jamais été directement investiguée dans
le cceur hypertrophié. Les deux derniéres études de cette thése se sont penchées sur

cette question.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to determine if regular exercise (treadmill running, 10
weeks) alters the susceptibility of rat isolated heart mitochondria to Ca**-induced PTP
opening and whether this could be associated with changes in the modulation of PTP
opening by selected physiological effectors. Basal leak-driven and ADP-stimulated
respiration in the presence of substrates for complex I, I and IV were not affected by
training. Fluorimetric studies revealed that in the control (C) and exercise-trained (T)
groups, the amount of Ca*' required to trigger PTP opening was greater in the
presence of complex II vs I substrates (230 + 12 vs 134 £ 7 nmol Ca**mg/protein, P <
0.01; pooled average of control and trained groups). In addition, with a substrate
feeding the complex II, training increased by 45 % (P < 0.01) the amount of Ca*"
required to trigger PTP opening both in the presence and absence of the‘PTP inhibitor
cyclosporin A. However, membrane potential, reactive oxygen species production,
NAD(P)H ratio, and Ca?" uptake kinetics were not different in mitochondria from
both groups. Together, these results suggest the existence of a substrate-specific
regulation of the PTP in heart mitochondria and suggest that regular exercise results
in a reduced sensitivity to Ca**-induced PTP opening in presence of complex II

substrates.

Key words: Exercise, heart, mitochondrial function, calcium stress
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INTRODUCTION

Mitochondria play a pivotal role in controlling cell death through their
capacity to trigger both necrosis and apoptosis (16, 18, 25, 39). A number of studies
have shown that an increased permeability of the mitochondrial membranes is a key
event in these processes (37, 41, 59). Although several méchanisms of membrane
permeation have been suggested, one of the best documented involves the opening of

the permeability transition pore (PTP).

The PTP is a high-conductance nonspecific pore presumably formed by a
supramolecular complex spanning the double-membrane system of the mitochondria
mainly at contact sites. Altough it is increasingly recognized the the molecular
composition of the PTP is probably variable (61), the prevailing hypothesis is that it
includes the adenylate translocator (ANT), the porin pore (voltage-dependent anion
channel, VDAC), and the matrix protein foldase cyclophilin D. Opening of the PTP
induces the loss of mitochondrial membrane potential (A¥), uncoupling of oxidative
phosphorylation, high-amplitude swelling of the matrix, and the release of several
proapoptofic factors that are normally sequestered in mitochondria such as
cytochrome ¢, apoptosis-inducing factor, Smac/Diablo, endonuclease G, and
Omi/HtrA2 (5, 25).

In the heart, PTP opening was shown to occur during reperfusion after
ischemia and to be involved in contractile dysfunction and tissue injury (19, 23, 24,
31, 32, 35). This phenomenon can be explained by the fact that many of the
conditions required to open the PTP in vitro prevail in cardiac cells early during
reperfusion. On the other hand, ischemic preconditioning was shown to decrease the
sensitivity to PTP opening in isolated mitochondria (1) and intact cardiomyocytes
(28) and perfused hearts (27, 31). However, whether exercise training, another
physiological stress capable of inducing a cardioprotective phenotype (9, 14, 42, 51),

can beneficially alter the regulatory properties of the PTP remains largely unknown.
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Ca®" concentration ([Ca®"]) in the matrix is the most important determinant of
PTP gating, with high [Ca®"] favouring the open conformation (60). In addition, a
variety of factors modulate the sensitivity of the PTP to Ca®*, including variations in
the AW, redox state of pyridine nucleotides (PNs), reactive oxygen species (ROS)
production, and matrix pH as well as P; and adenylate content (see (60) for review).
In skeletal muscle mitochondria, the Ca®* sensitivity of the PTP was also shown to
depend on the type of respiratory substrate oxidized, with complex I donors acting as

sensitizers compared with complex II donors (22).

In the present study we therefore determined whether exercise training is
associated with changes in the sensitivity to Ca®*-induced PTP opening in isolated
heart mitochondria. We also determined whether the type of substrate used for
energization influences Ca**-induced PTP opening in this organ and whether exercise

training elicits changes in selected physiological modulators of PTP gating.
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METHODS
Animal care

All experiments were conducted according to the directives of the Canadian
Council on Animal Care and were approved by the Université de Montréal Animal
Care Committee. Female Sprague-Dawley Rats (Charles River, St-Constant, PQ,
Canada) weighing approximately ~250 g were housed in pairs and kept in a
temperature-, humidity-, and light-controlled (12:12 h light-dark cycle) environment.

The animals had free access to standard rat chow and water.

Exercise protocol

After a week of habituation, animals were divided into control (C) and
exercise-trained (T) groups. T rats were run on a motor-driven rodent treadmill
(Quinton Instruments, Seattle, WA) at 25 m/min and 16 % slope on 4 days/wk for 10
wk. Running time was set at 30 min during the first week, 60 min during the second
week, and 90 min during the third week. Running time was then maintained at 90 min

for the remaining 7 wk.

Materials

All chemicals were purchased from Sigma (St-Louis, MO), with the exception
of cyclosporin A (CsA; Tocris, Ellisville, MO), and Calcium Green-5N (Molecular
Probes, Eugene, OR).

Mitochondrial isolation

Heart mitochondria were prepared as described by Fontaine et al. (22) with
slight modifications. Animals were anesthetized (pentobarbital sodium 50 mg/kg ip)
48h after the last training session. Hearts were rapidly excised and immersed into ice-
cold isolation medium (buffer A; in mM: 300 sucrose, 10 Tris-HCI, 1 EGTA, pH 7.3)
and weighed. Ventricular tissue was minced with scissors in 5 ml of buffer 4
supplemented with 0.2% fatty acid free BSA and homogenized using a Polytron

tissue tearer (~3 s at a setting of 3). The homogenate was then incubated with the
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protease nagarse (1.5 mg/g) for 5 min and further homogenized at the same settings.
The homogenate volume was completed to 30 ml with buffer 4 + 0.2% BSA and
centrifuged at 800 g for 10 min. The pellet was discarded, and the supernatant was
decanted and centrifuged at 10000 g for 10 min. The pellet obtained was
resuspended in buffer B (in mM: 300 sucrose, 0.5 EGTA, 10 Tris-HCI, pH 7.3) and
centrifuged at 10 000 g for 10 min. After this washing step was repeated twice, the
final mitochondrial pellet was resuspended in 0.3 ml of buffer B to a protein
concentration of ~20 mg/ml. All procedures were carried out at 4°C. Protein -
determinations were performed using the bicinchoninic acid method (Pierce,

Rockford, IL), with BSA as a standard.

Mitochondrial respiration )

Mitochondrial oxygen consumption was measured polarographically at 22°C,
using Clark-type electrodes (Oxygraph, Hansatech Instruments, Kings Lynn, UK).
Experiments were started with the addition of 0.30 mg of mitochondria in 1ml of
buffer C (in mM: 125 KCl, 10 KH;PQ4, 0.05 EGTA, 10 Tris-MOPS, 2.5 MgCl,).
Respiratory substrates feeding complex I (SmM glutamate-2.5 mM malate), complex
II (5 mM succinate) or complex IV [0.] mM NNN’ N’-tetramethyl-p-
phenylenediamine (TMPD)- 1 mM ascorbate] were added in the incubation medium.
All substrates were free acids buffered to pH 7.3 with Tris. Experiments for the
complex II were made in presence or absence of the complex I inhibitor rotenone
(1uM) (Figure 1). The medium was then supplemented with 0.25 mM ADP to
measure maximal rate of oxidative phosphorylation (Vapp). When respiration reached
state 4 after complete phosphorylation of ADP, 0.5 uM oligomycin was added to
measure oligomycin-insensitive respiration (Vigo), Which eliminates the contribution
of slow turnover of adenylates to basal respiration due to the presence of residual
ATPase activity in the mitochondrial preparation. Respiratory control ratio (RCR)
was calculated as the ratio Vapp / Viiige, and the amount of ATP synthesized per

molecule of oxygen consumed ‘(P/O) was calculated before state 4 was reached.
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Calcium challenge:

Mitochondria (0.3 mg/ml) were incubated at 22 °C in 2 ml of buffer D (in
mM: 250 sucrose, 10 MOPS, 0.05 EGTA, 10 KH,POQ,, pH 7.2) containing glutamate-
malate (5 mM-2.5 mM) or succinate (5 mM) in the presence or absence of 1 uM
rotenone. Changes in extramitochondrial [Ca**] were monitored fluorimetrically
(Hitachi, F4500 spectrofluorometer) using Calcium-Green 5N (1 pM; excitation 505
nm, emission 535 nm) as described by Ichas et al. (30). Residual [Ca®*] was adjusted
to the same level at the beginning of every experiment by adding a small amount of
EGTA. Unless stated otherwise, Ca’" pulses (42 nmol/mg protein) were then added at
2-min intervals until a Ca**-induced mitochondrial Ca** release was observed.
Calcium retention capacity (CRC) was taken as the total amount of Ca” accumulated

by mitochondria before the Ca?" pulse triggering Ca** release.

In some experiments, mitochondrial AW was measured under the same
experimental conditions. For this purpose, Calcium-Green 5N was replaced with
rhodamine 123 (0.2 uM, excitation 503 nm, emission 525 nm), and measurements
were performed as described by Emaus et al. (21). Mitochondrial release of
thodamine 123 after uncoupling with 100 nM CCCP was taken as an index of AY.
Mitochondrial swelling in response to Ca®" pulses was measured under the same
experimental conditions, using light diffraction at a setting of 545 and 545 nm (29).
Each experiment was performed either in the presence or the absence of 1 uM CsA.
This concentration is commonly used (4, 22, 45) and is severalfold higher than that
required for full inhibition of PTP in liver (~0.15 uM: (47)) and ‘heart (~0.3 uM: (15,

17) mitochondria under standardized conditions of Ca*" loading.

ROS production
Mitochondrial H,O; production was measured fluorimetrically, as described by

Servais et al. (53) (excitation 319 nm, emission 420 nm). Mitochondria (0.1 mg/ml)
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were incubated in 2 ml of buffer D containing 5 U/mL of horseradish peroxidase
(HRP) and 0.1 mM homovanilic acid (HVA). At the end of each test 2 pmol of H,0,
was added as an internal standard to allow calculation of endogenous ROS production

by the respiratory chain.

Pyridine nucleotide oxidation-reduction status

The oxidation-reduction status of the mitochondrial PN pool was evaluated
based on endogenous NAD(P)H fluorescence (excitation 340 nm, emission 460 nm).
Mitochondria (0.3 mg/ml) were incubated in 2 ml of buffer D, and redox state of PNs
was measured in the presence of glutamate-malate (5 mM-2.5 mM) or succinate (5
mM) = rotenone (1 pM). Redox state of PN was calculated as described by Arieli et
al. (2): NAD(P)H ratio = (Fs — Fuin) / (Fmax — Fmin), Where F; is the fluorescence
measured after addition of respiratory substrates, Fy, is the baseline fluorescence of
mitochondria measured in the absence of respiratory substrates, which represents PNs
in their fully oxidized form, and F,,, is the fluorescence recorded after addition of 2
UM antimycin A, which represents PNs in their fully reduced form. Preliminary
experiments indicated that F;, values measured with this method were similar to

those obtained when mitochondria were uncoupled by the addition of 100 nM CCCP.

Mitochondrial Adenylate Content

Endogenous ATP and ADP contents were measured in neutralized perchloric
acid extracts using a luciferin/luciferase assay described by Drew & Leeuwenburgh
(20), with modifications. Briefly, ATP content was evaluated based on the light
production [Planck’s constant x frequency (Av)] from the reactions luciferin + ATP
— luciferyl adenylate + PP; and luciferyl adenylate + O, — oxyluciferin + AMP +
hv.

In an aliquot of the same sample, ATP + ADP content was measured in a
similar way after endogenous ADP was converted to ATP using excess amounts of

pyruvate kinase (20 U/ml) and phosphoenolpyruvate (PEP: 5 mM) added directly in
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the cuvette. ADP content was calculated by subtracting the bioluminescence decay
curves obtained in both samples. For every assay, baseline light emission (hv) before
the addition of the sample was subtracted from the luminescent decay. In addition, it
was verified that the presence of pyruvate kinase or PEP did not affect the

relationship between ATP concentration and hv.

Statistical analyses

Results are expressed as means + SE. Two-tailed Student’s t-tests were
performed to assess statistical significance. When multiple comparisons were made,
differences were compared with ANOVA and Tukey post hoc tests were performed
to identify the location of significant differences. The Bonferonni correction was
applied to the P value obtained to correct for multiple comparisons. A corrected P

value < 0.05 was considered significant.
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RESULTS
Morphometric parameters:

In line with our previous work (14), the exercise training regimen used in the
present study resulted in myocardial hypertrophy, as indicated by a significant
increase in heart weight, ventricular weight (+11 %, P < 0.05) and heart weight-to-
body weight ratio (+10 %, P < 0.05). No significant changes in body weight and daily
food intake were observed between the experimental groups. Mitochondrial yields

were similar in hearts from C and T rats (~16 mg/g ventricular tissue) (Table 1).

Mitochondrial respiration:

Table 2 shows the results of experiments aimed at characterizing the effect of
exercise training on basic respiratory parameters. In mitochondria respiring with
substrates for complex I, II and IV, training was not associated with any changes in
maximal ADP-stimulated and oligomycin-insensitive leak-driven respiration, RCR,
and P/O. These data are consistent with previous reports showing that exercise

training does not significantly affect oxidative capacity (43).

Ca’* challenge:

Figure 2 shows the typical response of mitochondria energized with the
complex I substrates glutamate and malate to series of Ca®* pulses. In these
conditions, mitochondria accumulated 134 + 7 nmol Caz+/mg protein before abrupt
release of accumulated Ca®* occurred. The release of Ca®" was invariably
accompanied by high-amplitude swelling. When the experiments were performed in
the presence of the PTP inhibitor CsA (1 pM), the amount of Ca®* required to trigger
these effects significantly increased 3.5-fold (483 = 50 nmoles/mg protein, P < 0.01),
indicating that these phenomena were caused by the opening of the PTP. However, as
shown in Figure 3, in the presence of glutamate-malate, exercise training resulted
only in a small increase in CRC that was not statistically significant (P = 0.15) and

CsA had the same effect as in mitochondria from control hearts.
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Figure 3 also shows the results of similar experiments performed in
mitochondria respiring with the complex II substrate succinate. In both experimental
groups, CRC in presence of succinate was ~60-100% higher compared with that

observed in the presence of glutamate-malate whether or not rotenone was present.

In contrast to what was observed in mitochondria energized with glutamate-
malate, training significantly increased CRC by 45% in mitochondria energized with
succinate substrates both in the presence (245 = 14 vs 327 £+ 25 nmoles/mg protein, P
< 0.05) and the absence (215 % 25 vs 292 + 26 nmoles/mg protein, P < 0.05) of the
complex I inhibitor rotenone. This difference remained unaltered in the presence of
CsA, which increased CRC to a similar extent in both experimental groups.
Importantly, training was not associated with changes in Ca®" uptake kinetics in any
of the conditions tested, as indicated by the calculated time to 50% uptake of the first
two or three Ca®* pulses (26.5 = 1.7 s and 29.6 = 2.0 s in C and T mitochondria,

respectively; » = 6 in each group).

PTP modulators:

To gain insights on the mechanism(s) underlying this increase in CRC with
complex II substrates, several physiological modulators of PTP gating were
investigated. It is well established that the PTP behaves as a voltage-gated channel
and that mild depolarization favors the open conformation in the presence of Ca’"
loading (7, 22, 60). For this reason, the effect of training on AY before PTP opening
was determined. At baseline, AY was similar in mitochondria from C and T animals,
as indicated by a comparable release of rhodamine 123 after addition of 100 nM
CCCP (553 + 42 vs 580 + 64 arbitrary fluorescence units in C and T groups,
respectively). In addition, the transient depolarizations associated with the uptake of
single Ca®" pulses during the Ca®" loading phase were of similar amplitude (Figure
4). As expected, once the pore opened, an abrupt and complete loss of AY was

observed in both experimental groups. However, consistent with the CRC data,
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significantly more Ca®* was required to trigger this effect in mitochondria from T

compared with C animals.

Figure 5 shows the results of experiments in which ROS production was
measured. In line with previous studies (57), mitochondria generated a significant
amount of ROS in presence of succinate alone (Figure 5, A and B). Addition of
rotenone decreased ROS production by half, consistent with the idea that succinate
leads to ROS production at the level of the FeS center of complex I through reverse
electron flow (57). Subsequent addition of antimycin A led to a large increase in
ROS production, which in the presence of rotenone occurs mainly at the level of
complex III. However, training did not alter steady-state ROS production with
succinate alone and in the presence of both inhibitors. Similarly, training did not
significantly affect ROS production when mitochondria were energized with
glutamate-malate whether or not electron flow trough complex I was inhibited by

rotenone (Figure 5, C and D).

Figure 6 shows the results from experiments in which the redox state of PNs
was measured in mitochondria from C and T animals. After addition of mitochondria
in the absence of respiratory substrate, endogenous autofluorescence of PNs
stabilized at a low level in both experimental groups (Figure 6A). Addition of
succinate led to a rapid reduction of PNs, and subsequent inhibition of electron flow
with antimycin A led to the complete reduction of the PN pool. In some experiments
100 nM CCCP was added instead of antimycin A. Under this condition, fluorescence
returned to the level observed in mitochondria in the absence of respiratory substrate
(data not shown). Figure 6B shows the steady-state NAD(P)H ratio computed from
several experiments in mitochondria respiring with succinate in the presénce and
absence of rotenone. No significant differences were observed between the

experimental groups in any of the conditions tested.
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Table 3 shows the endogenous adenine nucleotide content measured in frozen
mitochondrial extracts from C and T animals. Training did not significantly alter the

residual ATP, ADP, and total adenylate contents or the ATP-to-ADP ratio.
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DISCUSSION

Results from the present study provide evidence that in heart mitochondria
sensitivity to Ca**-induced PTP opening is influenced by the type of respiratory
substrate oxidized, with complex I donors acting as sensitizers compared with
complex II substrates. In addition, the present results indicate that regular exercise
training can decrease the sensitivity to Ca®*-induced PTP opening when mitochondria
are energized with complex 11 substrates. This effect of training was observed in the

absence of changes in the physiological modulators of PTP opening investigated.

Substrate specific regulation of the PTP:

Fontaine et al. (22) showed that in skeletal muscle mitochondria CRC is three-
to fourfold lower in mitochondria energized with glutamate-malate compared with
succinate. This marked difference in CRC was shown to be due to the fact that the
factors contributing to PTP opening are different in the two experimental conditions.
Indeed, in the presence of complex I substrates the electron flow through this
complex, independent of other regulators (i.e., redox state of PNs, A¥, pH, ROS
production), appeared to be the main factor regulating PTP opening by acting as a
potent sensitizer (6, 22, 40). In contrast, when complex I was bypassed with succinate
the mechanism was largely inactive and the contribution of other regulators to PTP
opening was unmasked. Results from the present study are in line with these data.
Indeed, in both experimental groups a substantially lower CRC was observed in
presence of glutamate-malate compared with succinate. Our data thus indicate that,
similar to what is observed in skeletal muscle, the electron flow through complex I

sensitizes heart mitochondria to PTP opening.

Training-induced alteration in Ca** handling:

To our knowledge, the impact of exercise training on Ca®* handling by heart
mitochondria has only been investigated in two studies (50, 56), and the effect on the
PTP was not directly assessed. Sordahl et al. (56) reported that the rate of Ca”* uptake

by isolated heart mitochondria energized with succinate was unchanged after training
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in dogs. Similar finding were reported by Penpargkul et al. (50) in rodents in response
to swim training. Results from the present study are in line with these findings.
Indeed, Ca®* uptake kinetics measured during the first two or three Ca>* pulses of the
Ca** challenge did not differ between the two experimental groups whether
mitochondria were energized with complex [ or I substrates. These data thus suggest
that training has little effect on the electrophoretic mechanism of Ca®* uptake in heart

mitochondria.

In the study by Sordahl et al. (56), training was found to decrease the capacity
of mitochondria to accumulate Ca®* when energized with succinate. At the time this
study was published, the existence of the PTP and the inhibitory effect of
cyclosporins on pore opening were unknown. However, given the experimental
conditions used, this phenomenon was likely caused by a premature opening of the
PTP in mitochondria from trained animals. As for the study by Penpargkul et al. (50),
the experimental conditions used did not allow observation of a permeability

transition.

In contrast to the results from Sordhal et al. (56), data frorh the present study
indicate that in mitochondria from T rats the amount of Ca** required to trigger PTP
opening was significantly 45% higher in the presence of succinate both in the
presence and in the absence of rotenone. In addition, CsA increased CRC in both
experimental groups but did not abolish the effect of training. These results thus
indicate that, in our conditions, training was able to decrease the sensitivity to Ca®*-
induced PTP opening in the presence of complex II substrates. In addition, the fact
that the effect of training was not abolished by CsA used at a concentration threefold
in excess of that required to fully inhibit PTP opening (15, 17, 47) suggests that the
effect of training is not related to a reduction in the expression of cyclophilin D or its
interaction with other PTP components (3, 4). Indeed, changes in the expression of
cyclophilin D are known to translate into an altered potency of CsA at inhibiting

Ca**-induced PTP opening (3, 4, 45, 52).
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Our results also indicate that, in contrast to what was observed with succinate,
no significant difference between C and T groups was observed for CRC in the
presence of complex I substrates. As mentioned above, PTP opening is strongly
regulated by electron flow through complex I, which sensitizes mitochondria to
permeability transition (6, 22, 40). Our data thus indicate that training did not protect
against this sensitizing effect. In contrast, when complex I was bypassed a protective

effect of training, probably through other regulators of PTP opening, was unmasked.

Effect of training on physiological modulators of PTP opening:

To our knowledge, there are no data available in the literature concerning the
effect of training on parameters involved in the regulation of the PTP in the heart. In
the present study, we therefore determined whether the training-induced increase in
the resistance to Ca**-induced PTP opening observed with complex II substrates was
accompanied by changes in selected physiological modulators of PTP gating and/or

in mitochondrial respiratory activity.

Ca’*-induced permeability transition is modulated by a variety of
physiological effectors. The occurrence of PTP opening at a given Ca*" load is
reduced when AW is increased because the PTP behaves as a voltage-gated channel
sensitive to changes in AY over a range of 180-120 mV (7). Matrix adenine
nucleotides are also potent inhibitors of PTP opening, with ADP exerting a stronger
inhibitory effect than ATP (16, 60). Maintenance of the PN pool at a high reduction
state is another factor known to decrease PTP opening induced by Ca®* and P,
probably through mechanisms involving direct interaction of PNs with the PTP and
oxidation of critical SH residues of pore-forming proteins (6, 60). Low levels of
ROS production (12, 26) as well as an acidic pH (8, 48) will also reduce the
occurrence of PTP opening. Finally, the sensitivity of the PTP to Ca*" was shown to

be modulated by members of the Bel-2 family of proteins, the proapoptotic Bid and
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Bax and the antiapoptotic Bcl-2 and Bcly, acting as facilitators and repressors of pore

opening, respectively (11, 38, 44, 46, 49).

However, in the present study we did not find evidence indicating that
changes at the level of these PTP modulators could account for the increased
resistance to Ca**-induced PTP opening observed. Indeed, baseline AW at steady state
as well as the amplitude of the transient depolarizations associated with the uptake of
single Ca®* pulses were similar in both groups, suggesting that A before PTP
opening was not-affected by training. Endogenous ATP and ADP content as well as
the ATP-to-ADP ratio were also similar in mitochondria from the C and T groups. In
addition, the redox state of PNs measured was unchanged. As for matrix pH, it is
unlikely to be a factor since the high P; concentration used during the Ca** challenge
experiments prevents any fluctuations in matrix pH secondary to changes in

respiration (22).

In the heart, several studies have shown that training results in a significant
increase in tissue content of enzymatic and nonenzymatic antioxidant systems,
including some that are found in mitochondria (33, 36, 55). However, there are
apparently no data available on the effect of training on the actual rate of ROS
production by active mitochondria. Moreover, data available in skeletal muscle
mitochondria on this question are conflicting, showing either a reduction (58) or no

change (53) in ROS production after training.

In the present study, the rate of H,O, production of mitochondria respiring
with complex I or II substrates under state 4 conditions was not significantly affected
by training. In addition, reduction of respiratory chain complexes with rotenone or
antimycin A, wﬁich induce a large increase in ROS production, had similar effects in
both experimental groups. These results would thus suggest that altered ROS
production is not responsible for the increased CRC observed in mitochondria after

training. However, ROS production could not be accurately measured during the Ca®*
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challenge because of artifactual changes in the fluorescence of HVA in these
conditions (5). Therefore, the present data cannot rule out the possibility that during
the Ca®* challenge ROS production was lower in trained mitochondria because of a
reduced ability of Ca®* to increase ROS production through its action on the TCA

cycle and/or on several components of the respiratory chain (12).

Together, results from the present study indicate that mitochondria isolated
from trained hearts are more resistant to Ca**-induced PTP opening when energized
with succinate. This adaptation could potentially be beneficial to the heart in the
setting of ischemia-reperfusion, a situation in which exercise was shown to be
protective (9, 10, 13). The mechanisms underlying this increased resistance remain
obscure (6, 22, 40) but are apparently not related to changes in endogenous adenylate
content, alterations in respiratory chain function, redox state of PNs, or ROS
production. One possibility is that this phenomenon is caused by changes in the
expression of anti- and proapoptotic members of the Bcl-2 family of proteins known
to modulate Ca®* sensitivity of the PTP. Indeed, the balance between Bcl-2 and Bcelxy,
on the one hand and Bax on the other hand was recently shown to be increased after

training (34, 54). However, this hypothesis remains to be tested.
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Table 1: Morphometric data and mitochondrial isolation yield in sedentary

control and exercise trained rats.

Control Trained

Body weight (g) 343+ 14 347+ 10
Heart weight (mg) 920+ 35 1020 + 18 *
Heart weight / Body weight (mg/g) . 2.69£0.05 2.95+0.07 #
Ventricular weight (mg) 784 £ 23 871+ 19*
Mitochondrial isolation yield 157+ 1.0 16.5+£0.6
(mg prot/g ventricle)

Average food intake (g/day) 209+ 0.7 206+ 0.3

Values are means + SE for 8 animals in each group. * Significantly different from

control (P < 0.01). # Significantly different from control (P < 0.05).



Table 2: Effect of exercise on mitochondrial respiration.

Conditions Substrates Control Trained
Voligo GM 14104 13.3+0.7
SR 303+£24 282+2.6
S 27.1£1.6 25.8+2.1
TMPD-Asc 562 +3.7 44.1+3.1
Vapp GM 101.4+ 8.8 91.5£9.6
SR 96.3+8.0 104.6+ 4.8
S 68.7+9.2 509+76
TMPD-Asc 89.9+4.8 76.8+5.0
RCR GM 7.3+0.5 6.7+0.5
SR 33+£03 43+0.6
S 2.5+0.3 23+0.5
TMPD-Asc 1.6+ 0.04 1.8+0.1
P/O GM 25+0.2 29+0.2
SR 1.5+ 0.1 1.4+02
S 22+04 2.1+0.2
TMPD-Asc 1.7+£0.2 1.6+0.2

104

Values are means + SE for 4 (control) to 7 (trained) animals; all measurements were

carried out in duplicates.

Basal oligomycin-insensitive and ADP-stimulated

respiration (Vg and Vapp, respectively; nmol Oz.min'l.mg protein'l), respiratory

control ratio (RCR; Vapp/Vligo), and P/O of mitochondria energized with glutamate-

malate (GM), succinate with or without rotenone (SR and S, respectively) and

N,N,N’,N -tetramethyl-p-phenylenediamine-ascorbate (TMPD-Asc) are shown.
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Table 3: Adenylate content of heart mitochondria from control and trained rats.

ATP ADP Adenylate content

(nmol/mg prot)  (nmol/mg prot) (nmol/mg prot) ATP/ADP ratio

Conditions

Control L12£0.14  0.76%022 1.88+0.33.  2.03+1.03

Trained 1.14 £ 0.09 0.77+£0.16 1.91+£0.23 1.60 £ 0.20

Values are means + SE for 6 separate mitochondrial preparations in each group.
Endogenous ADP, ATP, and total adenylate content and ATP-to-ADP ratio measured

in perchloric acid-extracted mitochondrial aliquots are shown.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Overview of respiratory substrates and inhibitors used: the respiratory
subst'rates providing electrons to complex I, II, and IV are underlined. The various
inhibitors (rotenone, antimycin A, and oligomycin) used are shown over their
respective sites of action. Glut/mal, glutamate-malate; TMPD/asc, N, NN’ N'-
tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD)-ImM ascorbate; Q, ubiquinone; C,

cytochrome c.

Figure 2: Mitochondrial response to a train of Ca2+ pulses. Typical Calcium-
Green 5N (A and B) and light scattering at 545 nm (C and D) of mitochondria
energized with glutamate-malate (5 mM-2.5 mM). Tracings show progressive Ca*"
accumulation followed by release of accumulated Ca** and high amplitude swelling.
The presence of 1 uM cyclosporin A (CsA; B and D) doubles the amount of Ca**
required to trigger these effects, indicating that these phenomena are related to
permeability transition pore (PTP) opening. Each arrow indicates the addition of a
Ca®* pulse of 42 and 210 nmol/mg for the Calcium-Green SN and swelling

experiments, respectively. [Ca2+], Ca®* concentration.

Figure 3: Effect of exercise on PTP sensitivity to Ca?* with complex I and II
substrates. Ca®" retention capacity (in nmol/mg protein) of control (C) and exercise
trained (T) mitochondria energized with glutamate-malate (GM) and succinate in
absence (S) and presence (SR) of 1 uM rotenone is shown. Experiments were
performed in the absence (GM, S and SR) or presence (GM+CsA, S+CsA and
SR+CsA) of 1 uM CsA. Values are means + SE for at least 7 separate experiments in
the C and T groups, respectively. a Significantly different from control (P < 0.05); b
Significantly different compared with - CsA (P < 0.01).
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Figure 4: Changes in membrane potential (AY) in response to Ca®" pulses in
mitochondria from control and trained animals. Representative traces of changes
in A¥ measured with rhodamine 123 during Ca®* challenge experiments in the

presence of succinate. Each arrow indicates the addition of a calcium pulse of 42

nmol Ca**/mg protein. AU, arbitrary units.

Figure 5: Effect of exércise on mitochdndrial H,0, production. Representative
traces of H,O, production in heart mitochondria of control (A and C) and trained (B
and D) animals when energized with succinate (A and B) or glutamate-malate (C and
D) are shown. Numbers below traces represent the rate of HyO, production in
nanomoles per minute per milligram of protein. Data are means + SE for at least 7
experiments in each group. M, mitochondria; GM: glutamate-malate; S, succinate;
Rot, rotenone (1uM); Ant A, antimycin-A (2 pM). a Significantly different from
succinate alone (P < 0.01); b Significantly different from succinate in presence of
rotenone (P < 0.01); c Significantly different from succinate alone (P < 0.01); d

Significantly different from glutamate-malate alone (P < 0.01).

Figure 6: Effect of exercise on redox state of pyridine nucleotides (PNs). A:
representative traces of PN fluorescence at 460 nm in heart mitochondria of control
and trained rats when energized with succinate. B: the redox state in presence of
succinate in the absence and presence of ronenone (S and SR). Redox state is
expressed as the ratio (Fs — Fpip) / (Fimax — Fmin). Fluorescence levels corresponding to
these values are shown in A (see methods for further details). Values are means + SE

for 6 separate experiments in each group.
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ABSTRACT

Although mitochondrial dysfunction has often been associated to heart failure, it has
been suggested that it may represent only a late phénomenon in the disease process.
We hypothesized that mitochondrial vulnerability to stress could be impaired in
hypertrophied but non-decompensated hearts at a time when overt mitochondrial
defects are not yet apparent. In the present study, hypertrophic remodeling was
induced by means of an aorto-caval fistula (ACF) in WKHA rats and experiments
were performed 12 weeks post surgery. At this time, ACF animals displayed normal
contractile function, tissue oxidative capacity as well as mitochondrial membrane
potential and respiratory function. However, compared to sham, mitochondria from
ACF animals were more vulnerable to anoxia-reoxygenation injury in vitro as
indicated by a greater impairment of oxidative phosphorylation and a greater
dependence of respiration on exogenous NADH. Addition of the PTP inhibitor CsA
restored respiratory function to the level observed in mitochondria from sham
animals. Likewise, mitochondria from ACF displayed a greater sensitivity to Ca**-
induced PTP opening in vitro compared to their sham counterparts. In addition to the
greater vulnerability of mitochondria in vitro, mitochondrial PTP opening measured
in situ in perfused hearts was greater following ischemia-reperfusion in ACF animals
than in their sham counterparts. This was associated with a more impaired functional
recovery and greater tissue damage during reperfusion in hearts from ACF vs sham.
Taken together, these results indicate that, in response to volume overload,
mitochondria may display increased vulnerability in the absence of any sign of
dysfunction under baseline unstressed conditions, at a time when adverse ventricular
remodeling is observed but systolic dysfunction and decompensation have not

occurred yet.

Keywords: hypertrophy, mitochondria, oxidative phosphorylation, hypoxia/anoxia,

heart failure
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INTRODUCTION

Hypertrophic ventricular remodeling is a response of the heart to numerous
forms of cardiac stresses, including increases in workload, loss of contractile mass
from prior infarction and/or neuroendocrine activation [1]. It is accompanied by a
host of changes that take place at the level of cardiomyocytes (including alterations in
Ca®* handling, sarcomere function, of several signaling pathways and energy
metabolism) and the extracellular matrix {1-3]. However, some (if not most) of these
changes appear to be maladaptive as left ventricular hypertrophy associates with
increased mortality and morbidity [4, 5] and may often progress towards systolic

heart failure [1].

Despite the known association between left ventricular hypertrophy (LVH)
and heart failure, the mechanisms involved in the transition from compensated
hypertrophy to decompensated cardiac failure remain poorly understood [1, 2].
Among other factors, the potential roles of changes in energy metabolism,
particularly at the level of mitochondria, have been the topic of numerous
investigations.  Several studies have reported that systolic heart failure is
accompanied by alterations in mitochondrial ultrastructure and function, including a
reduction in the activity of respiratory chain enzymes and capacity for oxidative
phosphorylation [6-11]. However, these changes were all observed in hearts that had
already reached end-stage failure, which led to the suggestion that mitochondrial

dysfunction represents a late phenomenon in the disease process [12].

In contrast, very little information is available on whether or not the ability of
mitochondria to tolerate stress is altered in hearts undergoing pathological ventricular
remodeling. This is of importance as left ventricular dysfunction, once established as
a consequence of a primary event, can deteriorate progressively over a period of
months or years before eventually culminating into the syndrome of congestive heart
failure [13] and thus exposes the heart to prolonged periods of stress. Recently, it has

been reported that mitochondria isolated from transgenic mice overexpressing
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TNFq in a cardiac-restricted fashion display a lower tolerance to oxidative stress and
an increased susceptibility to permeability transition pore opening (PTP) [8], an event
that is critically involved in mitochondria-mediated cell death [14-18]. However, the
hearts of these animals already displayed severe systolic dysfunction, and their
mitochondria displayed structural damage as well as a severely compromised
oxidative capacity. The study therefore did not resolve the question of whether
increased mitochondrial vulnerability to stress can be observed at earlier stages of the

disease and whether it can precede the occurrence of overt mitochondrial defects.

In the present study we therefore used a well-described model of compensated
volume overload induced by means of an aorto-caval fistula (ACF) in rats to
determine the response of isolated mitochondria to anoxia-reoxygenation and PTP
opening in vitro. The vulnerability to mitochondrial dysfunction and pore opening
was also determined in situ in hearts submitted to ischemia-reperfusion. The ACF
model was chosen because it causes cardiomyocytes to be exposed to continuous
stress for several weeks and yet show no signs of systolic dysfunction [19, 20], the

latter developing at a later stage when contractile reserves have been depleted [21].
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METHODS

Animal care:

All experiments on animals were approved by the Université de Montréal
Institutional Animal Care Committee and conducted according to the directives of the
Canadian Council on Animal Care. The male inbred WKHA/Cfd rats used in this
study originated from a colony maintained at the IRCM, as registered with the
Institute of Laboratory Animal Resources. We had previously verified in this strain
that, with 12 weeks of ACF, eccentric hypertophy developed in a reliable and

reproducible fashion and in the absence of systolic dysfunction [22].

Induction of chronic volume overload and isolation of mitochondria:

Induction of the aorto-caval fistula was performed at 10 weeks of age as
described elsewhere [23]. For measurements of mitochondrial performance in vitro,
animals were anesthetized (ketamine / xylazine: 61.5/7.7 mg/kg, i.p.) 12 weeks after
surgery, and the hearts were dissected out rapidly. Biventricular weight and the
individual weight of the left (LV, plus septum) and right ventricles (RV) were
determined. A small piece (100 mg) of the LV was immediately frozen in liquid
nitrogen, and the remaining LV tissue was used for isolation of mitochondria. Each
ACF animal was paired with one sham-operated control on the same day of

experimentation.

Heart mitochondria were prepared as described previously [24]. Hearts were
rapidly excised and immersed into ice-cold isolation medium (buffer A, in mM: 300
sucrose, 10 Tris (hydroxymethyl) aminomethane Hydrochloride (Tris-HCI),
1 Ethyleneglycol-bis(B-aminoethyl)-N,N,N’,N'-tetraacetic Acid (EGTA), pH 7.3) and
weighed. Ventricular tissue was minced with scissors in 5 ml of buffer A
supplemented with 0.2% fatty acid free bovine serum albumin (BSA) and
homogenized using a Polytron tissue tearer (~3 s at a setting of 3). The homogenate
was then incubated with the protease Nagarse (1.5 mg/g) for 5 min and further

homogenized at the same settings. The homogenate volume was completed to 30 ml
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with Buffer A + 0.2% BSA and centrifuged at 800 x g for 10 min. The pellet was
discarded and the supematant was decanted and centrifuged at 10 000 x g for 10 min.
The pellet obtained was resuspended in buffer B (in mM: 300 sucrose, 0.5 EGTA,
10 Tris-HCI, pH 7.3) and centrifuged at 10 000 x g for 10 min. After repeating this
washing step twice, the final mitochondrial pellet was resuspended in 0.3 ml of buffer
B to a protein concentration of ~20 mg/ml. All procedures were carried out at 4°C.
Protein determinations were performed using the bic‘inchoninic acid method (Pierce,

Rockford, IL, USA), with bovine serum albumin as a standard.

Anoxia-reoxygenation in vitro:

Mitochondria (2 mg of protein) were placed in an air-tight, temperature-
controlled chamber (30°C) equipped with an oxygen electrode in 1 ml of buffer A (in
mM: 110 KCl, 5 KH;PO,, 10 MOPS, 5 glutamate, and 2.5 malate, pH 7.4) that had
previously been equilibrated at ambient pO; (~250 nmol Oz/ml). Mitochondria
consumed the oxygen available in ~ 5 min, and anoxia was pursued for a further 20
min (Figure 2). Reoxygenation was produced by removing the sealed cap and gently
blowing room air at the surface of the stirred mitochondrial suspension in order to
reach a stable pO; within 1-2 min. After 10 and 20 min of reoxygenation a 300 pl
aliquot of the suspension was transferred in a second chamber for the assessment of
mitochondrial respiratory function as described below. Experiments were performed
in the absence and presence of the PTP inhibitor cyclosporin A (CsA, 1 uM). pO,
values were constantly monitored and remained stable at ~ 100 nmol Oy/ml during
the first 10 min of reoxygenation in both experimental groups (97 + 9 and 96 + 9
nmol O,/ml in sham and ACF respectively, n= 7). After removal of the first 300 pl
aliquot, equilibration with ambient air was facilitated and further increased pO; to
reach ~ 130 nmol O/ml at 20 min of reoxygenation (136 + 7 and 133 + 9 nmol O,/ml

in sham and ACF respectively, n= 7).
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Mitochondrial respiratory function:

Mitochondria (0.3 mg of protein) were incubated in 1 ml of buffer A. After
performing basal ADP-restricted measurements (Vp), | mM ADP was added to
measure the maximal rate of oxidative phosphorylation (Vapp) in the presence of
glutamate-malate (5:2.5 mM). Respiratory control ratio (RCR) was calculated as the
ratio Vapp / Vo [25].

Calcium challenge:

Mitochondria (0.3 mg/ml) were incubated in 1.5 ml of buffer B (in mM: 250
sucrose, 10 MOPS, 0.05 EGTA, 10 KH,PO,, pH 7.2) containing either glutamate-
malate (5:2.5. mM) or succinate + rotenone (5 mM, 1 uM). Changes in extra-
mitochondrial calcium concentration were monitored fluorimetrically (Hitachi, F4500
or Ocean Optics SD2000 spectrofiuorometer) using Calcium-Green 5N (1 uM,
excitation-emission: 505-535 nm) as described by Ichas et al. [26]. Residual calcium
concentration was adjusted to the same level at the beginning of every experiment by
adding a small amount of EGTA. Calcium pulses (42 nmol/mg protein) were added at
2 min intervals until a Ca*"-induced-Ca**-release was observed. Calcium retention
capacity (CRC) was taken as the total amount of Ca** accumulated by mitochondria
prior to the Ca®' pulse triggering Ca®* release [26]. In parallel experiments,
mitochondrial membrane potential (A¥) was measured under the same experimental
conditions. For this purpose, Calcium-Green SN was replaced by Rhodamine 123 (0.2
uM: excitation-emission, 503-525 nm) and measurements were performed as
described by Emaus et al. [27]. Mitochondrial release of Rhodamine 123 following
uncoupling with 100 nM carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was

taken as an index of membrane potential.

Enzymatic analyses:
The measurements of the specific activity of the rotenone-sensitive NADH-
ubiquinone oxidoreductase (complex I), succinate-ubiquinone reductase (complex II),

rotenone-sensitive NADH-cytochrome ¢ oxidoreductase (complex 1 + III),
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cytochrome ¢ oxidase (complex IV) and citrate synthase (CS) were performed
spectrophotometrically on left ventricular homogenates according to Jarreta et al.

[10].

Isolated heart perfusion:

Hearts were rapidly excised and immersed in ice-cold Henseleit (KH) buffer
(in mM: NaCl 119, KCl 4.8, MgSO4 1.2, NaHCO3, 24 XH,;PO,4 1.2, CaCl; 1.8,
glucose 11, pH 7.4). The aorta was cannulated, and the coronary arteries perfused
with KH buffer in the Langendorff mode at a constant pressure of 70 mm Hg. This
pressure is recommended for heart perfusion with crystalline buffers in order to limit
edema, which occurs when physiological perfusion pressures (90-100 mm Hg) are
used [28]. In addition, an incision was made in the pulmonary artery to favor drainage
of the coronary effluent. The perfusion solution was oxygenated with 95% O, — 5%
CO: and maintained at 37°C throughout the perfusion. Hearts were maintained in a
water-jacketed chamber maintained at 37°C and were not paced. Perfusion pressure
was monitored by use of an in-line pressure transducer connected to an in-line data
acquisition system (Powerlab 8/30, ADInstruments, Colorado Springs, CO).
Ventricular pressure was monitored via a separate pressure transducer connected to a
fluid-filled latex balloon inserted in the left ventricle via the left atrium. The size of
the balloon was adjusted to take into account differences in the size of the left
ventricular cavity and was inflated to provide an end-diastolic pressure of ~10 mm
Hg. Hearts were submitted to a protocol consisting of 30 min of low-flow ischemia
(3% of pre-ischemic flow delivered by means of a roller pump) followed by 40 min
of reperfusion. Norepinephrine (100 pM) was infused by means of a syringe pump
during the entire I-R protocol starting 5 min prior to ischemia in order to mimic the
adrenergic stress encountered during I[-R. In addition, norepinephrine induced
significant damage and PTP opening and yet allowed to obtain a systematic recovery
of measurable contractile function during reperfusion. Coronary effluent was
collected at 10-min interval throughout the perfusion for measurements of coronary

flow and determination of LDH release. LDH activity in the perfusate was measured
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spectrophotometrically on the same day using a method previously described [29],

and LDH release was expressed in mU.min".g™" of wet tissue.

Measurement of PTP opening in situ with 2-deoxy [ 3H] glucose

PTP opening in sifu was assessed using the [°’H] DOG entrapment method
developed by Halestrap and colleagues [30-32] with minor modifications. This
method relies on the fact that once taken up by cardiac cells through glucose
transporters, the non-metabolizable glucose - analog [PH] DOG is trapped in the
cytosol as [’H] DOG-6P. Given the very low permeability of mitochondria to sugars,
[’H] DOG-6P does not normally enter the mitochondria. However, when PTP
opening occurs, solutes of less than 1500 Da will equilibrate across mitochondrial
membranes thus allowing rapid [’H] DOG-6P incorporation into mitochondria. The
extent to which [’H] DOG-6P is entrapped within mitochondria is thus used as an
indicator of the number of mitochondria that have undergone PTP opening in

response to a cardiac insult.

In order to load cardiomyocytes with [*’H] DOG prior to ischemia-reperfusion,
hearts were initially perfused for 10 min with regular KH buffer. Following this
stabilization period, hearts were perfused for 20 min with KH buffer supplemented
with 0.5 mM 2-deoxy [3H] glucose (0.1 pCi.ml™"). Hearts were then perfused for 5
additional minutes with normal KH in order to wash out extracellular [’H] DOG and
submitted to ischemia-reperfusion as described above or immediately processed for

the measurement of baseline mitochondrial [’H] DOG entrapment.

At the end of perfusion, hearts were removed, weighted and homogenized in §
ml of ice-cold sucrose buffer (in mM: sucrose 300, Tris-HCl 10, EGTA 2, BSA 5
mg/ml, pH 7.4) with a polytron homogenizer (setting 3 for 5 s) and volume was then
completed to 40 ml. An aliquot of the crude homogenate was retained for

measurements of ["’H] DOG, and the remainder was immediately centrifuged at 800 x
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g for 2 min to remove cellular debris. The surpernatant was recovered and centrifuged
at 10 000 x g for 10 min. The mitochondrial pellet obtained was washed in 30 ml of
sucrose buffer containing no BSA and centrifuged at 10 000 x g for 10 min. The final
mitochondrial pellet was resuspended in 1.0 ml of sucrose buffer without BSA. 100
and 500 pl of this mitochondrial suspension were retained for the measurement of
citrate synthase (CS) activity and determination of [’H] DOG, respectively, while the
remainder was used for re‘spirometry experiments as described above. In all buffers, a
high concentration of EGTA was used in order to favor rapid PTP closure and
entrapment of [°’H] DOG [30]. For the measurement of [°’H] DOG, crude homogenate
and mitochondrial samples were mixed with an equal volume of 5% (w/v) perchloric
acid and centrifuged at 10 000 x g for 2 min. Radioactivity of the supernatant (500 pl

samples) was counted in 10 ml of scintillant.

Mitochondrial [PH] DOG entrapment

Calculation of the DOG index was perfomed as described by Griffiths and
Halestrap [30]. This index, which reflects the number of mitochondria in which PTP

opening occurred over the perfusion protocol, was expressed as follows:

DOG index = 10° x mitochondrial [*’H] DOG / tissue [°H] DOG.

where mitochondrial and tissue [°’H] DOG are expressed in dpm per unit of CS and
dpm per g of wet ventricular tissue respectively. This calculation thus allows
mitochondrial [’H] DOG entrapment to be normalized for the concentration of
mitochondria present in the mitochondrial fraction and for possible differences in the

tissue uptake of the tracer [30].

Statistical analyses:
Results are expressed as means =+ SEM. Statistical differences in
morphometric and biochemical parameters were analyzed by means of two-tailed

Student’s r-tests. For myocardial function, pre-ischemic and post-ischemic values
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were analyzed by means of ANOVA for repeated measures. When multiple
comparisons were made, differences were analyzed using one-way ANOVA and
Bonferonni post hoc tests were performed to identify the location of significant

differences. A corrected p value <0.05 was considered significant.
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RESULTS
Effect of ACF on morphological parameters and mitochondrial yield:

As shown in Table 1, 12 weeks of volume overload induced an important
biventricular hypertrophy expressed both in absolute values and relative to tibial
length, consistent with results previously obtained using this model [22, 33]. Lung
weight was significantly higher in ACF vs sham (p<0.01), but no difference was
observed in the liver weight, no animal displayed ascites and no lethality was

observed over the course of the study.

Respiratory chain enzymology, baseline respiratory function and membrane
potential:

Table 2 shows the results of enzymatic analyses performed on left ventricular
homogenates of sham and ACF animals. No significant differences were observed
between both experimental groups for the activities of the respiratory chain complex
[, II, I+III, and IV as well as citrate synthase. Figure 1 shows the results of
mitochondrial respiratory function in the presence of the complex I substrates
glutamate-malate under baseline conditions. Basal ADP-restricted (¥;) and maximal
ADP-stimulated (¥app) respiration were similar in mitochondria from sham and ACF
animals, and RCR values of ~ 6 were observed in both experimental groups. Steady
state A¥ under non-phosphorylating conditions was also similar in the two
experimental groups (419 + 63 and 358 + 39 AFU in sham and ACF respectively, » =
9-10, P = NS). These data indicate that under unstressed conditions there was no
apparent alteration in tissue oxidative capacity, respiratory function, membrane
potential and coupling between oxidation and phosphorylation in mitochondria from
ACF animals.

Response to anoxia-reoxygenation in vitro:
Figure 2 shows the results of experiments in which mitochondria were
submitted to in vitro anoxia-reoxygenation. In mitochondria from sham animals, Vapp

measured at 10 and 20 min of reoxygenation was respectively decreased to 64 + 4%
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and 54 * 4% of baseline values measured in the absence of stress (Figure 2 B). This
inhibition of maximal ADP-stimulated respiration was accompanied by a significant
reduction in RCR values (Figure 2C). In contrast, the same treatment induced
significantly more damage in mitochondria from ACF animals. Indeed, Vapp was
reduced to 51 £ 3 and 30 *+ 3% of baseline value at 10 and 20 min of reoxygenation,
respectively, and RCR values were significantly lower compared to that observed in

mitochondria from sham animals.

Opening of the permeability transition pore (PTP) is known to contribute to
mitochondrial disruption in response to conditions encountered following ischemia-
reperfusion [14, 30]. In order to investigate whether a greater occurrence of PTP
opening could underlie the increased vulnerability of ACF mitochondria, anoxia-
reoxygenation experiments were repeated in the presence of the PTP inhibitor CsA
(Figure 2). In mitochondria from sham animals, CsA induced slight but significant
increases in the values of Vapp and RCR, although it did not restore them fully to
baseline levels. In contrast, CsA improved Vapp and RCR at 10 and 20 min of
reoxygenation to a greater extent in mitochondria from ACF animals, therefore
abolishing the difference in Vapp and RCR observed between sham and ACF animals

following anoxia-reoxygenation.

In mitochondria energized with complex 1 substrates, opening of the PTP
leads to transient respiratory uncoupling due to the abrupt loss of proton motive force.
However, because pyridine nucleotides are readily released from mitochondria
through open pores [34, 35], respiratory inhibition rapidly follows [35]. As shown in
Figure 3, addition of exogenous NADH to energized mitochondria had no significant
effect under baseline conditions in absence of anoxia-reoxygenation. In sham
animals, anoxia-reoxygenation caused a small effect on NADH-stimulated
respiration, which was not significantly different from that observed at baseline in the

absence of stress. In contrast, NADH significantly increased respiration in ACF
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animals and the presence of CsA reduced the stimulating effect of NADH to a level

that was not significantly different from sham animals.

Susceptibility to Ca2+-induced PTP opening:

To confirm the greater vulnerability to PTP opening in ACF animals,
mitochondria were submitted to progressive Ca®* loading, as accumulation of Ca** in
the matrix is the obligatory trigger for PTP opening [36]. Figure 4 shows the typical
response of mitochondria energized with the complex I donors glutamate + malate to
a series of Ca** pulses. In both experimental groups, a small and transitory decline in
A¥ was observed following each Ca** pulse as a result of the electrophoretic uptake
of Ca**. Mitochondria from sham animals were able to accumulate 143 + 11 nmol
Ca’*/mg protein before an abrupt loss of A¥ and release of accumulated Ca** was
observed. This was invariably accompanied by mitochondrial swelling éaused by
equilibration of solutes across mitochondrial membranes, confirming that PTP
opening was responsible for these effects (data not shown). In contrast, in
mitochondria from ACF animals, the amount of Ca’* required to trigger these effects

was 41.1 +£5.8 % lower (p<0.01).

We [24] and others [35] have shown that the regulation of PTP opening
depends on the type of respiratory substrate that is oxidized, with complex I donors
acting as sensitizers compared to complex II donors. Therefore, Ca®* challenge
experiments were repeated in the presence the complex II substrate succinate (in the
presence of the complex I blocker rotenone) (Figure 4). In accordance with previous
results, CRC in the presence of succinate was significantly higher (~2 fold) compared
to that observed in the presence of the complex I substrates glutamate-malate in both
experimental groups. However, CRC remained significantly lower in mitochondria

from ACF (177 + 12 nmol/mg) compared to sham (273 + 19 nmol/mg).
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Response to ischemia-reperfusion:

In order to determine whether this mitochondrial vulnerability to stress also
occurred in the whole organ and was associated with greater dysfunction and injury,
isolated hearts were submitted to ischemia-reperfusion in the presence of adrenergic
stress and pore opening was assessed in sifu using the mitochondrial entrapment of
[’H] DOG. Figure 5 shows the evolution of heart rate, left ventricular developed
pressure, diastolic pressure and coronary flow throughout the perfusion protocol.
Prior to ischemia, no significant difference was observed between the two
experimental groups in any contractile parameters. However, during reperfusion
following 30 min of severe low-flow ischemia, the recovery of contractile function
was significantly impaired in hearts from ACF animals as indicated by lower values
of LVDP, a significantly greater rise in diastolic pressure and altered rates of force
development and relaxation (data not shown). In contrast, coronary flow per gram of
tissue was similar in both experimental groups during reperfusion indicating that the
impairment of functional recovery in ACF hearts was not related to a lower coronary
flow. The release of LDH in the coronary effluent was low and similar in both
experimental groups prior to ischemia (35 £ 7 mU.min".g" wet weight, pooled
average n=17). However, the amount of LDH released over the reperfusion period
was 2-fold higher in hearts from ACF animals, (Figure 6A), indicating an exacerbated

loss of sarcolemmal integrity compared to sham.

It was previously shown that in healthy hearts that are not submitted to I-R,
[PH] DOG incorporation in mitochondria is low and probably represents a
combination of a slow PTP-independent uptake of [’H] DOG into mitochondria and
contaminant vesicular components in the mitochondrial fraction [30, 37]. Consistent
with these results, the mitochondrial DOG index was low in non-ischemic hearts
(Figure 6B) and no significant differences were observed between the two
experimental groups (21 = 1.6 and 21 + 0.9 DOG ratio units in sham and ACF
respectively). In hearts from sham animals, I-R increased the DOG index 3.5-fold

above baseline pre-ischemic values reaching 69 + 7 DOG ratio units. However, in
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hearts from ACF animals, the DOG index reached a value that was 55% higher than
in sham hearts (107 £ 6 DOG ratio units), indicating that the number of mitochondria
that had undergone perméability transition following whole-organ ischemia-
reperfusion was greater in ACF animals (Figure 6 B). In addition, in mitochondria
isolated from the hearts after reperfusion, in vitro values of maximal ADP-stimulated
respiration (Figure 6 C) and RCR (5.1 = 0.5 and 3.8 £ 0.3 in sham and ACF
respectively, p<0.05) in the presence of glutamate-malate were significantly lower in
ACF compared to sham. Altogether, the differences in mitochondrial performance
after ischemia-reperfusion in perfused hearts were therefore in good agreement with

the results we have obtained following anoxia-reoxygenation in vitro.
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DISCUSSION

Although mitochondrial dysfunction has often been associated with heart
failure, it has been suggested that it may represent only a late phenomenon in the
disease process. In the present study we show that, following 12 weeks of chronic
volume overload induced by an ACF, tissue oxidative capacity and mitochondrial
function under stress-free optimal conditions were normal yet mitochondria displayed
a marked vulnerability to injury in response to stress, as indicated by a greater
impairment of oxidative phosphorylation following anoxia-reoxygenation and by an
enhahced sensitivity to PTP opening in vitro. Importantly, these results are not likely
to result from in vitro artefacts because similar phenomena also occurred in situ when
hearts. from ACF animals were submitted to whole-organ ischemia-reperfusion, and
this was accompanied by a poorer recovery of contractile function and enhanced

tissue injury.

Tissue oxidative capacity and baseline mitochondrial function:

There are several reports in the literature concerning the impact of
pathological cardiac remodeling on mitochondrial function and in particular on their
capacity for ATP production. A reduction in the activity of mitochondrial enzymes,
specific defects in respiratory chain complexes I through IV, as well as an impairment
of respiratory function in isolated mitochondria has consistently been reported in
animal models of cardiac failure and in end-stage human failing hearts [6-11]. In
contrast, chronic compensated hypertrophy without systolic dysfunction has been
typically associated in animals and humans with either normal or even improved
mitochondrial function [38-43]. Accordingly, it has been suggested that impairments
in mitochondrial capacity for energy production represent a late phenomenon that

occurs once the failing stage has been reached [12, 44].

The results reported in the present study are consistent with these observations

since the activities of the respiratory chain complexes L, II, I+III, and IV were similar
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in LV tissue from sham and ACF animals (Table 2). Moreover, characterization of
mitochondrial function under baseline unstressed conditions indicated no change in
ADP-restricted and maximal ADP-stimulated respiration, membrane potential as well

as the coupling of oxidation to phosphorylation (Figure 1).

Mitochondrial vulnerability to anoxia-reoxygenation in vitro:

Despite the fact that all measured variables of mitochondria appeared normal
under basal conditions, Vapp and RCR values were significantly more reduced in
mitochondria from ACF compared to sham animals following anoxia-reoxygenation.
It should be noted that, in preliminary experiments, we did not find evidence for
increased vulnerability of mitochondria to anoxia-reoxygenation at 4 and 8 weeks
following induction of the ACF (results not shown), suggesting that cardiomyocytes
have to be subjected to several weeks of overload before one can detect the decreased

tolerance of mitochondria to stress.

It is widely recognized that one of the factors responsible for mitochondrial
disruption in response to conditions encountered following ischemia-reperfusion is
the opening of the permeability transition pore (PTP) [14, 30]. The PTP is a high
conductance non-specific pore formed by a supramolecular complex spanning the
double membrane system of the mitochondria mainly at contact sites. Opening of the
PTP induces the loss of mitochondrial membrane potential (A¥), uncoupling of
oxidative phosphorylation, high amplitude swelling of the matrix and the release of
several pro-apoptotic factors that are normally sequestered in mitochondria including
cytochrome ¢, AIF, Smac/Diablo, endonuclease G, Omi-HtrA2, and some pro-

caspases [16, 45].

In the present study, we observed that during anoxia-reoxygenation the
presence of the PTP inhibitor CsA abolished the difference in Vape and RCR
observed between mitochondria from sham and ACF animals at 10 and 20 min of

reoxygenation (Figure 2). In addition, supplementation of exogenous NADH to
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compensate for the loss of endogenous pyridine nucleotides that occurs following
PTP opening [35] significantly increased respiration only in ACF animals and this
was abolished by CsA (Figure 3). Altogether, these data suggest that the occurrence
of pore opening was an important factor responsible for the greater respiratory
dysfunction observed in mitochondria from ACF compared to sham animals in

response to anoxia-reoxygenation.

It is noticeable that under the conditions used in these experiments PTP
opening did not appear to be an important factor responsible for respiratory
dysfunction in sham animals as CsA had only a limited effect on respiration. Other
factors such as oxidative damage to cardiolipin and proteins including respiratory
chain complexes could be mainly responsible for the respiratory dysfunction
observed in this group following anoxia-reoxygenation (reviewed in [46]). While the
same mechanism probably affected mitochondria from ACF animals, the fact that
CsA restored respiration to the level observed in sham indicated that PTP opening
was responsible for the difference between the sham and ACF groups irrespective of

other mechanisms causing dysfunction.

Susceptibility to Ca**-induced PTP opening:

Ozcan et al. [8] reported that, in mitochondria obtained from the failing hearts
of TNFa transgenic mice and energized with substrates for complex I, the sensitivity
to PTP opening in response to Ca®" was increased by ~40%. In the present study, the
~50% reduction in the amount of Ca* required to trigger pore opening in
mitochondria from ACF animals in the presence of glutamate-malate confirms and
extends these data by showing that an increased vulnerability to PTP opening can be
observed in mitochondria from non-failing hearts in the absence of any apparent
mitochondrial dysfunction at baseline under stress-free conditions. This observation
is also compatible with our data showing that pore opening appeared to explain the
difference in respiratory function following anoxia-reoxygenation. Of note, Ca*-

induced permeability transition is known to be modulated by a variety of
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physiological effectors (see [36] for review), including the flow of electrons through
complex I, which increases the sensitivity of PTP to Ca**-induced opening [24, 35].
However, in the present study, bypassing complex I using succinate did not abolish
the difference in CRC between both experimental groups, suggesting that the greater
sensitivity of ACF mitochondria to pore opening was not related to a mechanism

involving electron flow through complex I.

Response to ischemia-reperfusion:

A recent study by Javadov et al. [25] has shown that the mitochondrial
entrapment of [°’H] DOG was significantly increased 18 weeks after myocardial
infarction. However, this was observed under well-perfused conditions in the absence
of external stress, which contrasts with our results showing no difference in
mitochondrial [°H] DOG entrapment between sham and ACF animals under baseline
normoxic conditions. This discrepancy probably reflects the fact that 18 weeks post-
infarction hearts were well into the failure process and displayed clear impairment in
tissue oxidative capacity and mitochondrial function at baseline [25], while in our
experiments hearts were studied at a much less severe stage in the absence of major
mitochondrial and contractile dysfunction either in vivo [22] or ex vivo under normal
perfusion conditions (Figure 5). This would be consistent with the fact that in the
study by Javadov et al. [25] no change in baseline mitochondrial [*H] DOG
entrapment was observed 8 and 12 weeks post-infarction at a time when

mitochondrial function was normal and no signs of decompensation were apparent.

Our study moreover reveals that mitochondrial [3H] DOG entrapment was
substantially greater in hearts from ACF compared to sham animals following
ischemia-reperfusion. Additionally, in line with the results obtained in our in vitro
experiments, mitochondria from ACF animals isolated following reperfusion
displayed lower values of ¥5pp and RCR compared to sham. Our results thus indicate
that, prior to the overt mitochondrial defects inherent to failure, mitochondria clearly

show an increased vulnerability to PTP opening and dysfunction when the heart is
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submitted to stress. Given that the extent of pore opening was previously found to
have a significant impact of myocardial recovery during reperfusion [34, 47], this
could at least partly account for the poorer recovery of contractile function and the

greater release of LDH during reperfusion in hearts from ACF animals.
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CONCLUSION

Taken together, our study provides the first example that, in hearts undergoing
adverse ventricular remodeling, increased vulnerability of mitochondria to PTP
opening and dysfunction can occur prior to the development of systolic dysfunction,
whereas the mitochondria display no impairment under baseline unstressed
conditions. This was observed both in isolated mitochondria exposed to anoxia-
reoxygenation in vitro and in mitochondria in situ in hearts undergoing whole-organ
ischemia-reperfusion injury. The importance of these results may relate to the fact
that, during normal progression of overload cardiomyopathy, mitochondria within
cardiomyocytes are likely to encountér conditions that favor PTP opening such as
oxidative stress [48-50], increased diastolic Ca** levels [51, 52] and hypoxia and/or
ischemia [8, 49]. Failure of some mitochondria to handle these stresses could thus be
an important event initiating a vicious circle of increased mitochondrial damage that

eventually leads the hypertrophied heart into decompensation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Effect of ACF on baseline mitochondrial respiration
Basal (V;), ADP-stimulated (Vapp) and respiratory control ratio (RCR: Vapp/Fp) of
mitochondria energized with glutamate-malate (5:2.5 mM). Values are reported as

mean values + SEM for » = 12 in each group.

Figure 2: Effect of ACF on susceptibility to anoxia-reoxygenation injury

Panel A shows a typical recording of oxygen concentration during anoxia-
reoxygenation in mitochondria from sham and ACF animals. Values of ADP-
stimulated (Fapp) respiration and RCR measured at baseline and after 10 and 20 min
of reoxygenation are shown in panels B and C. Experiments were performed in the
absence or presencé of 1 uM cyclosporin A {CsA) added before anoxia. Values are
reported as mean values £ SEM for n = 12 in each group. §: Significantly different
from pre-anoxia within the same experimental group, p<0.01, *: significantly

different from sham in the same experimental condition p<0.01.

Figure 3: Effect of NADH on respiration in mitochondria from sham and ACF
animals at 20 min of reoxygenation following anoxiﬁ.

Panel A shows the slopes of original respirometry tracings after subsequent addition
of mitochondria (¥;), 1 mM ADP (Fapp) and 4 mM NADH (Fnapu) in mitochondria
from sham and ACF animals at baseline in the absence of anoxia-reoxygenation (line
a and c) and after 20 min of reoxygenation in the absence of 1 uM cyclosporin A
(CsA) (line b and d). Typical tracing obtained in ACF animals following
reoxygenation in the presence of CsA is also shown (line €). Panel B represents the
average effect of NADH supplementation on respiration in both experimental groups
(mean £ SEM, n = 6 separate preparations) at baseline in the absence of stress and
following 20 min or reoxygenation in the absence or presence of (CsA). In

mitochondria from ACF animals, anoXxia-reoxygenation resulted in a more
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pronounced reduction in the stimulatory effect of ADP on respiration compared to
sham (A, line d vs line b). In mitochondria from sham animals, addition of NADH to
mitochondria had only small effects on respiration in all experimental conditions (B).
In contrast, in mitochondria from ACF animals, addition of NADH resulted in a
significant increase in respiration following anoxia-reoxygenation, and this effect was
abolished in the presence of CsA (B). In addition, in the ACF group, the presence of
CsA allowed to increase Fapp to the level observed in the sham group (A line e vs
line b). §: Significantly different from -CsA within the same experimental group,

p<0.05, * significantly different from sham, p<0.05.

Figure 4: Effect of ACF on the sensitivity to Ca**-induced PTP opening. Typical
Ca®* kinetics (A, C, E and G) and membrane potential (B, D, F and H) tracings of
sham and ACF mitochondria energized with glutamate-malate (5:2.5 mM) (A-D) or
succinate (S mM) in the presence of 1 puM rotenone (E-H). Tracings show progressive
Ca®" accumulation followed by release of accumulated Ca®* and collapse of
membrane potential. Each arrow indicates the addition of a calcium pulse of 42
nmol/mg of protein. Panel I shows mean values for Ca** retention capacity (CRC)
computed from 8 to 10 independent preparations. *: Significantly different from

sham, p<0.05.

Figure 5: Myocardial response to ischemia-reperfusion in sham and ACF
animals. The figure shows the evolution of heart rate, left ventricular developed
pressure (LVDP), diastolic pressure and coronary flow in sham and ACF hearts
submitted to low flow ischemia in the presence of adrenergic stress. For sake of
clarity, the values obtained in hearts that were not submitted to I-R (n = 4 in éach
group) and were used for measurements of baseline [PH] DOG are not shown.
Following the initial 10-min period of stabilization, hearts were perfused with KH
buffer containing [*H] DOG as indicated. Perfusion was switched back to normal KH
buffer for 5 min prior to ischemia in order to wash out extracellular [*H] DOG.

During washout, the infusion of norepinephrine (100 uM) was started and maintained
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during I-R. LVDP was calculated as the difference between systolic and diastolic

pressure. *: Significantly different from sham, p< 0.05.

Figure 6: LDH release, mitochondrial [*H] DOG entrapment and respiratory
function post-reperfusion in sham and ACF animals. Panel A shows the area
under the curve of LDH release in the perfusate during reperfusion. LDH release was
calculated by multiplying time-matched values of coronary flow (in ml.min™.g? wet
weight) and LDH concentration measured in the perfusate (in mU.min".g" wet
weight). Panel B shows the [’H] DOG index expressed as the ratio mitochondrial
dpm/tissue dpm. (see Methods for further details) in non-ischemic hearts (NI: »= 4 in
each group) and hearts submitted to I-R (IR: »= 9 and 8 for sham and ACF
respectively). Panel C shows values obtained for basal ADP-restricted (¥;) and
maximal ADP stimulated (Vapp) respiration measured in mitochondria isolated at the

end of reperfusion.
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Table 1: Morphometric data and mitochondrial isolation yield in sham and ACF

rats,

Sham ACF
Body weight (g) 362+ 12 410+ 157
Heart weight (mg) 1348 + 39 2172+ 85 *
LV weight (mg) 913 +37 1377 £ 39 *
RV weight (mg) 308+ 16 429 + 34 *
Lung weight (mg) 1312+ 70 1748 + 89 *
Liver weight (g) 11.9+04 123+ 0.9
Tibial length (mm) .395 7 393+3
Heart weight / Tibial lenght (mg/mm) 34+0.1 54+£02*
LV weight / Tibial length (mg/mm) 23+0.1 35£0.1*
RV weight / Tibial length (mg/mm) 0.76 £ 0.05 1.03 £ 0.08 *
Mitochondrial isolation yield 15.6+1.6 16.0+£0.9

(mg protein/g ventricle)

Values are means + SEM for 12 animals in each group. * Significantly different from

sham (p<0.01). # Significantly different from sham (p<0.05).
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Table 2: Activity of mitochondrial enzymes in sham and ACF rats

Sham ACF
(mU/mg protein) (mU/mg protein)

NADH-ubiquinone oxidoreductase 0.63 +0.07 0.53+0.05
(complex I)

Succinate-ubiquinone reductase 0.34 £ 0.04 0.30+0.03
(complex II)

Cytochrome c oxidase (complex IV) 1.99+0.12 2.15+0.14
Rotenone-sensitive NADH-cytochrome 0.19+£0.01 0.18+0.02

¢ oxidoreductase (complex I+III)

Citrate synthase 0.78 £0.03 0.76 £0.04

Values are means £ SEM for 6 animals in each group.
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ABSTRACT

Despite the known association between left ventricular hypertrophy (LVH)
and heart failure, the mechanisms involved in the transition from compensated
hypertrophy to decompensated cardiac failure remain poorly understood. The purpose
of this study was to compare two genetically different strains of rats (SD and WKHA)
submitted to overload-induced ventricular remodeling to examine factors that
predispose to the progression toward heart failure. We hypothesized that differences
in mitochondrial vulnerability to stress could explain in part strain dependence in
predisposition. Hypertrophic remodeling was induced by means of an aorto-caval
fistula (ACF) in SD and WKHA rats and the temporal response of ventricular and
mitochondrial function as well as the vulnerability to permeability transition pore
opening in situ in hearts submitted to ischemia-reperfusion and in vitro in isolated
mitochondria were assessed. The incidence of mortality due to congestive heart
failure in response to ACF was higher in SD compared to WKHA rats. Furthermore,
the hypertrophic remodeling was greater and contractile dysfunction in ACF hearts
during reperfusion appeared earlier (4 weeks post-surgery) in SD compared to
WKHA rats suggesting a greater susceptibility to acute stress. In both strains, ACF
animals displayed normal baseline contractile and mitochondrial function but were
more vulnerable than their sham counterparts to anoxia-reoxygenation injury in vitro
and to ischemia-reperfusion in situ as indicated by a greater impairment in ADP-
stimulated respiration and lower LVDP and RPP values, respectively. However, even
if the vulnerability to PTP opening and mitochondrial dysfunction was higher in ACF
animals, no inter-strain difference was observed suggesting that the mitochondrial
vulnerability to stress is not the main factor responsible for the greater predisposition

of SD animals to progress toward heart failure.

Keywords: volume overload, decompensation, ischemia-reperfusion, mitochondria,

vulnerability to stress.
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INTRODUCTION

Despite the known association between left ventricular hypertrophy (LVH)
and heart failure, the mechanisms involved in the transition from compensated
hypertrophy to decompensated cardiac failure remain poorly 'understood [L, 2].
Among other factors, the potential role of alterations in energy metabolism,
particularly at the level of mitochondria has been increasingly suggested, since
several studies reported that systolic heart failure is accompanied by deleterious
changes in mitochondrial ultrastructure and function [3-8]. Mitochondrial dysfunction
has also been strongly linked to apoptotic and necrotic cell death via an increase in
the permeability of their membranes, which collapses the proton motive force and
allows the release of several proapoptotic factors normally sequestered in the inter-
membrane space [9-11]. This latter phenomenon is important as an excessive loss of
cardiomyocytes is currently viewed as a significant contributor to cardiac
decompensation [12, 13]. In this regard, our laboratory has recently shown that a
mitochondrial vulnerability to stress-induced opening of the permeability transition
pore (PTP) (a key mechanism of membrane permeation) develops in the heart of
WKHA rats when submitted to volume overload by means of an aorto-caval fistula
(ACF) and may constitute an early contributor to the development of overt
mitochondrial defects and activation of cell death typically observed later during the

disease once the heart reaches the failing stage [14].

The ACF maneuver has been used in the past to induce chronic volume
overload in Sprague Dawley (SD) rats [15, 16]. These studies have shown that
following the ACF maneuver SD rats develop eccentric cardiac remodeling, and
rapidly progress toward decompensated cardiac failure, with mortality rates of 50 and
80% at 12 and 24 weeks post-surgery [15, 16]. Interestingly, these observations are in
sharp contrast with previous results from our laboratory obtained in WKHA rats [14,
17]. Indeed, in this strain, the ACF maneuver appears to be much better tolerated as
animals develop substantial ventricular remodeling but rarely progress toward heart

failure before 35 weeks (unpublished observations). Although direct comparison of
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these two strains has not been performed, these results suggest that genetically
specified characteristics can predispose the heart to progress toward heart failure
when confronted to a given hypertrophic stimulus. With the long-term objective of
identifying these genetic factors, the present study aimed to confirm whether
difference in susceptibility to progress toward heart failure exist between the SD and
WKHA strains, which would make these two strains a good working model. For this
purpose the effect of the ACF maneuver on survival, myocardial remodeling, in vivo
hemodynamics, and ventricular performance before and after ischemia-reperfusion
was determined in both strains. Given the important role of mitochondria in heart
failure, we also determined whether differences in the development of mitochondrial
dysfunction and vulnerability to stress-induced opening of the PTP could explain the

strain-dependence in the susceptibility to decompensation.
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METHODS

Animal care:

All experiments on animals were approved by the Université de Montréal
Institutional Animal Care Committee and conducted according to the directives of the
Canadian Council on Animal Care. The inbred WKHA/C{d rats used in this study
originated from a colony maintained at the IRCM, as registered with the Institute of
Laboratory Animal Resources. Male Sprague-Dawley rats (Harlan, Indianapolis, IN,
USA) and male WKHA rats were housed in pairs and kept in a temperature-,
humidity-, and light-controlled (12:12 h light-dark cycle) environment. The animals

had free access to standard rat chow and water.

Induction of chronic volume overload and isolation of mitochondria:
Induction of the aorto-caval fistula was performed at 7 weeks of age as

described elsewhere [18].

Morbidity and mortality assessment:

In order to assess the time course of morbidity and mortality, SD and WKHA
animals (n= 22 and 11, respectively) were evaluated weekly for signs of CHF. For
this purpose, overt CHF (i.e., morbidity) was defined as a significant increase in body
weight (ie., 250 g in a 7-day period) together with strenuous respiratipn and/or
pitting edema. The temporal pattern of survival post-fistula was plotted as the
percentage of rats remaining alive that had not developed CHF or succumbed to

sudden death.

Hemodynamic measurements:

Rats were sedated by an intramuscular administration (1.5 1/g body wt) of a
1:1 mix of a sedative (2.5 mg/ml droperidol) and an analgesic (50 g/ml fentanyl). A
Fr-2 single sensor pressure catheter (Millar Instruments; Houston, TX) was inserted

within the right carotid artery and pushed within the LV. Recording signals were



160

acquired with a PowerLab/8 nSP acquisition system (ADInstruments, Colorado
Springs, CO), all signals were analyzed using the accompanying software application,
and variables were calculated using the corresponding equations as described
previously [19]. Animals were then anaesthetized (ketamine / xylazine : 61.5/7.7
mg/kg, i.p.) and the heart and lung dissected rapidly. Biventricular weight, individual
weight of the left (LV, plus septum) and right ventricles (RV) as well as lung weight

were determined and normalized against that of the tibia.

Isolation of mitochondria for in vitro functional studies:

For measurements of mitochondrial performance in vitro, hearts were sampled
at 4 and 12 weeks post-surgery and mitochondria were isolated as previously
described [20]. Hearts were rapidly excised and immersed into ice-cold isolation
medium (buffer A, in mM: 300 sucrose, 10 Tris-HCl, 1 EGTA, pH 7.3) and weighed.
Ventricular tissue was minced with scissors in 5 ml of buffer A supplemented with
O.2%Afatty acid free bovine serum albumin (BSA) and homogenized using a Polytron
tissue tearer (~3 s at a setting of 3). The homogenate was then incubated with the
protease Nagarse (1.5 mg/g) for 5 min and further homogenized at the same settings.
The homogenate volume was completed to 30 ml with buffer A + 0.2% BSA and
centrifuged at 800 x g for 10 min. The pellet was discarded and the supernatant was
decanted and centrifuged at 10 000 x g for 10 min. The pellet obtained was re-
suspended in buffer B (in mM: 300 sucrose, 0.5 EGTA, 10 Tris-HCI, pH 7.3) and
centrifuged at 10 000 x g for 10 min. After repeating this washing step twice, the final
mitochondrial pellet was resuspended in 0.3 ml of buffer B to a protein concentration
of ~20 mg/ml. All procedures were carried out at 4°C. Protein determinations were
performed using the bicinchoninic acid method (Pierce, Rockford, IL, USA), with
BSA as a standard.

Anoxia-reoxygenation in vitro:
These experiments were carried as previously described [20]. Briefly,

mitochondria (2 mg of protein) were placed in an air-tight, temperature-controlled
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chamber (30°C) equipped with an oxygen electrode in 1 ml of buffer A (in mM: 110
KCl, 5§ KH,PO4, 10 MOPS, 5 glutamate, and 2.5 malate, pH 7.4) that had previously
been equilibrated at ambient pO2 (~250 nmol O,/ml). Mitochondria consumed the
oxygen available in ~5 min and anoxia was pursued for a further 20 min.
Reoxygenation was produced by removing the sealed cap and gently blowing room
air at the surface of the stirred mitochondrial suspension in order to reach a stable
pO2 within 1-2 min. After 20 min of reoxygenation a 300 pl aliquot of the suspension
was transferred in a second chamber for the assessment of mitochondrial respiratory
function as described below. Experiments were performed in the absence and

presence of the PTP inhibitor cyclosporin A (CsA, 1 pM).

Mitochondrial respiratory function:

Mitochondria (0.3 mg of protein) were incubated in 1 ml of buffer A. After
performing basal ADP-restricted measurements (Vo), 1 mM ADP was added to
measure the maximal rate of oxidative phosphorylation (Vapp) in the presence of
glutamate-malate (5:2.5 mM). Respiratory control ratio (RCR) was calculated as the

ratio Vapp / Vo [21]

Calcium challenge:

Mitochondria (0.3 mg/ml) were incubated in 1.5 ml of buffer B (in mM: 250
sucrose, 10 MOPS, 0.05 EGTA, 10 KH,PO,, pH 7.2) containing either glutamate-
malate (5:2.5 mM) or succinate + rotenone (5 mM, 1 pM). Changes in extra-
mitochondrial calcium concentration were monitored fluorimetrically (Hitachi, F4500
or Ocean Optics SD2000 spectrofluorometer) using Calcium-Green 5N (1 uM,
excitation-emission: 505-535 nm) as described by Ichas et al. [22]. Residual calcium
concentration was adjusted to the same level at the beginning of every experiment by
adding a small amount of EGTA. Calcium pulses (42 nmol/mg protein) were added at
2 min intervals until a Ca**-induced-Ca*" -release was observed. Calcium retention
capacity (CRC) was taken as the total amount of Ca®* accumulated by mitochondria

before the Ca®* pulse triggering Ca®* release [22]. In parallel experiments,
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mitochondrial membrane potential (A¥) was measured under the same experimental
conditions. For this purpose, Calcium-Green SN was replaced by rhodamine 123 (0.2
uM: excitation-emission, 503-525 nm) and measurements were performed as
described by Emaus et al. [23]. Mitochondrial release of rhodamine 123 after
uncoupling with 100 nM carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was

taken as an index of membrane potential.

Isolated heart perfusion:

Hearts were rapidly excised and immersed in ice-cold Henseleit (KH) buffer
(in mM: NaCl 119, KCI 4.8, MgSO,4 1.2, NaHCOs3, 24 KH,PO,4 1.2, CaCl, 1.8,
glucose 11, pH 7.4). The aorta was cannulated and the coronary arteries perfused with
KH buffer in the Langendorff mode at a constant pressure of 70 mm Hg. This
pressure is recommended for heart perfusion with crystalline buffers in order to limit
edema, which occurs when physiological perfusion pressures (90-100 mm Hg) are
used [24]. In addition, an incision was made in the pulmonary artery to favor drainage
of the coronary effluent. The perfusion solution was oxygenated with 95% O, — 5%
CO; and maintained at 37°C throughout the perfusion. Hearts were maintained in a
water-jacketed chamber maintained at 37°C and were not paced. Perfusion pressure
was monitored by use of an in-line pressure transducer connected to an in-line data
acquisition system 4(Powerlab 8/30, ADInstruments, Colorado Springs, CO).-
Ventricular pressure was monitored via a separate pressure transducer connected to a
fluid-filled latex balloon inserted in the left ventricle via the left atrium. The size of
the balloon was adjusted to take into account differences in the size of the left
ventricular cavity and was inflated to provide an end-diastolic pressure of ~10 mm
Hg. Hearts were submitted to a protocol consisting of 30 min of low-flow ischemia
(3% of pre-ischemic flow delivered by means of a roller pump), followed by 40 min
of reperfusion. Norepinephrine (100 uM) was infused by means of a syringe pump
during the entire I-R protocol starting 5 min before ischemia in order to mimic the

adrenergic stress encountered during I-R.
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Measurement of PTP opening in situ with 2-deoxy [3H]gluc0se

PTP opening in situ was assessed using the ["H]DOG entrapment method
developed by Halestrap and colleagues [25-27] with minor modifications. In order to
load cardiomyocytes with ["H]DOG before ischemia-reperfusion, hearts were initially
perfused for 10 min with regular KH buffer. Following this stabilization period,
hearts were perfused for 20 min with KH buffer supplemented with 0.5 mM 2-deoxy
[*H]glucose (0.1 pCi.mL-1). Hearts were then perfused for 5 additional minutes with
normal KH in order to wash-out extracellular [’[H]DOG and submitted to ischemia-
reperfusion as described above or immediately processed for the measurement of

baseline mitochondrial [’H]DOG entrapment.

At the end of perfusion hearts were removed, weighted and homogenized in 5
ml of ice-cold sucrose buffer (in mM: sucrose 300, Tris-HCI 10, EGTA 2, BSA 5
mg/ml, pH 7.4) with a polytron homogenizer (setting 3 for 5 s) and volume was then
completed to 40 ml. An aliquot of the crude homogenate were retained for
measurements of ["H]DOG and the remainder was immediately centrifuged at 800 x
g for 2 min to remove cellular debris. The surpernatant was recovered and centrifuged
at 10 000 x g for 10 min. The mitochondrial pellet obtained was washed in 30 ml of
sucrose buffer containing no BSA and centrifuged at 10 000 x g for 10 min. The final
mitochondrial pellet was resuspended in 1.0 ml of sucrose buffer without BSA. 100
and 500 pl of this mitochondrial suspension were retained for the measurement of
citrate synthase (CS) activity and determination of [*’H]DOG, respectively. In all
buffers, a high concentration of EGTA was used in order to favor rapid PTP closure
and entrapment of [*H|DOG [25]. For the measurement of [’H|DOG, crude
homogenate and mitochondrial samples were mixed with an equal volume of 5%
(w/v) perchloric acid and centrifuged at 10 000 x g for 2 min. Radioactivity of the

supernatant (500 ul samples) was counted in 10 ml of scintillant.
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Mitochondrial [PH]DOG entrapment:

Calculation of the DOG index was performed as described by Griffiths and
Halestrap [25]. This index, which reflects the number of mitochondria in which PTP

opening occurred over the perfusion protocol, was expressed as follows:

DOG index = (10° x mitochondrial [’H]DOG / tissue [’H]DOG)/CS.

where mitochondrial and tissue [’H]DOG are expressed in d.p.m. per unit of CS and
d.p.m. per g of wet ventricular tissue respectively. This calculation thus allows
mitochondrial [BH]DOG entrapment to be normalized for the concentration of
mitochondria present in the mitochondrial fraction and for possible differences in the
tissue uptake of the tracer [25]. In addition, this index was corrected by the amount of
CS recovered per gram of ventricle, which is an indicator of mitochondrial yield [26].
This correction provides a more valid index of PTP opening since it takes into
account [’H]DOG entrapment in mitochondria that become totally disrupted as a

result of [-R and are not recovered during isolation [26, 28].

Statistical analyses:

Results are expressed as means +£ SEM. Statistical differences in
morphometric and biochemical parameters were analyzed by means of two-tailed
Student’s ¢-tests. For myocardial function, pre-ischemic and post-ischemic values
were analyzed by means of ANOVA for repeated measures. When multiple
comparisons were made, differences were analyzed using one-way ANOVA and
Bonferonni post hoc tests were performed to identify the location of significant

differences. A corrected p value <0.05 was considered significant.
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RESULTS

Morbidity and mortality:

Figure 1 shows the survival probability of both strains of animals after
induction of the ACF. In the SD strain, animals developed CHF starting at 10-12
weeks and the survival probability decreased to 50 and 36% after 23 and 39 weeks of
volume overload, respectively. In contrast, the survival probability in the WKHA
strain was of 82 % over the same period of time, indicating that the ACF maneuver

- was much better tolerated than in the SD strain.

Morphometric and hemodynamic parameters:

As disease progression was more rapid in the SD than in WKHA strain,
hemodynamic and morphometric characterizations were performed at 2, 4 and 8
weeks post-surgery to determine whether LV remodeling and its consequences were
more severe in SD animals. In the WKHA strain, the ratio of biventricular weight on
tibial length at 2, 4 and 8 weeks post-surgery was respectively 31, 55 and 79% greater
compared with their sham-operated counterparts. In contrast, in the SD strain, the
ratio of biventricular weight on tibial length was increased by 51, 100 and 129% at 2,
4 and 8 weeks post-surgery in ACF animals, indicating a more pronounced
hypertrophic response to volume overload compared with WKHA rats. This response
was due to a greater hypertrophy of the left ventricle in SD rats as no significant
difference in right ventricular weight gain was observed between the two strains
(Figure 2). Lung weight was significantly increased from the 2nd week post-surgery

in ACF animals compared with sham, but no strain difference was observable (Figure

2).

As shown in Figure 3, the ACF maneuver had a relatively modest impact on
hemodynamics in both strains. Left ventricular developed pressure was not different
from sham at any time points post-surgery and only a modest decrease in contractility

and relaxation indexes were observed at 8 weeks post-surgery. On the other hand, in
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-both strains diastolic pressure was significantly elevated compared with sham at 2

weeks post-ACF, but no further elevations were noted at 4 and 8 weeks.

Mitochondrial function:

In vitro studies on isolated mitochondria were performed to determine
whether the more rapid progression toward decompensation of the SD strain was
associated with the appearance of more severe mitochondrial respiratory impairments
and/or vulnerability to acute stress than that observed in the WKHA strain. In line
with previous results, induction of the ACF in the WKHA strain was not associated
with impairment of baseline respiratory function in absence of stress as judged by an
absence of change in basal ADP-restricted (Vp), maximal ADP-stimulated (Vapp)
respiration, RCR values, and steady state membrane potential (A¥ under non-
phosphorylating conditions (Table 2). A similar absence of basal functional

impairment was also made in the SD strain at 4 and 12 weeks post-surgery.

Mitochondria were also submitted to in vitro anoxia-reoxygenation and
calcium overload to determine their vulnerability to stress. Figure 4 shows the results
of experiments in which the effect of anoxia-reoxygenation on maximal oxidative
phosphorylation capacity was examined. In the WKHA strain, Vpp after 20 min of
reoxygenation was significantly reduced in mitochondria from sham animals at 4 and
12 weeks post-surgery (84.0 £ 25.5% and 54.5 £ 5.5% of baseline values 4 and 12
weeks post-surgery, respectively). In line with previous data [14], mitochondria from
ACF animals were significantly more damaged than their sham counterparts with
Vapp values reaching 37.8 + 7.8% and 30.2 + 2.8% of baseline values at 4 and 12
weeks post-surgery, except when CsA was present during the experiment. In the SD
strain, anoxia-reoxygenation also resulted in a significant reduction of Vapp in
mitochondria from sham animals. Similarly, the ACF maneuver resulted in greater
respiratory impairment relative to sham, and this difference was no longer significant
when the PTP inhibitor CsA was present. However, the amplitude of respiratory

dysfunction induced by the ACF was similar in the two strains.
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Figure 5 shows the results of experiments in which the sensitivity to Ca**-
induced opening of the PTP was assessed. In WKHA animals, no significant
difference in calcium rétention capacity (CRC) was observed between mitochondria
from sham and ACF animals 4 weeks after surgery. However, at 12 weeks, CRC was
28.9 £ 6.9 and 21.1 + 6.7% lower in the ACF group when the mitochondria were
energized with glutamate-malate and succinate-rotenone, respectively. In the SD
strain, the reduction in CRC induced by the ACF was already observable at 4 weeks
suggesting that sensitivity to Ca®>* induced PTP opening may have developed faster
than in the WKHA strain. However, this phenomenon did not increase in severity and
by 12 weeks, the reduction in CRC secondary to the ACF was of similar amplitude in

both strains.

Response to ischemia-reperfusion:

In order to further evaluate the differential impact of the ACF on both strains,
contractile function was assessed in isolated perfused hearts under well-perfused
conditions as well as during reperfusion after ischemia. Figure 6 and 7 show the
evolution of left ventricular developed pressure (LVDP) and rate-pressure product
(RPP) during the perfusion protocol. In both strains of animals, the ACF did not
result in significant alterations of pre-ischemic contractile function both at 4 and 12
weeks post-surgery. However, inter-strain differences in functional recovery were
evident during reperfusion. In WKHA rats, no significant difference in the recovery
of LVDP and RPP was observed between sham and ACF at 4 weeks. However at 12
weeks, functional recovery of ACF hearts was in average 14 + 1% lower than in their
sham counterparts. In contrast, in the SD strain, the ACF was already associated with
impaired recovery at 4 weeks, and at 12 weeks nearly none of the ACF hearts

recovered measurable functions (Table 1).

Figure 8 shows the mitochondrial [3H] DOG entrapment index which provide

a quantitative assessment of the number of mitochondria that have undergone PTP
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opening in the heart during ischemia-reperfusion [25]. In both SD and WKHA rats,
the mitochondrial DOG index was higher in perfused hearts from ACF animals
compared with sham at 4 and 12 weeks post-surgery indicating a greater
susceptibility to PTP opening of hypertrophied hearts under stress conditions.
However, this phenomenon appeared to develop in a similar fashion in the two strains

despite marked differences in the functional response to ischemia-reperfusion.
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DISCUSSION

In the present study we provide clear evidence that genetic differences
between the SD and WKHA strains results in substantial differences in the
susceptibility to progress toward heart failure following a standardized procedure of
volume overload, as shown by differences in the temporal response of mortality,
ventricular morphometry and function. In SD animals, left ventricular hypertrophy
was more pronounced than in their counterparts from the WKHA strain after 2, 4 and
8 weeks of volume overload and this phenomenon was associated with greater
contractile dysfunction after ischemia/reperfusion and a faster progression toward
heart failure. However, our results indicate that while mitochondrial vulnerability to
stress is a common feature associated with disease progression, it does not appear to

explain this strain-specific difference in disease progression.

Left ventricular hypertrophy is associated with increased morbidity,
progression toward heart failure and mortality [1, 29, 30]. Furthermore, the
cardiovascular risk has been reported to increase continuously and proportionally
with left ventricular mass [31] while eccentric left hypertrophy is known to lead to a
greater risk of systolic dysfunction [1]. The ACF maneuver used in this study
increases the workload imposed on the heart by sustained volume overload which
leads to eccentric hypertrophy and cardiomyocyte elongation in order to normalize
left ventricular end diastolic pressure and diastolic wéll stress. However, it has been
proposed that a contractile dysfunction might result from an excessive load placed on
insufficient myocardial mass and thus, that an inability to normalize function may
eventually cause inefficient pump function and transition to heart failure [32]. The
rapid development of left ventricular hypertrophy and dilation before the achievement
of a stable state of hypertrophy could therefore accelerate the transition toward

decompensation and heart failure.
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In SD rats, the ACF has been previously associated with an early and
progressive decrease in myocardial contractility without any change in cardiac
hemodynamic performance, marked hypertrophy and ventricular dilatation [32]. In
addition, the same authors have reported an initial occurrence of morbidity and
mortality due to congestive heart failure following an ACF at 4 weeks post-surgery,
with the incidence of overt heart failure exceeding 50% 14 weeks after the surgery
[15]. On the other hand, the WKHA rat also used in the present study is a
recombinant inbred strain derived ffom phenotypic selection and repeated inbreeding
of the progeny of the Wistar-Kyoto (WKY)/spontaneously hypertensive rat (SHR)
crosses [33]. This rat is normotensive but display increased cardiac mass at baseline
and enhanced susceptibility to load-induced ventricular remodeling due to the
presence of the quantitative trait locus Cm24 on chromosome 5 [17, 33]. However,
we have previously observed in WKHA rats that, after 12 weeks of chronic volume
overload induced by an ACF, a marked compensated hypertrophy is present without
any sign of congestive heart failure or any mortality [14] suggesting that these rats
may have a lower susceptibility to decompensation than SD rats in response to an
identical chronic volume overload. The results reported in the present study concur
with those previous observations, since the survival probability after surgery was
greater in WKHA compared to SD rats (Figure 1). Furthermore, even if no inter-
strain differencé was observed in hemodynamic parameters, the extent of left
ventricular hypertrophy was greater in SD rats after an ACF and this was associated
with a greater and, most importantly, an earlier contractile dysfunction during
reperfusion following 30 min of low flow ischemia in vivo. Indeed, at 4 weeks post-
surgery, SD rats exhibited lower LVDP and RPP values than their sham counterparts
whereas no difference was observed between the groups in the WKHA strain. Of
note, there are also evidences in the literature that a third strain of rats, the Wistar-
Kyoto, is even less susceptible to the ACF maneuver than the WKHA since it
~ exhibits a milder hypertrophic remodeling and no contractile dysfunction 12 weeks

after the surgery [17]. These results suggest that the genetic background is a major
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determinant of the susceptibility to progress from hypertrophy to heart failure in

response to chronic overload.

We have recently shown in WKHA rats submitted to ACF that an increase in
the vulnerability of mitochondria to PTP opening develops in the hypertrophied heart
when submitted to acute stress at a time when systolic function is normal and in
absence of typical respiratory impairments associated with heart failure [14].
Opening of the PTP is known to induce the loss of mitochondrial membrane potential
(AY), uncoupling of oxidative phosphorylation, high amplitude swelling of the matrix
and the release of several pro-apoptotic factors that are normally sequestered in
mitochondria. Importantly, conditions that are known to favor PTP opening such as
oxidative stress [34-36], increased diastolic Ca®* levels [37, 38], and hypoxia and/or
ischemia [5, 35] are encountered during pathological ventricular remodeling.
Therefore, mitochondrial vulnerability to PTP opening could predispose to the
activation of mitochondria-mediated cell death, which is considered an important
factor promoting cardiac decompensation [12, 13]. The results obtained in the present
study are consistent with our previous findings that, despite the absence of apparent
respiratory impairments, mitochondria isolated from ACF animals display a marked
vulnerability to PTP opening. However, this phenomenon developed by 4 weeks in
both strains of animals and did not increase in severity in SD compared to WKHA
rats. Therefore, although mitochondrial dysfunction and PTP opening likely
contributes to heart failure [10, 11, 39, 40], it does not appear to be the factor
responsible for the difference in susceptibility to heart failure observed between the

two strains studied.

Although the factors underlying this strain specificity remain to be
established, it has been previously reported that in the ACF model the increased
ventricular compliance and ventricular dilation observed during transition to heart
failure are associated with changes at the level of the extracellular matrix, such as an

increased activity of matrix metalloproteinase and alterations at the level of collagen
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which may include decreased collagen interactions with integrin receptors or altered
collagen cross-linking [15, 41, 42]. An attractive hypothesis is that, in the SD strain,
genetic factors that favor adverse extracellular matrix remodeling could increase the
hypertrophic stress imposed to the heart, which would in turn cause the more rapid
and pronounced hypertrophy and rapid progression toward decompensation of this

strain compared to WKHA. Further studies are required to address this question.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Incidence of mortality due to heart failure after the creation of an
aortocaval fistula (ACF) in SD and WKHA rats. Percentage of 22 SD (e) and 11
WKHA (m) rats with an ACF surviving each week.

Figure 2: Morphometric parameters of SD and WKHA rats 2, 4 and 8 weeks
post-surgery. The figure shows biventricular weight, left ventricular weight, right
ventricular weight and lung weight normalised for the tibial length for SD (o) and
WKHA (w) rats at 2, 4 and 8 weeks post-surgery. Values are mean + SEM for n =7-8
for each strain and time point. a Significantly different from baseline, b Significantly
different from SD p<0.05

Figure 3: Hemodynamic parameters of SD and WKHA rats 2, 4 and 8 weeks
post-surgery. The figure shows left ventricular systolic pressure (LSVP), diastolic
pressure, maximal rate of positive (Dp/dt max) and negative (Dp/dt min) pressure
change and tau constant for SD (o) and WKHA (m) rats at 2, 4 and 8 weeks post-
surgery. a: significantly different from sham within the same strain. Values are mean
+ SEM for n =7-8 for each strain and time point. a Significantly different from

baseline p<0.05

Figure 4: Effect of ACF on susceptibility to anoxia-reoxygenation injury. The
figure shows ADP-stimulated (Vapp) respiration measured before (baseline) and after
20 min of anoxia and 20 min of reoxygenation in SD (A and B) and WKHA (C and
D) rats at 4 weeks (A and C) or 12 weeks (B and D) post-surgery. Experiments were
carried out in presence or absence of 1 pM cyclosporin A (CsA) added before anoxia.
Values are mean + SEM for n =6-9 except in the WKHA 4 weeks group (n=3). a
Significantly different from sham, b Significantly different from baseline p<0.05
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Figure 5: Effect of ACF on the sensitivity to Ca**-induced PTP opening. The
figure shows mean values of Ca®* retention capacity (CRC) in sham (m) and ACF (o)
mitochondria energized with glutamate:malate (GM; 5:2.5 mM) or succinate (5 mM)
in presence of 1 uM rotenone (SR) in SD and WKHA rats at 4 (A and C) and 12 (B
and D) weeks post-surgery. Values are mean + SEM for n =6-12 except in the

WKHA 4 weeks groups (n=3). a Significantly different from sham P<0.05.

Figure 6: Effect of ACF on left ventricular developed pressure during ischemia
and reperfusion. The figure shows the left ventricular developed pressure (LVDP) in
sham (e) and ACF (o) hearts submitted to low flow ischemia in presence of
adrenergic stress in SD and WKHA rats at 4 and. 12 weeks post-surgery. LVDP was
calculated as the difference between systolic and diastolic pressure. Values are mean

+ SEM for n =6-11. b: significantly different from ACF p<0.05.

Figure 7: Effect of ACF on rate-pressure product during ischemia and
reperfusion. The ﬁgufe shows the evolution of rate-pressure product in sham (e) and
ACF (o) hearts submitted to low flow ischemia in presence of adrenergic stress in SD
and WKHA rats at 4 and 12 weeks post-surgery. Values are mean + SEM for n = 6-
11. b: significantly different than ACF p<0.05.

Figure 8: Mitochondrial [*’H]-DOG entrapment in sham and ACF rats after IR

The figure shows the DOG index normalised for the activity of citrate synthase (CS)
recovered in the mitochondrial fraction isolated after reperfusion per g. of ventricular
tissue of sham (m) and ACF (o) animals at 4 (Panel A) and 12 (Panel B) weeks post-
surgery. Values are mean + SEM for n = 6-11. a Significantly different from sham
p<0.05
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Table 1. Functional recovery during reperfusion in SD and WKHA rats after 4

and 12 weeks of chronic volume overload.

4 weeks
SD
Sham ACF Sham ACF

No-recovery 0/11 3/9 0/6 0/9
% recovery
LVDP 48+ 6 26+ 6" 39+ 6 37+5
(mmHg)
RPP 50+ 8 33+ 9° 40+ 6 32+5
(bpm.mmHg)

12 weeks
No-recovery 0/6 7/7 0/9 0/8
% recovery
LVDP 42 +4 2+4° 41 +4 28+4°
(mmHg)
RPP 45+ 6 0+ 5° 40+ 4 26 +4°
(bpm.mmHg)

LVDP: left ventricular developed pressure, RPP: rate-pressure product. Values are

reported as mean values + SEM for » = 6-9 in each group. a: significantly different

from sham within the same strain p<0.05.
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Table 2. Effect of ACF on baseline mitochondrial respiration

Group Condition SD WKHA
Sham ACF Sham ACF
4weeks 'V, 213£ 29 233+£2.0 20.6+2.4 242 2.1
Vapp 133.1£13.6 156.6 = 10.1 158.6 + 18.6 140.8 £ 35.3
RCR | 6.2+0.2 6.7+0.2 77+0.2 7.6+0.1
12 weeks Vo 30527 29.1+£19 256+ 1.6 258+1.2
Vapp 182.3 £ 8.2 220.2+24.3 130.1+11.3 153.3+9.0
RCR 6.4+04 7.4+£0.6 51+03 6.0+£0.2

Basal (Vp), ADP-stimulated (Vpp) and respiratory control ratio (RCR: Vapp/Vy) of
mitochondria energized with glutamate:malate (5:2.5mM). Values are reported as
mean values £ SEM for n = 8-12 in each SD group and WKHA 12 weeks, n=3 in the
WKHA 4 weeks groups.
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3. Discussion
3.1. Discussion générale

3.1.2. Considérations expérimentales

Les trois études faisant partie de cette thése ont permis d’approfondir nos
connaissances en ce qui a trait a la susceptibilité mitochondriale au stress dans le
contexte de I’hypertrophie cardiaque physiologique et pathologique. De plus, elles
ont permis d’amener de nouveaux résultats pour mieux comprendre la fagon dont
’ouverture du pore de perméabilité transitionnelle mitochondrial (PTP) est régulée

dans ces contextes.

Les modeles expérimentaux utilisés dans les trois études de cette these
(I'entrainement en endurance et la fistule aorto-cavale infra-rénale) ont entrainé le
développement d’une hypertrophie ventriculaire. Dans les deux cas, la surcharge
volumique (transitoire avec I’exercice, chronique avec la fistule) a entrainé une
hypertrophie de type eccentrique, avec une augmentation significative de la masse
myocardique associée a un élargissement de la chambre ventriculaire. Dans les deux
cas, la fonction mitochondriale de base n’a pas ét¢ modifiée, ce qui était en accord
avec la littérature respective aux deux situations (voir sections 1.4.4.5 et 1.5.4).
Toutefois, les deux premieres études de cette thése ont permis de mettre en valeur le
fait qu’une fois soumises & un stress aigu, on peut relever des modifications de la
fonction des mitochondries de cceurs hypertrophiés ne pouvant pas étre décelées a
I’état basal. Lne diminution de la vulnérabilité mitochondriale au stress pourrait
donc étre impliquée dans [’effet cardioprotecteur de [’exercice, mais une
augmentation de cette méme vulnérabilité pourrait contribuer a I’installation d’un
cercle vicieux de dysfonction accélérant la transition d’une hypertrophie pathologique

compensée vers une hypertrophie pathologique décompensée.
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La vulnérabilité mitochondriale au stress serait de plus étroitement reliée a la
régulation du pore de perméabilité mitochondrial (PTP) qui, tel que décrit dans la
section 1.2.4, est un pore non-spécifique de haute conductance formé par
|’assemblage de plusieurs protéines aux points de contact entre les deux membranes
mitochondriales. Briévement, I’ouverture du PTP, favorisée entre autres par une forte
concentration de calcium, par une augmentation du stress oxydant et par une
déplétion du pool de nucléotides adényliques entrainerait 1) la perte de la force
proton-motrice; 2) I’abolition de la synthése d’ATP; 3) la création d’un gradient de
pression osmotique de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale et un
déplacement d’eau vers la matrice mitochondriale provoquant son gonflement et 4) la
rupture de la membrane externe mitochondriale permettant la sortie d’ions (e.g. Ca**,
Mg®"), des nucléotides pyridiniques contenus dans la matrice ainsi que des protéines
pro-apoptotiques contenues dans V’espace intermembranaire (162, 316). En
conséquence, une ouverture prolongée du PTP entrainerait le déclenchement de
’apoptose ou de la nécrose dépendamment des conditions présentes dans

I’environnement cellulaire lors de I’insulte (voir sections 1.2.3.3.2 et 1.2.4).

Nos études, en utilisant le modéle expérimental de la mitochondrie isolée, ont
permis d’approfondir les connaissances disponibles au sujet de la régulation du PTP
suite a un entrainement régulier et a une surcharge volémique chronique. Toutefois,
bien que ce modele permette de comprendre la fagon dont la fonction mitochondriale
peut étre modulée en réponse a la présence (ou l’absence) de divers effecteurs, il
comporte plusieurs limites expérimentales, dont la principale est de ne pas donner un
portrait complet de I’environnement cellulaire ni de I'impact des autres composants
cellulaires sur la fonction mitochondriale (et vice versa). Compte-tenu, par exemple,
de I’étroite proximité structurale et fonctionnelle entre le réticulum sarcoplasmique et
la mitochondrie au niveau de I’homéostasie calcique (101, 245), il est fortement

envisageable que la modulation de I’ouverture du PTP observée sur une cellule
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intacte puisse différer de celle observée dans une population de mitochondries

isolées.

De plus, les tests effectués sur une population de mitochondries isolées
refletent la moyenne des réponses de toutes les mitochondries de la population
¢tudiée. Ainsi, dans un test classique de surcharge calcique (ou oxydante)
progressive dans lequel I’ouverture du PTP est confirmée par une reladche du calcium
matriciel (identifiée par une augmentation de la fluorescence de la sonde Calcium-
Green 5N) ou par un gonflement mitochondrial (identifié par un changement de la
diffraction de la lumiére a 540nm/540nm), on identifie réellement une ouverture
prolongée dans une vaste majorité des mitochondries isolées de la population étudiée.
Ce phénoméne pouvant s’étendre sur 2 a 30 minutes (ou plus) est probablement
causée par un recrutement progressif d’une fraction de plus en plus grande des
mitochondries de la population étudiée, la reldche de calcium matriciel d’une partie
des mitochondries ayant subi une transition de leur perméabilité membranaire causant
I’ouverture du PTP d’une autre sous-population et ainsi de suite (39). Ce phénoméne
est donc trés différent de la transition rapide ayant lieu dans chacune des
mitochondries et empéche I’étude de la modulation des stades transitoires d’ouverture
du PTP qui pourraient non seulement contribuer a ’homéostasie mitochondriale en
équilibrant la composition ionique matricielle a celle du cytoplasme (37, 162), mais
aussi contribuer a modifier le contenu cellulaire en ATP et ainsi, la capacité de survie

cellulaire (12, 102) (voir section 1.2.4).

D’autre part, dans les trois études présentées dans cette these, nous avons
soumis les mitochondries isolées a une surcharge calcique progressive afin de
déterminer la capacité de ces mitochondries & supporter un stress calcique. Toutefois,
il est fort probable qu’in vivo, ces mitochondries ne soient jamais exposées a d’aussi
fortes concentrations cytosoliques et matricielles de calcium. 1l en est de méme pour

I’étude des fonctions respiratoires avec la mesure de la consommation d’oxygeéne en
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stades 3 et 4 qui n’existent pas de fagon distincte in vivo (171). De plus, il a été
montré que ’osmolarité du médium expérimental utilisé peut influencer les propriétés
du PTP et ce, indépendamment des changements de potentiel de membrane, de
concentrations des nucléotides adényliques ou de I’état redox (210). Ces résultats
renforcent donc 1’idée selon laquelle la situation expérimentale in vitrc; peut différer
de la situation in vivo et indiquent qu’il faut étre prudent dans I’interprétation (et

I’extrapolation) des résultats obtenus dans nos études.

3.1.2. Pistes de réflexion sur les 3 études présentées dans celte these

Plus précisément, les études faisant partie de cette thése ont permis de mettre

en relief les points suivants :

1. L’entrainement en endurance chez le Rat SD femelle est associé a une
diminution de la susceptibilité d’ouverture du PTP en présence de substrats
respiratoires du complexe II lors d’un stress aigu (surcharge calcique) et ce,
sans changement significatif de la fonction respiratoire basale, du potentiel de
membrane, des niveaux endogénes de nucléotides adényliques, de la
production de radicaux libres ou du potentiel redox. Compte-tenu de
I’implication de la dysfonction mitochondriale et de I’ouverture du PTP dans
le déclenchement de la mort cellulaire apoptotique et nécrotique, ce
phénomene pourrait contribuer a expliquer I’effet cardioprotecteur de

I’entrainement mis en évidence par une meilleure récupération post-ischémie.

2. De plus, dans le tissu cardiaque, tout comme dans le tissu musculaire
squelettique (80), la vulnérabilité a I’ouverture du PTP semble étre substrat-
dépendante, avec une augmentation de la probabilité¢ d’ouverture lorsque des

substrats respiratoires du complexe I (glutamate-malate) sont utilisés.
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Inversement, une hypertrophie pathologique compensée induite par la création
d’une fistule aorto-cavale (ACF) chez le Rat male WKHA entraine une
augmentation de la susceptibilit¢ mitochondriale au stress aigu (observable
tant in vivo qu’in vitro) associée a une augmentation de la probabilité
d’ouverture du PTP et ce, a un moment ou la fonction mitochondriale basale,
le potentiel de membrane et 1’activité enzymatique des principaux complexes
de la chaine respiratoire ainsi que la fonction systolique ne sont pas altérées.
Ces résultats sont, a notre connaissance, les premiers a montrer qu’une
dysfonction mitochondriale puisse étre mise en évidence en situation de stress
aigu durant le stade compensé d’hypertrophie cardiaque. Ces augmentations
de la susceptibilité mitochondriale au stress et de la probabilité d’ouverture du
PTP pourraient donc étre des événements importants accélérant la transition

vers la décompensation cardiaque.

L’effet d’une fistule aorto-cavale est différent entre les souches de rats SD et
WKHA, la souche SD développant une hypertrophie ventriculaire et une
dysfonction contractile en réponse a un stress aigu plus marquées ainsi que
des symptomes de défaillance cardiaque plus rapidement, confirmant
I’importance du remodelage ventriculaire comme un déterminant important de
’apparition de la dysfonction contractile et de la progression vers la

décompensation.

La susceptibilité mitochondriale au stress et la probabilité d’ouverture du PTP
in vivo et in vitro sont augmentées en réponse a une fistule aorto-cavale chez

le Rat SD et WKHA.
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6. Toutefois, cette modulation de la vulnérabilité .mitochondriale n’apparait pas
plus tot chez le Rat SD, suggérant que ce phénomene ne soit pas responsable
de la différence de susceptibilité a la décompensation cardiaque entre les deux

souches de rats.

3.1.2.1.  Vulnérabilité mitochondriale et expression de CypD

Tel que mentionné dans la discussion de notre premiere étude (voir section
2.1), a notre connaissance seulement deux études s’étaient déja intéressées a I’effet de
’entrainement en endurance sur la prise de calcium mitochondriale (219, 271) et les
auteurs n’avaient pas évalué la probabilité d’ouverture du PTP (185). De plus, au
moment de la soumission de notre manuscrit, aucune donnée n’était disponible au
sujet de I’effet de I’entrainement d’endurance sur les paramétres impliqués dans la
régulation du PTP. Notre étude a donc contribué a enrichir les connaissances a ce
sujet. Récemment, Kavazis et al. (150) ont montré une modification du contenu en
ANT et en cyclophiline D, deux éléments putatifs du PTP, aprés un entrainement de
courte durée (5 jours de course sur tapis roulant chez le Rat SD male). Dans leur
étude, les contenus en ANT et en CypD des mitochondries intermyofibrillaires isolées
de cceurs de rats entrainés était de 4.5 et 6 fois inférieurs, respectivement, & ceux
obtenu dans des cceurs sédentaires (150). De plus, la reldche de cytochrome ¢ en
réponse a un stress oxydant (ajout de H,O,) était réduite suite a ’entrainement au
niveau des mitochondries intermyofibrillaires et les auteurs ont associ¢ ces résultats a
une diminution du taux maximal d’ouverture (Vnay) du PTP suite a I’ajout de calcium
et de tert-butyl-hydroperoxyde. Leurs résultats n’ont toutefois pas été¢ confirmés par
I’ajout d’un inhibiteur de I’ouverture du PTP tel que CsA, sanglifehrinA, NIM 811 ou
trifluoperazine. Il a récemment été montré que I’inactivation des génes de deux
isoformes d’ANT au niveau du foie n’élimine pas la possibilité de déclencher
I’ouverture du PTP, mais que de plus fortes doses de calcium sont alors nécessaires
pour faire passer le PTP en conformation ouverte, suggérant un rdle d’ANT dans la

sensibilité mitochondriale au calcium (157). De méme, on observe chez la souris



197

Ppif’" n’exprimant pas la cyclophiline D qu’une quantité significativement accrue de
calcium est nécessaire pour provoquer I’ouverture du PTP, suggérant un role
sensibilisant de CypD dans la régulation du PTP (19, 23, 203, 249). De fagon inverse,
la surexpression de CypD dans le cceur facilite le déclenchement de I’ouverture du
PTP, mais I’utilisation de CsA permet d’inhiber ce phénoméne (19). Ainsi, la
diminution de I’expression d’ANT et de CypD observée suite a I’entrainement par
Kavazis et al. (150) pourrait représenter une adaptation bénéfique et contribuer a
I’effet cardioprotecteur de I’entrainement de courte durée en diminuant la probabilité
d’ouverture du PTP en période de stress aigu. Toutefois a I’heure actuelle, aucun

résultat n’est disponible a ce sujet dans le contexte de I’entrainement d’endurance.

De fagon intéressante, dans le cas d’une hypertrophie pathologique, nous
avons observé récemment que ’expression de CypD semble étre augmentée (Matas
et al.,, en préparation). Dans le but d’approfondir notre compréhension des
phénomenes observés dans I’étude 2, nous avons repris les mémes conditions
expérimentales (12 semaines de surcharge volémique chronique induite par la
création d’une fistule aorto-cavale chez le Rat WKHA) afin d’évaluer certains
parametres pouvant moduler la probabilité d’ouverture du PTP, dont la production de
radicaux libres, la concentration de calcium endogeéne et la cinétique de prise de
calcium mitochondriale ainsi que I’expression protéique et la localisation
intracellulaire de la cyclophiline D. Tout comme dans I’étude 2 de cette these, les
mitochondries isolées de cceurs de rats WKHA 12 semaines post-ACF étaient plus
susceptibles a I’ouverture du PTP suite a une surcharge calcique et ce, méme si elles
avaient une fonction respiratoire basale similaire a celle observée dans le groupe
contrle. De plus, la création d’une fistule n’a entrainé aucune modification
significative de la cinétique de prise de calcium mitochondriale et une augmentation
non significative de la concentration de calcium endogéne a été observée dans les
mitochondries ACF. Toutefois, I’expression protéique de CypD était de 80% plus

¢élevée dans les mitochondries ACF que dans les mitochondries contrle. De plus, le
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recrutement de CypD a la membrane mitochondriale était 3.8 fois plus élevée dans les
mitochondries ACF que dans les mitochondries sham et ce, en 1’absence de stress,
suggérant que ce phénoméne puisse étre représentatif des conditions in vivo (Matas et
al., en préparation). Le recrutement de la CypD a la membrane est considéré comme
un élément déterminant dans la régulation du PTP en favorisant un changement dans
la conformation de ses éléments putatifs et en favorisant son ouverture (61, 109). De
plus, en condition de stress oxydant aigu in vitro associ€e a une ouverture accrue du
PTP, on observe aussi une augmentation significative du recrutement membranaire de

CypD (56).

Une modulation de la susceptibilité d’ouverture du PTP par un changement du
niveau d’expression de CypD pourrait étre impliqué tant dans ’effet cardioprotecteur
observé a I’exercice que dans la détérioration de la fonction cardiaque suite & une
hypertrophie pathologique. Récemment, il a été montré que la taille de I’infarctus
suite 4 une ischémie-reperfusion est diminuée chez la Souris Ppif’™ (19, 179, 203).
Toutefois, chez cette Souris, I’effet cardioprotecteur de diverses interventions
pharmacologiques (diazoxyde, bradykinine, CsA, SfA, necrostatine) et de pré- et
post-conditionnement ischémique est.annulé suggérant fortement que le PTP puisse
jouer un rdle majeur dans ’effet cardioprotecteur, peut-étre en modulant le degré de
stress cellulaire par des ouvertures transitoires lors de la phase de pré-
conditionnement (178, 179). De plus, ’utilisation de la Souris Ppif * dans un modéle
de défaillance cardiaque induite par I’utilisation de doxorubicine a permis de montrer
que ’inhibition de I’ouverture du PTP diminue la vulnérabilité cellulaire a la nécrose
suite & une surcharge calcique induite par une surexpression des récepteurs P-
adrénergiques (entrainant une augmentation de |’activation des canaux calciques de
type L et de la phosphorylation des récepteurs & la ryanodine du réticulum
sarcoplasmique) et ce, indépendamment des niveaux d’expression de Bcl-2 (204). La

perte d’un nombre important de myocytes viables par nécrose pourrait donc entrainer
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la transition vers la défaillance cardiaque (91) possiblement en partie via une

ouverture plus importante du PTP (204). Ces hypothéses restent toutefois a vérifier.

3.1.2.2.  Vulnérabilité mitochondriale et production de ROS

De fagon intéressante, Matas et al. (en préparation) ont aussi observé une
augmentation significative de la production de radicaux libres par le complexe I dans
les mitochondries de cceur ACF. Ide et al. (132) avaient déja montré un tel
phénomeéne au niveau du cceur défaillant, mais a notre connaissance aucune autre
étude n’avait mis le phénoméne en évidence dans un cceur compensé. Il est possible
qu’une augmentation de la production de ROS contribue au recrutement de CypD a la
membrane mitochondriale, augmentant ainsi la probabilité d’ouverture du PTP (56).
Dans une telle situation, les mitochondries de cceurs hypertrophiés seraient plus
vulnérables aux conditions de stress aigu (e.g. stress oxydant (53, 89, 173),
augmentation des niveaux de calcium lors de la diastole (309), hypoxie et/ou

ischémie locales (89, 215)) lors du remodelage ventriculaire.

D’ailleurs, nous avons montré dans notre premiére étude que tout comme dans
le muscle squelettique, une augmentation du flux d’électrons a travers le complexe I
pourrait sensibiliser la mitochondrie cardiaque et augmenter la probabilité
d’ouverture du PTP. Dans le muscle squelettique, ce phénoméne est indépendant
d’autres régulateurs du PTP tels que 1’état redox, le potentiel de membrane, le pH ou
la production de radicaux libres (28, 80, 171). Dans le cceur, nous n’avons pas non
plus observé d’effets de l’entrainement ni de I’hypertrophie compensée sur la
fonction respiratoire basale, le potentiel de membrane, les niveaux endogenes de
nucléotides adényliques et le potentiel redox. Toutefois, dans les deux situations
nous avons observé une augmentation significative de la capacité de rétention
calcique mitochondriale en présence de substrats respiratoires du complexe II

(succinate) et ce, en présence ou non de roténone, un inhibiteur du complexe I.
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D’autre part, nous n’avons pas observé avec I’entrainement de différence au
niveau de la production basale de radicaux libres, mais d’autres auteurs ont observé
une diminution de la production de H,O; en présence de calcium (277) et une
diminution .de la peroxydation des lipides suite a un bref épisode d’anoxie-
réoxygénation in vitro (16). Ces auteurs ont utilisé des rats males de souches
différentes et des protocoles d’entrainement différents de ceux utilisés dans notre
étude, ce qui pourrait en partie expliquer les différences au niveau des résultats.
Toutefois, les résultats obtenus par Starnes et al. (277) et Ascensao et al. (16)
suggérent que lorsque les mitochondries sont soumises a un stress aigu, qu’il soit de
nature calcique ou oxydante, une diminution de la vulnérabilit¢é mitochondriale
pourrait étre mise a jour, comme ce fut le cas lors des tests de surcharge calcique dans
notre étude. D’ailleurs, suite & une anoxie-réoxygénation in vitro, la fonction
respiratoire des mitochondries isolées de cceurs de rats entrainés est mieux maintenue
que celle des mitochondries de cceurs de rats sédentaires (16). Ces auteurs n’ont
toutefois pas évalué la probabilité d’ouverture du PTP dans ce contexte, ce qu’il serait

intéressant d’investiguer dans le futur.

3.1.2.3.  Vulnérabilit¢ mitochondriale et susceptibilit¢é a Ila

décompensation cardiaque

La troisiéme et derni¢re étude présentée dans le cadre de cette these avait pour
but de déterminer si une augmentation de la vulnérabilité mitochondriale au stress
pouvait étre impliquée dans les différences au niveau du remodelage ventriculaire et
de la susceptibilité a la décompensation cardiaque observées entre deux souches
génétiquement distinctes, soit le Rat Sprague-Dawley et le Rat WKHA. Tel que
mentionné plus haut, cette étude nous a tout d’abord permis d’observer qu’un méme
stimulus hypertrophique (fistule aorto-cavale) peut entrainer un remodelage différent
dans deux souches de Rat génétiquement différentes. Toutefois, méme si le

remodelage plus rapide observé chez le Rat SD était aussi associé a une détérioration
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plus rapide de la fonction contractile lors de I’ischémie-reperfusion, nos résultats ne
nous permettent pas d’associer ce phénomeéne a une ouverture plus prononcée ou plus

précoce du PTP dans cette souche.

Plusieurs facteurs, dont ’augmentation de la perte de cardiomyocytes par
apoptose (236), I’activation de systemes neuroendocriniens (e.g. rénine-angiotensine-
aldostérone et adrénergique), [’augmentation du stress oxydant ou |’activation accrue
des métalloprotéinases matricielles (136, 214 ) ont été proposés pour expliquer la
transition entre [|’état d’hypertrophie compensés et la défaillance cardiaque.
D’ailleurs, suite a la création d’une fistule aorto-cavale chez le Rat SD, une
augmentation significative de [’activit¢ des métalloprotéinases matricielles est
observée suite a la transition vers la décompensation (40). De plus, une augmentation
de I’expression des récepteurs B-adrénergiques est aussi observée dans les mémes
conditions expérimentales (297). A notre connaissance, aucune autre étude ne
compare les souches SD et WKHA, mais des résultats préliminaires obtenus
récemment dans notre laboratoire nous suggerent qu’une différence au niveau de la
géométrie initiale de la cavité ventriculaire et du remodelage de la matrice de
collagene en réponse a la création d’une fistule aorto-cavale pourrait du moins en
partie, expliquer les différences de susceptibilité¢ a la décompensation cardiaque
observées entre ces deux souches de rats (Ascah et al., en préparation). En effet, on
observe chez le Rat SD un volume de la cavité ventriculaire ainsi qu’une compliance
supérieures, mais une quantité de collagéne inférieure a celles observées chez le Rat
WKHA. De plus, suite a la création d’une fistule aorto-cavale, une augmentation
supérieure de la tension de paroi est mesurée dans le cceur isolé perfusé du Rat SD, ce
qui pourrait entrainer le remodelage hypertrophique plus rapide dans cette souche en
comparaison avec le Rat WKHA (Ascah et al., en préparation). La discussion des
divers mécanismes potentiellement impliqués dans la transition vers la défaillance
cardiaque dépasse cependant le contexte de cette thése. Toutefois, méme si la

troisieme €tude ne permet pas de positionner le degré d’ouverture du PTP comme un
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facteur expliquant la différence de susceptibilité entre les deux souches, il n’en
demeure pas moins que la vulnérabilité mitochondriale au stress aigu et un
changement de la régulation de I"ouverture du PTP semblent &tre « au cceur » du .

phénomeéne de remodelage et de défaillance cardiaque.
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4. Conclusion

En conclusion, les résultats de nos études soulignent que la régulation du pore
de perméabilité transitionnelle mitochondrial peut étre modifiée par un stimulus
hypertrophique physiologique ou pathologique. De plus, un stimulus cardioprotecteur
tel que I’entrainement en endurance semble diminuer la susceptibilité a I’ouverture du
PTP et ce, sans modifier la fonction mitochondriale de base. Nos résultats sont donc
en accord avec les études présentant le PTP comme un élément important du pré- et
post-conditionnement ischémique, deux interventions permettant de préserver la
fonction cardiaque suite a un épisode d’ischémie-reperfusion. Les résultats obtenus
dans la premiére étude sont, a notre connaissance, les premiers a décrire différents
parameétres pouvant moduler le PTP, contribuant ainsi & [’enrichissement des

connaissances dans le domaine.

D’autre part, nous avons montré qu’un stimulus entrainant une hypertrophie
pathologique peut aussi modifier la régulation du PTP et ce, avant méme qu’une
dysfonction mitochondriale et contractile soient observées. Nos résultats sont parmi
les premiers a montrer dans le coeur hypertrophié quv’une dysfonction mitochondriale
ainsi qu’une augmentation de la susceptibilité a [’ouverture du PTP peuvent étre
mises en évidence lors d’un stress aigu tant in vitro qu’in vivo et ce, dans différentes
souches de rats. L’augmentation de la susceptibilité mitochondriale au stress ne peut
toutefois pas expliquer que différentes susceptibilités a la décompensation cardiaque
soient observées entre les Rats SD et WKHA. Cette susceptibilité mitochondriale au
stress et ’augmentation de la vulnérabilité a I’ouverture du PTP demeurent par contre
des éléments importants de [’évolution vers la défaillance cardiaque, bien que

d’autres études doivent étre faites pour approfondir nos connaissances a ce sujet.
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Pour reprendre 1’expression si juste de Hengartner, la mitochondrie est donc
non seulement la centrale énergétique de la cellule, elle est aussi son arsenal de guerre
(122) et les résultats de nos travaux renforcent le fait que le pore de perméabilité

transitionnelle semble &tre une de ses armes de destruction massive.
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