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Résumé

L’effet bénéfique de la reperfusion du tissu myocardique ischémique est atténué par

des phénomènes délétères, appelés lésions de reperfusion, se produisant durant cette

période. En intervenant avec des agents pharmacologiques, il est possible de réduire ces

lésions ainsi que la taille de l’infarctus. Parmi ces différents agents, les agonistes des

récepteurs A2A de l’adénosine se sont avérés efficaces à engendrer cette protection.

Toutefois les mécanismes intracellulaires sous-jacents à cette cardioprotection demeurent

encore inconnus. L’infarctus du myocarde a été généré en effectuant l’occlusion de l’artère

antérieure descendante gauche chez le lapin blanc de Nouvelle-Zélande anesthésié pour une

durée de 30 minutes suivie d’une reperfusion de cinq heures. Quatre groupes ont été

constitués 1) groupe témoin, 2) groupe recevant un agoniste sélectif des récepteurs A2A de

l’adénosine, le CGS21680 (0,2 jig/kg/minute), cinq minutes avant l’initiation de la

reperfusion (groupe Précoce; Early), 3) groupe recevant l’agoniste cinq minutes après

l’initiation de la reperfusion (groupe Tardif; Late) et 4) groupe recevant l’agoniste

simultanément à un inhibiteur de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K; LY294002,

1,66 ig/kg/minute) cinq minutes avant l’initiation de la reperfusion (Early + LY). Tous les

traitements étaient d’une durée de 120 minutes. Le traitement précoce (Early)

pharmacologique avec un agoniste spécifique des récepteurs A2A de l’adénosine a permis

de réduire significativement la taille de l’infarctus. De plus, cette protection était

dépendante de la P13 K. En augmentant rapidement son activation et en réduisant aussi

brusquement l’activité de l’enzyme de mort cellulaire caspase-3, la cardioprotection était

générée.

Par ailleurs, cette même protection était présente à 72 heures de reperfiision

(protection soutenue) dans un modèle identique chez le rat Sprague-Dawley anesthésié.

Cette protection n’était seulement observée que dans le groupe Précoce (Early), la

réduction significative des dommages étant absente au niveau du groupe Tardif (Late). Par

ailleurs, la diminution des dommages était dépendante de la voie impliquant la protéine
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Akt. La protéine liant l’élément de réponse à l’AMPc (CREB) a été rapidement activée

dans les deux groupes traités mais ne semble pas jouer un rôle prépondérant dans cette

cardioprotection. De plus, l’expression de la protéine de choc thermique 1-1sp27 s’est

avérée augmentée dans les deux mêmes groupes traités pharmacologiquement, excluant son

implication dans la génération de la cardioprotection soutenue.

En parallèle, la réduction de synthèse de cytokines pro-inflammatoires comme le

TNFa s’avère efficace à réduire l’apoptose dans l’amygdale, une structure cérébrale du

système limbique impliquée dans la dépression. Les récepteurs A2A de l’adénosine

possèdent de puissantes propriétés anti-inflammatoires, réduisant la production de TNfŒ.

Le même protocole expérimental précédemment décrit a été utilisé chez le rat anesthésié.

Après 72 heures de reperfusion et un traitement Précoce (Early) avec l’agoniste A2A, une

réduction des processus apoptotiques dans l’amygdale a été constatée. Par ailleurs, l’effet

anti-inflammatoire de ces récepteurs via une diminution de synthèse de TNFŒ pourrait être

responsable de cette régression de l’apoptose.

Les récepteurs A2A de l’adénosine pourrait donc constituer une cible

pharmacologique pour réduire efficacement non seulement la taille de l’infarctus mais aussi

l’apoptose post-infarctus au niveau de l’amygdale et ultimement la dépression.

Mots-clés Récepteurs A2A de l’adénosine, infarctus du myocarde, lésions de reperfiision,

cardioprotection, apoptose, dépression post-infarctus, myocarde, amygdale
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Abstract

The beneficial effect of ischemic myocardial tissue reperfusion is attenuated by

deleterious phenomena, reperfusion injuries, happening during this period. With

pharmacological agents, it is possible to reduce these lesions as well as the infarct size.

Among these different agents, A2A adenosine receptor agonists have been found to be

effective in generating this protection. However, the intracellular signalling pathways

underlying this cardioprotection are unknown. Myocardial infarction was generated by

occluding the left anterior descending coronary artery of the anesthetized New-Zealand

white rabbit for 30 minutes followed by five hours of reperfusion. Four groups were

constituted: 1) Control group, 2) Early group receiving a selective A2A adenosine receptor

agonist, CGS216$0 (0.2 ig/kg/minute), five minutes before the onset of reperfiision

(Early), 3) Late group receiving the sanie agonist but five minutes after the onset of

reperfusion (Late), and 4) Early group receiving simultaneously the agonist and a

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitor (LY294002, 1.66 jag/kg/minute) five

minutes before the onset of reperfusion. AIl treatments lasted 120 minutes. The early

(Early) pharmacological treatment with the A2A adenosine receptor agonist significantly

reduced the infarct size. h addition, this protection was PI3K-dependent. By rapidly

enhancing its activation and by reducing celi death enzyme caspase-3 activity, the

cardioprotection is generated.

Moreover, this protection was present at 72 hours of reperfusion (sustained

protection) in an identical model in the anesthetized Sprague-Dawley rat. This protection

was only observed in the Early group and this significant damage reduction was absent in

the Late group. As well, the damage reduction was dependent on a pathway involving Akt.

The cAMP response element binding protein (CREB) was rapidly activated in both treated

groups but did flot seem to play an important role in this cardioprotection. hi addition, heat

shock protein Hsp27 expression was enhanced in the same two treated groups, exciuding its

implication in the sustained cardioprotection generation.

C
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In parallel, synthesis of pro-inflarnrnatory cytokine like TNFa is effective in

reducing apoptosis in the arnygdala, a limbic system member irnplicated in depression.

Moreover, A2A adenosine receptors possess powerful anti-inflarnmatory properties by

reducing TNFa production. foliowing 72 hours ofreperfusion and an early treatment with

the A2A adenosine receptor agonist (Early), apoptotic process reductions were obsenred in

the amygdala. Additionally, the anti-inflarnmatory effect of these receptors via TNFŒ

reduction seems to be responsible for apoptosis regression.

A2A adenosine receptors could represent a pharmacological target to efficiently

reduce myocardial infarct size and post-infarction apoptosis in the amygdala and ultimately

depression.

Keywords: A2A adenosine receptors, rnyocardial infarction, reperfusion inj ury,

cardioprotection, apoptosis, post-infarction depression, myocardium, amygdala
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires demeurent l’une des principales causes de décès

dans les pays industrialisés. Celles-ci incluent entre autres l’hypertension artérielle,

l’insuffisance cardiaque et l’infarctus du myocarde. L’infarctus du myocarde consiste en la

mort des cellules provoquée par une occlusion complète d’une artère coronaire.

L’irrigation sanguine du muscle cardiaque étant complètement arrêtée, une ischérnie est

ainsi provoquée. Afin de limiter les dommages occasionnés par l’ischémie, le moyen le

plus efficace est de reperfuser les régions ischérniques. Des études ont démontré qu’une

reperfusion précoce était efficace à limiter la taille de l’infarctus. Par contre, lors de la

reperfusion, des phénomènes délétères surviennent. Ces phénomènes, appelés lésions de

reperfusion, peuvent engendrer une augmentation de la taille de l’infarctus causée par des

événements ayant lieu durant cette période. Parallèlement à ceci, une incidence plus élevée

de dépression est observée suite à l’infarctus du myocarde. Cette pathologie est associée à

la morbidité et à la mortalité en situations post-infarctus du myocarde.

Les récepteurs A2A de l’adénosine, des récepteurs couplés aux protéines G, ont

démontré un potentiel cardioprotecteur, anti-inflammatoire et anti-apoptotique. Cependant,

le mécanisme de cette protection pharmacologique est inconnu.

Les travaux réalisés au cours de ce projet avaient donc pour but d’évaluer le

mécanisme permettant une protection pharmacologique par l’activation des récepteurs A2A

de l’adénosine du coeur post-ischémique et de l’amygdale au niveau du cerveau en situation

post-infarctus du myocarde.
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Chapitre 1

Le myocarde

1.1 Infarctus du myocarde

1.1.1 Iscliémie

1.1.1.1 Definition

La racine du mot ischémie a pour source le mot grec iskhaimos qui signifie un arrêt

de la circulation sanguine ou de la combinaison des mots iskhein et haima qui veulent dire

respectivement conserver à l’arrière et sang. L’ischémie se définit donc comme étant une

condition de privation d’oxygène secondaire à une perfusion sanguine réduite ou

inadéquate en tenant compte de la demande myocardique en oxygène. Il est important de

mentionner que non seulement une privation d’oxygène se fait ressentir mais aussi que la

réduction de perfusion génère un déficit en substrats et en énergie dans le tissu. Cette

situation produit par ailleurs une capacité insuffisante à dégager les métabolites

potentiellement toxiques (C02, lactate, Hj du milieu. L’ischémie est donc le résultat d’un

manque de perfusion sanguine engendrant un manque d’oxygène, un déficit énergétique et

une incapacité à évacuer les métabolites.

Deux types d’ischémies cardiaques sont observés 1) ischémie d’apport et 2)

ischémie de demande (Ganz, 2001). Le premier type survient lorsque la perfusion

coronarienne est réduite suite, par exemple, à une augmentation du tonus coronarien, à une

agrégation plaquettaire anormale ou à la formation d’un thrombus. Ce type d’ischémie est

responsable de l’infarctus du myocarde et de la majorité des épisodes d’angine instable.

L’ischémie de demande quant à elle survient lorsque l’augmentation du débit coronarien

demeure insuffisante pour pallier à la demande. Cette situation survient par exemple lors

d’un effort physique important, une tachycardie ou encore une émotion subite.
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En contraste et ce en raison d’une perfusion adéquate, il existe d’autres situations de

réduction ou d’arrêt d’apport en oxygène l’hypoxie et l’anoxie. Respectivement, ces deux

conditions s’observent lors d’une réduction de la quantité d’oxygène (réduction de la

pression partielle comme en hautes altitudes) et d’une absence complète d’oxygène (Neely,

1974). Ces situations peuvent avoir lieu en présence d’un débit coronarien normal.

1.1.1.2 L’apport et ta demande

Le myocarde est en besoin constant en oxygène. En effet, battant en moyenne plus

de deux milliards de fois durant une vie, le coeur et chacune de ses contractions demandent

un acheminement constant d’oxygène vers les cardiomyocytes. Un équilibre entre l’apport

et la demande en oxygène est donc essentiel pour permettre aux cardiomyocytes d’exécuter

leurs fonctions.

1.1.1.2.] Apport

Les facteurs influençant l’apport en oxygène sont le débit coronarien et la capacité

de transport en oxygène du sang. Cette capacité de transport étant en général presque à son

maximum, le déterminant clinique principal est le débit coronarien. Ce dernier est fonction

de la phase diastolique de la contraction cardiaque et de la résistance vasculaire, qui elle-

même est régulée par 1) les forces compressives extravasculaires, 2) des facteurs

humoraux, 3) l’autorégulation, 4) le contrôle métabolique et 5) le contrôle neuronal (figure

1.1).

La phase diastolique constitue une importante période durant laquelle le myocarde

est perfusé par les artères coronariennes (Ardehali, 1990). C’est à ce moment que les

forces compressives extravasculaires et la résistance intravasculaire sont à leurs minimums

et que le sang circule dans les artères. En systole, la pression intraventriculaire gauche

(maximale au susendocarde et minimale à nulle au subépicarde) ainsi que la compression et

le pliement des artères font en sorte que le tissu cardiaque en contraction empêche un débit

C
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coronarien adéquat. Les forces de compression pourraient même entraîner une circulation

sanguine rétrograde dans les artères coronariennes durant la systole (Monta, 1997). Ainsi,

la phase diastolique demeure le seul moment où le myocarde est perfusé correctement.

Forces
Compressives

extravasculaires

Les facteurs humoraux constituent des substances circulantes ayant un impact sur

l’apport sanguin au myocarde. En effet, des agents comme la bradykiiiine, l’angiotensine,

les prostacyclines, le thrornboxane et la sérotonine agissent sur l’endothélium vasculaire en

favorisant un changement du débit coronarien (Ardehali, 1990; Antman, 2001).

L’autorégulation est un autre facteur déterminant dans l’apport sanguin coronarien.

Elle est définie conmie étant la capacité à maintenir une perfusion constante suite à un

changement au niveau de la pression (Antman, 2001). La relation entre la perfusion et le

Facteurs
humoraux

Autorégulation

/
Contrôle
neu tonal

Résista
vàsôUlaÏre

Contrôle
métabolique

/

Tension sur la paroi
myocàrdkiûé

Débit
corônaren

Diastole

Capacite de
transport en

repô
cardiaqué

N /
Figure 1.1. Équilibre entre l’apport et la demande. L’ischémie apparaît lorsque la demande excède l’apport

(Adapté de (Ardehali, 1990).



C
5

changement de pression est inverse afin de garder le débit constant plus la pression

diminue, plus la résistance augmente (vasoconstriction). Il demeure ardu d’étudier ce

facteur in vivo étant donné qu’il est difficile de le dissocier de la pression de perfusion

coronaire, de la pression aortique et de la post-charge ventriculaire (un déterminant de la

consommation en oxygène). En effet, une diminution de la pression aortique entraînera une

diminution de la post-charge et, concurremment, une réduction de la demande en oxygène.

Le NO demeure probablement à ce jour la meilleure hypothèse pour expliquer

l’autorégulation. À ce titre, l’inhibition de la génération de NO atténue la réponse

autorégulatrice (Smith, 1993). Il a été suggéré que le contrôle rnyogénique pourrait aussi

avoir un rôle à jouer dans l’autorégulation. Il s’observe lors d’une contraction des muscles

lisses suite à une augmentation de la pression intraluminale et permet un retour du débit

sanguin à la normale. Sa contribution a été démontrée au niveau de l’autorégulation mais

serait cependant minime (Rai agopalan, 1995).

Le contrôle métabolique demeure un des facteurs prépondérants dans le contrôle du

débit coronarien. Le coeur doit ajuster sa consommation en oxygène en fonction de ce

débit. Une relation directe existe entre cette consommation des cellules myocardiques et le

débit coronarien. Cette connexion est due au fait que 1) les réserves d’oxygène du coeur

sont très faibles, 2) le myocarde dépend presque exclusivement sur un métabolisme

aérobique et 3) l’extraction d’oxygène du sang est maximale (saturation en oxygène faible

dans le sang veineux) (Ardehali, 1990; Antman, 2001). La relation est telle que suite à un

changement du métabolisme, une dilatation des artères coronariennes s’observe aussi

rapidement qu’une seconde après ce changement. L’adénosine et le NO sont les deux

principaux médiateurs du contrôle métabolique. L’adénosine et ses fonctions sont décrites

au chapitre 3 (section 3.1). Le NO quant à lui augmente le débit coronarien en causant une

vasodilatation. Par ailleurs, son inhibition réduit la réponse de dilatation (Duffy, 1999).

D’autres médiateurs comme les prostaglandines (Duffy, 1999) et les canaux KATp (Brown,

1993) produisent également une vasodilatation lors d’un changement métabolique.
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Le contrôle neuronal est un autre facteur dans le contrôle du débit coronarien. Les

artères coronariennes épicardiques sont innervées par des fibres des systèmes sympathiques

et parasympathiques (Feigi, 1998). Une vasoconstriction sympathique est possible par les

récepteurs Œ-adrénergiques. L’ administration d’un antagoniste de ces récepteurs atténue la

réponse vasoconstrictrice. Au contraire, la stimulation des récepteurs 3-adrénergiques de

façon expérimentale entraîne une vasodilatation coronarienne. La stimulation

parasympathique quant à elle entraîne généralement une vasodilatation des artères

coronaires épicardiques.

La durée de la phase diastolique et la résistance vasculaire, elle-même régulée par

les forces compressives extravasculaires, des facteurs humoraux, l’autorégulation, le

contrôle métabolique et le contrôle neuronal, constituent donc les médiateurs de l’apport en

oxygène. Si l’équilibre est perturbé. l’apport est modifié. Évidemment, ce changement

peut être nécessaire afin de pallier à la demande en oxygène.

1.1.1.2.2 Demande

La demande en oxygène est fonction de trois grands facteurs 1) la fréquence

cardiaque, 2) la contractilité et 3) la tension de la paroi myocardique (figure 1.1). La

fréquence cardiaque demeure le facteur prépondérant dans la demànde en oxygène. En

effet, concurremment à une chronotropie augmentée dans un modèle de chien, la

consommation en oxygène augmente (Boerth, 1969). La contractilité quant à elle est un

autre déterminant majeur de la consommation d’oxygène et, donc, de la demande. Elle est

influencée, par exemple, par le système nerveux autonome, la fréquence cardiaque, la

température du corps ou par des stimuli inotropiques positifs (catécholamines ou calcium).

Plus la contractilité ou la force de contraction est augmentée, plus la consommation et par

le fait même la demande sont augmentées également. Finalement, la tension sur la paroi

myocardique est un autre important facteur de demande en oxygène. Celle-ci est en

C
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relation directe avec la consommation en oxygène t plus la tension augmente, plus la

consommation s’élève afin de contrer cette force.

].].].2.3 Équilibre bouleversé lors de Ï’ischémie

L’apport en oxygène et sa demande doivent absolument demeurer en équilibre sans

quoi l’ischémie apparaît. En situation non-pathologique où les artères coronariennes sont

saines, l’équilibre est maintenu et l’ischémie est moins probable. Le débit coronarien est

facilement ajusté afin de maintenir un apport adéquat. Ce contrôle homéostatique est

effectué par l’endothélium vasculaire et la musculature lisse. Plusieurs agents vasoactifs

comme les catécholamines, la vasopressine, l’angiotensine et l’adénosine influencent le

tonus vasculaire en agissant sur des récepteurs à la surface de l’endothélium (Ardehali,

1990; Antman, 2001). Celui-ci est également un élément clef dans le contrôle du débit. Il

est responsable de la production de NO, de prostacycline ou d’endothéline qui influencent

le débit. L’endothélium est de ce fait capable d’engendrer une augmentation du débit

coronarien afin de palier à la demande en oxygène.

En situation pathologique, ce contrôle n’est plus aussi efficace. La présence de

plaques athéromateuses dans les artères provoque une dysfonction endothéliale, la réponse

vasodilatatrice étant réduite. Cette dysfonction apparaît rapidement dans la maladie

coronarienne et est accrue par la présence des facteurs de risques (dyslipidémie,

hypertension artérielle non-contrôlée, diabète, tabagisme, génétique, manque d’exercice,

etc.).

Ce mauvais contrôle du débit coronarien provoque l’apparition de l’ischémie. La

demande est supérieure à l’apport en oxygène, phénomène engendrant les signes et

symptômes chez le patient: douleurs rétro-stemales, irradiation de cette douleur aux bras,

au cou et à la mâchoire, anxiété, essoufflement, etc.
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1.1.1.3 Susceptibilité du susendocarde par rapport au subépicarde

La distribution de la circulation

sanguine est différente durant la

systole et la diastole dans le

susendocarde (figure 1.2). Le
— o’3s

susendocarde, en comparaison au .9
D)

subépicarde, est plus susceptible à une Moyenne

réduction de l’apport sanguin et à

l’ischérnie (Downey, 1984). Les forces S

compressives sont beaucoup plus

importantes au niveau de cette région

du myocarde et celles-ci font en sorte
Subépicarde Susendocarde

de reduire le debit sanguin local
Profondeur de la paroi

(Downey, 1974) en formant une . .

Figure 1.2. Differences dans le debit sanguin en
différence de pression (o waterfall» fonction de la région du myocarde étudié. Le débit

vasculaire) (Downey, 1975). Ce sanguin au niveau du susendocarde est plus élevé en

phénomène suggère que lorsque la diastole tandis que celui-ci est réduit considérablement

lors de la systole. Cette manifestation est le résultat du
pression a 1 interieur du tissu ou la

« waterfall» vasculaire (Adapté de Downey (1984)).
pression veineuse est supérieure à la

pression artérielle (gradient de pression est nul à négatif), le débit sanguin local est réduit

ou arrêté. Ainsi, le susendocarde est soumis à de telles forces compressives lors de la

systole que le débit sanguin est réduit ou arrêté et cette région du myocarde n’est pas

perfusée. Au contraire, lors de la diastole, le phénomène est inversé et le susendocarde est

perfusé convenablement. Malgré les distinctions qui subsistent entre le susendocarde et le

subépicarde au niveau de la perfusion aux différentes phases de la contraction, les deux

régions, en fin de cycle cardiaque, ont été perfusées adéquatement (mais à des moments

distincts du cycle). La circulation veineuse pourrait être un autre facteur impliqué dans le
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«waterfall » vasculaire et la progression des dommages au myocarde. L’ischémie étant

une différence d’apport en oxygène par rapport à la demande, il est à noter que l’ischérnie

consitue aussi un mauvais lavage des métabolites (lors de l’arrêt de la circulation

coronarienne) par la circulation veineuse, Évidemment, ce mauvais lavage ne peut être

présent sans l’occlusion coronarienne lors de l’ischémie. L’influence de la circulation

veineuse au niveau de l’ischémie est cependant mal définie. L’arrêt de la circulation

coronarienne artérielle n’entraîne pas un arrêt instantané de la circulation veineuse. En

effet, Chilian et Marcus (Chilian, 1984) ont démontré que la circulation veineuse persistait

après l’arrêt de la circulation artérielle (probablement par la capacité veineuse). Leur

modèle canin utilisé n’était pas un infarctus du myocarde mais plutôt un blocage cardiaque

de l’influx nerveux entraînant des périodes de diastole anormalement élevée.

Substentiellement différent de l’infarctus, la période d’arrêt de la circulation artérielle est

moins longue. Lors d’une ischémie myocardique prolongée comme l’infarctus du

myocarde, le phénomène n’est que transitoire et la circulation veineuse est stoppée si l’arrêt

de la circulation artérielle persiste. L’influence de la circulation veineuse ne serait donc pas

un facteur prédominant dans la progression des dommages, le manque d’oxygène étant le

facteur le plus important. Davantages de travaux seraient nécessaires afin de valider cette

hypothèse.

En ce qui a trait aux besoins énergétiques du susendocarde, ceux-ci sont plus élevés

en comparaison au subépicarde. Il a été démontré que la pression de l’oxygène dans le

susendocarde était plus basse et que cette région du myocarde consomme plus rapidement

l’oxygène que le subépicarde (Kirk, 1964; Gamble, 1974; Weiss, 1978). Une évidence

métabolique, l’accumulation de lactate, a permis de supporter cette affirmation, à savoir

que le susendocarde possède un métabolisme plus rapide (Dunn, 1975). Le susendocarde

possède donc des besoins métaboliques plus élevés que le subépicarde.

La circulation collatérale est également un facteur distinguant les différentes

couches du myocarde. Cette circulation sanguine est présente grâce à la formation
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d’anastomoses entre les différentes artères. Ainsi, lors de l’occlusion d’une artère

principale, le débit sanguin de la région affectée n’est pas nul. Il peut subsister, comme

chez le chien, un débit entre 10 et 20 ¾ du débit avant l’occlusion. Cette circulation

provoque un délai avant la mort du tissu cardiaque (en comparaison avec un myocarde sans

circulation collatérale) (Rivas, 1976) étant donné l’acheminement d’une certaine quantité

de sang et d’oxygène à la région normalement perfusée par l’artère en occlusion. Ce débit

collatéral est différent entre le susendocarde et le subépicarde, le premier étant moins bien

perfusé. En effet, des évidences ont démontré que cette région recevait environ du tiers à la

moitié du débit collatéral du subépicarde (Downey, 1973).

D’un autre côté, malgré le fait que le susendocarde semble posséder un certain

niveau d’adaptation biochimique contre le déficit de circulation sanguine (glycogène,

myoglobine et capacité mitochondriale plus élevée), il semble que celui-ci soit moins

tolérant à une ischémie. Comme il sera discuté dans la section 1.1.3.2 (Progression de

l’infarctus), les dommages liés à l’ischémie et à l’infarctus progressent en front de vague du

susendocarde vers le subépicarde et ce, en fonction de la durée de l’ischémie.

En somme, les forces compressives sont beaucoup plus importantes au niveau du

susendocarde, le soumettant à un métabolisme et à une consommation en oxygène plus

élevée. Simultanément, le débit sanguin dans cette région semble être plus faible que dans

le subépicarde, tant au niveau de la circulation coronarienne que de la circulation

collatérale. De plus, malgré les phénomènes d’adaptation du susendocarde, il semble que

celui-ci soit moins tolérant à l’ischémie que le subépicarde. Le susendocarde constitue

donc une région du myocarde distincte du subépicarde et, de par ces différences, cette

couche du tissu cardiaque est plus vulnérable à l’ischémie.

1.1.1.4 Conséquences biochimie et pathologie de t’ischémie

Biochimiquement, l’ischémie se traduit par un arrêt de la phosphorylation

oxydative, la principale source de phosphates hautement énergétiques (Hillis, 1977a,
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1977b, 1977c). Dans des conditions normales, les cardiomyocytes utilisent les acides gras

et le glucose. La 3-oxydation (acides gras; 60 à 90 ¾ de l’énergie totale générée) et la

glycolyse aérobique (glucose) permettent la génération d’acétyl-coenzyrne A. Celui-ci est

utilisé dans le cycle de l’acide citrique et dans la phosphorylation oxydative, menant à la

génération d’ATP via la production de NADH et FADH2. La phosphorylation oxydative

étant arrêtée par manque d’oxygène lors de l’ischémie, la génération d’ATP ne s’effectue

que par la glycolyse anaérobique. Ceci est dû au fait que l’oxygène est l’accepteur final des

électrons durant la phosphorylation oxydative. Le taux de glycolyse à l’intérieur des

cellules myocardiques augmente de façon significative durant l’ischémie. Cette hydrolyse

du glucose génère de l’ATP mais en quantité insuffisante (environ 7 % des phosphates

hautement énergétiques nécessaires) (Kobayashi, 1979) au fonctionnement adéquat des

cellules cardiaques, arrêtant ainsi la contraction et induisant l’apparition de dommages

cellulaires.

La sévérité des dommages est proportionnelle à la durée de l’ischémie. En effet,

plus la durée de l’occlusion est longue, plus l’étendue des dommages est importante

(Reimer, 1977; Reimer, 1979; Lavallée, 1983). Durant les premières minutes de

l’ischémie, des changements ultrastructuraux tels qu’un léger oedème cellulaire et

mitochondrial, une relaxation et un étirement des myofibrilles, une perte progressive des

particules de glycogène et une légère agglomération de la chromatine ont lieu. Ces

changements dans l’ultrastructure cellulaire sont réversibles (Jennings, 1974a, 1976;

Jennings, 1985).

La prolongation de la durée de l’ischémie provoque une transition de dommages

réversibles vers l’irréversibilité. Des dommages tels que l’agglomération de la chromatine

et la perte de granules de glycogène importante, l’incapacité de la cellule à réguler le

passage des ions et de l’eau au travers de sa membrane, l’oedème cellulaire et

mitochondrial, la ruptures de bandes Z et de myofibrilles, l’entrée massive de Ca2 dans le

sarcoplasme activement accumulé par la mitochondrie et précipité sous forme de phosphate
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de calcium, la diminution marquée des quantités de lysosomes, l’apparition de densités

amorphes dans la matrice mitochondriale et la rupture des unités trilaminaires de la

membrane du sarcolemme apparaissent (Jeimings, 1974a; Hearse, 1977). La transition n’a

pas lieu simultanément pour toutes les cellules myocardiques, celle-ci débutant dans la

région susendocardique après environ vingt minutes d’ischémie. Ils évoluent par ailleurs,

chez le chien, selon un « front de vague » (section 1.1.3.2.1, Phénomène du front de vague)

vers la surface subépicardique. Ces phénomènes irréversibles ou nécrose (catastrophe

métabolique cellulaire où la cellule meurt par oedème et lyse de sa membrane plasmique)

sont un point de non-retour la cellule meurt et libère son contenu intracellulaire dans

l’environnement, source de recrutement de cellules inflammatoires comme les

polymorphonucléaires.

Lorsque l’ischémie est assez sévère et persistante, la nécrose de coagulation

apparaît. Ce type de nécrose est principalement présent dans la région centrale de

l’infarctus et résulte en l’arrêt de la contraction des cellules musculaires ischémiques dans

un état passif et relâché (Kioner, 1983). Par microscopie, il est possible de caractériser ce

type de nécrose par une diminution du volume nucléaire, de l’oedème cellulaire et, après un

certain délai, par une infiltration neutrophilique et éosinophilique. En contraste, lors de la

reperfusion (section 1.1.2, Reperfusion), la nécrose en bandes de contraction apparaît. Ce

type de nécrose est caractéristique de la reperfusion étant donné qu’elle est essentiellement

causée par une entrée massive de calcium à l’intérieur des cellules (Schoen, 1999). Cette

entrée entraîne l’arrêt et la mort de cellules dans un état contracté. Ce phénomène est

principalement observé en périphérie d’infarctus non-transmuraux (Miyazaki, 1987). Ce

type de nécrose est caractérisé par des dommages mitociondriaux avec dépôts calciques et

l’hvpercontraction de myofibrilles.

Il est possible de freiner la progression des dommages en reperfusant le tissu

ischémique par thrombolyse, par pontage cardiaque ou par angioplastie coronarienne

transluminale (Antrnan, 2001). Cliniquement, les délais entre le début de l’occlusion et
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l’arrivée du patient atteint à l’hôpital sont en général impossibles à éviter, entraînant ainsi

des dommages au myocarde ischémique.

1.1.2 Reperfusion

1.1.2.1 Dejïnition

La reperfusion consiste à rétablir la circulation sanguine au niveau du tissu

ischémique et, par le fait même, à le réapprovisionner en oxygène. La reperfusion (arrêt de

l’ischérnie) est donc bénéfique et demeure à ce jour la seule thérapie possible permettant de

limiter les dommages dus à l’ischémie et de rétablir l’équilibre entre l’apport et la demande

(section 1.1.1.2, L’apport et la demande).

Il a été démontré que la taille de l’infarctus était proportionnelle à la durée de

l’ischémie et que celle-ci pouvait être limitée en reperfusant rapidement le myocarde.

Lavallée et cou. (Lavallée, 1983) ont observé que la taille de l’infarctus était moins

importante dans un groupe où la reperfusion se produisait une heure après le début de

l’ischémie en comparaison à un groupe où l’ischémie était d’une durée de trois heures.

Il a cependant été démontré expérimentalement par plusieurs groupes que, lors de la

reperftision, des phénomènes délétères au myocarde se produisaient. Ces phénomènes sont

appelés lésions de reperfusion. Étonnamment, ils provoquent un accroissement de la taille

de l’infarctus malgré la présence de la reperfusion.

1.1.2.2 Lésions de reperfusion

Comme mentionné précédemment, la reperfusion entraîne un accroissement

paradoxal de la taille de l’infarctus. En effet, de Lorgeril et coll. (de Lorgeril, 1990b) ont

observé que la taille de l’infarctus augmente avec la durée de la période de reperfusion,

cette taille est de 22 ¾ (de la zone à risque) à trois heures de reperfusion et se stabilise à

environ 35 ¾ à six heures de reperftision. Ces phénomènes, appelés lésions de reperfusion,
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sont caractérisés par certains événements délétères pour le myocarde. Deux types

principaux de lésions de reperfusion existent, soit les lésions létales (section 1.1.2.2.1) et

non-létales (section 1.1.2.2.2). Les lésions létales entraînent la mort de cellule et de tissu

encore viables au moment de la reperfusion. Ces événements incluent 1) l’accumulation de

neutrophiles et 2) de plaquettes, 3) la surcharge calcique, 4) le stress oxydatif (radicaux

libres) et 5) l’apoptose. Cette liste n’est pas restrictive et pourrait s’allonger avec la

découverte de nouveaux mécanismes. En ce qui a trait aux lésions non-létales, elles

incluent principalement le « stunning » rnyocardique. Finalement, les arythmies de

reperfusion de par leur nature délétère n’entraînent généralement pas un accroissement de

la taille de l’infarctus et peuvent donc être incluses au niveau des lésions non-létales.

1.1.2.2.] Lésions de repelfusion létales

1.1.2.2.1.] Neutrophiles

Les neutrophiles s’accumulent rapidement dans les régions ischémiques reperfusées

du coeur. Des études échelonnées sur plus de trois décennies ont démontré l’importance de

l’apparition caractéristique de facteurs inflammatoires aigus et, donc, de l’activation et de la

séquestration des neutrophiles suite à une ischémie (Sommers, 1964a; Mullane, 1984; Go,

198$; Smith III, 198$). Ceux-ci s’accumulent au pourtour de l’infarctus et s’associent à la

nécrose en bande de contraction. De Lorgeril et coll. (de Lorgeril, 19905) ont démontré

l’importante accumulation de neutrophiles dans les régions ischémiques lors des premières

heures de reperffision, l’accumulation dans les régions non-ischémiques étant très faible à

nulle. Dans un modèle canin d’infarctus du myocarde reperfusé, ce groupe a montré un

taux d’accumulation de neutrophiles maximal à six heures de reperfusion concurremment à

une augmentation significative de la taille de l’infarctus. De plus, à vingt-et-une heures de

reperfusion, le taux d’accumulation de neutrophiles revient à des niveaux très faibles,

similaires aux niveaux basaux (Mallory, 1939; Sommers, 1964a) ou aux degrés d’un

infarctus non-reperfusé (Thakur, 1979; Chatelain, 1987). Ces résultats démontrent que
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l’accumulation de neutrophiles est contemporaine à un accroissement de la taille de

l’infarctus et suggèrent une relation possible entre ces deux événements.

De nombreuses études ont démontré que la réduction du nombre de neutrophiles

circulants permettait l’induction d’un infarctus plus petit comparativement à un groupe

témoin. En effet, Romson et coli. (Romson, 1983) ont observé une diminution d’environ

43 % de la taille de l’infarctus dans un groupe d’animaux traités avec un antisérum contre

les neutrophiles. De Lorgeril et coil. (de Lorgeril, 1989) ont observé quant à eux une taille

d’infarctus réduite dans un groupe de chiens avec leucopénie en comparaison à un groupe

témoin. Ces résultats suggèrent une fois de plus la relation possible entre l’accumulation de

neutrophiles et l’augmentation de la taille de l’infarctus. De plus, une neutropénie et des

agents anti-neutrophiles (comme les prostaglandines, les anti-inflammatoires non

stéroïdiens et les inhibiteurs de la lipoxygénase) possèderaient le potentiel de protéger le

myocarde (Romson, 1983).

1.1.2.2.1.2 Plaquettes

L’activation plaquettaire par la rupture des plaques athéromateuses ou par la

présence de celles-ci au niveau de la lumière vasculaire est fréquemment la cause de la

formation d’un thrombus occlusif menant à l’ischémie (Gresele,. 2002). L’activation

plaquettaire survient lors d’interactions des plaquettes entre elles, avec les neutrophiles

ainsi qu’avec les plaques athérosclérotiques ou lors de leur rupture.

L’implication des plaquettes dans les lésions de reperfusion a été étudiée. Le

groupe de Bednar et coll. (Bednar, 1985) a démontré que l’accumulation plaquettaire était

secondaire aux événements médiés par les neutrophiles lors de la reperfusion. En effet, ce

groupe a démontré que lors d’une neutropénie, l’accumulation de plaquettes marquées à

l’indium 111 était significativement réduite par rapport à un groupe témoin (contenant des

neutrophiles). Mullane et McGriff (Mullane, 1985) ont démontré dans un modèle canin

que les plaquettes seules ne contribuaient pas directement à l’évolution des dommages



c 16

induits par une occlusion coronarienne. En effet, ceux-ci ont montré que l’administration

d’un antisérum anti-plaqueffaire ne réduisait pas les dommages induits au myocarde.

Finalement, Laws et cou. (Laws, 1983) ont démontré que les plaquettes s’accumulaient lors

de la reperfusion, initialement de façon lente mais atteignant une cinétique maximale à

environ 24 heures et ce, dans un modèle d’occlusion coronarienne chez le chien. Ces

résultats suggèrent que l’accumulation plaquettaire a lieu lors de la reperfusion, selon une

cinétique initiale lente mais qui évolue pour atteindre un maximum à environ 24 heures de

reperfusion. Par ailleurs, cette accumulation s’effectue en relation directe avec la migration

des neutrophiles au lieu des dommages.

Rousseau et coll. (Rousseau, 1993a) ont quant à eux démontré qu’en présence d’une

sténose résiduelle lors de la reperfusion (une condition où l’on inhibe la réponse

hyperémique vasculaire), une thrombocytopénie réduisait significativement la taille des

dommages induits au myocarde. Cependant, ce même groupe a démontré qu’une

neutropénie en combinaison avec une thrombocytopénie ne réduisait pas davantage la taille

des dommages (par rapport à une thrombocytopénie seule). Au contraire, une

thrombocytopénie sans sténose n’a pas permis de réduire la taille des dommages. Ces

résultats suggèrent donc que les plaquettes pourraient médier les dommages au myocarde

lorsque la reperfusion survient en présence d’une sténose résiduelle.

1.1.2.2.1.3 Surcharge caïcique

Des changements intracellulaires dans l’homéostasie calcique sont observés lors de

l’ischémie et de la reperfusion. Lors de l’ischémie, il est connu que le calcium s’accumule

dans les cellules (Buja, 1980; Moins, 1989). De plus, il a été observé que, lors de la

reperfusion après une occlusion d’une à trois heures, l’accumulation de calcium était

beaucoup plus importante que lors de l’ischémie seule. Les myocytes apparaissent donc au

microscope électronique surchargés de calcium (dépôts de calcium sous forme de

phosphate de calcium ou corps denses) (Shen, 1972; Chien, 1981; Buja, 1983). Si
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l’ischémie est d’assez longue durée, induisant ainsi des dommages ilTéversibles, la

reperffision engendrera une entrée massive de calcium à l’intérieur de la cellule.

Cependant, si l’ischémie est de courte durée, la reperfusion n’entraînera pas d’accumulation

de calcium.

L’altération de l’homéostasie calcique semble être expliquée en partie par la

contribution fonctionnelle des phospholipides membranaires. En effet, des altérations

structurales sont observées lors de l’ischémie. Chien et coll. (Chien, 1981) ont constaté une

diminution des phospholipides totaux et spécifiques (phosphatidyléthanolamine et

phosphatidylcholine) dans le tissu ischémique susendocardique lors d’une occlusion

coronarienne d’une à trois heures. De plus, le même groupe (Chien, 1983) a également

mesuré une augmentation de la quantité d’acides gras libres (incluant l’acide

arachidonique) après 40 à 60 minutes d’occlusion chez le chien. Ces changements observés

dans le contenu en phospholipides et acides gras libres à la membrane cellulaire lors de

l’ischémie myocardique sont suffisants pour altérer la perméabilité calcique (Chien, 1981).

La stabilité de la membrane semble donc très importante pour l’homéostasie calcique mais

les mécanismes expliquant les altérations calciques à l’intérieur des cellules demeurent

encore aujourd’hui difficiles à cerner.

Dans une autre optique, Rousseau et coli. (Rousseau, 1991) ont démontré que

l’administration de bloqueurs des canaux calciques pouvait réduire la taille de l’infarctus.

En effet, cette étude a démontré que l’administration du diltiazem, un bloqueur des canaux

calciques, lors de la reperfusion réduisait significativement la taille de l’infarctus et

l’accumulation de neutrophiles. Rousseau et coll. (Rousseau, 1994) ont démontré la même

réduction dans l’étendue des dommages lors de l’administration post-ischémique du

clentiazem, un autre bloqueur des canaux calciques (dérivé chloré du diltiazem). Ces

résultats démontrent que l’administration de bloqueurs des canaux calciques provoque une

réduction de la taille de l’infarctus et que le calcium semble impliqué dans la pathogenèse

des lésions de reperfusion.



C

18

Le ou les mécanismes daction sous-jacents à cette protection demeurent cependant

inconnus. Une hypothèse stipule que les ions de calcium entraînent une chimiotaxie des

leucocytes vers le site d’accumulation du calcium (Elferink, 1985; Rouzer, 1985;

Soberman, 1985; Alfonso, 1986; Balou, 1986). D’autres travaux sont nécessaires pour

prouver cette hypothèse et identifier les mécanismes par lesquels la réduction de la taille de

l’infarctus a lieu, que ce soit par réduction de l’accumulation des neutrophiles ou par simple

diminution du taux de calcium intracellulaire.

1.1.2.2.1.4 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules hautement réactives et instables qui

possèdent un électron non-pairé au niveau de l’orbital externe. Ceux-ci réagissent avec

d’autres molécules. pouvant perdre et/ou gagner un électron. Plusieurs voies mènent à la

génération des radicaux libres. La majorité de ces voies de synthèse peuvent être activées

lors de la reperfusion. Mais deux questions demeurent Sont-ils générés en quantités

suffisantes pour tuer les cellules cardiaques ? En quoi consistent ces radicaux libres (nature

et origine)?

Des quantités suffisantes de radicaux libres sont générées lors de la reperfusion

myocardique et que ceux-ci contribuent à la mort des cellules (Burton, 1988). Ceci

implique que l’ischémie n’entraîne pas la mort de tout le pool cellulaire mais que c’est bien

la réintroduction de l’oxygène à la reperfusion qui y parvient.

Il existe deux types majeurs de radicaux libres identifiés 1) l’anion superoxyde et

2) le radical hydroxyl. Le peroxyde d’hydrogène (H202) est quant à lui le précurseur

chimique du radical hydroxvl. Ces différents radicaux libres sont générés via l’activation

d’enzymes ou l’auto-oxydation de composés endogènes. Une voie enzymatique

synthétisant des radicaux libres est la voie de la xanthine oxydase (De Axtinano, 1999).

Cette enzyme est rapidement mobilisée et activée durant les premières minutes suivant le
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début de l’ischémie et lors de la reperfusion et est responsable de la synthèse de l’anion

superoxyde et de H202 par oxydation de l’hypoxanthine (elle-même générée via l’hypoxie

et l’adénosine) (Chambers, 1985; McCord, 1985). Les catécholamines sont une autre

source de radicaux libres via auto-oxydation (Jewett, 1989) mais également par oxydation

enzymatique. La voie des prostaglandines peut également générer des radicaux libres

(Kontos, 1985). La mitochondrie constitue aussi une importante source de radicaux libres

lors de l’ischémie. L’arrêt de la phosphorylation oxydative la rend susceptible à une

production excessive de radicaux libres ou à une perte de ses antioxydants endogènes

durant l’ischémie, rendant la cellule incapable de parer à l’attaque oxydative (ferrari, 1986;

Shlafer, 1987).

Par ailleurs, un autre mécanisme potentiel expliquant les lésions de reperfusion est

la production massive de radicaux libres par les neutrophiles. En effet, la stimulation des

neutrophiles par des médiateurs pro-inflammatoires permet la génération de radicaux libres.

Ces radicaux libres attaquent par la suite l’endothélium vasculaire et permettent

l’expression de molécules d’adhésion (Deisher, 1993) ainsi que la création de lésions sur

celui-ci. Ces lésions résultent entre autres en une augmentation de la perméabilité de

l’endothélium (Svendsen, 1991; Svendsen, 1992; Svendsen, 1994), une augmentation de

l’adhérence des neutrophiles (Mclntyre, 1995) ainsi qu’une diminution de la relâche de

facteurs dérivés de l’endothélium avec propriétés anti-neutrophiles. Les radicaux libres

oxydent les lipoprotéines de basses densités (LDL) sanguines et provoque leurs

transformations en facteurs pro-athérogéniques. En plus de posséder le potentiel d’induire

des lésions au lit vasculaire, les radicaux libres possèdent également des propriétés

chimiotactiques en stimulant la génération du complément ainsi que l’induction de

l’expression de P-sélectine sur l’endothélium (Gaboury, 1994), augmentant ainsi les

interactions endothélium-neutrophiles. La génération de radicaux libres pourrait donc

expliquer les dommages supplémentaires par le recrutement de neutrophiles lors de la

reperfusion.
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Plusieurs agents anti-oxydants réduisent les dommages induits par les lésions de

reperfusion. L’administration d’agents comme la superoxyde dismutase et la catalase

améliore les fonctions ventriculaires (Shlafer, 1982) et réduit la taille des dommages (Jolly,

1984; Werns, 1985; Ambrosio, 1986; Engler, 1989). suggérant ainsi un rôle délétère aux

radicaux libres dans les lésions de reperfusion. Toutefois, il a aussi été observé que

l’administration de ces agents pouvait ne pas protéger (Uraizee, 1987; Richard, 198$;

Tanaka, 1993). Cette absence de protection pounait s’expliquer par le protocole

expérimental (dose, moment et durée de l’administration ainsi que la présence ou non d’une

sténose résiduelle lors de la reperfusion) et dans la méthode de mesure de la taille de

l’infarctus (coloration aux sels de tétrazolium et histologie). D’autres études permettront

d’élucider les fonctions de ces molécules instables.

1.1.2.2.1.5 Apoptose

L’ischémie myocardique provoque la mort des cellules par nécrose, une catastrophe

métabolique résultant en une rupture de la membrane cellulaire et en une libération du

contenu intracellulaire. Comme mentiormé précédemment, l’étendue des dommages

augmente durant la reperfusion à cause de phénomènes appelés lésions de reperfusion.

L’apoptose est impliquée dans ces lésions. Ce type de mort cellulaire est décrit en détails

au chapitre 4 (section 4.1, Apoptose). Plusieurs groupes ont observé que la reperfusion

induisait l’apoptose des cellules myocardiques dans des modèles de lapins (Gottlieb, 1994)

et de rats (Fliss, 1996). En effet, ces groupes ont démontré une augmentation des

phénomènes apoptotiques lors de la reperftision au cours d’études par essai TUNEL

(< Terminal dUTP Nick-End Labelling» ou marquage in situ consistant à effectuer un

marquage de l’ADN aux extrémités 3’) et par fragmentation de l’ADN (analyse de l’ADN

clivé sur gel d’électrophorèse). L’apoptose a été détectée dans le tissu subissant une

ischémie ainsi qu’une reperfusion. Cependant, les phénomènes apoptotiques demeurent

absents ou s’observent peu dans le tissu subissant seulement une ischémie. Ces résultats

ont été également observés dans un modèle canin par freude et cou. (freude, 2000). Par
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ailleurs, ce même groupe a démontré qu’une ischémie suivie d’une reperfusion engendrait

les processus apoptotiques (fragmentation de l’ADN et clivage de la PARP ou « Poly

(ADP-ribose) polyrnerase », une protéine clivée lors de l’apoptose).

Le groupe de Vinten-Johansen (Zhao, 2001b) a également suggéré la présence de

phénomènes apoptotiques lors de la reperfusion. En effet, en plus d’observer une

augmentation de la taille des dommages par nécrose à vingt-quatre heures de reperfusion,

Zhao et cou. (Zhao, 2001b) ont démontré par essai TUNEL que, dans la région péri

nécrotique, le nombre de cellules apoptotiques s’accroissait en fonction de la durée de la

reperfusion, passant de 26 ¾ de tous les noyaux normaux pour une reperfusion de six

heures à 59 ¾ pour une période de reperfusion de 72 heures. Par ailleurs, l’augmentation

du nombre de cellules apoptotiques détectées par essai TUNEL correspondait à

l’augmentation de la fragmentation de l’ADN. Ce groupe a aussi observé la modulation de

l’expression de deux protéines impliquées dans l’apoptose, Bd-2 et Bax. Bd-2 permet aux

caspases de demeurer sous forme zymogène (inactive; effet anti-apoptotique) tandis que

Bax en engendre le clivage sous leur forme active (effet pro-apoptotique). Zhao et coli.

(Zhao, 2001b) ont donc observé une diminution significative de l’expression de la protéine

anti-apoptotique Bd-2 et une augmentation significative de l’expression de la protéine pro

apoptotique Bax. Ces résultats suggèrent que l’apoptose aurait un rôle à jouer lors de la

reperfusion dans l’induction de lésions supplémentaires.

Plusieurs groupes (Itob, 1995; Olivetti, 1997; Saraste, 1997) ont démontré chez

l’humain la présence d’apoptose dans la région péri-nécrotique entourant l’infarctus et ce,

par essai TIINEL et fragmentation de l’ADN. Des résultats similaires ont été publiés par

Anversa et cou. (Anversa, 1998) où, dans un modèle d’infarctus du myocarde chez le rat,

une augmentation des processus apoptotiques (mesurée par essai TUNEL) lors de

l’infarctus du myocarde a été observée. Black et coll. (Black, 199$) ont démontré quant à

eux dans un modèle de rat, que la caspase-3 (une caspase effectrice de l’apoptose) co

localisait in vivo avec les cellules apoptotiques lors de l’ischémie-reperfusion. De plus,
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Huang et cou. (Huang, 2000) et Hoiiy et cou. (Holly, 1999) ont observé que l’inhibition de

ces caspases engendrait une réduction des processus apoptotiques lors d’une ischémie

reperfusion ainsi qu’une réduction de la taille de l’infarctus.

L’infarctus du myocarde entraîne donc l’apparition de phénomènes de mort

cellulaire par nécrose lors de l’ischémie. L’ischémie permet l’enclenchement de

phénomènes de mort par apoptose qui ont lieu lors de la reperfusion. Les résultats laissent

suggérer que lors d’une ischémie-reperfusion, l’apoptose est impliquée dans les lésions de

reperfusion en provoquant des dommages supplémentaires. Des études plus approfondies

de l’apoptose lors de la reperfusion myocardique permettront d’élucider son rôle dans les

lésions de reperfusion.

1.1.2.2.2 Lésions de reperfusion non-létales

1.1.2.2.2.1 Stunning myocardique

Le stunning myocardique (ou myocarde sidéré) est une dysfonction mécanique

persistante suite à la reperfusion malgré le rétablissement du débit coronarien normal ou

presque normal (Bolli, 1990). Ce phénomène n’est pas causé par un déficit de perfusion et

est complètement réversible.

Ce dysfonctionnement serait causé essentiellement par une réponse anormale ou

diminuée de la machinerie contractile au calcium. Gao et coll. (Gao, 1995) ont démontré

que la réponse contractile était réduite pour une même quantité de calcium activatrice dans

du tissu cardiaque en stunning. Également, les radicaux libres auraient un rôle à jouer dans

cette réponse réduite (pour une revue voir (Bolli, 1990)) via une désensibilisation des

rnyofilaments (Macfarlane, 1992) et la dégradation protéolytique de la troponine I (Gao,

1996b). Par ailleurs, l’activation de calpaines, des protéases activées par le calcium, aurait

un effet délétère dans la réponse contractile, provoquant la dégradation partielle de

plusieurs composantes cellulaires de contraction (Yoshida, 1995; Gao, 1996a). En somme,
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les facteurs délétères impliqués dans les lésions de reperfusion létales (calcium, radicaux

libres) auraient une implication dans le stuiming myocardique (lésion non-létale). Les

mécanismes exacts expliquant le stuirning sont par contre mal connus. Le stunning serait

une condition ;Tmltifactorielle en réponse au calcium et aux radicaux libres suite à

1’ ischérnie-reperfusion.

1.1.2.2.2.2 A;ythmies de repeifusion

Suite à la reperfusion, des arythmies peuvent se déclencher. Par exemple, une

bradycardie sinusale transitoire avec hypotension observée en clinique chez des patients

souffrant d’infarctus antérieurs reperfusés résulte en des contractions ventriculaires

prématurées, un rythme idioventriculaire accéléré ou même une tachycardie ventriculaire

non-soutenue. L’existence d’arythmies de reperfusion n’est cependant pas un marqueur de

reperfusion adéquat étant donné leur présence tout au long de l’ischémie et de la

reperfusion (Califf, 1988). Ceci empêche donc le diagnostic clinique spécifique pouvant

être attribué à la réussite de la reperfusion du tissu myocardique. Par ailleurs, de Lorgeril et

coll. (de Lorgeril, 1990a) ont démontré que la présence d’arythmies de reperfusion

n’entraîne pas la progression supplémentaire des dommages lors de cette reperfusion.

Selon ce groupe, la fibrillation de reperfusion et la défibrillation électrique interne (basse

énergie) ne sont pas des facteurs influençant le myocarde à riscjue ni les lésions de

reperfusion. La taille de l’infarctus n’est donc pas modifiée de façon significative. En

somme, les arythmies de reperfusion peuvent être incluses dans les lésions de reperfusion

non-létales dans le sens où elles n’entraînent pas de progression de la taille de l’infarctus

lors de cette reperfusion.

o
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1.1.3 Somme des effets l’infarctus du myocarde

1.1.3.1 Apparition d’un infarctus du myocarde : occlusion d’une artère coronaire

Dans le myocarde, l’infarctus du myocarde survient principalement lors de la

rupture d’une plaque athérosclérotique suivie de la formation d’un thrombus plaquettaire

occlusif au niveau d’une artère coronarienne. La fissuration de la plaque expose

l’endothélium et ses substances thrombogéniques aux plaquettes (Gresele, 2002). Les

plaquettes s’activent, s’agrègent et entraînent la formation d’un thrombus occlusif ainsi

qu’un arrêt de la circulation sanguine. L’arrêt de la circulation réduit ou arrête

complètement l’apport en oxygène (ischémie). L’apport étant inférieur à la demande, ce

déficit induit des changements biochimiques et ultrastructuraux aux cellules cardiaques

menant à leur mort.

1.1.3.2 Progression de l’infarctus

Comme discuté précédemment (section 1.1.1.3, Susceptibilité du susendocarde par

rapport au subépicarde), le susendocarde possède une vulnérabilité inhérente à l’ischémie

en comparaison avec le subépicarde. En effet, le débit sanguin au niveau de cette région est

réduit étant donné les forces de compressions supérieures, une tolérance moins grande à

l’ischémie ainsi qu’une demande métabolique plus élevée. Étant donné ces faits, les

dommages irréversibles débutent généralement au niveau du susendocarde et se

poursuivent suivant un front de vague vers le subépicarde.

o
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].1.3.2.] Phénomène du front de vague (‘ Wave Front »,)

Le phénomène du front de

vague a été décrit par Reimer et col!.

en 1977 (Reimer, 1977). Ce groupe a

constaté que plus la durée de

ïischémie était longue, plus

l’infarctus était grand. Par ailleurs,

ils ont également démontré que les

dommages irréversibles

progressaient de la région la moins

tolérante à l’ischémie (le

susendocarde) vers celle moins

touchée par cette ischérnie (région la

plus tolérante, le subépicarde). Cette

progression adoptait un «front de

vague » (figure 1.3), rappelant la

forme qu’une vague prend

lorsqu’elle arrive sur le rivage d’une

plage. En d’autres termes,

l’infarctus passe du susendocarde

vers le subépicarde de façon

Figure 1.3 Représentation schématique d’une paroi

myocardique soumise à une ischémie via ]‘occlusion de son

artère coronaire. En présence de circulation collatérale,

l’infarctus pourrait, par exemple, progresser vers le point

A. Ce dernier représente le point où le myocarde subira

des dommages irréversibles sans pour autant être

transmuraux (par la présence d’un apport sanguin via la

circulation collatérale). Cependant, si la circulation

collatérale est limitée ou la demande myocardique est

augmentée, l’infarctus pourrait progresser jusqu’au point

C, situation où les dommages sont presque transmuraux.

Au contraire, si la reperfusion est rapide, l’infarctus

pourrait n’être que de 50 ¾ de la zone à risque, le point B.

(Adapté de Hearse (1984)).

Artère

Paroi
myocardique

— Susendocarde

transmurale si l’ischémie est assez sévère et d’assez longue durée pour endommager de

façon irréversible et permanente la paroi myocardique. Évidemment, la reperfusion

constitue le meilleur traitement pour limiter ces dommages.
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1.1.3.2.2 Déterminants de l’infarctus

Les déterminants primordiaux de la taille d’un infarctus du myocarde sont

> Durée de l’ischémie (occlusion coronarienne);

> Taille de la zone à risque;

> Demande métabolique du myocarde;

> Débit de la circulation collatérale (si présente).

Évidemment, comme mentionné précédemment, la durée de l’ischémie est le

principal déterminant de la taille d’un infarctus, à savoir que la limitation de l’ischémie

engendre un infarctus de moindre envergure. Également, la taille de l’infarctus est

proportionnelle à l’étendue de sa zone à risque. Miura et coll. (Miura, 1987) ont démontré

une corrélation entre la taille de l’infarctus et la taille de la zone à risque. Par ailleurs, plus

la demande métabolique est élevée, plus la consommation en oxygène est importante, plus

haute sera la demande et plus grande sera la taille d’un infarctus. Finalement, plusieurs

groupes ont démontré l’importance de la circulation collatérale pour limiter la progression

et la taille d’un infarctus (Harken, 1981; Reimer, 1985; Miura, 1987). Il existe une relation

inverse entre l’étendue de l’infarctus et la circulation collatérale (Bishop, 1976). Il est

même possible que cette circulation soit capable d’acheminer suffisamment d’oxygène pour

supporter des périodes de glycolyse intermittentes au niveau de la zone ischémique

(Jennings, 1983), limitant ainsi l’infarctus.

1.1.3.2.3 Aspect d’un infarctus

L’ultrastructure et l’aspect histologique d’un infarctus sont différents lorsque celui

ci est reperffisé en comparaison à un infarctus non-reperfusé. En effet, ce dernier présente

des changements morphologiques visibles au microscope électronique aussi tôt qu’à
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15 minutes d’ischémie, comme l’apparition de granules et de particules amorphes à hautes

densités dans la mitochondrie ainsi que la destruction de ses crêtes, l’oedème du noyau

cellulaire avec une marginalisation de la chrornatine, un commencement de la destruction

du sarcolemme (Jennings, 1974b; Schaper, 1979) et la libération d’enzymes du lysosome

dans le cytosol (Whalen, 1974). Cependant, il demeure incertain si le relâchement de ces

enzymes s’effectue concurremment au dysfonctionnement de la mitochondrie et à la

destruction du sarcolemme. De plus, ce type d’infarctus présente une nécrose de

coagulation visible au microscope standard par coloration à l’hématoxylineéosine. Par

ailleurs, il est possible d’observer une granulation et une désorganisation des myofibrilles

ainsi qu’un oedème cellulaire des fibres musculaires au centre de l’infarctus après deux

heures d’occlusion (Sommers, 1964b). Les neutrophiles sont absents de ce type d’infarctus

dans les premières heures (Sommers, 1964b) mais font leur apparition de 24 à 42 heures

après l’occlusion coronarienne. Une réponse inflammatoire suit dans les quatre à sept jours

suivants et s’estompe vers le jour 14, ayant ainsi pour conséquence une infiltration

lymphocytaire et de macrophages de la périphérie de l’infarctus vers son centre.

Finalement, la cicatrice et la fibrose apparaissent et sont complètes après six à huit

semaines (Fishbein, 1978).

En contraste, l’infarctus reperffisé présente une nécrose en bandes de contraction.

Ce type de nécrose est caractéristique de la reperfusion et aurait pour source le calcium

(Hearse, 1978). En effet, l’entrée massive de calcium durant la reperfusion cause ce type

de nécrose. Ce phénomène provoque une hypercontraction des fibres et endommage les

myocytes. Par ailleurs, l’infarctus reperfusé présente un oedème massif et une

augmentation du contenu en eau est observée (Whalen, 1974). Il y a également

vacuolisation des myocytes, destruction de l’architecture des mitochondries et altération du

sarcolemme (Kloner, 1974; Decker, 197$; Schaper, 1979; Schaper, 1983). Les

mitochondries accumulent une partie de l’excès de calcium sous l’aspect de calcification

(Ca2 et calcium inorganique) et le sarcolemme quant à lui devient supercontracté et forme

les bandes de contraction (Kloner, 1974; Jeimings, 1983). Tous ces phénomènes de
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destruction et désintégration de l’architecture cellulaire se font plus rapidement que lors de

l’ischémie seule et peuvent être observés au microscope standard après vingt minutes de

reperfusion.

La reperfusion entraîne donc la progression des dommages, phénomène appelé

lésions de reperfusion (section 1.1.2.2). Comme déjà discuté, la réintroduction du sang

dans l’artère coronarienne cause l’accumulation de neutrophiles au niveau du myocarde à

risque et de l’infarctus lui-même, la génération massive de radicaux libres entre autre par

ces neutrophiles, l’accumulation de plaquettes, la surcharge calcique des myocytes et

l’apoptose des cellules cardiaques. Cependant, il est important de noter que malgré la

progression des dommages et l’augmentation de la taille de l’infarctus entraînée par la

reperfusion, celle-ci demeure le meilleur traitement pour limiter cette étendue des

dommages. Cette dernière sera toujours plus petite en comparaison à un infarctus avec

occlusion coronarienne permanente sans reperfusion (Reimer, 1979). Évidemment, si

l’infarctus n’est pas reperfusé, toute la région ischérnique sera éventuellement détruite en

absence ou détruite à environ 70 à $0 % en présence de circulation collatérale (Jennings,

1983).



Chapitre 2

Le cerveau

2.1 Dépression post-infarctus du myocarde

Il a été démontré qu’une dépression majeure pouvait être associée à la maladie

coronarienne. En effet, près de la moitié des patients souffrant d’un infarctus du myocarde

subissent un épisode de dépression (mineure ou majeure) (Schleifer, 1989) et entre 15 à

20 ¾ de ces mêmes patients seraient victimes d’une dépression majeure (Schleifer, 1989;

Ladwig, 1991; Frasure-Smith, 1993). Mais en fait, qu’est-ce que la dépression?

2.1.1 Dépression

<f People neyer die of love or grief alone: though some die of inherent
maladies, which the tortures of those passions prematurely force into
destructive action»

Charlotte BronW, ShirÏey, 1848

La dépression selon le DSM-IV {American Psychiatric, 1994 #416} est une

situation mentale généralisée où il y a présence d’un état dépressif (peine) durant la

majorité de la journée avec ou sans perte marquée d’intérêt ou de plaisir pour les activités

usuelles. Cet état doit persister depuis au moins les deux dernières semaines et le patient

doit le percevoir à chaque jour. Par ailleurs, il doit ressentir d’autres signes et symptômes

comme perte/gain de poids significatif, perte d’appétit, insomnie/hypersomnie, agitation

psychomotrice (ou l’inverse), fatigue, perte d’énergie, sentiments d’être sans valeur,

sentiment de culpabilité excessive ou inappropriée, concentrationlhabilité à penser

diminuée, indécision et pensées récurrentes à propos de la mort et du suicide (pensée, plan

pour le commettre et/ou tentative). Ces symptômes causent un affaiblissement et une

détresse clinique significative. La dépression n’est pas un mauvais état mental de
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pessimisme ou de peine durant des jours plus mauvais ou lors de la perte d’un être cher, des

situations habituellement transitoires. La dépression est loin d’être une simple maladie

avec manifestations psychologiques mais elle est plutôt une pathologie systémique avec des

effets délétères sur les différents systèmes et organes de la victime (Michelson, 1996;

Musselman, 199$; Ciechanowski, 2000; Schuiz, 2000).

L’étiologie et la pathophysiologie de la dépression sont encore peu connues. Les

systèmes des neurotransmetteurs monoaminergiques du cerveau ont longtemps été

considérés comme grands responsables de la maladie dépressive. Les fonctions

sérotonergiques et noradrénergiques sont réduites en ce qui a trait à la synthèse des

monoamines ainsi que de leurs transporteurs et récepteurs chez les sujets dépressifs en

comparaison à des patients normaux (Chamey, 199$; Ordway, 2002; Schatzberg, 2002).

Toutes ces observations dérivent principalement d’études et d’observations utilisant des

anti-dépresseurs comme agents pharmacologiques pour la réduction des symptômes de

dépression et la régression de ces changements.

Par des procédés d’imagerie, des anormalités ont été constatées dans certaines

régions cérébrales en ce qui a trait au débit sanguin et au métabolisme du glucose. Ces

paramètres augmentent dans le système limbique et dans le cortex préfrontal chez les

patients dépressifs. Ces régions du cerveau, particulièrement l’amygdale (structure du

système limbique), sont impliquées dans la modulation des émotions et dans la dépression

(Drevets, 2000).

2.1.1.1 Imptication de I ‘amygdale

L’amygdale (corps arnygdalien ou complexe amygdaloïde) est une structure

cérébrale membre du système limbique (Nieuwenhuys, 1996) (Figure 2.1).

Anatomiquement, l’amygdale est située dans le lobe temporal médian (figure 2.1). Sa

composition est excessivement complexe (revue par Sah et coll. (Sah, 2003)).

Essentiellement, plus de treize noyaux sont identifiés à ce jour et maintiennent des
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connections avec d’autres structures du cerveau, incluant l’hippocampe, le thalamus, le

néocortex et le striatum. L’amygdale est impliquée dans la régulation des fonctions

cardiaques en modulant l’activité neuronale au niveau du système parasympathique et du

baroréflexe (Ter Horst, 2000). Ceci démontre la relation entre le système cardiovasculaire

et le système limbique.

figure 2.1 A) Représentation sagittale du cerveau montrant

les différentes structures du système limbique dont

l’amygdale; B) Localisation de l’amygdale. Cette

représentation graphique montre une vue ventrale du

cerveau situant l’amygdale (rouge) dans le lobe temporal du

cerveau. (Source : http://en.wikipedia.org/wilci/Amygdala)

A Limbic System
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L’amygdale est une

composante essentielle des circuits

neuronaux qui détectent

l’importance des émotions en

assignant une réponse appropriée

(Gloor, 1960; Kapp, 1992; LeDoux,

2000). Elle est donc centrale à la

modulation des émotions (Davis,

2001). Historiquement, cette notion

provient de modèles animaux où les

lobes temporaux (incluant

l’amygdale; figure 2.1) étaient

endommagés. Des dommages

bilatéraux à l’amygdale chez l’humain étant extrêmement rares et les animaux ne pouvant

pas nous faire part de leur « émotions », la caractérisation des fonctions de l’amygdale s’est

restreinte à l’étude de la peur (LeDoux, 199$). Cette émotion engendre une myriade de

réponses autonomiques et hormonales comme l’augmentation des niveaux de

noradrénaline, de la pression sanguine et de la fréquence cardiaque, autant chez l’homme

que chez l’animal (Chapman, 1954). Les animaux ayant subi des dommages aux lobes

temporaux démontraient une réduction drastique de la peur et de la colère ainsi qu’une

augmentation de l’exploration de l’espace (Kitiver, 1937). Des comportements similaires

ont été observés chez d’autres animaux avec seulement une lésion à l’amygdale

(Weiskrantz, 1956), démontrant le rôle prépondérant du complexe amygdalien dans la
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gestion des émotions. L’amygdale est donc une structure centrale dans l’intégration des

stimuli externes et des émotions.

Tel que mentionné précédemment. l’amygdale est impliquée dans la dépression.

Cette pathologie associée à une activation de cette structure (Drevets, 1999b). En ce sens,

des augmentations de débit sanguin et de métabolisme du glucose ont été constatées dans

l’amygdale de patients dépressifs. Ces altéiations sont en corrélation avec la sévérité de la

pathologie (LeDoux, 1987; Drevets, 1992; Abercrornbie, 199$). Le traitement avec anti

dépresseurs provoque un retour à des niveaux similaires chez des patients non-dépressifs.

Ceci corrobore les évidences chez les animaux démontrant que cette modulation

pharmacologique engendre un effet inhibiteur sur les fonctions amygdaliennes (Drevets,

1999a; Drevets, 2000). En plus des modifications de débit sanguin et du métabolisme du

glucose, des changements morphologiques ont été constatés dans l’amygdale. Sheline et

coll. (Sheline, 1998) ont montré que le volume de certains noyaux cellulaires à l’intérieur

de la structure était réduit bilatéralement chez des patients atteints de dépression majeure.

Le nombre de cellules gliales semble également réduit dans l’amygdale de patients

dépressifs (évaluation post mortem) (Bowley, 2002). L’amygdale est, de la sorte, touchée

lors d’une dépression et pourrait constituer une cible potentielle de traitement anti

dépresseur.

2.1.2 Infarctus du myocarde et dépression post-infarctus

2.1.2.1 Dépression et maladie cardiovasculaire

La dépression est difficile à diagnostiquer. La présence d’une autre pathologie

comme l’infarctus du myocarde n’entraîne qu’une complication de son diagnostic clinique

(Cohen-Cole, 1993). En effet, un patient ne souffrant que de dépression et ayant accepté

son statut pathologique pourra rapidement discuter de ses signes et symptômes. Leurs

analyses chez des patients souffrant d’une maladie coronarienne montre que ces signes et

symptômes sont beaucoup plus subtils, indirects et atypiques (Freedhand, 1992) que chez

C
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les patients sans maladie coronarienne. Ces symptômes incluent une fatigue et un manque

d’énergie peu commun ou chronique, apparition récente d’irritabilité ou de colère,

sentiment d’être stressé, perte de poids sans diète, insonmie, réduction des contacts sociaux,

perte d’hygiène personnelle, pas de retour aux activités normales (avec un délai raisonnable

suite à la maladie coronarienne), intérêt réduit pour les activités autrefois plaisantes (perte

de plaisir), visites fréquentes en milieu hospitalier pour des symptômes inexpliqués, anxiété

et pessimisme chroniques, absence prolongée du travail, conformité médicamenteuse et

modification des facteurs de risques pauvres. Le patient dépressif souffrant d’une maladie

coronarienne démontre aussi des symptômes similaires à un patient simplement dépressif

(perte de plaisir, etc.). Ces patients tendent cependant à les attribuer à la maladie

coronarienne et non pas à la dépression elle-même. Malgré ce fait, les patients souffrant

d’une dépression post-infarctus du myocarde encourent un risque de mortalité cardiaque de

trois à quatre fois plus élevé subséquemment à cette dépression en comparaison à des

patients n’en souffrant pas (Ladwig, 1991; Frasure-Smith, 1993, 1995). Ce risque est

similaire à celui observé lors d’une dysfonction ventriculaire gauche ou d’un âge avancé

(Volpi, 1993). En comprenant mieux les mécanismes sous-jacents à cette dépression

omniprésente suite à un infarctus du myocarde, il sera possible de traiter les victimes afin

d’en réduire le risque.

2.1.2.2 Mécanismes

Les mécanismes entourant la dépression post-infarctus ne sont pas complètement

cernés encore aujourd’hui mais incluraient 1) l’hyperactivité de l’axe hypotalamique

pituitaire-adrénocortical et du système adrénocortical, 2) une variabilité du rythme

cardiaque diminuée, 3) une vulnérabilité ventriculaire et l’ischémie myocardique en

réponse à un stress mental ainsi 4) qu’une réactivité plaquettaire accrue.

o
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2.1.2.2.] Hyperactivité de l’axe hvpotalamique-pituitaire-adrénocortical et du système

adrénocortical

Les patients souffrant de dépression montrent une hyperactivité de l’axe

hypothalamique-pituitaire-adrénocortical. En réponse à un stress, l’hypothalamus libère le

facteur de relâche de corticotropine, libérerant ainsi par la suite la corticotropine (ACTH)

de la glande pituitaire (hypophyse). Cette réponse est plus élevée chez les sujets dépressifs

que normaux (Nemeroff, 1984). Par ailleurs, un dysfonctioimement du système

sympathoadrénalien est également observé. Des niveaux anormalement élevés de

noradrénaline sont constatés chez les patients dépressifs (Wyatt, 1971).

2.1.2.2.2 Variabilité du rythme cardiaque diminuée

Les fluctuations du rythme cardiaque permettent l’adaptation d’un organisme aux

différents changements et seraient un indice de mesurer de la réactivité des systèmes

nerveux sympathique et parasympathique ainsi que du système rénine-angiotensine

(Musselman, 199$). En effet, des changements rapides (battement-par-battement) dans les

paramètres hémodynamiques reflètent la réponse dynamique de contrôle du système

cardiovasculaire lors de perturbations physiologiques et psychologiques. Or, une grande

variabilité est observée chez des patients normaux en comparaison à des patients souffrant

de dépression (Dalack, 1990). Le risque de mortalité étant plus élevé lors d’une variabilité

réduite (Kleiger, 1987), il est possible de croire que les patients dépressifs sont plus à

risque. Une étude clinique a d’ailleurs démontré que cette variabilité était normalisée

concurremment à une atténuation de la dépression par un traitement avec anti-dépresseurs

(Balogh, 1993). Cette observation démontre que la variabilité du rytlrme cardiaque pourrait

constituer un paramètre pouvant être normalisé afin de réduire le risque cardiovasculaire.

o
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2.] 2.2.3 Vulnérabilité ventriculaire et ischérnie rnyocardique

La vulnérabilité ventriculaire suite à un infarctus du myocarde, l’ischémie

myocardique et le stress émotionnel négatif sont connus comme pouvant provoquer des

arythmies fatales (Verrier, 1990). Il a été démontré que les patients souffrant de maladies

coronariennes étaient plus à risque de subir des événements délétères cardiaques fatals ou

nonfatals lors d’une ischémie myocardique engendrée par un stress mental (Jiang, 1996).

Le système nerveux central contrôle le seuil de déclenchement d’une arythmie comme la

fibrillation ventriculaire. En le stressant, ce seuil est abaissé. En conséquence, le risque de

ces événements arythmiques s’élève. Ce risque de mortalité est donc plus grand chez les

patients en stress (Tavazzi, 1986; Follick, 1988). Évidemment, le stress n’est pas

synonyme de dépression. Étant donné que certaines structures cérébrales activées sont

identiques lors du stress et de la dépression (par exemple, l’amygdale), il est possible de

croire que ces observations s’appliquent aussi à la dépression. Il est à noter que le stress

peut dégénérer vers un état pathologique (Chrousos, 1992) comme la dépression (Paykel,

1979; Kendler, 1993), laissant croire que ces deux situations délétères pour le patient

souffrant de maladie coronarienne provoquerait une vulnérabilité ventriculaire lors d’une

émotion intense.

2.]. 2.2.4 Réactivité plaquettaire accrue

Les plaquettes de patients dépressifs ou stressés démontrent une réactivité

augmentée par rapport aux patients normaux (Musselman, 1996; Laghrissi-Thode, 1997;

Strike, 2004). Ces cellules sanguines s’activent et s’agrègent plus facilement. Il a

également été démontré que la densité des récepteurs plaquettaires à la sérotonine était

significativement augmentée chez les patients souffrant de dépression (Biegon, 1987). En

parallèle, ces mêmes patients présentent une réduction du nombre de transporteurs de

sérotonine dans le cerveau (Briley, 1980). La sérotonine étant un agent activant les

plaquettes, une densité de récepteurs plus élevée et une altération du nombre de
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transporteurs de sérotonine augmenteraient l’agrégation plaquettaire en réduisant la

recapture de la monoamine et en exposant ainsi les récepteurs à la molécule. Cette

susceptibilité d’activation pouffait expliquer la vulnérabilité des patients dépressifs à une

maladie coronarienne et vice versa.

2.1.2.3 Amygdale et dépression post-infarctus : nouveau mécanisme

L’apoptose à l’intérieur de certaines structures cérébrales pounait constituer un

nouveau mécanisme expliquant les symptômes de dépression post-infarctus. En regard à

cette hypothèse, Lucassen et cou. (Lucassen, 2001) ont démontré la présence d’apoptose

dans l’hippocampe chez l’humain dépressif. Ces évidences d’apoptose étaient rares mais

étaient néanmoins présentes. Il est à noter que l’hippocampe est un membre du système

limbique et est impliqué dans la dépression (Nieuwenhuys, 1996). Utilisant un modèle

animal de stress social menant à la dépression chez la musaraigne d’arbres, Lucassen et

coli. (Lucassen, 2004) ont également observé des cellules apoptotiques dans l’hippocampe

de ces animaux. Ce modèle a été validé auparavant par d’autres groupes en ce qui a trait à

la dépression (Fuchs, 2002; van Kampen, 2002). Parallèlement, l’administration d’un anti

dépresseur a permis de réduire ces phénomènes apoptotiques (Lucassen, 2004).

L’amygdale étant également une structure du système limbique, elle pourrait être touchée

par ces phénomènes apoptotiques, expliquant ainsi en partie la dépresion.

En regard à l’amygdale, Wann et coll. (Waim, 2005a) ont développé un modèle de

dépression post-infarctus chez le rat consistant en une occlusion coronarienne de 40

minutes et une reperfusion de 72 heures. Suite au sacrifice, ce groupe a observé de

l’apoptose au niveau de l’amygdale (structure impliquée dans la dépression; section

2.1.1.1). Cette apoptose a été caractérisée par diverses méthodes incluant la coloration

TUNEL (permettant une quantification de l’apoptose), l’expression des protéines Bel-2 et

Bax (respectivement anti- et pro-apoptotique) ainsi que l’activité des enzymes PI3K et

caspase-3 (respectivement anti- et pro-apoptotique) (pour plus de détails quant aux
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fonctions de ces différentes protéines, voir le chapitre 2, section 2.1). La coloration

TUNEL permet de quantifier l’apoptose en permettant un marquage à l’extrémité 3’ de

l’ADN suivi d’une visualisation et d’une quantification rapide des processus apoptotiques

avec l’aide d’un microscope à fluorescence. Un simple comptage des cellules positives est

alors nécessaire plus le nombre de cellules est grand, plus les processus apoptotiques sont

importants. Ainsi, le groupe de Wann et coil. (Wann, 2005a) ont observé une augmentation

significative du nombre de cellules positives à la coloration TLTNEL dans le groupe ayant

subi un infarctus du myocarde en comparaison à un groupe témoin (chirurgie de type

« Sham », identique mais sans occlusion coronarienne). Le ratio des protéines Bax/Bcl-2

est également une autre méthode pour déterminer si un système tend vers l’apoptose ou

non t plus le ratio est élevé, plus l’apoptose est probable. Ce ratio est significativement plus

élevé (deux fois) dans le groupe subissant un infarctus du myocarde en comparaison au

témoin (l’expression de Bax étant réduite et celle de Bd-2 augmentée). La mesure de

l’activité de la caspase-3 constitue une méthode supplémentaire de discriminer la présence

d’apoptose. Son activité était significativement supérieure dans le groupe avec infarctus

par rapport au groupe témoin. En contraste, l’activité de la PI3K constitue un signal anti

apoptotique. Cette activité était réduite significativement dans le groupe subissant une

occlusion coronarienne. Tous ces résultats démontrent donc que l’apoptose a lieu au niveau

de l’amygdale suite à un infarctus du myocarde, phénomène- caractérisé par une

augmentation des processus pro-apoptotiques et une réduction de ceux anti-apoptotiques.

L’apoptose dans l’hippocampe a également été démontrée lors de la dépression

(comme décrit précédemment dans cette section). Wann et coil. (Waim, 2005a) n’ont

cependant observé aucune différence significative dans cette région du cerveau des rats

ayant subi un infarctus du myocarde. Ce groupe n’exclut pas la possibilité que l’apoptose

ait lieu dans une fenêtre temporelle différente (avant ou après la période de 72 heures de

reperfusion). Par ailleurs, il est possible que les mêmes phénomènes apoptotiques prennent

place dans un sous-compartiment de cette structure cérébrale. Ce groupe est présentement

à travailler à la caractérisation des différents sous-compartiments de l’hippocampe suite à
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24, 48 et 72 heures de reperfusion rnyocardique. Ces travaux sont en cours et seront

publiés d’ici l’année 2006.

En parallèle, le même groupe (Wann, 2005b) a démontré que la dépression était bel

et bien présente dans le même modèle d’infarctus du myocarde chez le rat. La dépression a

été caractérisée par le test de préférence au glucose (eau sucrée) et par la nage forcée

(Porsoit). Ces résultats pennettent de suggérer que la dépression est présente suite à

l’infarctus du myocarde. Essentiellement, dans le premier test, un animal normal (exempt

de symptômes dépressifs) préfère l’eau sucré en comparaison à un animal dépressif Le

deuxième test (Porsoit) pernet aussi de discriminer les animaux dépressifs : ces derniers

nagent généralement pour une période de temps plus limitée en comparaison aux animaux

normaux. Ces deux tests sont couramment utilisés pour déterminer la présence de

dépression dans un modèle animal. Ainsi, les animaux ayant subi un infarctus du myocarde

préféraient moins la solution d’eau sucrée en comparaison au groupe témoin. De plus, les

animaux avec infarctus du myocarde nageaient moins longtemps que les animaux du

groupe témoin. Ces observations suggèrent donc fortement que les animaux avec infarctus

du myocarde sont dépressifs. Par ailleurs, cette pathologie est complètement renversée

lorsque les rats sont traités avec un anti-dépresseur, la désipramine (famille des

tricycliques). Les animaux ayant subi un infarctus du myocarde et traités avec la

désipramine préfèrent l’eau sucrée au même titre et nagent aussi longtemps que les

animaux du groupe témoin. Ces observations démontrent donc que dans ce modèle, la

dépression est présente suite à l’infarctus du myocarde et que la pathologie peut être

renversée par l’administration d’ anti-dépresseur.

En conséquence, l’apoptose pourrait constituer un mécanisme expliquant la

dépression subséquente à un infarctus du myocarde. Davantages de travaux sont

nécessaires pour bien caractériser ces phénomènes. Ceux-ci feront l’objet de publications

durant les années 2005 et 2006 par le groupe du Dr Roger Godbout et du Dr Guy Rousseau.
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Chapitre 3

L’adénosine et ses récepteurs

Dans ce chapitre, l’adénosine et ses différents récepteurs seront décrits. Les notions

exposées sont nécessaires à la bonne compréhension des données discutées dans les articles

figurant dans cette thèse. L’adénosine possède a priori des propriétés protectrices. Ainsi,

ce chapitre exposera sa structure, sa synthèse et sa dégradation. Par ailleurs, ses différents

sites de liaisons, ou récepteurs de l’adénosine, seront décrits également.

3.1 Adénosine

L’adénosine est un nucléoside purine comportant un

squelette ribose attaché à une molécule d’adénine par un lien

glycosidique (figure 3.1). Cette molécule est distribuée dans

différents organes ou tissus (poumons, cerveau, système

immunitaire, coeur, milieu vasculaire, testicules, etc.) et permet

la régulation de certaines fonctions tissulaires. Aucun site

précis de stockage ou de relâchement n’a cependant été

identifié à ce jour (Sommerschild, 2000).

En normoxie, l’adénosine est synthétisée continuellement en petites quantités à

l’intérieur et à l’extérieur des cellules (Fredholm, 2001) (figure 3.2). Au niveau

intracellulaire, cette synthèse s’effectue par hydrolyse du S-adénosylhomocystéine en

adénosine et homocystéine par la S-adénosylhomocystéinase (Broch, 1980; Ohisalo, 1987).

La déphosphorylation de l’AMP par l’endo-5’-nucléotidase, retrouvée dans le cytosol,

permet également de générer l’adénosine (Schubert, 1979; Ohisalo, 1987; Zimmermann,

1998). Suivant la synthèse, l’adénosine peut être ensuite exportée à l’extérieur de la cellule

par des transporteurs spécifiques (Williams, 1991; Anderson, 1996) ou par diffusion simple

(Sommerschild, 2000). Ce transport conserve des concentrations similaires de l’autacoïde

de part et d’autre de la membrane cellulaire (Sveimingsson, 1999). Au niveau

Figure 3.1 Structure

moléculaire de l’adénosine.
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extracellulaire, l’ecto-5’-nucléotidase liée à la face externe de la membrane (Dunwiddie,

1997) ou soluble (Todorov, 1997) entraîne la génération d’adénosine.

L’élimination de l’adénosine s’effectue très rapidement, sa demi-vie sanguine étant

de 0,5 à 1,5 secondes (M5ser, 1989). Elle est recyclée à l’intérieur de la cellule par sa

rephosphorylation en AMP par l’adénosine kinase ou par sa déamination en inosine par

l’adénosine déaminase (figure 3.2) tHon, 1991; Mullane, 1995; Mubagwa, 1996). La

déamination en inosine constitue une méthode moins efficace en regard de l’affinité de

l’enzyme pour son substrat (Km de 20 à 100 iM pour la déarnination (Arch, 1978; Lloyd,

1995) en comparaison à un de 0,1 à 2,0 jiM pour la rephosphorylation (Spychala,

1996)). Son relâchement dans le milieu extracellulaire constitue aussi une méthode

d’élimination de la cellule elle-même et, ainsi libérée, l’adénosine est dégradée dans

l’espace extracellulaire ou dans la circulation (Lloyd, 1995).

L’équilibre entre la génération et l’élimination permet de maintenir des

concentrations normales dans l’espace extracellulaire et le fluide interstitiel au-dessous de

0,5 tM (Van Wylen, 1992; Martin, 1997a) et dans le sang humain à environ 0,1 à 1 jiM

(Môser, 1989). La concentration cytosolique quant à elle serait d’environ 0,04 à 0,1 M et

l’adénosine serait liée à environ 90 % aux protéines intracellulaires (principalement en

grande partie la S-adénosylhomocystéinase).

L’adénosine est également générée lors de stress tissulaire où la demande

énergétique excède son approvisionnement. En effet, dans le coeur, le cerveau et les reins,

la production d’adénosine est augmentée lors d’une ischémie (chapitre 1, section 1.1.1)

(Mubagwa, 1996; Shryock, 1997) par catabolisme de l’ATP et production de purines. Ce

catabolisme peut augmenter jusqu’à 50 fois lors du déséquilibre entre l’apport en oxygène

et la demande. Au niveau cardiaque, durant l’ischémie, l’adénosine est produite dans les

cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les muscles lisses vasculaires par

déphosphorylation de l’AMP via les endo- et ecto-5’-nucléotidases (Sommerschild, 2000).
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Le taux d’hydrolyse du SAH lors de l’ischémie demeure cependant similaire au taux en

situation nonnoxique (Sommerschild, 2000). Aucune accumulation d’ adénosine n’a été

détectée dans le fluide interstitiel lorsque la circulation coronarienne était au-dessus de 50 à

60 % par rapport à la normale dans un modèle d’ischérnie chez le chien (Delyani, 1994).

Cette situation représente le point où les compensations fonctionnelles et métaboliques sont

outrepassées et que le myocarde n’est plus en situation de maintien de l’équilibre

énergétique. Au niveau du cerveau, les niveaux d’adénosine augmentent jusqu’à cent fois

lors d’une ischémie ou d’un stress oxydatif (Rudolphi, 1992). À ce moment, les taux

d’ATP chutent et ceux d’adénosine augmentent dramatiquement (Berne, 1974).

L’adénosine influence les fonctions de plusieurs types cellulaires afin de les altérer.

Ses effets incluent la vasodilatation des artérioles coronaires (Berne, 1980), la diminution

des interactions entre les neutrophiles et l’endothélium (Cronstein, 1986), l’inhibition de

l’agrégation plaquettaire et la relâche de thromboxane (Tanabe, 1984) et l’inhibition de la

neurotransmission sympathique (Richardt, 1987). Ces changements sont dus à l’activation

des différents récepteurs de l’adénosine.

3.2 Récepteurs

Quatre grands sous-types de récepteurs de l’adénosine ont été clonés et caractérisés

chez les mammifères jusqu’ici et sont nommés A1, A2A, A23 et A3. Les quatre sous-types

sont des protéines possédant sept passages transmembranaires, glycosylés sur un résidu

asparagine au niveau extracellulaire, exprimés à la surface cellulaire et sont couplés aux

protéines G. Tous ces récepteurs, sauf le sous-type A2A, possèdent des sites de

palmitylation sur l’extrémité carboxy-tennina]e (Linden, 2001). L’adénosine en est le

principal ligand (Fredholm, 2001).

o



3.2.1 Récepteurs A1 de l’adénosine

Les récepteurs A1 de l’adénosine sont des protéines de 326 acides aminés (humains.

rats et souris) d’environ 36 kDa couplés aux protéines GŒj. Le gène du récepteur se trouve

chez l’humain sur le chromosome 1q32.l (Megson, 1995). La transcription du gène résulte

en deux différents transcrits. Le premier contient les exons 4, 5 et 6 et se retrouve dans tous

les tissus exprimant ce récepteur. Les tissus où l’expression est la plus forte renfement

cependant le deuxième transcrit possible, contenant les exons 3, 5 et 6 (Ren, 1994, 1995).

L’inactivation (knock-out ou KO) du gène des récepteurs A1 de l’adénosine chez la souris

n’entraîne pas de défaut de développement mais provoque une hyperalgésie et une anxiété

accrue (Johansson, 2001; Sun, 2001). Par ailleurs, l’hypoxie neuronale est mieux tolérée en

regard de l’activité des neurones (Brown, 2001a). Le réflexe tubulogloménilaire (en

réponse à une augmentation de débit dans l’anse de Renié) est absent et l’activité de la

rénine plasmatique est augmentée chez ces mêmes souris (Brown, 2001a). De plus, ces

animaux ont une température interne normale, sont fertiles mais ont une progéniture moins

nombreuse (Minelli, 2004). L’inactivation du gène quant à elle confère une intolérance à

1’ ischémie-reperfusion cardiaque (Reicheit, 2005). Au contraire, la surexpression

spécifique au tissu cardiaque de ces récepteurs entraîne une résistance et une meilleure

récupération aux dommages liés à l’ischémie-reperfusion (Matheme, 1997; Gauthier,

1998).

Le tableau 3.1 résume les principaux iigands des récepteurs de Fadénosine. Le

sous-type A1 possède une plus grande affinité pour les agonistes tels que le 5’-(N-

éthylecarboxamido)adénosine (NECA), le N6-3-Iodobenzyiadénosine-5 ‘-N

méthyluronamide (IB-MECA), le R-N6-(phénylisopropyl)-adénosine (R-PIA) et le N6-

cyclopentyladénosine (CPA) (Zhou, 1992; Klotz, 1998). Il semble que ce récepteur soit

stéréosélectif étant donné sa plus faible affinité (75 nM) pour l’isomère S du PIA, le S-N6-

(phénylisopropyl)-adénosine (S-PIA) par rapport au R-PIA. Par ailleurs, un autre agoniste

avec modification par ajout d’un atome de chlore en position 2 de

C
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Ligands Espèces A1 A7A A3B A3 Références

Kf Kf Ki EC50 Kf

Agonistes
NECA h 14 20 330-360 2400-3100 6.2-10

1 8
r 3.7-63 7.8-22 113-260 -

IB-MECA h 3.7 2500 54000 11000 1.2
1 3 9 10

r 54 56 1.1 -

AB-MECA h 1500 3600 51500 22
1 3 10

r 430 1600 14 -

IAB-MECA h 8.5 470 25200 0.64
1 3 10

r 18 200 1.3 -

C1-IB-IvWCA h 120 2100 11
r $20 470 0.33 ‘

CGS21680 h 290 27 88800 67 1-3,9, 13-
r 2600-3100 15-22 361000 580-584 17

HENECA h 60 6.4 6100 2.4 8, 11, 14, 18
r 130-160 1-3.8 18-26 20

PENECA h 560 620 100000 6.2 1,2, 11, 19,
r 698-1000 120-267 728 21

PHPNECA h 2.7 3.1 1100 0.42 1,2, 11, 19,
r 2.5-3.8 0.9-2.7 7.7 21,22

AMP579 h 2 56 1000
2

r 1.7-5 56 >10000
R-PIA h 2 . 860 11200 16 1-3, 5-7, 16,

r 0.51-1.3 124-730 160-220 24.25
S-PIA h 75 7800 62000 21700 45 1-3,5, 8,9,

r 29-49 1800 920 16
CPA h 2.3 790 21000-34400 18600 43 1-5,9, 16,

r 0.6-0.8 460-2000 240 24, 25
CCPA h 0.8 2300 40100 18800 42 1-3,6, 9,

r 0.23-0.4 3900 240 16,24,25
Antagonistes

Théophylline h 6800 1700 7900 40000 8600 1-3, 9, 24-
r 11000 32000 >100000 26

DPCPX h 3.9 129 50-51 1000 4000 1-3, 9, 16,
r 0.18-0.3 340 >10000 20,27

XAC h 29 1 7-12 140 92 1-4, 9, 13,
r 2.8-4 24-50 >100000 26-28

MRS1574 h 400 500 2 570 1.26
MRS1595 h 3000 2000 34 670 2.3.29
MRSI7O6 h 1.4 26
KW6002 h 2.2 30.31
CGS15943 h 3.5 4.2 16-1 12 910 14-90 1-4, 13,20,

r 6.4-21 1.2-3.3 >100000 23. 26, 32,
ZM241385 h 260 0.8 31 >10000 1-3, 9, 20,

r 2000-2040 0.3 87 >10000 23, 34, 35
SCH58261 h 290 0.6 >10000 1-3, 23, 33,

r 120-12$ 2.3 34

Tableau 3.1 Principaux ligands des différents récepteurs de l’adénosine. L’affinité est exprimée selon le

Ki pour tous les sous-types ainsi que selon l’EC50 (adénylate cyclase) pour les récepteurs A2B de

l’adénosine. Les unités sont en nM. Les espèces étudiées sont l’humain (h) et le rat (r). Les noms

chimiques complets des ligands sont énumérés dans la section « Liste des abréviations » et dans le texte

du présent chapitre de cette thèse. D’avantages d’agonistes et d’antagonistes sont décrits dans le texte

faute de caractéristiques pharmacologiques. Les références de ce tableau sont situées à l’annexe 1.
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l’adénosine, le 2-chloro-CPA (CCPA), possède une bonne affinité pour le récepteur A1

(Klotz, 199$). La modification du CPA en 5’-éthylthio-CPA engendre une molécule

agoniste partiel pour le récepteur A1 de l’adénosine (65 ¾ de l’efficacité intrinsèque du

CPA avec une affinité de 45 nM) (van der Wenden, 199$). Une sélectivité moins élevée

pour le récepteur A1 de l’adénosine en comparaison au sous-type A3 s’observe pour tous

ces types agonistes. Ce phénomène pourrait s’expliquer en partie par le fait que ces deux

sous-types de récepteurs possèdent un ancêtre commun et que l’homologie dans la structure

primaire est plus élevée (> 50 ¾) en comparaison avec les A2 de l’adénosine (sous-types

A2A et A23 possèdent une homologie de séquence <45 ¾) (fredholrn, 2001). En ce qui a

trait aux antagonistes, la méthylxanthine théophylline possède une affinité de l’ordre du iM

et n’est donc pas sélective. L’affinité la plus élevée pour le récepteur A1 est attribuée à

l’antagoniste xanthine 1 ,3-dipropyl-$-cyclopentylxanthine tDPCPX) tLinden, 1999). Il est

100 à 10 000 fois plus sélectif chez ce sous-type de récepteur de l’adénosine par rapport

aux autres mais possède malgré tout une affinité de l’ordre de 50 nM pour le sous-type A23.

La non-xanthine 9-chloro-2-(2-furanyl)-[ 1 ,2,4]-triazolo[ 1 ,5-c]-quinazolin-5-amine

(CGS15943) est également un exemple d’antagoniste avec une bonne affinité pour le sous-

type A1 en comparaison aux récepteurs A3 de l’adénosine mais sa sélectivité est inférieure à

celle du DPCPX (Ii, 1999). La sélectivité de ces molécules est une variable capitale pour

discriminer le récepteur A1 de l’adénosine des autres sous-types. Évidemment, le simple

usage des outils pharmacologiques n’est pas recommandé pour cette discrimination. Il va

de soi qu’il est nécessaire d’utiliser d’autres techniques (RT-PCR, détection de type

Northem, immunodétection) afin de montrer l’expression ou la présence de ces récepteurs

ou même des autres sous-types dans un système donné.

Les récepteurs A1 de l’adénosine sont présents dans l’oeil, les glandes surrénales, le

tissu adipeux, les testicules, l’estomac, le foie, la rate, le coeur, l’hypophyse et le système

nerveux central au niveau du cortex, de l’hippocampe, du cervelet, du thalamus, la base du

cerveau et la mol1e épinière (Reppert, 1991; Dixon, 1996). Ces récepteurs sont exprimés
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également dans les autres régions du cerveau, les poumons, les muscles squelettiques, les

reins, les glandes salivaires et les intestins. Ils seraient impliqués dans l’inhibition de la

lipolyse, la réduction de la filtration glomérulaire et l’anti-nociception. Ils jouent

également un rôle prépondérant dans le préconditionnement ischémique (section 5.1.1 .1)

(Fredholm, 2000; Miura, 2000; Somrnerschild, 2000; Fredholm, 2001; De Jong, 2002). De

plus, la stimulation des récepteurs A1 de l’adénosine situés dans du tissu excitable comme

le coeur ou les neurones engendre un changement de conductance des ions K et Ca2

(Dolphin, 1986). Par ailleurs, une stimulation de ces mêmes récepteurs au niveau des

terminaisons nerveuses sympathiques permet de diminuer la relâche de norépinéphrine

(effet « anti-adrénergique ») pour ultirnernent engendrer une diminution du travail

cardiaque et la résistance vasculaire (Burgdorf, 2001; Burgdorf, 2005) via des effets

cardiaques inotropes, chronotropes et drornotropes négatifs. La protection par les

récepteurs A1 de l’adénosine pourrait aussi produire une réponse angiogénique et provoquer

ainsi une stimulation de la réparation tissulaire (Linden, 2003).

Lors de leur stimulation, ces récepteurs inhibent l’adénylate cyclase (réduction de la

quantité d’AMPc produite) via l’activation de la protéine GŒj (Stiles, 1992; Linden, 1993b).

Au niveau des oreillettes et des ventricules cardiaques où les catécholamines et l’histamine

sont des molécules qui activent l’adénylate cyclase, les récepteurs A1 de l’adénosine

réduisent cette activation (ceux-ci réduisant minimalement l’activité de cette enzyme en

absence de stimulation). Ceci a pour conséquence de diminuer certains courants ioniques

membranaires cardiaques (Belardinelli, 1995) via réduction d’AMPc. Il a également été

démontré que les récepteurs A1 de l’adénosine étaient couplés â la phospholipase C (PLC)

via les protéines G11213 et (Dickenson, 1998). permettant ainsi la génération de

diacylglycérol (DAG) et d’inositol-triphosphate (1P3) (Akbar, 1994). Cette synthèse de

DAG entraîne l’activation de la protéine kinase C (PKC). Par ailleurs, il a été observé que

les récepteurs A1 de l’adénosine pouvaient se coupler â la phospholipase A2 (PLA2) via une

protéine G1 et menaient à la génération d’arachidonate (Akbar, 1994).
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La désensibilisation de ce sous-type de récepteur de l’adénosine requiert une

exposition prolongée à l’agoniste (plusieurs minutes, voire même heures) (Parsons, 1987;

Rarnkumar, 1991; Abbracchio. 1992; Casati, 1994) via sa phosphorylation par les kinases

des récepteurs couplés aux protéines G (G-Protein Coupled Receptor Kinase ou GRK)

(Ramkumar, 1991) et le découplage fonctionnel de sa protéine G. L’exposition prolongée

(jours) à un antagoniste provoque sa resensibilisation et sa régulation positive (Murray,

1982; Ramkumar, 1991; Shi, 1994). À ce titre, aucun changement dans le contenu de son

ARNm n’est observé. L’effet semble être induit par des modifications au niveau post

traductionnel (Johansson, 1993).

3.2.2 Récepteurs A2A de l’adénosine

Le récepteur A2A de l’adénosine, avec ses 410 acides aminés chez l’humain (409

acides aminés chez le rat et la souris), est le récepteur de l’adénosine possédant le poids

moléculaire le plus élevé (environ 45 kDa; figure 3.3). Ceci serait dû à sa longue extrémité

carboxy-terminale cytoplasmique. Ces récepteurs sont couplés à la protéine G5 et

permettent la stimulation de Fadénylate cyclase ainsi que la production d’AMPc (Liang,

1996; Xu, 1996; Olah, 1997). Ces récepteurs possèdent un pont disulfure entre les résidus

cystéine74 et cystéin&63 ainsi qu’une haute affinité pour l’adénosine (EC50 d’environ

0,1 )IM). De plus, ils ne possèdent aucun site de palmitylation connu et sont glycosylés sur

le résidu asparagine’51.

Le gène du récepteur A2A de l’adénosine est situé sur le chromosome 22q1 1.23 chez

l’homme (MacCollin, 1994) et sur Je chromosome 10 chez la souris. Deux exons forment

sa structure (Fredholm, 2000). Trois différentes lignées de souris KO pour les récepteurs

A2A de l’adénosine ont été générées (CD1, C57BL/6 et 129-Steel) (Ledent, 1997; Chen,

1999; Chen, 2001). Ces trois lignées sont viables et fertiles. Le groupe de Ledent et coil.

(Ledent, 1997) a constaté que l’absence de ce récepteur entraîne une augmentation de

l’agressivité, de la pression sanguine, du rythme cardiaque et de l’agrégation plaquettaire
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ainsi qu’une hypoalgésie. Le groupe de Chen et cou. (Chen, 1999) n’a quant à lui détecté

aucun changement de pression artérielle ni de rythme cardiaque (Chen, 1999; Day, 2003).

Ces différences entre les groupes de Ledent et Chen pourraient s’expliquer par le fait que

les souches utilisées sont différentes (Chen, 1999).

Figure 3.3 Représentation schématique du récepteur A2A de l’adénosine. Le pont disulfure est situé entre

les résidus Cys74 et Cys’63. De plus, le résidu Asn15’ porte la glycosylation. Son extrémité carboxy

terminale est la plus longue de tous les récepteurs de l’adénosine.

Le tableau 3.1 montre que le récepteur A2A de l’adénosine possède une affinité

particulièrement élevée pour 1’ agoniste 2-p-(2-Carboxyéthyl)phenéthylamino-5‘-N

éthylcarboxamidoadénosine (CGS2 1680), un dérivé de la molécule NECA (Hutchison,

Cytosol

Mîlieu extracellulaire

Q Acide aminé —s—s— Pont disulfure

Membrane cellulaire Glycosylation
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1989; Klotz, 1998). Ce ligand est 170 fois plus sélectif pour le sous-type A2A que pour le

récepteur A1 de l’adénosine chez le rat et de deux à trois fois plus sélectif pour le récepteur

A2A de t’adénosine qu’au sous-type A3 chez l’humain (Jarvis, 1989; Klotz, 1998; Kull,

1999a). Un autre agoniste. I’ATLI46e. a été généré et a démontré une affinité 50 fois plus

élevée pour le récepteur A2A de l’adénosine en comparaison au CGS21680 (Ross, 1999;

Linden, 2001; Rieger, 2001). Le dérivé du NECA 2-hexyn-1-yl-5’-(N-

éthylecarboxarnido)adénosine (HENECA) détient également une bonne affinité pour le

récepteur A2A de l’adénosine (Klotz, 1999) mais sans grande sélectivité (il possède aussi

une haute affinité pour le récepteur A3 de l’adénosine, empêchant donc l’utilisation de ces

ligands pour discriminer le sous-type A2A des autres). En ce qui a trait aux antagonistes, la

non-xanthine 7-(2-phényléthyl)-5-amino-2-(2-furyl)pyrazolo[4,3-e] [1 ,2,4]triazolo[ 1,5-

c]pyrimidine (SCH5 $261) et sa congénère 4-[2-[7-arnino-2-(2-furyl)[ 1 ,2,4]triazolo[2,3 -

a] [1,3 ,5]triazin-5-ylamino]-éthyl]phénol (ZM24 1385) possèdent une très haute affinité pour

le récepteur A2A de l’adénosine autant chez le rat que l’humain (Poucher, 1995; Linden,

1999; Ongini, 1999). Le ZM241385 possède cependant une certaine affinité pour le sous-

type A2 (Ji, 1999; Linden. 1999; Ongini, 1999; Uustare, 2005). Le (E)-1,3-diéthyl-$-(3,4-

diméthoxystyryl)-7-méthyl-3 ,7-dihydro- 1 H-purine-2,6-dione (KW-6002) possède quant à

lui une affinité de 2,2 nM et une sélectivité 68 fois supérieure au sous-type A1 (Nonaka,

1997; Kanda, 199$). Un nouvel antagoniste des récepteurs A2A de l’adénosine dérivé du

KW-6002 (nom inconnu jusqu’à maintenant) a été synthétisé (Matasi, 2005) et possède une

affinité de 0,8 nM et une sélectivité 100 fois supérieure pour le récepteur A2A de

l’adénosine que pour le sous-type A1. Récemment, dautres antagonistes dérivés aminés du

6-(2-furanyl)-9H-purine ont été synthétisés (Kiselgof 2005), ceux-ci possédant une très

bonne affinité (1,4 à 3,1 nM) ainsi qu’une sélectivité de 400 à 600 fois supérieure pour le

sous-type A2A par rapport aux récepteurs A1 de l’adénosine. D’autres caractéristiques

pharmacologiques seront disponibles sous peu.

Les récepteurs A2A de l’adénosine sont exprimés au niveau des poumons, de la rate,

du thymus. des leucocytes, des plaquettes sanguines, des cellules endothéliales. des cellules
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musculaires lisses vasculaires (CMLV), des myocytes cardiaques, du striatum, du bulbe

olfactif ainsi que dans les neurones GABAergiques des noyaux accumbens (Svenningsson,

1999; Fredholm, 2002). Les récepteurs A2A de l’adénosine ont plusieurs fonctions dans

différents systèmes. Ils permettent entre autres une régulation de l’intégration

sensorimotrice dans les ganglions basaux et une stimulation de l’activité de certains nerfs

sensoriels (Svenningsson, 1999; Fredholrn, 2002). De plus, leur activation entraîne une

inhibition de l’agrégation des plaquettes (Hourani, 1996) ainsi qu’un puissant effet anti-

inflammatoire en diminuant l’activation des leucocytes et la génération de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNFa (Le Vraux, 1993; Cronstein, 1994; Fredholm, 1996;

Vinten-Johansen, 1999; Hask6, 2000; Link, 2000; Ohta, 2001; Lukashev, 2004; Lappas,

2005; Zhang, 2005a). Il a également été démontré que le sous-type A2A pouvait créer une

vasodilatation directe en agissant sur Pendothélium vasculaire ou sur les CMLV (Shryock,

1997). Par ailleurs, l’activation des récepteurs A2A de l’adénosine à la reperfusion

(intervention post-ischémique au chapitre 5, section 5.1.1.3) engendre une réduction de la

taille de l’infarctus dans plusieurs modèles d’ischémie-reperfusion incluant le chien, le

lapin et le rat (Schlack, 1993; Jordan, 1997; Lozza, 1997; Cargnoni, 1999; Xii, 2000;

Lasley, 2001a; Xu, 2001; Peart, 2002; Kis, 2003; Xu, 2003; Boucher, 2004; Boucher,

2005b). De plus, la stimulation du sous-type A2A par l’adénosine endogène pourrait

expliquer en partie l’effet protecteur du postconditionnement (section 5.1.1.2) (Linden,

2005). De façon similaire au sous-type A1, les récepteurs A2A de l’adénosine pourraient

promouvoir l’angiogénèse suite à un dommage tissulaire lors de leur stimulation au niveau

des cellules endothéliales (Desai, 2005). Paradoxalement à l’effet protecteur de l’activation

de ces récepteurs, l’utilisation d’antagoniste des récepteurs A2A au niveau du cerveau s’est

avérée efficace à réduire les dommages liées à une ischémie cérébrale (Monopoli, 1998), à

la maladie de Parkinson (Chen, 2003; Schwarzschuld, 2003), à la maladie de Huntington

(Blum, 2003a; Blum, 2003b) ainsi qu’à réduire les symptômes liés à la dépression tEl

Yacoubi, 2001; Fedorova, 2003).
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Comme mentioimé précédemment. les récepteurs A2A de l’adénosine sont couplés à

la protéine et entraînent une activation de l’adénylate cyclase ainsi que la génération

d’AI\4Pc (Palmer, 1995a). De plus, selon certaines études, ce sous-type de récepteur peut

activer les protéines G01f et G15116. engendrant respectivement la génération d’AMPc (Olah,

1997; Fredholm, 2000) et l’activation de la PLC (production d’1P3 (Offermanns, 1995)).

Par ailleurs, la stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine permet l’activation des

Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) ERK1/2. Les voies menant à cette activation

diffèrent selon le type et les propriétés des cellules étudiées mais impliqueraient soit, d’une

part, la voie AMPc-Ras-MEK1 dans des cellules CHO (Sexl, 1997) ou, d’autre part, la voie

PKC-Ras-SOS dans des cellules HEK293 (Seidel, 1999).

La désensibilisation du récepteur A2A de l’adénosine requiert quelques minutes à

quelques heures (Anand-Srivastava, 1989; Rarnkumar, 1991; Chem, 1993; Makujina, 1993;

Palmer, 1994) via sa phosphorylation par GRK2 (Palmer, 1994; Mundell, 1997; Palmer,

1 997b). Le résidu Thréonine298 situé au niveau de la longue extrémité carboxy-terminale

semble essentiel à ces phénomènes (Palmer, 1997a). Par contre, la présence de la structure

complète n’est pas un élément prépondérant dans la désensibilisation. La délétion des 95

derniers acides aminés n’entraîne pas de changement significatif dans le profil de

désensibilisation (Palmer, 1 997a). La fonction précise de l’extrémité carboxy-terminale

demeure cependant incertaine (Piersen, 1994). Le récepteur A2A de l’adénosine fait aussi

l’objet d’une resensibilisation et d’une régulation positive suite à une exposition prolongée

à un antagoniste mais à un degré moins élevé que son congénère A1 (Johansson, 1993;

Traversa, 1994).

3.2.3 Récepteurs A2B de I’adénosine

Les récepteurs A2B de l’adénosine sont des protéines de 328 acides aminés (humain)

d’environ 36 kDa. Ces récepteurs sont couplés à la protéine GOES et permettent ainsi la

stimulation de l’adénylate cyclase (Pierce, 1992). Le gène des récepteurs A2B est situé sur
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le chromosome 17p12-1l.2 chez l’homme (Jacobson, 1995) et engendre des transcrits de

1,8 et de 2,2 kb (Stehie, 1992). Aucune lignée de souris KO pour ce gène n’a encore été

réalisée mais l’utilisation d’ARNi au niveau de fibroblastes cardiaques a permis de

démontrer leur importance dans la prolifération ainsi que dans la synthèse de collagène et

d’autres protéines (Chen, 2004). L’utilisation de souris KO pour le sous-type A2A a quant à

elle permis de démontrer l’importance du récepteur A2B de l’adénosine dans le contrôle du

débit coronarien (Morrison, 2002).

Ce récepteur possède une affinité moins élevée pour les agonistes actuellement

disponibles en comparaison au sous-type A2A (tableau 3.1) (fredholm, 2001). Le plus

puissant ligand utilisé pour le récepteur A23 de l’adénosine est le NECA (Klotz, 199$). Il

possède une bonne affinité pour ce sous-type en comparaison aux autres agonistes mais

n’est pas très sélectif (Gao, 2004). Le 2-(3-hydroxy-3-phényl)propyn-1-yl-5’-(N-

éthylecarboxamido)adénosine (PHPNECA) possède quant à lui une bonne affinité pour ce

sous-type (Volpini, 2003) mais possède également une mauvaise sélectivité (affinité pour le

sous-type A3 à 0,42 nIVI). Au contraire, les antagonistes de type xanthine tels le 8-[4-[[(4-

cyano)phénylcarbamoylméthyl] oxy]phényl] -1,3 -di-(n-propyl)xanthine (MRS 1754) (Kim,

2000) et le $-[4-[[(4-cyano)phénylcarbamoylméthyl]oxy]phényl]- 1 ,3-di-(n-

propyl)xanthine-N,N-(2, 3 -diméthylmaléyl)hydrazide (MRS 1595) (Kim, 1999) détiennent à

la fois une bonne affinité et une bonne sélectivité pour le sous-type A23 (en moyenne 20 à

300 fois plus sélectif). Le nouvel antagoniste N-(4-acétylphényl)-2-(4-[2,3,6,7-tétrahydro-

2,6-dioxo- 1,3 -dipropyl- 1 H-purin-$-yl]phénoxy)acétamide (MRS 1706) possède également

une excellente affinité d’environ 1,4 nM pour le récepteur A23 de l’adénosine, largement

inférieure aux 100 à 200 nM requis pour les autres sous-types de récepteurs de l’adénosine

(Kim, 2000; Kiec-Kononowicz, 2001; Desai, 2005; Teng, 2005). Il est donc 70 à 140 fois

plus sélectif pour le récepteur A23 de l’adénosine. Malgré le MRS 1706, le manque d’outils

pharmacologiques agonistes est pour l’instant un problème majeur dans l’étude du sous

type A23. D’autres techniques utilisant les ARNi ou l’utilisation de souris KO pennettront

de clarifier efficacement le rôle exact de ces récepteurs.
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De hauts niveaux d’expression des récepteurs A23 ont été mesurés par la quantité

d’ARNm dans le caecum, le gros intestin et la vessie. Par ailleurs, de plus faibles niveaux

ont été observés dans les poumons, les vaisseaux sanguins, certaines cellules lymphatiques

(mastocytes), les yeux, le tissu adipeux, les glandes surrénales, le cerveau, les reins, le foie,

les ovaires ainsi que l’hypophyse (Stehle, 1992). Malgré leur présence dans l’endothélium

vasculaire et dans la musculature lisse, le rôle des récepteurs A23 de l’adénosine dans le

système cardiovasculaire est encore peu connu niais seraient entre autres impliqués dans la

vasodilatation (Haynes, 1995; Monison, 2002; Talukder, 2003). En effet, les récepteurs

A23 de l’adénosine peuvent engendrer une vasodilatation et une augmentation du débit

coronarien. Ces récepteurs seraient aussi impliqués dans la sécrétion d’interleukine-8 par

les mastocytes (feoktistov, 1995). L’angiogénèse via la stimulation du récepteur A23 de

l’adénosine au niveau de l’endothélium vasculaire (feoktistov, 2002) ou via la coopération

de ce même récepteur avec le soùs-type A3 au niveau des mastocytes (feoktistov, 2003) est

aussi possible. Par ailleurs, contrairement au récepteur A2A de l’adénosine, le sous-type

A23 possèderait des propriétés pro-inflammatoires (Auchampach, 1 997a; Schwaninger,

1997; Sitaraman, 2001; Feoktistov, 2002; Zhong, 2005) et son blocage pourrait constituer

une stratégie anti-inflammatoire. Le rôle exact du récepteur A23 de l’adénosine reste

encore à être précisé.

La stimulation des récepteur A23 de l’adénosine entraîne l’activation de l’adénylate

cyclase via la protéine GOES (Brackett, 1994; Peakman, 1994). Cette même stimulation serait

également en mesure d’activer la PLC par la protéine Gqij et augmenterait la génération

d’1P3 (feoktistov, 1995; Gao, 1999; Linden, 1999). Par ailleurs, il a été observé que les

récepteurs A23 de l’adénosine entraînent l’activation des MAPK ERK1/2 et des protéines

kinases TNK et p38. En effet, feoktistov et cou. (feoktistov, 1999) ont observé une

activation rapide maximale d’ERK après une minute de stimulation des récepteurs A23 de

l’adénosine et dix à quinze minutes pour INK et p38, démontrant ainsi la capacité de ces

récepteurs à stimuler les MAPK. Par ailleurs, Teng et cou. (Teng, 2005) ont également

C
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démontré l’activation de p38 suite à la stimulation des récepteurs A23 de l’adénosine dans

des artères coronariennes porcines. Schulte et Fredholm (Schulte, 2003) ont quant à eux

établi l’implication de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et de PKA dans l’activation

de ERK1/2 et p38 par les récepteurs A23 de l’adénosine. ERK1/2 semblerait être activée

par une voie engageant la PI3K mais pas la PKA. La protéine p38 quant à elle serait

activée par la voie de la PKA et de l’AMPc sans impliquer la P13 K.

La désensibilisation du récepteur A23 de l’adénosine implique sa phosphorylation

par GRK2 (Mundell, 1997) pour éventuellement mener à son endocytose (Claing, 2000). Il

demeure incertain s’il existe des différences entre celui-ci et son congénère A2A dans les

profils de désensibilisation. Étant donné l’affinité réduite pour l’adénosine du sous-type

A2B, celui-ci pourrait être plus résistant à la désensibilisation que le récepteur A2A de

l’adénosine dans les mêmes conditions.

3.2.4 Récepteurs A3 de J’adénosine

Les récepteurs A3 de l’adénosine sont des protéines de 318 acides aminés (humain)

et sont couplés à la protéine GŒj (Palmer, 1995b). Le gène humain est situé sur le

chromosome lp2l-pl3 (Atkinson, 1997) (chromosome 3 chez la souris). De façon

similaire au sous-type A1, deux différents transcrits du gène sont générés (2 et 5 kb, le

premier étant prédominant) (Atkinson, 1997). L’inactivation (KO) du gène chez la souris

n’entraîne pas d’altération majeure du phénotype (rythme cardiaque, pression artérielle,

fertilité, viabilité) mais ces souris possèdent une pression oculaire et une réponse

inflammatoire réduites en comparaison au type sauvage (Salvatore, 2000; Avila, 2002). De

plus, ces mêmes souris ont une réponse vasodilatatrice anormalement élevée lors de

l’administration d’adénosine (Zhao, 2000). Par ailleurs, l’absence de ces récepteurs confère

au myocarde une résistance à l’ischémie-reperfusion (Guo, 2001) en réduisant la réponse

inflammatoire (réduction d’accumulation de neutrophiles).
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Comme le montre le tableau 3.1, les ligands comme le R-PIA, le S-PIA, le CPA et

le CCPA ont des affinités de l’ordre de 16 à 45 nM, une affinité bien moins élevée que pour

les récepteur A1 de l’adénosine (Klotz, 1998). Cependant, plusieurs agonistes comme le

HENECA, le PHPNECA, le N6-4-aminobenzyladénosine-5 ‘ -N-rnéthyluronamide (AB

MECA), le N6-4-amino-3 -iodobenzyladénosine-5 ‘-N-rnéthyluronamide (IAB-MECA) ou le

2-chloro-N6-3-iodobenzyladénosine-5 ‘ -N-méthyluronamide (Cl-IB-MECA) possèdent des

affinités en deçà de 15 nM et sont de 3 à 70 fois plus sélectifs pour le sous-type A3 (Klotz,

199$; Klotz, 1999). Le NECA lui-même possède plus d’affinités pour le récepteur A3 de

l’adénosine que les sous-types A1 ou A2A (Klotz, 1998). Aucun antagoniste de type

xanthine ne possède une boime affinité ou sélectivité pour le récepteur A3 de l’adénosine.

La xanthine 8- [4-[ [ [ [(2-aminoéthyl) amino] carbonyl] méthyl] oxy] phényl] -1,3-

dipropylxanthine (XAC) possède une affinité de l’ordre du 92 nM (Klotz, 1998) mais

détient également une boime affinité pour les autres sous-types de récepteurs de l’adénosine

(Linden, 1999), l’empêchant ainsi d’être utilisée pour discriminer le sous-type A3. Il a par

contre été démontré que le composé non-xanthine 4-rnethoxy-N-[2-(2-pyridinyl)quinazolin-

4-yl]benzamide (VUf8504) dispose d’excellentes affinité et sélectivité pour le récepteur A3

de l’adénosine (17 nM) en comparaison aux sous-types A1 et A2A (van Muijlwijk-Koezen,

1998). Par ailleurs, d’autres antagonistes non-xanthines tels le 9-chloro-2-(2-furyl)-5-

[(phénylacétyl)amino] [1 ,2,4]triazolo[ 1 ,5-c]quinazoline (MRS 1220) (Kim, 1996), le 3-

éthyl-5-(4-nitrobenzyl)-2-rnéthyl-4-phényléthynyl-6-phényl- 1 ,4-dihydropyridine-3 ,5-

dicarboxylate (MRS1334) (Jiang, 1997) et le 5N-(4-methoxyphenylcarbamoyl)amino-8-

propyl-2-(2-furyl)pyrazolo[4,3-e] -1 ,2,4-triazolo[ 1 ,5-c]pyrirnidine (MRE3 008F20) (Varani,

2000) possèdent aussi de bonnes affinités (affinités respectives de 0,7, 2,7 et 0,29 nM) et

sont en moyenne de 500 à 30 000 fois plus sélectifs au sous-type A3 qu’aux autres.

Ces récepteurs se retrouvent dans les testicules, les mastocytes, le thalamus,

l’hypothalamus, la thyroïde, le foie, les reins, l’utérus, le placenta, le jéjunum, le colon

proximal, les yeux, l’aorte ainsi que dans le tissu cardiaque (Zhou, 1992; Salvatore, 1993;
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Linden, 1994; Dixon, 1996). Les testicules de rat montrent une expression très élevée de ce

récepteur aux niveaux des spermatozoïdes et des spermatides (Linden, 1993a; Salvatore,

1993). Par ailleurs, les plus hauts niveaux d’ARNrn du récepteur A3 de l’adénosine ont été

observés dans les poumons (Salvatore, 1 993). Ainsi exprimés, ces récepteurs auraient un

rôle à jouer dans l’inflammation des voies respiratoires. En effet, il a été observé que dans

les patients souffrant de cette inflammation, l’expression du récepteur était augmentée au

niveau des poumons et des éosinophiles périphériques (Walker, 1997).

Parralèllement, les récepteurs A3 de l’adénosine sont impliqués dans le

préconditionnement ischémique (section 5.1.1.1) (Liu, 1994; Auchampach, 1997b;

Stambaugh, 1997; De long, 2002). De façon similaire aux récepteurs A de l’adénosine,

l’administration avant l’ischémie d’un agoniste spécifique au sous-type A3 permet de

réduire la taille de l’infarctus et l’administration d’un antagoniste A3 en atténue par ailleurs

les effets protecteurs (Liu, 1994; Auchampach, 1997b; Stambaugh, 1997), démontrant

l’implication de ces récepteurs dans ce phénomène. De plus, la coopération entre les

récepteurs A3 et A2B de l’adénosine des mastocytes pourrait permettre une réponse

angiogénique lors de dommage tissulaire (Feoktistov, 2003).

Les récepteurs A3 sont couplés à la protéine GŒ, réduisant ainsi l’activation de

l’adénylate cyclase et la génération d’AMPc (Palmer, 1995b). Ces réepteurs peuvent aussi

activer la protéine Gqin pour augmenter la génération d’1P3 et de DAG via la PLC (Palmer,

1995b). Par ailleurs, la stimulation des récepteurs A3 de l’adénosine permet l’activation

d’ERK1/2 avec des concentrations de NECA ou d’adénosine aussi basses que 10 à 30 nM,

et ce en cinq minutes (Schulte, 2000).

Au contraire des autres récepteurs de l’adénosine, le phénomène de désensibilisation

s’effectue en quelques minutes via la phosphorylation du récepteur au niveau de sa queue

carboxy-terminale (Palmer, 1996) par la kinase GRK2 (Palmer, 1995a, 1997b, 2000). La

génération de récepteurs chimériques (récepteur A1 avec extrémité carboxy-terminale du
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récepteur A3 de l’adénosine) a permis de démontrer l’importance de l’extrémité carboxy

terminale dans cette désensibilisation (Palmer, 1 996). De plus, la dépalmitoylation du

récepteur le rend susceptible à une phosphorviation par GRK et une désensibilisation

(Palmer, 2000).



o
Chapitre 4

Protéines et signalisation

Ce chapitre présente les différentes protéines et voies de signalisation qui sont

étudiées dans cette thèse. Les notions exposées sont nécessaires à la bonne compréhension

des données discutées dans les articles figurant dans cette thèse. L’apoptose, ses voies de

signalisation et ses différentes protéines pro- et anti-apoptotiques y sont décrites. La

phosphatidylinositol 3-kinase et son effecteur Akt sont subséquemment exposés. Ces deux

protéines sont caractérisées de par leur structure, leur localisation et leur rôle respectif dans

l’homéostasie et la survie cellulaire. Les protéines de choc thermique, qui sont

responsables de la réponse rapide à un stress cellulaire, sont ensuite décrites. Les

différentes familles de cette classe de protéines sont caractérisées. La protéine liant

l’élément de réponse à l’AMPc est exposée en dernier lieu. Ce facteur de transcription est

rapidement activé lors de l’accumulation d’AMPc et engendre la transcription génique lors

de sa dimérisation à l’intérieur du noyau cellulaire. Sa structure, son activation et le

mécanisme de transcription génique sont expliqués à la dernière section de ce chapitre.

4.1 Apoptose

L’apoptose consiste en une mort cellulaire génétiquement programmée,

naturellement développée lors de l’évolution, hautement régulée et qui survient lors de

stimuli bien spécifiques. L’apoptose permet de maintenir l’homéostasie cellulaire et

l’élimination des cellules anormales, non essentielles et potentiellement dangereuses pour

l’organisme. Ainsi, l’apoptose est nécessaire lors de l’organogenèse de l’embryon, pour la

sélection des cellules T dans le thymus (système immunitaire) et pour le renouvellement

cellulaire normal mais est déficiente lors de pathologies comme le cancer (le taux

d’élimination des cellules dangereuses pour l’organisme étant considérablement réduit).

L’apoptose apparaît également dans diverses pathologies comme l’insuffisance cardiaque

ou l’infarctus du myocarde, aggravant ainsi ces pathologies.
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Les changements morphologiques et moléculaires ayant lieu durant l’apoptose sont

différents de ceux observés durant la nécrose (chapitre 3, section 3.1, Infarctus du

myocarde). L’apoptose est un processus pouvant affecter une seule ou un groupe de

cellules, afin d’être éliminées et phagocytées par les cellules environnantes et celles du

système immunitaire. Au contraire de la nécrose, l’apoptose n’enclenche généralement pas

de réactions immunitaires ou inflammatoires (Neuss, 2001).

Deux voies majeures d’activation apoptotique ont été décrites à ce jour: 1) voie

extrinsèque (récepteurs de mort) et 2) voie intrinsèque (mitochondrie et noyau).

4.1.1 Voie extrinsèque (récepteurs de mort)

En fonction du type cellulaire, des signaux reçus et de l’environnement entourant

ces cellules, les récepteurs de mort peuvent engendrer la prolifération, la survie, la

différentiation ou la mort (Nagata, 1997; Ashkenazi, 199$; Wallach, 199$). Cette voie

apoptotique implique les récepteurs de mort cellulaire (« Death Receptors ») (figure 4.1).

Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires appartenant à la superfamille des

gènes du facteur de nécrose tumorale (< Tumor Necrosis factor » ou TNf) comportant des

domaines extracellulaires riches en cystéines (Smith, 1994; Gruss, 1995). Ces récepteurs

possèdent également des séquences cytoplasmiques homologues (domaine de mort ou

«Death Domain », DD) qui permettent des interactions entre les récepteurs eux-mêmes et

la machinerie apoptotique intracellulaire. Chez les mammifères, plusieurs récepteurs

appartiennent à la famille des récepteurs de mort, dont entre autres fas (aussi appelé CD95

ou Apol), TNFR et Apo3 (DR3). fas et son ligand fasL auraient un rôle important dans

l’apoptose lors de la délétion périphérique de cellules T à la fin d’une réaction immunitaire,

dans la mort des cibles des cellules T cytotoxiques et NTK (cellules infectées par virus ou

cellules cancéreuses) et dans la mort de certaines cellules inflammatoires (Nagata, 1997).

Le TNFR, le récepteur au TNF, permet l’induction de gènes pro-inflammatoires et

immunomodulateurs (Tartaglia, 1992) des macrophages et lymphocytes activés. Le

C
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troisième type de récepteurs de mort, Apo3, est exprimé au niveau de la rate, du thymus et

dans les cellules du sang périphérique (contrairement au TNFR qui est quant à lui exprimé

de façon ubiquitaire) (Chicheportide, 1997; Marsters, 199$) et enclenche des phénomènes

similaires au TNFR.

Apo3

\•

@--------——- i--.._ J
Apoptose

Membrane cellulaire — Voies anb-apoptotiques Voies pro-apoptoques — Activation H Inhibition

Figure 4.1 Voie extrinsèque de l’apoptose. Les récepteurs de morts (TNFR, Fas et Apo3) sont tes

médiateurs de cette voie. Via l’interaction entre ceux-ci et un ligand de mort à l’extérieur de la cellule, ils

permettent l’activation de la voie apoptotique de la caspase-$.

Les trois types de récepteurs de mort, lors de la liaison du ligand, trimérisent

(Smith, 1994; Gruss, 1995) et recrutent des molécules adaptatrices. Les récepteurs et les

molécules adaptatrices s’associent via leurs DD respectifs. Les molécules adaptatrices sont

Milieu
extracellulaire

Cytosol
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les mêmes pour les trois types de récepteurs de mort mentionnés précédemment. Ces trois

récepteurs interagissent avec FADD, ou «Fas-Associated Death Domain », directement

(comme pour Fas) ou indirectement via un autre adapteur (comme pour TNFR et Apo3,

l’adaptateur étant TRADD, ou « TNFR-Associated Death Domain »). En plus de posséder

un DD, FADD comporte également un domaine effecteur de mort (< Death Effector

Dornain» ou DED). Ce DED permet de recruter la caspase-$ (elle aussi contenant un

DED; caspase initiatrice), de l’activer et d’enclencher ainsi l’apoptose. Les caspases sont

des enzymes constitutivernent présentes dans toutes les cellules (sous forme zyrnogène) et

sont activées par clivage protéolytique lors du stimulus apoptotique (Thomberry, 1992). La

caspase-8, contenant un DED, interagit avec la molécule adaptatrice fADD et est activée

lors de la liaison du ligand de mort au récepteur. La caspase-8 ira ensuite activer les

caspases effectrices (caspases-3, -6 et -7) par clivage protéolytique. Ces caspases cliveront

divers substrats à l’intérieur de lacellule pour engendrer sa dégradation.

4.1.2 Voie intrinsèque (mitochondrie et noyau)

La mitochondrie, site de la phosphorylation oxydative et de la génération de

l’énergie, joue un rôle central dans l’apoptose. En effet, cette organelle contient à elle seule

plusieurs facteurs pro- et anti-apoptotiques qui permettent une fine régulation de ces

processus. Plusieurs stimuli mettent en péril l’équilibre précaire d la survie et peuvent

enclencher une série d’événements menant ultimement à la mort de la cellule. Par ailleurs,

le noyau cellulaire, site de l’expression génique, joue également un rôle dans la régulation

des phénomènes apoptotiques. En effet, des facteurs nucléaires permettent d’enclencher la

mort cellulaire programmée.

4.1.2.1 Mitochondrie

La mitochondrie, site majeur impliqué dans lapoptose, contient des facteurs pro- et

anti-apoptotiques. Lors de stimuli appropriés, la mitochondrie relâche ces facteurs. Ceux

ci régulent l’activation des caspases, des protéases à cystéine clivant divers substrats
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protéiques et permettant l’apoptose. Un facteur pro-apoptotique impliqué dans la

régulation de l’activation des caspases et relâché par l’organelle est le cytochrome e. Ce

dernier est une protéine hème jouant un rôle dans le transfert des électrons lors de la

production d’ATP. Il est relâché par la mitochondrie, en complexe avec APAf-l

(Apoptosis Proteases Activating factor- 1) et engendre l’activation de la caspase-9, une

protéase initiatrice de l’apoptose (figure 4.2). Un complexe APAF-1-caspase-9-

cytochrome c-ATP est alors formé (apoptosome). L’apoptose est ensuite enclenchée par

l’activation de la caspase-9 et des caspases effectrices (caspase-3, -6, -7).

Milieu extracellulaire
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Membrane cellulaire — Voies an-apoptobques Voies pro-apoptotiques — Activation H Inhibition

Figure 4.2 Voie intrinsèque apoptotique via la mitochondrie. Le relâchement du cytochrome e (cyto e) et

d’autres facteurs pro-apoptotiques entraîne l’enclenchement de la mort cellulaire via l’activation de la

caspase-9. Cette relâche pourrait s’effectuer via un canal formé par l’oligomérisation de la protéine pro

apoptotique Bax ou par la formation du pore de perméabilité de transition (Pore PI) par VDAC et ANI.
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La mitochondrie contient d’autres protéines pro-apoptotiques relâchées

simultanément au cytochrome c et initiant l’apoptose. Ces facteurs (Smac/Diablo et AIF ou

« Apoptosis Inducing Factor ») inhibent l’activité anti-apoptotique des TA? ou «Inhibitors

of Apoptosis », ceux-ci inactivant normalement les caspases. Les AIF (facteur d’induction

d’apoptose) transioquent vers le noyau pour causer la condensation de la chromatine et la

fragmentation de l’ADN (Susin, 1999). Le relâchement de ces facteurs s’effectue via

l’ouverture de pores mitochondriaux constitués de protéines membranaires. Deux

hypothèses expliquent la relâche des facteurs apoptotiques 1) le pore est constitué de

protéines de la famille Bd-2 et 2) le pore est un canal de perméabilité de transition.

La première hypothèse implique les protéines de la famille Bd-2. Quelque quinze

membres ont été identifiés chez les mammifères et possèdent au moins un des quatre motifs

connus sous le nom de domaine d’homologie à Bd-2 (3H ou « Bd-2 Homology Dornain »;

BHY à BH4). Les membres anti-apoptotiques de cette famille contiennent les domaines

BH1 et BH2. Ce groupe de protéines inclut entre autres Bd-2, Bcl-xL et Bd-w. Les

protéines pro-apoptotiques quant à elles ont une structure différente des protéines anti

apoptotiques. En effet, ces protéines pro-apoptotiques (dont entre autres Bax, Bak et Bok)

possèdent non seulement les domaines BH1 et BH2 mais aussi un domaine BH3. De plus,

certains membres de cette famille pro-apoptotique sont composés seulement d’un domaine

BH3 (Bik, Bid et Bad) (Chittenden, 1995; Kelekar, 199$). Toutes ces protéines

constitueraient et réguleraient l’ouverture d’un pore mitochondrial. Les protéines pro

apoptotiques sont capables d’oligomériser et de former un pore dans des doubles

membranes lipidiques artificielles. Ces observations permettent de spéculer que ces

protéines pouffaient littéralement former des canaux assez grands pour la relâche du

cytochrorne c. Ce modèle propose donc que, par exemple, des oligomères de Bax (pro

apoptotique) formeraient des canaux relâchant le cytochrome c tandis que

l’hétérodimérisation de Bd-2 (anti-apoptotique) avec Bax ne permettrait pas au

cytochrome c d’être libéré (Schendel, 1997; Kluck, 1999).

C
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La deuxième hypothèse expliquant les pores mitochondriaux est le modèle du canal

de perméabilité de transition (pore PT). Contrairement au modèle précédent où certaines

protéines pro-apoptotiques constituent elles-mêmes le canal, ce modèle implique la

présence de protéines formant un large pore de conductance. Il semblerait que la présence

de protéines des membranes mitochondriales internes (comme le transiocateur de

nucléotide adénine ou ANT) et externes (comme la porine ou « Voltage-Dependent Anion

Chanriel »; VDAC) (Bernardi, 1994; Petit, 1996) soient nécessaires. La perte du potentiel

mitochondrial interne (A-Pm) (Petit, 1996) indiquerait la présence d’un canal de

conductance ionique, supportant l’hypothèse du pore PT et celle de la relâche de facteurs

apoptotiques de la mitochondrie. Le A’Pm et le pore PT auraient donc un rôle central dans

la régulation de l’apoptose. En effet, le maintien de Pm et l’inhibition de l’ouverture du

pore PT bloquent l’apoptose (Zamzami, 1996). Cependant, la composition exacte du pore

mitochondrial par lequel s’échappent les facteurs pro-apoptotiques, comme le

cytochrorne c, APAF-1, Smac/Diablo ou AIF, est encore à ce jour inconnue.

4.1.2.2 Noyau

Le noyau cellulaire est le deuxième site intrinsèque de régulation de l’apoptose.

Plusieurs facteurs et stimuli apoptotiques permettent d’enclencher la mort de la cellule et

son élimination. Des mutations de l’ADN des organismes multicellulaires au niveau des

gènes régulant la prolifération ou la survie causeraient un cancer. La réparation des

dommages à l’ADN devient une option afin de conserver la cellule mais l’élimination est

aussi une solution. Le noyau de la cellule enclenche alors une série d’événements qui

mèneront, éventuellement, à l’élimination de celle-ci par apoptose.

L’induction de l’apoptose par le noyau s’effectue via les produits de traduction des

gènes de suppression tumorale. La protéine la plus connue est p53 et agit en tant que

facteur de transcription et est constitutivement inhibée et maintenue à de bas niveaux

d’expression par des interactions avec Mdm-2. Celle-ci est phosphorylée lors de
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dommages à l’ADN entraînant la fin des interactions avec p53. La protéine p53 est alors

stabilisée et active. Ce facteur de transcription engendre la transcription et l’expression de

plusieurs gènes, dont ceux des récepteurs de mort Fas (Owen-Schaub, 1995; Millier, 1997:

Benxiett, 199$) et de la protéine pro-apoptotique Bax (Zhan, 1994; McCurrach, 1997;

Wolter, 1997; Yin, 1997). La protéine p53 provoque également l’airêt du cycle cellu]aire

en phase G1 ou G2 par des interactions avec l’inhibiteur des kinases dépendantes des

cyclines (CDK) p21 et avec le complexe de la cycline E et de CDK2 (Hansen, 1997). Suite

à cet arrêt, l’apoptose est enclenchée par des phénomènes impliquant les caspases via la

mitochondrie.

4.2 Phosphatidylinositol 3-kinase et Akt

4.2.1 Phosph atidylin ositol 3-kinase

Les phospholipides sont des molécules messagères fondamentales dans la

transduction du signal au niveau de cellules mammiferes. La PLC permet lhydrolyse du

phosphatidylinositol-4 ,5 -biphosphate en 1P3 (augmentant le niveau de Ca2 intracellulaire)

et en DAG (activant la PKC). De façon similaire, une seconde voie, impliquant les

phospholipides, nécessite la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). Cette enzyme permet la

phosphorylation en position 3’-hydroxyl des inositols phospholipidès, générant ainsi des

phosphatidylinositol-3 -phosphates, des phosphatidylinositol-3 ,4-biphosphates et des

phosphatidylinositol-2 ,4,5 -triphosphates. Ces lipides lient ensuite le domaine homologue à

la pleckstrine (PH) de certaines protéines pour en contrôler l’activité et la localisation

cellulaire (Cantrell, 2001).

Trois classes de PI3K ont été identifiées à ce jour. La classe I est composée d’une

sous-unité catalytique pi 10 (— 110 kDa) ainsi que d’une sous-unité adaptatrice régulatrice

p85. La deuxième classe de PI3K possède une large sous-unité catalytique (170-210 kDa)

homologue à 45-50 ¾ à la classe I de PI3K. La classe II de PI3K détient également une
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région carboxy-terminale homologue aux domaines C2 médiant la liaison calcium-lipide

des PKC. finalement, la classe III des PI3K a été identifiée par la caractérisation du

produit de traduction protéique du gène de levure VP$34 et semble être impliquée dans la

régulation du transport vésiculaire.

La classe I de PI3K est subdivisée en deux sous-classes. La classe ‘A est composée

de sous-unités catalytiques p110 et régulatrices p85. La sous-unité catalytique p110

possède trois isoformes (pllOa, pilOfI et pllOê) encodées par trois différents gènes. La

sous-unité régulatrice possède quant à elle au moins sept formes possibles générées par

l’expression et l’épissage alternatif de trois différents gènes (p$5Œ, p$5 et p55y). Le tissu

de mammifère montre principalement l’expression des sous-unités pllOŒ et pllOj3,

l’isofonne pllOê est quant à elle restreinte essentiellement aux leucocytes. La vaste

majorité des récepteurs à activité tyrosine kinase activent la classe ‘A de PI3K (Stephens,

1993; fry, 1994; Wymann, 1998). Le mécanisme fonctionnel de la PI3K a été élucidé dans

des fibroblastes au niveau des récepteurs tyrosine kinase, ceux-ci recrutant la pi 10 via

l’adapteur p85. Cette dernière via ses domaines d’homologie à Src (SH2) interagit avec les

mêmes domaines des récepteurs tyrosine kinase. La signalisation intracellulaire est régulée

par la capacité de p85 à acheminer p110 à la membrane plasmique. En effet, Reif et coll.

(Reif, 1996) ont démontré que l’acheminement constitutif de la p110 à la membrane

activait continuellement l’enzyme.

Il a été démontré que la PI3K peut également être stimulée par les récepteurs

couplés aux protéines G. En effet, Stephens et coll. (Stephens, 1994) ont montré que la

sous-unité catalytique pi i0y est activée par la protéine G hétérotrimérique. Appartenant à

la deuxième sous-classe de PI3K, la classe ‘B, la p110y possède une sous-unité régulatrice

de 101 kDa (p101). L’hétérocomplexe pi lOy/plOl est activé par les sous-unités G de la

protéine G, p101 étant essentielle pour cette réponse à G (Krugmaim, 1999). Plusieurs

groupes ont même démontré que la sous-unité G pouvait stimuler la PI3K constituée de
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pllOy et de p101 (Stoyanov, 1995; Murga, 1998). La classe ‘B de PI3K semble n’être

présente que chez les mammifères et sa distribution est limitée, essentiellement abondante

au niveau des cellules immunitaires sanguines. Cette distribution expliquerait que la

stimulation des récepteurs couplés aux protéines G n’engendre pas toujours une activité

PI3K dans tous les types cellulaires.

La classe I de PI3K est principalement retrouvée au niveau du cytosol dans des

cellules à l’état basal. Lorsque ces cellules sont stimulées, la PI3K est recrutée à la

membrane plasmique au niveau des récepteurs via des interactions protéiques par des

adapteurs. La stimulation de la PI3K entraîne la génération de phosphoinositides sous trois

formes majeures (Toker, 2000): le phosphoinositol-3 -phosphate (Ptdlns-3 -P), le

phosphoinositol-3 ,4-biphosphate (Ptdlns-3 ,4-P2) et le phosphoinositol-3 ,4, 5 -triphosphate

(Ptdlns-3,4,5-P3). La PI3K elle-même permet la conversion du Ptdlns-4,5-P2 en Ptdhis

3,4,5-P3. La génération de ce Ptdlns active subséquemment la protéine Akt, une

sérine/thréonine kinase (Datta, 1996). Cette protéine sera décrite dans la section suivante

(section 2.2.2). La PI3K interagit également avec la protéine phosphoinositide-dependent

kinase-1 (PDK-1), une autre sérine/thréonine kinase. Cette dernière a pour rôle de

phosphoryler Akt pour son activation (section 2.2.2).

La classe II quant à elle est constituée de trois isoformes (P131(-C2Œ, f3 et y) situées

sur trois gènes différents. La PI3K de classe II est généralement constitutivement associée

aux structures membranaires de la cellule (Fry, 2001). Les adapteurs protéiques liés à cette

PI3K, leur mécanisme d’activation et leur rôle exact sont indéterminés. Cette classe de

PI3K serait impliquée dans la signalisation par les intégrines et par certains facteurs de

croissance et chémokines (Brown, 20015) pour ainsi lier les phospholipides membranaires

et médier des interactions protéine-protéine (Djordjevic, 2002).

La classe III, comme mentionné précédemment, a été identifiée par la

caractérisation du produit de traduction protéique du gène de levure VPS34. Son
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homologue humain est la P1K3R4. Peu caractérisée, elle semble être impliquée dans la

régulation du transport vésiculaire comme la fusion endosomale (Wurrnser. 1999), le

transport nucléaire (Roggo, 2002) ou le transport au niveau du Golgi (Burda, 2002). Cette

classe est retrouvée sur les structures membranaires cellulaires (Wurmser, 1999).

Deux principaux inhibiteurs de la PI3K existent, la wortmannin et le 2-(4-

morpholinyl )-.$-phényl-4H- 1 -benzopyran-4-one (LY294002). La wortmannin provient

d’un métabolite fongique et, par un lien covalent, inhibe la PI3K via un réarrangement

conformationnel du site actif de l’enzyme. Cet inhibiteur possède une affinité pour la PI3K

de l’ordre de 20 à 50 nIvi tIC50). Le LY294002 quant à lui est synthétisé chimiquement et

ne possède pas une structure similaire à la wortrnannin. Le blocage de la PI3K s’effectue

sans liaison covalente au site actif mais plutôt par une inhibition compétitive du site de

liaison de l’ATP (Vlahos, 1994). De plus, le LY294002 possède une affinité de l’ordre de

1 à 20 jiM. Il est donc moins sélectif en contraste avec la wortmaimin. Le LY294002 est

cependant plus stable en solution aqueuse et interagit peu avec les protéines du sérum de

façon in vivo en comparaison avec la wortmannin (Vanhaesebroeck, 2001). Malgré ces

différences, les deux agents pharmacologiques sont couramment utilisés afin d’inhiber la

PI3K.

4.2.2 Akt

Akt (aussi appellée protéine kinase B ou PKB) est une protéine serine/thréonine

kinase d’environ 57 kDa. Trois différents gènes pour Akt ont été observés et ceux-ci

mènent à la formation de trois différentes isoformes de l’enzyme (Aktl/PKBŒ, Akt2/PKBÇ3

et Akt3/PKBy). Ces isoformes possèdent une forte homologie de structure primaire (80-

83 %) (Vanhaesebroeck, 2000). L’homologie de séquence en acides aminés est d’environ

95 % entre l’humain et la souris et 60 % entre l’humain et C. eÏegans. Akt est donc une

protéine conservée durant l’évolution. Akt possède un domaine PH en position amino

terminale qui détient une plus grande affinité pour les lipides Ptdlns-3,4-P2 ou Ptdlns-3,4,5-
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P3 (James, 1996), un domaine kinase central et un domaine régulateur en position carboxy

terminale (Vanhaesebroeck, 1999). Akt est une protéine cytosolique lorsque inactive.

Cependant, lorsque activée via la liaison de phospholipides au domaine PH, elle transioque

à la membrane plasmique (Franke, 1997; Vanliaesebroeck, 2000). Cet acheminement à la

membrane favorise l’interaction avec PDK1. Cette dernière permettra la phosphorylation

des résidus Thr308 de la boucle d’activation et Ser473 du motif carboxy-terminal

hydrophobique d’Akt. Cette phosphorylation est nécessaire à l’activité catalytique d’Akt.

Une des fonctions (figure 4.3) majeures d’Akt est de jouer un rôle de facteur de

survie cellulaire. En effet. cette protéine kinase a été démontrée comme possédant des

propriétés anti-apoptotiques. Son activité comme kinase engendre la phosphorylation de

protéines pro-apoptotiques comme Bad (Datta, 1997; Datta, 1999; Kuwahara, 2000) ou la

caspase-9 (Cardone, 1998).

Bad est un membre pro-apoptotique de la famille Bel-2 formant des hétérodimères

avec les membres anti-apoptotiques Bel-2 et Bcl-xL, empêchant ceux-ci d’exercer leurs

rôles anti-apoptotiques. Lorsque Bad est phosphorylé sur ses résidus Ser12 et Ser136,

l’apoptose est inhibée et les interactions entre celle-ci et Bel-2 ou Bcl-xL sont stoppées. La

phosphorylation de la caspase-9 inhibe les phénomènes apoptotiques. Le mécanisme ou le

site de phosphorylation n’est cependant pas encore élucidé. D’autres cibles comme les

facteurs de transcription pro-apoptotique de type Forkhead (FKHR, fKHRL1 et AFX) sont

aussi inhibés par leur phosphorylation (Brunet, 1999). Ils sont ainsi maintenus dans le

cytosol et ne peuvent participer à la transcription de gènes pro-apoptotiques.

Akt est également impliquée dans la signalisation à l’insuline et à l’insulin growth

factor (IGF). Lorsque stimulés, les récepteurs à l’insuline ou IGf entraînent l’activation

d’Akt. Cette dernière phosphoryle la glycogène synthase kinase 3 (GSK3) (figure 2.3) pour

l’inactiver et permettre le stockage de glucose (Cross, 1995). De plus, Akt active la 6-

phosphofructo-2-kinase (PFK-2) par sa phosphorylation, augmentant ainsi la glycolyse

(Deprez, 1997). Akt peut phosphoryler les protéines CREB (protéine liant l’élément de



. 70

Milieu extracellulaire

4$
J, Cytosol

_ijL’,—* 107

Ptdlns p

L

/
P F K-2

eNOS

Membrane cellulaire P Groupement phosphate Ptdlns

Figure 4.3 Différentes voies de signalisation impliquant la PI3K et Akt. Cette dernière phosphoryle divers

substrats intracellulaires ayant une vaste gamme de cibles.

réponse à I’AMPc; section 4.4) (Du, 1998), p70 $6 kinase (p7OS6K), mamrnalian target of

rapamycin (mTOR) et p90 ribosomal ribosomal $6 kinase (j)9ORSK), altérant ainsi la

transcription génique et la synthèse protéique (Toker, 2000). De plus, la phosphoiylation

de eNOS (endothelial nitric oxide synthase) résulte en son activation et augmente la

génération de NO (Fulton, 1999).

p
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4.3 Protéine de choc thermique (Heat Shock Proteins)

Les cellules détiennent la capacité de se défendre en activant un programme

génétique et protéique suite à un stress. Ces stress, incluant les toxines bactériennes,

l’hypoxie, les cytokines pro-inflammatoires, l’exposition à des drogues cytotoxiques, les

infections bactériennes ou même le stress oxydatif, peuvent déstabiliser l’architecture et

l’homéostasie cellulaire. En réponse à ces stress, la cellule déclenche un processus

adaptatif impliquant les protéines de choc thermique (Heat Shock Proteins ou Hsp). Celles-

ci sont des protéines ubiquitaires permettant à la cellule de contrer au stress et de se

protéger. Les Hsp sont par ailleurs impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires comme

l’assemblage, le repliement, la translocation d’autres protéines dans la cellule ainsi qu’à sa

cytoprotection en agissant à titre de chaperone (Lindquist, 1988; De Maio, 1999; Feder,

1999; Santoro, 2000; Latchrnan, 2001; Li, 2002).

Plusieurs Hsp ont été décrites à ce jour et sont classifiées selon leur poids

moléculaire 1) Ubiquitine, 2) Hsp10, 3) Petites Hsp, 4) Hsp4O, 5) Hsp6O, 6) Hsp7O, 7)

Hsp9O et 8) Hspl1O.

4.3.1 Famille Ubiquitine

Les Ubiquitines constituent la famille détenant le plus fable poids moléculaire (76

acides aminés et environ 8 kDa). Leur expression est constitutive au niveau du cytoplasme

et du noyau cellulaire. Elles auraient un rôle à jouer dans la dégradation des protéines

anormales en les acheminant vers la dégradation (Bond, 1985).

4.3.2 Famille HspJO

La protéine HsplO constitue également une Hsp de faible poids moléculaire

exprimée de façon constitutive. Elle est retrouvée dans la mitochondrie (Hartman, 1992) et,

conjointement à Hsp6O, serait impliquée dans la maintenance de ses fonctions (Lau, 1997;

C
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Lin, 2001). Par ailleurs, lorsque retrouvée au niveau du cytosol, elle pourrait également

engendrer une cytoprotection (Kirchhoff, 2002).

4.3.3 Famille des petites lisp

La famille des petites Hsp quant à elle contient les protéines ŒA-crystalline, ŒB

crystalline, Hsp27 et Hsp32. LŒA-crystalline et la ŒB-crystalline se retrouvent de façon

constitutive au niveau du cytoplasme et en périphérie du noyau. Elles agissent en tant que

chaperone protéique (Takemoto, 1993; Caspers, 1995). Hsp27 quant à elle se retrouve

aussi de façon constitutive dans le cytoplasme et en en périphérie du noyau et peut

également y transloquer lors d’un stress afin d’y stabiliser certaines protéines (chaperone

protéique). Par ailleurs, Hsp27 possède plusieurs résidus sérines pouvant être

phosphorylés, les Ser’5, Ser78 et Ser82 (Concannon, 2003). La phosphoiylation précède

l’augmentation de son contenu protéique. Évidemment, cette augmentation d’expression

protège la cellule (cytoprotection). Le dernier membre de cette famille de Hsp, Hsp32 (ou

Heme Oxygénase-1), est présente dans le cytoplasme et est induite lors de l’hypoxie

(Ewing, 1991). Elle provoque le clivage de l’hèrne afin de générer la biliverdine, une

molécule anti-oxydante protectrice.

4.3.4 Famille Hsp4O

Les protéines Hsp4O et Hsp47 sont membres de la famille Hsp4O. Leur expression

est constitutive mais leur localisation et rôle sont différents. Hsp4O se retrouve

principalement au niveau du cytoplasme et peu au noyau (Hattori, 1992). Lors d’un stress,

cette protéine transloque au noyau pour y assurer le bon repliement des protéines

conjointement avec Hsp7O et Hsc7O (Hattori, 1992). Hsp47, quant à elle (Hosokawa,

1993), se retrouve principalement dans le réticulum endoplasmique. Elle y lie le collagène

et en permet son bon transport du réticulum endoplasmique cellulaire à l’appareil de Golgi

(Nakai, 1992).
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4.3.5 Famille Hsp6O

La famille Hsp6O englobe les protéines Grp5$. TRiC et Hsp6O. Grp58 se retrouve

constitutivement dans le réticulum endoplasmique et aurait un rô]e à jouer dans les

phénomènes de réduction enzymatique (Murthy, 1994; Hirano, 1995). En ce qui a trait à

TRiC (ou TCP1), elle se retrouve au niveau du cytosol (Hendrick, 1993; Becker, 1994) et

est impliquée dans le bon repliement d’autres protéines (chaperone protéique). Hsp6O

quant à elle est présente constitutivement dans la mitochondrie. Comme mentionnée

précédemment, elle assure, de concert avec HsplO, le bon fonctionnement de la relâche

d’ATP et de substrats au niveau de la mitochondrie. Par ailleurs, elle permet également

l’importation de protéines vers l’intérieur de l’organelle conjointement avec Hsp7O.

4.3.6 Famille Hsp7O

La famille Hsp7O est l’une des mieux caractérisées à ce jour. Elle englobe les

protéines Hsc7O, HspfO, Hsp75, Grp7$ et mortaline. Hsc7O (Sorger, 1987a) est exprimée

de façon constitutive dans la cellule tant au niveau du cytosol que du noyau mais aussi dans

le peroxisome et le lysosome (Agarraberes, 1997). Lors d’un stress, il a été observé qu’elle

pouvait transloquer au noyau afin d’être impliquée dans la synthèse et la dégradation

protéique en agissant comme chaperone. Similairement, Hsp7O a pour rôle de guider le

repliement des protéines nouvellement synthétisées (Beckrnann, 1990; Hartl, 1992) et de

diriger les protéines repliées de façon inadéquate vers le peroxisome (Walton, 1994) ou le

lysosome (Agarraberes, 1997). Elle assure également l’acheminement de protéines au

travers des membranes mitochondriales et du réticulum endoplasmique (Craig, 1990; Kang,

1990; Horst, 1996). Cette Hsp est normalement absente du cytosol et du noyau cellulaire

mais est cependant hautement inductible en présence d’un agent stressant. Elle transioque

ensuite du cytosol vers le noyau cellulaire pour y jouer son rôle de chaperone (Welch,

1984). Hsp75 quant à elle incarne une chaperone protéique retrouvée constitutivement au

niveau de la mitochondrie (Bhattacharyya, 1995). Elle guide le repliement adéquat des
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protéines s’y insérant et aide à conserver leurs structui-es secondaire, tertiaire et quaternaire

dans un état fonctionnel (Herrmann, 1994). Grp78 est résidente constitutive du réticulum

endoplasmique (Zala, 1980) agissant en tant que chaperone protéique. Elle permet le

repliement des protéines ainsi que leur translocation adéquate (Haas, 1994). La mortaline

quant à elle se retrouve au niveau du cytoplasme et de la membrane péri-nucléaire (Kaul,

1993; Wadhwa, 1993). Le rôle exact de cette protéine est encore mal défini mais elle

pourrait être impliquée dans la sénescence cellulaire ou dans le cancer (attribuant aux

cellules un phénotype d’immortalité (Kaul, 2002)).

4.3.7 Famille Ilsp9O

Hsp9O-a, Hsp90-3 et Grp94 font partie de la famille Hsp9O. Grp94 est inductible,

lie le calcium et réside dans le réticulum endoplasmique (Sorger, 1987b). Par ailleurs, elle

serait impliquée dans la croissance cellulaire et dans le repliement et l’assemblage des

immunoglobulines (Lin, 1993; Vitadello, 1998). Hsp9O-Œ et 3 (Welch, 1982) sont

constitutivement maintenues dans le cytosol et à la membrane péri-nucléaire. Elles

composent la catégorie de Hsp la plus abondante au niveau du cytosol et lient

spécifiquement les récepteurs aux stéroïdes, les microtubules et les filaments d’actine

(Koyasu, 1986). Hsp9O est essentielle au fonctionnement adéquat des récepteurs

hormonaux (stéroïdes) intracellulaires. Suivant un stress, Hsp9O peut être phosphorylée,

son expression augmentée (Lees-Miller, 1989) et serait transioquée au noyau (Collier,

1986; Edington, 1989). À ce niveau, elles stabilisent la conformation des protéines

nucléaires, agissant ainsi comme chaperone (Jacob, 1995) afin de contrer l’effet délétère du

stress. De plus, via des interactions avec l’actine du cytosol, Hsp9O aurait pour rôle de

permettre le transit des récepteurs hormonaux vers le noyau (Pratt, 1993).

4.3.8 Famille UspilO

La famille Hsp 110 détient les protéines Hsp de poids moléculaires élevés comme

HsplO4, HspllO et Grpl7O. L’expression de HsplO4 (ou HsplO5) est constitutive au
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niveau du cytoplasme cellulaire. Elle aurait pour rôle de conférer à la cellule une résistance

à la chaleur (Hatayama, 1994). L’expression Grp 170 est également constitutive mais celle-

ci ne se retrouve qu’au niveau du réficulum endoplasmique et est impliquée dans le

repliement ainsi que l’assemblage des immunoglobulines conjointement avec Grp78 et

Grp94 (Lin, 1993; Chen, 1996). Hspl 10 est quant à elle constitutivernent exprimée dans le

cytoplasme de la cellule et transloque au noyau lors d’un stress afin d’y exercer un rôle de

chaperone protéique (Oh, 1997).

4.4 Protéine liant l’élément de réponse à l’AMPc (CREB)

La protéine liant l’élément de réponse à l’AMPc (CREB ou cAMP-Response

Element Binding Protein) est un facteur de transcription d’environ 43 kDa répondant à

l’augmentation d’AMPc à l’intérieur de la cellule. Sa concentration nucléaire a été estimée

à environ 100 nM (Hagiwara, 1993). Des récepteurs couplés aux protéines GOES, comme les

récepteurs A2A de l’adénosine, possèdent le potentiel d’activation de CREB. Lors de sa

stimulation, la phosphorylation et la dimérisation de la protéine entraînent le déclenchement

de la transcription génique. Plusieurs isoformes de CREB existent, les mieux caractérisés

étant CREBŒ, CREBA et CREBf3. Elles sont exprimées de façon ubiquitaire. D’autres

isoformes existent et semblent être présentes principalement au niveau des testicules

(Waeber, 1991; Ruppert, 1992; Waeber, 1992; Cao, 2002; Huang, 2004) et du thymus

(Yang, 1997) mais en plus faibles quantités. Le rôle et la structure de ces isoformes sont

mal définis mais elles seraient probablement impliquées dans la spermatogénèse et le

développement des cellules T.

4.4.1 Structure de CREB

La structure des isoformes CREB a été élucidée (figure 4.4). Elles possèdent (de

l’extrémité amino- vers carboxy-terminale) un domaine Qi, un domaine Œ (seulement chez
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CREBŒ), un domaine de transactivation comprenant le domaine inductible par une kinase

(KID) ainsi que le domaine Q2 et un domaine en zipper de leucine basique (bZ1P).

Le domaine Qi est riche en glutamine et est impliqué dans l’activation

transcriptionnelle (Gonzalez, 1991) en interagissant avec CBP (CREB-Binding Protein).

Le domaine de transactivation contient les domaines KID et Q2. Le premier est composé

d’une région d’environ 60 acides aminés et présente le résidu Ser’33 pouvant être

phosphoiylé lors de la génération d’AMPc. Ce résidu est hautement conservé dans tous les

membres de la famille CREB ainsi que chez CREM (section 2.4.4.1) et ATF-1 (Section

2.4.4.2).

S133 S142

QI

S133 S142

LLLLLL
NLS

Figure 4.4 Schéma de la structure de CREB, CREM et ATF-1 (Qi, domaine Qi; u, le domaine u; KID, le

domaine inductible par une kinase; Q2, le domaine Q2; L, résidus Leucine; bZIP, le domaine en zipper de

leucine basique; +, les résidus chargés positivement; NLS, le domaine de localisation au noyau; S133 et

$142, les résidus sérine’33 et sérine’42 respectivement) (Adapté de Montminy (1997), Shaywitz (1999) et

Mayr (2001)).

La phosphorylation de CREB provoque son activation. Le domaine KID confère

deux principales fonctions au facteur de transcription. D’une part, il engendre la

reconnaissance de CREB (ainsi que sa phosphorylation) par la PKA. En effet, la mutation

au niveau de ce domaine de certains résidus en amont (Arg13° et Mg’31) ou en aval (Tyr134)

de la Ser’33 entraîne une perte de la reconnaissance de la PKÀ pour CREB. De plus, la

délétion de la série d’acides aminées Asp’40-Leu’41-$er’42-Ser’43-Asp’’ bloque cette même

Qi Q2

Q2

bZIP
++++ LLLLLL

NLS
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reconnaissance (Gonzalez, 1991), démontrant l’importance des acides aminés de part et

d’autre du résidu Ser133 pour la reconnaissance de CREB par la kinase PKA. D’autre part,

le domaine KID permet l’association de CREB avec la machinerie transcriptionnelle, de

concert et en synergie avec le domaine Q2 afin d’augmenter la transcription génique

(Brindle, 1993; Quinn, 1993). Le domaine Q2 quant à lui est riche en glutamines (de façon

similaire au domaine Q1) et coopère avec le domaine KID lors de la stimulation de la

transcription génique (ferreri, 1994). Le domaine Q2 interagit avec le facteur TfITD lors

de l’assemblage du complexe transcriptioimel incluant l’ARN polymérase II (ferreri,

1994). La délétion du domaine Q2 provoque par ailleurs une perte de transactivation de

CREB et de transcription génique (Brindle, 1993). Le domaine bZIP quant à lui est

positivement chargé par des résidus lysine et arginine. Ces acides aminés sont les

médiateurs de l’interaction et de la liaison à l’ADN (Dwarki, 1990). De plus, ce domaine

détient une séquence de localisation au noyau (NLS) permettant à CREB de transloquer au

noyau. Il est également important de noter que la dimérisation de ce facteur de

transcription s’effectue via ce domaine en formant un structure en zipper de leucine. Cette

structure est retrouvée au niveau d’autres facteurs de transcription dimérisant lors de la

liaision à l’ADN (comme c-jun, c-fos, c-myc ou encore l’homologue chez la levure GCN4).

4.4.2 Activation de CREB

Trois phases caractérisent l’induction de la transcription génique par CREB 1) la

phase de salve, 2) la phase d’atténuation et 3) la phase réfractaire.

4.4.2.1 Phase de salve fr Burst phase »)

L’activation de CREB s’effectue lors de l’accumulation d’AMPc à l’intérieur de la

cellule. Cette accumulation entraîne la dissociation des sous-unités catalytiques et des

sous-unités régulatrices de la PKA. Les sous-unités catalytiques diffuseraient alors

passivement jusqu’ au noyau pour y transloquer. Ces dernières iront ensuite phosphoryler le

résidu Ser133 de CREB (Gonzalez, 1989) afin de l’activer. Cette phosphorylation a lieu
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environ 15 à 20 minutes après l’initiation de la génération d’AMPc (Hagiwara, 1993).

Suite à cette phosphorylation. CREB déclenche la transcription génique via sa liaison à

l’ADN et l’assemblage du complexe transcriptioirnel.

4.4.2.2 Phase d’atténuation

Malgré la présence continue d’un agoniste engendrant la génération d’AMPc, le

degré de phosphorylation de CREB et la transcription génique s’atténuent graduellement

sur une période de quatre à six heures (Hagiwara, 1992). Cette atténuation via la

déphosphorylafion de CREB serait effectuée par la protéine phosphatase-1 (PP-1)

(Hagiwara, 1992). PP-1 déphosphoryle le résidu Ser133 de CREB, entraînant sa

désactivation. L’inhibition de PP-1 par l’acide okadaïque (inhibiteur de phosphatase)

bloque cette déphosphor)ïlation et prévient l’atténuation de transcription génique

(Hagiwara, 1992), démontrant 1’iplication de la phosphatase dans la phase d’atténuation.

4.4.2.3 Phase refractaire

Lorsque l’exposition à l’AMPc est prolongée (plus de six à huit heures), les cellules

ne répondent plus à la stimulation. Cette période, appelée phase réfractaire, fait en sorte

que malgré la présence d’AMPc, la phosphorylation et l’activation de la transcription

génique subséquente n’ont pas lieu (Armstrong, 1995). Étant le médiateur du phénomène

d’atténuation. PP-l a été suspectée de jouer un rôle dans cette phase. L’inhibition de PP-l

n’entraîne pas de changement dans la phosphorylation de CREB au niveau de la phase

réfractaire, excluant ainsi son implication (Armstrong, 1995). La régulation négative de la

sous-unité catalytique de PKA semble plutôt expliquer cette phase. En effet, Armstrong et

colI. (Amistrong, 1995) ont observé une diminution de cinq à six fois de son contenu

intracellulaire. Par ailleurs, la surexpression ou la microinjection nucléaire de la sous-unité

catalytique de PKA renverse ce phénomène d’atténuation. Ces observations démontrent

que la sous-unité catalytique de PKA est le principal médiateur de la phase réfractaire et ce,

étant donné la régulation négative suite à une stimulation prolongée.
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4.4.3 Transcription génique

Il existe une corrélation directe entre la stochiométrie de phosphorylation de CREB

et son niveau dactivation de transcription génique (Hagiwara, 1993). La capacité

d’augmenter la transcription génique lors de l’augmentation de l’AMPc intracellulaire

s’effectue via la liaison à l’élément de réponse à l’AMPc. le CRE (cAMP Response

Element). Cet élément consiste en un palindrome de huit paires de nucléotides avec une

séquence TGACGTCA se retrouvant généralement de façon proximale à une boîte TATA

(<100 paires de bases) (Comb, 1986; Montminy, 1986). Par ailleurs, si le promoteur est en

position distale (>500 paires de bases) par rapport à l’élément de réponse, la transcription

génique est beaucoup moins efficace. Ces caractéristiques permettent d’agir en coopération

et d’augmenter la réponse à la stimulation par l’AMPc (Jameson, 1986; Delegeane, 1987).

Le CRE peut aussi être séparé en un ou deux motifs incomplets CGTCA sur le même ou

sur différents brins d’ADN. Cette séparation rend l’élément moins actif qu’avec le

palindrome complet (Fink, 1988; Yamamoto, 1988). L’efficacité de liaison de CREB à son

élément est très élevée, possèdant un Kd d’environ 1 nM pour le palindrome complet et de

5 nM pour un motif incomplet. En contraste, la concentration nucléaire de CREB est

d’environ 100 nM (Hagiwara, 1993). Ceci suggère qu’avec une telle concentration de la

protéine, peu importe si le palindrome est complet ou non, l’efficacité de liaison est malgré

tout très élevée.

La liaison à l’ADN d’un monornère de CREB activée se produit initialement et s’en

suit une dirnérisation du facteur de transcription. Similairement à d’autres facteurs, le

domaine bZIP de chacun des monomères permet la constitution d’une hélice continue. Des

ponts hydrogènes et salins se forment et renforcent la structure en dimère (Schumacher,

2000). Les résidus Asn293, Arg301 et Lys305 sont essentiels à la reconnaissance du CRE. De

plus, un ion magnésium interagit avec la Lys305 et stabilise sélectivement le complexe

ADN-CREB.
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Suite à cette liaison. CREB interagit avec la machinerie transcriptionnelle, en

particulier TFIID. Celui-ci est constitué de TBP (TATA-binding protein), la protéine liant

la boîte TATA, et de TAF (TBP-activating factor). une protéine activant TBP. CREB, via

son domaine Q2 interagit spécialement avec TAF (Ferreri, 1994). La délétion du domaine

Q2 prévient cette liaison ainsi que la transcription génique. Par ailleurs, le résidu Ser133

phosphorylé du domaine KID avec l’aide du domaine Qi provoquent concurremment le

recrutement des protéines CBP et p300 au promoteur du gène. CBP engendre par la suite

l’assemblage du complexe d’ARN polymérase Il ainsi que l’acétylation des histones. La

transcription du gène débute par la suite.

4.4.4 Protéines similaires t CREB

4.4.4.1 (‘REM

CREM (cAMP Response Element Modulator) est une protéine (figure 4.4) dont le

gène possède des séquences identiques à celui de CREB. Trois isoformes (cx, Ç3 et y)

existent et inhibent la transcription génique par CREB (Fouikes, 1991). L’épissage

alternatif donne aussi naissance à une isoforme (CREMt) qui. sirnilairement à CREB.

active la transcription suite à une augmentation de l’AMPc (Delmas, 1992; Molina, 1993).

L expression de CREM n’est pas ubiquitaire mais se retrouve principalement au niveau des

testicules et du cerveau (Fouikes, 1992; Laoide, 1993). CREM possède également une

structure avec un domaine bZIP lui donnant des caractéristiques similaires à CREB en ce

qui a trait à la liaison à l’ADN.

4.4.4.2 ATf-1

ATF- 1 (Activating transcription factor 1) est aussi une protéine possédant une très

haute homologie génique avec CREB et sa structure primaire y est homologue à plus de

60 ¾ (Hai, 1989) (figure 4.4). Son ARNm est retrouvé dans plusieurs lignées cellulaires
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provenant d’une variété de tissus (Rehfuss, 1991). Cette protéine possède également une

structure comprenant un domaine bZIP permettant la dimérisation et la liaison à l’ADN.

CREB et ATf-1 sont identiques à 91 ¾ à ce niveau (Hai, 1989; Rehfuss, 1991). ATF-1 est

donc un facteur de transcription répondant à Faugmentation de FAMPc, similairement à

CREB.
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Chapitre 5

Protection pharmacologique

Ce chapitre porte sur la protection pharmacologique du myocarde et du cerveau. Le

tissu cardiaque peut être protégé par différents procédés et différentes molécules dans le

cadre de l’infarctus du myocarde. Par ailleurs, le cerveau peut également être protégé

pharmacologiquement au niveau de la dépression post-infarctus du myocarde. Ces

processus sont décrits dans cette section.

5.1 Protection pharmacologique cardiaque

«I believe that we now stand at the threshold of a new era in the treatment of
acute myocardial infarction. Although an enormous arnount remains to be
leamed about the salvage ofischernic cardiac muscle, it is now fair to accept
the position that just because myocardial tissue lies within the distribution of
a recently occluded coronary artery does not mean that it is necessarily
condernned to death »

Eugene Braunwald (Braunwald, 1974)

La cardioprotection consiste en une réduction de la taille de l’infarctus par

application d’une intervention résultant en un volume plus petit d’infarctus du myocarde

que si cette intervention n’avait pas été utilisée (Hearse, 1984). L’intervention en elle

même peut être mécanique (brèves ischémie-reperfusion volontaires) ou pharmacologique

(administration d’un composé).

5.1.1 Processus cardioprotectifs

5.1.1.1 Préconditionnenient

Le préconditionnement ischémique se définit par une diminution de la taille de

l’infarctus lorsque l’ischémie principale est précédée d’un ou de plusieurs brefs épisodes



$3

C
d’ ischémie transitoire (figure 5.1). Le préconditionnement a été décrit pour la première fois

par Murry et cou. (Murry, 1986) dans un modèle canin d’ischémie-reperfttsion. Ce groupe

a observé que quatre épisodes d’ischémie de cinq minutes séparés par cinq minutes de

reperfusion préalablement à une ischémie soutenue de 40 minutes entraînaient une

diminution de la taille des dommages au myocarde de chien, la taille de l’infarctus passant

de 30 % à 7 %. Par ailleurs, ils ont observé un retard dans le manque d’ATP, une

consommation en oxygène réduite et une préservation des structures intracellulaires. Ce

protocole expérimental n’engendrant pas d’amélioration du débit collatéral, la protection a

donc été attribuée à la tolérance du myocarde à supporter l’ischémie soutenue suivant les

brèves occlusions.

Figure 5.1 Représentation schématique du préconditionnement. La période d’ ischémie soutenue est

précédée d’un ou plusieurs brefs cycles d’ischémie (I) et de reperfusion (R).

Il a été déterminé par la suite que ce préconditionnement ischémique pouvait être

induit par de brèves périodes d’ischémie de trois à cinq minutes suivies de cinq minutes de

reperftision (Kuzuya, 1993) ou même un seul épisode d’ischémie transitoire (Miura, 1991;

Jennings, 2001). Ce type de protection du tissu cardiaque a aussi été observé chez d’autres

espèces comme le porc (Schott, 1990), le lapin (Cohen, 1991) et le rat (Li, 1992).

Le préconditionnement provoqué par ces brèves périodes d’ischémie protège le

coeur de façon transitoire. Suite aux cycles d’occlusion-reperfusion, la protection

s’estompe en l’espace d’une à trois heures. Au-delà de ce délai, l’occlusion coronarienne

soutenue subséquente aux cycles occlusion-reperfusion entraînera la génération de

dommages similaires à une occlusion sans préconditionnement (Kuzuya, 1993).

Cependant, 24 à 96 heures après un préconditionnement, la protection réapparaît (Kuzuya,

1993; Marber, 1993), phénomène appelé préconditionnement tardif (revue par le Dr Bolli

(Bolli, 2000)).



c 84

Le préconditionriement est accompagné d’une diminution de l’oedème tissulaire

(Zhao, 2003), de l’accumulation de neutrophiles (Zhao, 2003; Km, 2004), de la génération

de radicaux libres (Zhao, 2003; Km, 2004) ainsi que d’une préservation des fonctions

endothéliales (Zhao, 2003; Km, 2004).

Certaines isofomies de la PKC et le canal KATp ont été identifiés comme étant les

deux principaux médiateurs du préconditioirnement. La PKC, une sérine/thréonine kinase

(au moins 12 différentes isoformes), serait déterminante dans le préconditionnement en

exerçant son rôle protecteur via phosphorylation de protéines à l’intérieur de la cellule. Le

canal KATp quant à lui est un canal potassique hyperpolarisant s’ouvrant lorsque les niveaux

d’ATP à l’intérieur de la cellule sont bas, comme par exemple ceux atteints par de brèves

ischémies de cinq minutes lors du préconditionnement. La densité du canal KATp est élevée

dans le sarcolemme ainsi que dans la mitochondrie et son blocage pharmacologique avec le

glibenclamide ou le 5-hydroxydécanoate entraîne une perte de l’effet cardioprotecteur

induit par le préconditionriement (Auchampach, 1992; Yao, 1993). De plus, la protection

induite par le phorbol-12-myristate-13-acétate, un activateur de la PKC, est abolie lors d’un

traitement au 5-hydroxydécanoate dans un modèle de préconditioimement (Van Winlde,

1995). Liu et cou. (Liu, 1997) ont aussi déterminé par des expériences de «patch-clamp »

que la stimulation de la PKC permettait de réduire le délai d’activation des canaux KATp

durant des épisodes d’ischémie tandis que Wang et coÏÏ. (Wang, 1999) ont déterminé que

l’activation des canaux KATp était dépendante de la PKC lors de l’ischémie. Ces résultats

démontrent non seulement l’implication de la PKC et des canaux KATp dans le

préconditiormement mais que la PKC aurait un rôle à jouer dans l’activation de ces mêmes

canaux, permettant ainsi une cardioprotection

5.1.1.2 Postconditionneineizt

Décrit par Zhao et coll. en 2003 (Zhao, 2003), ce type de cardioprotection est

obtenu suivant de brèves périodes d’ischémie et de reperfusion après la période d’ischémie
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soutenue (figure 5.2). Ce groupe a démontré dans un modèle d’ischérnie-reperfusion canin

que trois brefs cycles de cinq minutes d’ischémie suivis de cinq minutes de reperfusion

postérieurement à une ischérnie continue de 60 minutes permettaient de réduire la taille de

l’infarctus de 45 %. Il a ensuite été démontré que trois brefs cycles d’ischémie de dix

secondes suivant une ischémie continue de 30 minutes réduisaient la taille de l’infarctus de

33 % chez le rat (Km, 2004).

Figure 5.2 Représentation schématique du postconditionnement. La période d’ischémie soutenue est

suivie d’un ou plusieurs brefs cycles d’ischémie (1) et de reperfusion (R).

Des résultats similaires ont été observés chez le lapin blanc de Nouvelle-Zélande

suite à une ischémie soutenue de 30 minutes et quatre à six brefs cycles de 10 à 30 secondes

d’ischémie et 10 à 30 secondes de reperflision (Tsang, 2004; Yang, 2004; Yang, 2005a).

Ce procédé protecteur a également été observé in vitro. En effet, Sun et coll. (Sun, 2005)

ont démontré que le postconditionnement hypoxique des cardiomyocytes isolés engendrait

une protection contre le stress oxydatif (génération de radicaux libres et peroxydation des

lipides), la surcharge calcique ainsi que la mort cellulaire. Le postconditionnement est

donc une forme de conditionnement du myocarde contre les dommages liés à l’ischémie

reperfiision in vivo ou in vitro mais ayant lieu suite à une ischémie suffisamment longue

pour induire des donunages irréversibles.

Afin d’être efficace, le processus de postconditionnement doit avoir lieu rapidement

lors de la reperfusion. Un retard dans la génération des brefs cycles ischémie-reperfusion

entraîne une perte de l’effet protecteur de ce procédé. Yang et colT. (Yang, 2004) ont

démontré qu’un délai de dix minutes entre la fin de l’ischémie létale soutenue et les brefs

cycles d’ischémie-reperfusion faisait en sorte que le postconditïoimement n’était plus

efficace à réduire la taille de l’infarctus, cette dernière étant comparable au groupe témoin.

Le groupe du Dr Vinten-Johansen (Km, 2004) a même observé qu’un délai aussi court
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qu’une minute entraînait la même perte de l’effet cardioprotecteur. Selon ces résultats,

l’application du protocole de postconditio;mement doit s’effectuer rapidement lors de la

reperfusion afin d’être efficace à réduire la taille de l’infarctus. Il demeure cependant

inconnu si cette diminution de la taille de l’infarctus est le résultat de l’inhibition des

phénomènes délétères ou de l’activation de processus protecteurs lors du début de la

reperfusion. D’autres études permettront de répondre à cette question.

Le postconditioimement étant une forme de cardioprotection « dérivée» du

préconditioimement, plusieurs groupes se sont penchés sur l’hypothèse que la juxtaposition

des deux procédés protecteurs pourrait engendrer une réduction supplémentaire des

dommages. Haikos et coll. (Haikos, 2004) ont démontré dans un modèle canin d’infarctus

du myocarde avec occlusion coronarienne de 60 minutes et trois heures de reperfusion que

le postconditionnement utilisé concurremment au préconditioimement n’engendrait

malheureusement pas de protection supplémentaire. La taille de l’infarctus est demeurée

similaire entre les groupes témoin (environ 24 %), avec préconditionnement (environ

13 ¾), avec postconditiormement (environ 10 ¾) et avec simultanément le pré- et le

postconditionnernent (environ 12 ¾). Au contraire, le groupe Yang et cou. (Yang, 2004)

ont quant à eux démontré un effet protecteur encore plus efficace lors de cette juxtaposition

des deux procédés dans un modèle de lapin d’occlusion coronarienne de 45 minutes. Ainsi,

la taille de l’infarctus est passée d’environ 62 ¾ pour un groupe témoin à environ 35 ¾

pour un groupe avec préconditionnement, à environ 40 % pour un autre avec

postconditionnement et à environ 23 ¾ pour un groupe avec pré- et postconditionnement.

Les protocoles de pré- et postconditionnement étant similaires, la différence ne semble pas

s’expliquer par ceux-ci mais résiderait plutôt dans l’espèce animale et dans les valeurs des

tailles des infarctus eux-mêmes. En effet, le groupe de Haikos et cou. (Haikos, 2004)

utilise un modèle canin et engendre des dommages ne représentant que 25 % de la zone à

risque. En contraste, le groupe de Yang et cou. (Yang, 2004) quant à lui utilise le lapin

comme modèle animal et génère un infarctus d’une taille de 60 à 65 ¾ de la zone à risque

et la réduit à environ 35 à 40 ¾ avec le pré- et postconditiomiement. La taille de l’infarctus
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au niveau du groupe de Ha&os et cou. (Hailcos, 2004) semble être trop petite (<20 %), une

taille difficile à réduire de façon supplémentaire. Cependant, le groupe de Yang et coil.

(Yang, 2004) est capable de réduire l’infarctus étant donné que celui-ci est d’une envergure

suffisante (plus de 40 % de la zone à risque). Ces résultats suggèrent que la juxtaposition

pourrait permettre d’engendrer une protection supplémentaire. Cependant, si l’infarctus est

déjà d’une taille relativement petite, il sera impossible d’enrayer les dommages de manière

additionnelle. Davantages d’études permettront de corroborer cette hypothèse.

Le postconditionnement, similairement au préconditionnement, est également

accompagné d’une réduction de l’accumulation de neutrophiles (Zhao, 2003; Km, 2004), de

la génération de radicaux libres (Zhao, 2003; Km, 2004) et d’une préservation de la

fonction endothéliale (Zhao, 2003).

5.1.1.3 Interventions post-ischémiques

Le principe même des interventions post-ischémiques réside dans l’administration

de molécules ou composés pharmacologiques juste avant ou lors de l’initiation de la

reperftision du myocarde (figure 5.3). Cette cardioprotection permet de protéger le tissu

myocardique et de réduire les phénomènes délétères (lésions de reperfusion) ayant lieu lors

de cette reperfusion.

figure 5.3 Représentation schématique d’une intervention post-ischémique. Le composé

pharmacologique est administré (l-) juste avant, au moment ou juste après l’initiation de la reperfusion.

Les interventions post-ischémiques pourraient être une sous-catégorie de

postconditionnement. En effet, similairement au préconditionnement pharmacologique,

l’administration de composés lors de la reperfusion pourrait être une forme dérivée du
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postconditionnement «pharmacologique» (Vinten-Johansen, 2005). Il demeure cependant

encore inconnu si le postconditionnement «mécanique» (par brèves occlusion-reperfusion)

résulterait en une protection similaire à un postconditioirnement «pharmacologique ». La

différence entre ces processus résiderait en de multiples périodes de lavages des métabolites

lors de la réintroduction du sang dans l’artère, phénomènes absents du postconditio;mement

«pharmacologique» où le tissu est reperfusé normalement de façon continue. D’autres

travaux sont nécessaires afin d’établir s’il y a différence entre postconditionnement

traditionnel et postconditionnement pharmacologique ou interventions post-ischémiques.

Les interventions post-ischérniques seront donc considérées comme une classe à part

entière des processus cardioprotectifs.

La possibilité d’observer ce type de protection est fonction de plusieurs facteurs

capitaux (section 5.1.2.1). Par ailleurs, même si la protection est présente avec une courte

période de reperfusion ( six heures), il est possible qu’elle ne persiste pas au-delà de la

durée. La cardioprotection peut donc être aigus et/ou soutenue (section 5.1.2.2).

5.1.2 Possibilité de thérapie cardioprotectrice post-ischémique

«Myocardial protection at a crossroads: The need for translation into clinical
therapy»

Bolli et collaborateurs (Bolli, 2004)

5.1.2.1 facteurs pour une cardioprotection post-isch émique

Une cardioprotection post-ischémique peut s’observer si l’on tient compte des

facteurs suivants

> Propriétés pharmacologiques de la molécule;

> Moment d’administration;
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> Durée de Fadministration:

> Dose utilisée.

Le premier facteur important est fonction de la molécule utilisée pour la

cardioprotection ses propriétés pharmacologiques intrinsèques. Le temps de demi-vie est

une caractéristique inhérente d’une molécule et est extrêmement important à considérer afin

d’observer une cardioprotection. Par exemple, une molécule rapidement éliminée de la

circulation sanguine lors de la période de reperfusion représente une limitation à la

génération d’une telle protection. Les modèles pharmacocinétiques suggèrent qu’il ne reste

pas suffisamment de composé dans un système in vivo pour exercer un effet

pharmacologique après quatre à cinq demi-vies. À ce moment, le composé est

biotransformé et éliminé (Hardman, 1996; Katzung, 2001). La molécule doit en

conséquence être présente en quantité suffisante lors de la reperfusion pour réduire

efficacement la taille de l’infarctus. Le moment d’administration est aussi crucial à cette

réduction des dommages. Si la molécule est administrée trop rapidement avant ou trop tard

suivant le début de la reperfusion. aucune protection ne sera observée. Une « fenêtre

thérapeutique » unique à chacune des molécules doit être respectée afin de générer une

cardioprotection significative. Par exemple, l’administration d’ AMP5 79, un agoniste

Al/A2A, peut réduire la taille de l’infarctus seulement s’il est donné au moment de la

reperfusion (Xu, 2003) (section 5.1.3.2). S’il est administré trop tard suivant l’initiation de

la reperfusion (début minutes), aucune protection n’est observée.

La dose utilisée est également un facteur important. La demi-vie de la molécule

étant une propriété intrinsèque de la molécule, la dose est quant à elle une propriété

extrinsèque pouvant être modifiée en théorie aisément. Afin de palier à une faible demi

vie, une dose plus élevée peut être utilisée. L’administration par bolus est une solution. La

présence d’effets secondaires importants avec des doses élevées par bolus peut cependant

constituer une limitation à ce genre d’administration. À ce titre, une infusion plus lente en
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continu peut constituer une autre issue. La durée d’administration est donc un autre facteur

à surveiller. Celle-ci doit être suffisamment longue pour réduire ou inhiber les phénomènes

délétères ayant lieu en début de reperfusion. Xu et cou. (Xu, 2003) ont démontré que

l’administration d’AMP579 durant les 70 premières minutes de reperfusion génère une

protection tandis que si cette infusion se faisait seulement durant les 20 à 30 premières

minutes, la cardioprotection était absente. Ceci démontre donc l’importance de la durée de

‘administration du composé pharmacologique.

Évidemment, la dose utilisée et la durée de l’administration pourraient être fonction

des propriétés pharmacologiques de la molécule. Par exemple, une molécule possédant une

très courte demi-vie plasmatique comme l’adénosine doit être administrée sur une période

assez longue en comparaison avec un agoniste comme l’AMP579 qui possède une demi-vie

d’environ une heure (Meng, 2000). L’utilisation de doses multiples, comme présenté par

Budde et cou. (Budde, 2004). peut être une solution pour maintenir des niveaux

plasmatiques adéquats et réduire la taille de l’infarctus du myocarde. Par ailleurs, la dose

d’adénosine ne doit pas être trop élevée car elle pourrait engendrer des effets secondaires

comme une hypotension ou des douleurs thoraciques, phénomènes retrouvés au niveau de

l’étude ATTACC (Quintana, 2003) (section 5.1.3.4.2).

5.1.2.2 Cardioprotection aigu et soutenue

Comme mentionné précédemment, la cardioprotection consiste en une réduction de

la taille de l’infarctus par application d’une intervention résultant en un volume plus petit

d’infarctus du myocarde que si cette intervention n’avait pas été utilisée (Hearse, 1984). La

protection peut être présente pour une période limitée de reperfusion. Cette dernière,

appelée aigu (sur une courte période de temps), est observée suivant une période de

reperfiision de 30 minutes à quelques heures ( q&environ six heures). Chambers et coil.

(Chambers, 1983) ont démontré, en utilisant un anti-inflammatoire non-stéroïdien, le

flubiprophène, que la taille de l’infarctus pouvait être réduite significativement lors de
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l’occlusion coronarienne chez le chien. Un autre groupe (Simpson, 1988) a quant à lui

administré un analogue de la prostacycline, l’iloprost, dans un modèle canin d’ischérnie

reperfusion (90 minutes d’occlusion de l’artère circonflexe et six heures de reperfusion) et a

réduit également la taille de l’infarctus. Rousseau et cou. (Rousseau, 1993b) ont démontré

que ladministration de clentiazem, un bloqueur des canaux calciques, cinq minutes avant le

début de la reperfusion permettait de diminuer la taille de l’infarctus à six heures de

reperfusion. Récemment, utilisant un agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine

(CGS2168O), Zhao et colI. (Zhao, 2001a) observent une réduction de l’étendue de

l’infarctus à cinq heures de reperfusion dans un modèle canin d’occlusion coronarienne.

Cependant, une condition sine qua none à la cardioprotection veut que celle-ci soit

soutenue, permettant donc une réduction permanente des dommages suite à l’occlusion

coronarienne (Hearse, 1984). Ce concept est basé sur le fait que certaines interventions

protectrices réduisent la taille de l’infarctus suite à une reperfusion limitée ( six heures)

mais sont incapables de le faire suite à une reperfusion plus longue. Ces types

d’interventions ne font qu’entraîner un délai dans l’apparition des dommages et en retardent

l’évolution. La «permanence» de cette protection peut s’observer en allongeant la période

de reperfusion au-delà de 24 à 48 heures.

Étant donné le phénomène du front de vague (chapitre 1, sectibn 1.1.3.2.1), un agent

protecteur doit atténuer de façon soutenue la migration de ce front de vague vers l’épicarde

afin de réduire efficacement la taille de l’infarctus. Plusieurs études démontrent une

protection aigu mais ne réussissent pas à l’observer de façon soutenue. Par exemple, les

études de Chambers et cou. (Chambers, 1983) et Simpson et cou. (Simpson, 198$)

précédemment décrites n’observent pas de protection avec une reperfusion de 24 à 72

heures respectivement. Leur intervention thérapeutique ne fait que retarder l’apparition des

dommages myocardiques. Rousseau et coll. (Rousseau, 1993b) ont démontré que le

clentiazem entraîne une protection toujours présente à 72 heures de reperfusion, démontrant

que celle-ci est soutenue. Aucune étude n’est disponible en ce qui a trait à la
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«permanence» de la protection engendrée par le CGS216$O via les récepteurs A2A de

1’ adéno sine.

D’un point de vue clinique, cette protection n’est pas banale étant donné qu’un

traitement tangible contre l’infarctus du myocarde requiert des interventions où

l’administration de composés pharmacologiques s’effectue en situations post-ischémiques

et en début de reperfusion. Le respect de la fenêtre thérapeutique et de ces différents

facteurs est d’une importance capitale dans l’effort de réduction de la taille d’un infarctus

du myocarde. Par ailleurs, il est crucial que cette protection soit soutenue. La taille de

l’infarctus doit donc être réduite de façon «permanente)) chez un patient, l’intervention

étant inutile si l’infarctus progresse avec une plus longue période de reperfusion.

5.1.3 Propriétés cardioprotectrices de I’adénosine et de ses récepteurs

Plusieurs agents pharmacologiques peuvent engendrer une cardioprotection post

ischémique. En effet, des molécules comme entre autres l’IGf-I, le TGf-f31, la

bradykinine, la cardiotrophine-1 (CT-1), l’urocortine, certaines statines, les opioïdes, les

bloqueurs de canaux calciques et l’adénosine engendrent une réduction. Notre attention

s’est portée sur l’adénosine. une molécule synthétisée de façon endogène qui induit une

cardioprotection. Par ailleurs, l’implication des différents récepteurs de l’adénosine sera

aussi décrite.

L’administration d’adénosine au moment de la reperfusion dans des modèles

animaux permet de réduire la taille de l’infarctus. Olafsson et coli. (Olafsson, 1987) ont

observé une diminution de la taille de l’infarctus après 90 minutes d’occlusion et 24 heures

de reperfusion suite à l’administration d’adénosine au moment de la reperfusion et se

poursuivant durant la première heure de celle-ci. Également, dans un modèle canin (90

minutes d’ischémie et 72 heures de reperfusion), Pitarys II et cou. (Pitarys II, 1991) ont

montré que l’administration d’adénosine cinq minutes avant le début et se poursuivant

durant les I 50 premières minutes de la reperfusion permettait de réduire significativement
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la taille de l’infarctus. Zhao et coU. (Zhao, 2001a) ont aussi démontré dans un modèle

canin d’ischémie-reperfiasion (ischémie de 60 minutes et reperfusion de six heures) que

l’administration d’adénosine. débutant cinq minutes avant le début de la reperfusion et se

poursuivant durant les deux premières heures de celle-ci, réduisait significativement la

taille de l’infarctus. Dans un autre modèle (lapin), Zhao et cou. (Zhao, 1993) ont prouvé

que l’administration d’adénosine au moment de la reperfusion permettait de réduire la taille

de l’infarctus et que cet effet protecteur était perdu lors de l’administration conjointe

d’adénosine et de 8-p-sulfophényhhéophylline, un antagoniste non-sélectif des récepteurs

de l’adénosine. Todd et coil. (Todd, 1996) ont quant à eux démontré dans un modèle de

lapin que la taille de l’infarctus et l’accumulation de neutrophiles à l’endothélium

vasculaire coronarien étaient significativement diminuées lors de l’administration d’acide

polyadénylique, un analogue de l’adénosine. Récemment, Peart et Gross (Peart, 2005) ont

démontré que l’inhibition de Ï’adénosine kinase avant l’ischémie augmentait les taux

d’adénosine et engendrait une cardioprotection, la taille de l’infarctus étant réduite de plus

de 35 ¾. Ces résultats démontrent donc que l’adénosine, via l’augmentation de ses taux

endogènes ou par son administration exogène, pennet de moduler l’étendue des dommages

lors d’un infarctus du myocarde.

5.1.3.1 Récepteur A1 de l’adénosine

Les récepteurs A1 de l’adénosine ont démontré un potentiel cardioprotecteur pré

ischémique. Dans des modèles de lapin, l’administration d’un agoniste sélectif des

récepteurs A1 de l’adénosine mime les effets du préconditionnement (une brève ischémie de

cinq minutes suivie de cinq minutes de reperfusion) et réduit la taille de l’infarctus

(Thomton, 1992; Baxter, 2000). Son administration conjointe avec un antagoniste

n’engendre cependant pas de réduction de la taille de l’infarctus (Auchampach, 1993),

suggérant une implication des récepteurs A1 de l’adénosine dans les phénomènes de

protection myocardique pré-ischémique. Lasley et Mentzer (Lasley, 1992, 1993) observent

également une protection myocardique lors de 1’ administration du N6-cyclohexyladénosine,
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un agoniste des récepteurs A1 de l’adénosine. En effet. en utilisant un modèle de coeur de

rat isolé, la stimulation de ces récepteurs dix minutes avant l’ischémie entraîne une

amélioration des fonctions cardiaques post-ischémiques en comparaison à un groupe sans

traitement. Ces résultats représentent un indice de réduction des dommages. Par ailleurs,

le groupe de Reichelt et cou. (Reichelt, 2005) ont récemment observé que la délétion du

gène des récepteurs A1 de l’adénosine (KO) provoquait une augmentation des dommages

liés à l’ischémie-reperfusion.

En contraste, Peart et coil. (Peart, 2002) ont observé que l’activation des récepteurs

A1 de l’adénosine avant l’ischémie et durant la reperfusion ne crée pas de protection

cardiaque. Ces résultats ne corroborent pas ceux précédemment décrit par Lasley et

Mentzer (Lasley, 1992, 1993) en raison de l’espèce animale et des doses choisies. Peart et

cou. (Peart, 2002) utilisent le coeur de souris et des doses d’agoniste (CPA) de l’ordre du

50 nM. Lasley et Mentzer (Lasley, 1992, 1993) utilisent quant à eux des doses d’agoniste

plus élevées de l’ordre de 250 nM.

En somme, ces résultats montrent donc l’implication des récepteurs A1 de

l’adénosine dans la protection cardiaque. En fonction de la dose utilisée et du moment de

l’administration du composé pharmacologique, il est possible d’observer une

cardioprotection.

5.1.3.2 Récepteur A2A de t ‘adénosine

La stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine provoque une cardioprotection

post-ischémique lors de la reperfusion rnyocardique. Le groupe de Schlack et coil.

(Schlack, 1993) ont démontré ce potentiel dans un modèle canin d’infarctus du myocarde

consistant en 60 minutes d’occlusion coronarienne (artère antérieure descendante gauche)

et six heures de reperfusion. Le CGS216$0 (dose, calculée o posteriori par l’auteur de

cette thèse, d’environ 0,02 à 0,03 ig/kg/minute) a été administré dans l’artère antérieure

descendante gauche (intra-coronarien) juste avant le début (cinq minutes) et durant les 55
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premières minutes de la période de reperfusion. La taille de l’infarctus est passée d’environ

29 % de la zone à risque pour un groupe témoin à environ 12 % pour le groupe traité avec

le CGS21680. Jordan et cou. (Jordan, 1997) ont quant à eux également observé, avec un

protocole expérimental similaire (60 minutes d’ischémie suivies de trois heures de

reperfusion), mais en utilisant une dose 10 fois plus élevée (0,2 g/kg/minute), que la taille

de l’infarctus était aussi réduite grâce à cet agoniste. En effet, l’administration intra

coronarienne du CGS2Ï6SO a réduit significativement la taille de ïinfarctus de 45 %

(groupe témoin t environ 28 ¾; groupe traité : environ 16 %). De plus, cette administration

provoquait une réduction de l’activité de la myéloperoxydase (indice de l’accumulation de

neutrophiles) dans la zone ischémique et réduisait également l’accumulation de

neutrophiles et la génération de radicaux libres dans l’endothélium coronarien. Zhao et

coli. (Zhao, 1996) ont également démontré que l’activation des récepteurs A2A par le

CGS21680 diminuait l’adhérence de neutrophiles isolés à la surface endothéliale (par

rapport à des neutrophiles dont les récepteurs A2A de l’adénosine ne sont pas stimulés). Par

ailleurs, ils ont observé une réduction de la quantité de radicaux libres produits par ces

neutrophiles lors de l’ajout du CGS2 1680.

Le groupe de Vinten-Johansen (Zhao, 2001a) a quant à lui démontré dans un

modèle canin (60 minutes d’occlusion et six heures de reperfiision) une réduction

significative de la taille de l’infarctus du myocarde et de l’accumulation de neutrophiles

lors de l’activation des récepteurs A2A par le CGS21680 (dose de 0,2 ig/kg/minute,

débutant cinq minutes avant le début de la reperfusion et ce, pendant deux heures) ou par

administration d’adénosine (dose de 140 ig/kg/rninute selon le même régime

d’administration). Ces traitements diminuaient significativement le nombre de cellules

positives à la coloration TUNEL, la fragmentation de l’ADN au niveau de la zone péri

nécrotique ischémique et, donc, de l’apoptose. De plus, le même groupe a montré que

l’expression de Bax (pro-apoptotique) était réduite mais qu’au contraire, celle de la protéine

Bd-2 (protéine anti-apoptotique) était significativement augmentée. Cette étude est la
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première à démontrer la modulation, par les récepteurs A2A de l’adénosine, de l’expression

de protéines impliquées dans l”apoptose et de ces phénomènes apoptotiques lors d’une

ischémie-reperfusi on concurremment à une cardioprotection.

Lasley et cou. (Lasley, 2001a) ont obtenu des résultats cardioprotecteurs semblables

lors de l’administration du CGS2 1680 dans un modèle porcin d’infarctus du myocarde (60

minutes d’occlusion et trois heures de reperfusion). Ce groupe utilisa la même dose de

l’agoniste (0,2 jig/kg/rninute débutant au moment de la reperfusion) pour les deux

premières heures de reperfusion et une dose inférieure (0,15 4g/kg/minute) pour la dernière

heure. Ils ont observé une réduction de la taille de l’infarctus, passant d’environ 62 ¾ pour

un groupe témoin, à environ 36 % pour le groupe traité.

Budde et colI. (Budde, 2000), Xu et coil. (Xu, 2000; Xu, 2001, 2003) et Kis et cou.

(Kis, 2003) ont démontré dans des modèles de chien et de lapin que l’AMP579, un agoniste

mixte des récepteur A2A et A1 de l’adénosine, réduisait significativement la taille de

l’infarctus suite à l’ischémie-reperfusion lorsque l’administration débutait juste avant

l’initiation de la reperfusion. Les récepteurs A2A de l’adénosine semblent être les

médiateurs de cette cardioprotection malgré la présence d’une composante A1 (Xu, 2001;

Kis, 2003). Cette protection était par ailleurs dépendante de la dose utilisée ainsi que du

moment et de la durée d’administration. Si la dose était inférieure à 3 ag/kg/minute,

aucune protection n’était observée. De plus, si l’administration était débutée trop tard dans

la période de reperftision (dix minutes après son initiation), aucune protection n’était

observée tandis que si l’administration était initiée au moment même de la reperfusion, la

cardioprotection était présente (Xu, 2003). La durée d’administration était aussi critique

(Budde, 2000; Xu, 2003): le temps d’administration du composé devait être supérieur à

une heure sinon aucune protection n’était observée (Xu, 2003). La présence ou non d’un

bolus (30 à 50 ig/kg) ne provoquait pas de modification de cette protection (Budde, 2000).

o



C
97

Récemment. le groupe de Reid et cou. (Reid, 2005) ont démontré l’effet protecteur

de l’agoniste AMP579 dans un protocole de préconditionnement. Étonnement, cette

protection est abrogée par un antagoniste spécifique aux récepteurs A2A de l’adénosine.

Ceci constitue un paradoxe étant donné qu’aucune étude n’a démontré auparavant de

protection pré-ischémique (préconditionnement) avec un agoniste spécifique à ces

récepteurs, comme le CGS21680 (Cohen, 2000; Lasley, 2001b; Mubagwa, 2001).

L’AMP579 étant un agoniste mixte A1/A2 (K de 5 et 56 nM, respectivement pour les sous-

types A1 et A2, (Merkel, 1998a; Merkel, 199$b; McVey, 1999)), il active les deux sous-

types, leur attribuant des propriétés cardioprotectrices. De plus, il a été proposé que les

récepteurs A1 et A2A pouvaient interagir afin de provoquer la cardioprotection en situation

pré-ischérnique (Lopes, 1999; Lopes, 2002). Ce profil unique d’activité agonistique

représente donc un nouveau mécanisme de cardioprotection. D’autres travaux sont

nécessaires afin de mieux coffiprendre le potentiel d’interactions entre les différents

récepteurs de l’adénosine dans des modèles d’ischémie-reperfusion.

Un autre agoniste spécifique aux récepteurs A2A de l’adénosine, l’ATL146e

(chapitre 3, section 3.2.2), possède des propriétés cardioprotectrices lors de l’ischémie

reperfusion. En effet, l’ATL146e réduit significativement la taille de l’infarctus (Glover,

2005; Yang, 2005b). Par ailleurs, ce groupe a démontré un puissant effet anti-

inflammatoire de ce composé en diminuant ïactivation des neutrophiles et leur

accumulation au niveau du myocarde ischémique.

Ces résultats suggèrent que la stimulation spécifique des récepteurs A2A de

l’adénosine lors de la reperfiision réduit les lésions de reperfusion et limite la progression

de l’infarctus en provoquant possiblement une vasodilatation coronarienne via des

mécanismes dépendants et indépendants de l’endothélium et par la relâche d’oxyde nitrique

(Smits, 1995; Ikeda, 1997; Karliner, 2005; Xu, 2005), en inhibant l’adhérence des

neutrophiles à l’endothélium vasculaire (Zhao, 1996; Jordan, 1997; Budde, 2000; Zhao,

2001a), en réduisant la génération de radicaux libres (Cronstein, 1990; Mubagwa, 1996;
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Zhao, 1996; Jordan, 1997; Budde, 2000) ou en inhibant de l’apoptose des cellules

cardiaques (Zhao, 2001a). La réduction de l’inflammation semble aussi un mécanisme

potentiel important dans la réduction de ces dommages.

5.1.3.3 Récepteur A3 de l’adénosine

Il a été démontré que la stimulation des récepteurs A3 de l’adénosine mimait

également les effets du préconditionnement. De façon similaire aux récepteurs A1 de

l’adénosine, l’administration d’un agoniste A3 réduit la taille de l’infarctus et

l’administration d’un antagoniste en atténue les effets (Liu, 1994; Auchampach, 1997b).

La stimulation de ces récepteurs au moment de la reperfusion myocardique s’avère

également une stratégie efficace pour réduire les lésions de reperfusion. En effet, Maddock

et coil. (Maddock, 2002) ont montré que la stimulation des récepteurs A3 de l’adénosine

avec le 2-Cl-IB-MECA durant la période de reperfusion réduisait la taille de l’infarctus

dans un modèle de coeur isolé. Le groupe de Auchampacli et coil. (Auchampacli, 2003) a

également démontré un effet similaire en utilisant 1’IB-MECA dans un modèle canin

d’ischémie-reperfusion in vivo. L’agoniste était administré cinq minutes avant l’initiation

de la reperfusion (bolus) et réduisait significativement la taille de l’infarctus, passant

d’environ 25 % pour un groupe témoin à environ 13 ¾ pour un groupe traité. Le groupe de

Tracey et coil. (Tracey, 2003) a quant à lui utilisé un nouvel agent pharmacologique

spécifique aux récepteurs A3 de l’adénosine. Cette molécule, l’acide (2S,3S,4R,5R)-3-

amino-5-[6-(2,5-dichÏorobenzylamino)purin-9-yl]-4-hydroxy tétrahydrofuran-2-carboxylic

méthylamide (CP-532,903), est 210 fois plus sélective pour Je sous-type A3 en comparaison

au sous-type A1 chez l’homme et 90 fois chez le lapin. Son administration au moment de la

reperfusion dans un modèle de coeur isolé de lapin réduit significativement de 64 % la taille

de l’infarctus (environ 51 ¾ pour le groupe témoin et environ 18 ¾ pour le groupe traité).

Ces résultats démontrent donc l’implication de ces récepteurs A3 de l’adénosine. Ils
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constituent une cible pharmacologique pour réduire l’étendue des dommages liés à

ischémie-reperfusion.

5.1.3.4 Études cliniques: adénosine et agonistes spécifiques

5.1.3.4.] AMIST4D & AMISL4D II

En 1999, l’étude AMISTAD (Acute Myocardial Infarction STudy ofADenosine) a

démontré l’effet protecteur de l’adénosine lors de son administration à la reperfusion

(Mahaffey, 1999). Cette étude multicentrique contrôlée par placebo a déterminé que

l’administration d’adénosine conjointement à l’agent thrombolytique réduit la taille de

l’infarctus. Malgré le faible nombre de patients (236 au total dont 197 ont fait l’objet d’une

quantification de la taille de l’infarctus), les investigateurs ont montré une réduction

significative de 67 % de la taille de l’infarctus lorsque celui-ci était antérieur (causé par

l’occlusion de l’artère antérieure descendante gauche; infarctus déterminé par coloration au

technitium-99 sestamibi via tomographie par émission d’un photon ou SPECT). De plus,

La même taille n’a pu être réduite lorsque l’infarctus était non-antérieur. Les auteurs ne

peuvent expliquer cette différence dans l’effet de l’adénosine selon la région touchée par

l’occlusion coronarienne mais ont émis l’hypothèse que la présence davantage d’effets

secondaires dans ce type d’infarctus (comme légère hypotension, la bradycardie, les

arythmies ventriculaires; présence plus élevée dans ce groupe de patient mais malgré tout

relativement faible généralement) pouvait entraîner une réduction de l’efficacité de la

thrombolyse ou de la diminution de la taille de l’infarctus par l’adénosine. Les auteurs

émettent une autre hypothèse expliquant cette différence l’effet de l’adénosine sur la

circulation collatérale et la microcirculation. Tel que discuté, l’impact de cette circulation

est plus importante au niveau des infarctus antérieurs (Cheirif, 1991; Martin, 1992). En

parallèle, l’adénosine semble engendrer une protection myocardique via la microcirculation

(Pitarys II, 1991), en particulier la circulation collatérale. Mahaffey et coll. (Mahaffey,

1999) stipulent donc qu’étant donné que la circulation collatérale et la microcirculation
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semble être moins importante au niveau d’un infarctus non-antérieur, I’adénosine serait

moins efficace à réduire la taille de l’infarctus en comparaison à un infarctus antérieur.

L’absence de cardioprotection chez les patients souffrant d’infarctus non-antérieur pourrait

donc s’expliquer par ces faits. Il est à noter que cette différence pourrait aussi être due au

faible nombre de patients dans cette étude.

La dose utilisée afin d’observer cette protection pharmacologique était de 70

jig/kg/rninute (i.v.) en continu sur trois heures. L’utilisation d’une dose plus faible (50

j.tg/kg/minute i.v. selon le même protocole d’administration) n’a pas réduit la taille de

l’infarctus (résultats préliminaires par Ross et coll. (Ross, 2002) de l’étude AMISTAD II).

De plus, ces mêmes résultats préliminaires semblent démontrer une réduction de la

mortalité et l’apparition d’insuffisance cardiaque à six mois suivant l’infarctus. La

publication de l’étude AMISTAD II permettra de corroborer les résultats de la première

phase de cette étude clinique avec un nombre plus important de patients. Ceci validera

l’utilisation de l’adénosine conjointement à la reperfusion.

5.1.3.4.2 ATTACC

L’étude ATTACC (ATTenuation by Adenosine of Cardiac Complications)

(Quintana, 2003) a évalué les fonctions ventriculaires et les événements cardiovasculaires

suite à l’administration d’adénosine conjointement à la thrombolyse. Aucune amélioration

des fonctions ventriculaires n’a été notée mais une tendance vers une réduction de la

mortalité par des événements cardiovasculaires a été observée. La raison de l’observation

d’une tendance serait peut-être due au faible nombre de patients dans cette étude ( 160).

L’augmentation du nombre de patients pourrait permettre de démontrer une différence. Par

ailleurs, la dose utilisée était de 10 1g/kg/minute i.v. en continu sur six heures. Une dose

plus élevée aurait peut-être permis d’engendrer des effets positifs. Les auteurs ont

cependant observé qu’une dose plus élevée (40 1g/kg/minute) engendrait des effets

secondaires (douleurs thoraciques et morts). Il est à noter que la dose utilisée dans cette
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étude avait pour but d’induire un effet anti-inflammatoire afin d’inhiber les neutrophiles et

plaquettes circulantes et de réduire leur recrutement en situation post-ischémique mais sans

engendrer de changements hémodynarniques. Cette étude n’a donc malheureusement pas

observé d’effets bénéfiques de l’adénosine en reperfusion myocardique.

5.1.3.4.3 ADMIRE

L’étude ADMIRE (AMP579 Delivery for Myocardial Infarction REduction)

(Kopecky, 2003) a quant à elle utilisé l’AMP579, un agoniste mixte spécifique aux

récepteurs A1 et A2A de Ï’adénosine. De façon similaire à ATTACC, ADMIRE n’a pas

réussi à démontrer une réduction de la taille de l’infarctus chez les patients recevant

I’agoniste conjointement à la reperfusion par angioplastie. Les doses utilisées étaient de 15,

30 ou 60 ig/kg/rninute i.v. en continu sur six heures et celles-ci s’avéraient sans effets

secondaires significatifs. L’absence de cardioprotection serait principalement due à ces

doses qui semblent suboptimales. En effet, les auteurs stipulent que la tendance observée

vers cette protection démontre bien l’utilisation de doses inadéquatement basses. D’autres

études utilisant des doses supérieures administrées aux patients pourraient permettre de

démontrer l’effet bénéfique de l’AMP579 en reperfusion.

5.1.3.4.4 Consensus des études

Un consensus peut donc être tiré de ces études cliniques la dose administrée doit

être suffisamment élevée afin d’engendrer une cardioprotection. Si les niveaux

plasmatiques des molécules n’atteignent pas un certain seuil lors de la reperfusion, aucune

protection ne sera observée. L’étude AMISTAD semble avoir atteint ce seuil en contraste

avec l’étude ATTACC. Ce seuil est unique pour chacune des molécules étudiées et est

fonction de ses propriétés pharmacologiques. L’étude ADMIRE démontre ce fait. La dose

suboptimale utilisée n’a pas provoquée de protection. Davantage d’études cliniques

utilisant l’adénosine ou d’autres agonistes permettront de résoudre cette problématique
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capitale et permettront l’utilisation future de ces molécules comme thérapie conjointe à la

reperfusion.

5.1.4 Cardioprotection post-ischémique et protéines

Plusieurs voies de signalisation sont ciblées pour l’observation d’une

cardioprotection post-ischérnique. Les principales voies étudiés dans cette thèse sont celles

impliquant 1) la PI3K et Akt, 2) l’apoptose, principalement les caspases, 3) les protéines

Hsp et 4) le facteur de transcription CREB. Toutes ces protéines possèdent le potentiel

d’être engagées dans la cardioprotection post-ischémique. Par ailleurs, leurs rôles au

niveau de cette réduction de la taille de l’infarctus par un agoniste des récepteurs A2A de

l’adénosine sont inconnus. Ainsi, l’implication de la PI3K, d’Akt, des I-Isp et de CREB

sera décrite dans les phénomènes de cardioprotection au niveau de cette partie de la thèse.

5.1.4.1 PI3KetAkt

Possédant des propriétés anti-apoptotiques, le rôle de la PI3K et d’Akt au niveau de

l’infarctus du myocarde a été investigué. Le mécanisme par lequel ces protéines sont

activées demeure incertain mais celles-ci sont nécessaires à l’observation d’une protection

cardiaque lors de la reperfiision myocardique.

Baines et coll. (Baines, 1999) ont démontré que l’insuline diminuait l’étendue des

dommages induits au myocarde. En effet, dans un système de coeur isolé, l’administration

d’insuline débutant cinq minutes avant le début de la période de reperfusion et se

poursuivant durant toute sa période réduisait significativement la taille de l’infarctus. Les

récepteurs de l’insuline et du facteur de croissance de l’insuline (IGF) possèdent comme

effecteur cellulaire la PI3K et la stimulation de ces récepteurs active l’enzyme, réduit la

mort cellulaire par nécrose et par apoptose ainsi que l’accumulation de neutrophiles

(Buerke, 1995). Il a également été démontré qu’un des effecteurs directs de la PI3K, la

kinase Akt, exerçait un effet cardioprotecteur. Fujio et coll. (Fujio, 2000) ont observé que
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Akt penTiettait la survie des cardiomyocytes in vitro et de leur protection contre les lésions

de reperfusion. Par des expériences de transfections, ce groupe a démontré une

augmentation de la survie de ces cellules lorsque celles-ci surexpriment le gène d’une

forme constitutivernent active de Akt en présence de IGf-1 (un agoniste des récepteurs à

l’IGf-l, eux-mêmes activateurs de la PI3K et d’Akt) ainsi qu’une réduction du nombre de

cellules apoptotiques suivant une ischémie-reperfusion. Cette protection était abrogée lors

de la présence simultanée d’IGF-l et d’un inhibiteur de la PI3K (wortrnaninn). Des

résultats semblables ont été observés par Matsui et coll. (Matsui, 2001), ce groupe ayant

constaté dans un modèle de rat que la transfection d’une forme constitutivement active de la

Akt réduisait la taille de l’infarctus et la quantité de cellules apoptotiques et améliorait les

fonctions cardiaques post-ischémiques.

D’autres groupes ont également observé une protection myocardique lors de

l’administration d’insuline (Buerke, 1995; Jonassen, 2000a; Jonassen, 2000b; Jonassen,

2001a; Jonassen, 2001b; Yamashita, 2001; Gao, 2002; Sack, 2003; Jonassen, 2004).

L’administration de cette hormone doit se faire rapidement lors de la reperfusion, sans quoi

aucune protection n’est observée. En effet, Jonassen et coll. (Jonassen, 2001a) ont montré

qu’un retard d’administration (15 minutes après le début de la reperfusion) provoquait une

perte de la cardioprotection. Par ailleurs, tous ces groupes stipulent que l’activation de la

voie impliquant la PI3K et Akt est nécessaire pour observer cette limitation de la taille de

l’infarctus. Ces deux protéines sont donc des facteurs de survie cellulaire d’une importance

capitale afin d’observer une cardioprotection.

En contraste, Young et coll. (Young, 2000) ont quant à eux montré que le blocage

pharmacologique de la PI3K avec l’aide d’un inhibiteur spécifique (wortrnannin) réduisait

les dysfonctions cardiaques induites par les polymorphonucléaires. Dans un modèle

d’ischémie-reperfusion de coeur isolé, ce groupe a observé que, simultanément à la

perfusion de polymorphonucléaires isolés, l’administration de wortrnannin engendrait une

diminution de l’infiltration de ces cellules, améliorant par le fait même les fonctions
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cardiaques. De plus, ce même groupe a constaté une réduction de la génération de radicaux

libres par les polymorphonucléaires lors du blocage de la PI3K. Il est à noter que la

différence avec ce modèle est l’utilisation d’un modèle de coeur isolé et que les

polyrnorphonucléaires sont administrés de façon exogène. La présence anormalement

élevée (en comparaison du milieu in vivo) pouffait expliquer cette observation.

L’inhibition d’une isoforme spécifique de la PI3K par la wortmannin au niveau de ces

polymorphonucléaires pourrait aussi expliquer ces résultats.

D’autres molécules comme la bradykinine, la CT-1, l’urocortine, et certaines

statines (ou inhibiteur •de 1 ‘hydroxyl-3 -méthylglutaryl-coenzyme A réductase) possèdent

des propriétés cardioprotectrices via l’activation de la PI3K et d’Akt. En effet, la

bradykinine engendre une protection cardiaque contre l’ischémie-reperfusion en activant la

voie de la PI3K et d’Akt (Bel], 2003b). L’administration de CT-l, un membre de la famille

des cytokines de type interleukine-6 (IL-6), provoque aussi une protection (Brar, 2001a;

Brar, 2001b; Liao, 2002) en activant la PI3K et Akt (Brar, 2001b). L’urocortine quant à

elle appartient à la famille des facteurs de relâche de corticotrophine hypothalamique. Elle

permet également une cardioprotection (Brar, 2000; Brar, 2002; Schulman, 2002) et ce, en

activant la voie PI3K-Akt (Brar, 2002). Par ailleurs, certaines molécules membres de la

famille des statines engendrent une diminution similaire de la taille de l’infarctus. En effet,

la simvastatine (Wolfrum, 2004) et l’atorvastatine (Beli, 2003a; Efthymiou, 2005) sont

capables de protéger le myocarde en activant la PI3K et Akt.

Ces résultats suggèrent donc que la PI3K et Akt pourraient être impliquées dans les

phénomènes de cardioprotection. Ces lipides et protéines kinases ont récemment été

dénommées «Reperfusion Injury Salvage Kinase» (RISK) (Hausenloy, 2004), démontrant

leur potentiel protecteur afin de limiter l’infarctus lors de la reperfusion. Les travaux de

cette thèse démontreront ce potentiel lors de la stimulation des récepteur A2A de

1’ adénosine.
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5.1.4.2 Apoptose

La reperfusion entraîne une activation des processus apoptotiques déclenchés lors

de l’ischémie (Gottlieb, 1994; fliss, 1996; freude, 2000). Plusieurs études démontrent la

participation des caspases et par le fait même de l’apoptose dans l’évolution des lésions

d’ischémie-reperfusion. La colocalisation des caspases avec les rnyocytes apoptotiques

(Black, 1998) suggèrent que celles-ci sont des protéines médiatrices des dommages

myocardiques. Yaoita et coll. (Yaoita, 199$) ont quant à eux observé que l’inhibition de

ces enzymes pro-apoptotiques par un inhibiteur non-sélectif (ZVAD-fmk) réduisait la taille

de l’infarctus chez le rat lors d’une occlusion coronarienne de 30 minutes suivie d’une

reperfusion de 24 heures. Un autre groupe (Holly, 1999) a obtenu des résultats similaires

avec un autre inhibiteur non spécifique (YVAD-cmk) dans un modèle de lapin consistant

en 30 minutes d’occlusion suivies par trois heures de reperfiision. Le désavantage de ces

deux études est que le composé pharmacologique est administré avant l’ischémie, une

situation difficilement reproductible cliniquement et ne représentant pas une intervention

post-ischémique, Le groupe de Mocanu et cou. (Mocanu, 2000) a donc effectué une étude

où le composé était administré à la fin de la période d’ischémie et en début de reperfusion.

Utilisant un modèle de coeur isolé, ils ont observé que l’inhibition sélective des caspases-3,

-8 et -9 ainsi que l’inhibition non-sélective de toutes les caspases engendraient une

réduction significative de l’étendue de l’infarctus. Malgré le modèle de coeur isolé, ce

groupe était le premier à utiliser cette intervention post-ischémique par des inhibiteurs des

caspases, démontrant la possibilité de cette thérapie lors d’un infarctus du myocarde.

Simultanément, un autre groupe (Huang, 2000) a également démontré l’effet bénéfique

d’un inhibiteur non-spécifique des caspases (ZVAD-frnk) administré juste avant (cinq

minutes) l’initiation de la reperfusion. En utilisant un modèle in vivo d’occlusion

coronarienne, ce groupe a observé une diminution significative de la taille de l’infarctus.

Récemment, le groupe de Regan et coll. (Regan, 2003) a observé que la surexpression des

récepteurs A1 de l’adénosine spécifiquement au niveau cardiaque permettait non seulement

C



106

C
de réduire la taille de l’infarctus mais permettait également de diminuer l’activité de la

caspase-3. Ces observations permettent donc de démontrer que la réduction de l’activation

des caspases engendre une protection myocardique.

5.1.4.3 Hsp

L’implication des Hsp dans la protection cardiaque a été décrite pour la première

fois en 1986 par le groupe de Diilman et coll. (Dillmann, 1986). Ces derniers ont observé

que suite à une occlusion coronarienne, la protéine Hsp7O était induite. D’autres groupes

ont corroboré ces résultats et ont démontré que les Hsp étaient d’importants médiateurs de

la protection des cellules cardiaques contre les dommages liés à l’ischémie-reperfusion.

Les deux principales Hsp étudiées sont les protéines des familles Hsp27 et Hsp7O.

L’ischémie peut elle-même modifier l’expression de ces protéines. En effet, Knowlton et

cou. (Knowlton, 1991) et Kingma (Kingma, 1999) ont observé que de brèves périodes

d’ischémie (deux à quatre cycles de cinq minutes) entraînaient un accroissement de

l’expression de Hsp7O. Marber et cou. (Marber, 1993) ont par la suite observé que

l’expression de Hsp72, une protéine membre de la famille Hsp7O, était aussi augmentée

suite à ces brèves ischémies. Ce groupe a également démontré que cette expression

engendrait une protection contre les dommages liés à une ischémie prolongée (60 minutes),

la taille de l’infarctus étant réduite. La reperfusion est aussi responsable de l’augmentation

d’expression des Hsp. Nishizawa et coll. (Nishizawa, 1996) ont montré que la reperfusion

augmentait l’expression de Hsp7O, via des mesures d’ARNm. Ces résultats établissent

donc l’effet de l’ischémie-reperfusion sur la modification de l’expression des Hsp,

démontrant leur capacité cardioprotectrice.

La surexpression des Hsp confère une protection accrue contre l’ischémie

reperfusion. En effet, un utilisant des cardiomyocytes isolés de rats, la surexpression de la

protéine Hsp27, par un adénovirus encodant pour cette dernière, protège contre une

ischémie simulée (Martin, 1997b). Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant des
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myocytes canins isolés dont Hsp27 a été surexprimée via infection par un adénovirus

(Vander Heide, 2002). Ces myocytes sont plus résistants à l’ischémie que des rnyocytes

non-infectés. Au niveau du coeur, la surexpression de Hsp27 engendre aussi une protection.

Hollander et cou (Hollander, 2004) ont constaté que. dans un modèle de coeur de souris

isolé. la surexpression de cette protéine réduit la relâche de créatine kinase, un indice de

dommages. Récemment, Fan et cou. (Fan, 2005) ont montré l’effet protecteur d’un autre

membre de la famille des petites Hsp, Hsp2O. La surexpression de cette protéine entraîne

une protection du coeur isolé en améliorant les fonctions ventriculaires, une diminution de

relâche de lactate déhydrogénase et des processus apoptotiques suite à l’ischémie. Par

ailleurs, une cardioprotection est également observée in vivo alors que la taille de l’infarctus

est significativement diminuée dans les animaux présentant une surexpfession de Hsp2O en

comparaison au groupe témoin. De façon similaire, la surexpression de Hsp7O accorde au

myocarde une résistance à l’ischémie-reperfusion (Marber, 1995). En effet, dans un

système de coeur isolé. une meilleure récupération fonctionnelle ainsi qu’une diminution de

la relâche de créatine kinase et de la taille d’infarctus sont observées dans les coeurs où

Hsp7O est surexprirnée. Ces résultats démontrent donc le potentiel cardioprotecteur de ces

protéines dans le coeur complet.

5.1.4.4 CREB V

Le rôle de CREB au niveau de la cardioprotection est encore mal défini. Il est

cormu que ce facteur de transcription est un médiateur de survie cellulaire au niveau du

cerveau (Tanaka, 2001) et dans d’autres systèmes. En effet, la surexpression d’un

dominant négatif de CREB (S1I9A) chez la souris engendre Ï’apoptose des cellules T ainsi

qu’une réduction marquée de production d’interleukine-2 (Barton, 1996). Par ailleurs, Du

et Montminy (Du, 1998) ont démontré l’implication de CREB dans les phénomènes de

survie cellulaire. Ce groupe a observé que suite à une stimulation de cellules en culture de

type HEK293T par du sérum contenant des facteurs de croissance, CREB était activé par la

protéine kinase de survie cellulaire Akt et que cette activation était bloquée par un
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inhibiteur spécifique d’Akt. De plus, l’expression d’un dominant négatif de CREB

(S133A) engendrait aussi une réduction d’activation par Akt et la surexpression d’un

mutant inactif d’Akt réduisait l’activation de CREB. L’étude de Boirni et coll. (Bonni,

1999) accorde également à CREB un rôle protecteur. Ce groupe a démontré que

l’expression d’un mutant constitutivement actif de cette protéine provoquait une protection.

En effet, en absence de BDNF (facteur de survie appelé facteur neurotrophique dérivé du

cerveau), ce mutant conférait aux neurones en culture une résistance à la mort cellulaire.

Ces résultats démontrent donc l’implication de CREB dans les phénomènes de survie

cellulaire, faisant de ce facteur de transcription un candidat potentiel pour moduler la

cardioprotection.

Lochner et coil. (Loclmer, 2004) ont démontré que CREB pouvait permettre un effet

protecteur dans le préconditionnement ischérnique. En effet, plusieurs brefs cycles

d’ischémie-reperftision activaient CREB et étaient accompagnés d’une amélioration

fonctionnelle suite à l’ischémie soutenue. Plus récemment, Das et coil. (Das, 2005a; Das,

2005b) ont démontré la nécessité de CREB et Akt dans le préconditionnement par le

resvératrol, un polyphénol du vin rouge. Dans un modèle de coeur isolé, ce groupe a

observé que CREB était essentiel pour engendrer un effet protecteur avant l’ischémie par le

resvératrol. Ils ont également montré l’importance de Bel-2, Bad et des récepteurs A1 et A3

de l’adénosine dans ce type de protection cardiaque. Via l’activation du récepteur A3,

CREB engendrerait la phosphorylation de Bd-2, augmentant ainsi son activité anti

apoptotique. Par ailleurs, via l’activation des récepteurs A1 et/ou A3, Akt serait capable de

phosphoryler, d’une part, CREB pour produire la même phosphorylation de Bel-2 et,

d’autre part. Bad pour en réduire ses propriétés pro-apoptotiques. L’effet net de ces

différentes phosphorylations et activationlinhibition de protéines est de réduire ultimement

l’apoptose et d’engendrer la protection myocardique via un signal anti-apoptotique.

o
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5.2 Protection pharmacologique du cerveau : nouveau concept

5.2.1 Inflammation, cytokines et dépression post-infarctus

La protection phannacologique du cerveau pour réduire les symptômes de

dépression post-infarctus du myocarde est un tout nouveau concept. Aucune étude n’est

actuellement disponible afin de bien cerner cette problématique. Le groupe de Wami et

cou. (Wann, 2005a) est le seul à avoir développé un tel modèle. Ce groupe a ciblé

1’ inflammation post-infarctus et les cytokines pro-inflammatoires.

La synthèse de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFŒ, l’interleukine-1f3

(IL-1f3) et l’IL-6 est induite lors d’un infarctus du myocarde (Herskowitz, 1995; Ono, 1998;

Yue, 1998; Grosjean, 1999; Irwin, 1999; Pudil, 1999; Prabhu, 2000; Deten, 2002). Le

groupe de Wann et cou. (Wann, 2005a) a porté son attention su;- le TNFŒ, étant donné la

possibilité de le moduler pharmacologiquement. Le TNFŒ est une cytokine pro-

inflammatoire qui se retrouve dans la plupart des cellules suite à un dommage (Beutler,

1989; Tracey, 1993). L’infarctus du myocarde augmente sa synthèse et sa relâche dans la

circulation sanguine (Latini, 1994). Le tissu myocardique peut produire cette cytokine

(Herskowitz, 1995; Kapadia, 1995; Kitakaze, 1995; Massey, 1995; Torre-Arnione, 1995;

Gurevitch, 1996; Kumar, 1996; Torre-Amione, 1996a; Torre-Arnione, 1996b). Les

cardiomyocytes en sont une source (Kapadia, 1995) au même titre que les macrophages

résidents du myocarde (Kapadia, 1995; Meng, 1996). Le TNFŒ y affecte ensuite les

fonctions cardiaques (Meidrum, 199$). Cette cytokine peut être aussi produite dans le

cerveau par les principaux constituants cellulaires, soit les neurones, la glie et les astrocytes

(Blikstad, 1978; Tracey, 1987; Cannon, 1990). Il y entraîne la mort neuronale et gliale

(Goldblum, 1993). Le TNFŒ constitue donc une cible prometteuse pouvant être modulée

pharmacologiquement.

Q
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Wann et cou. (Wann, 2005a) ont administré la pentoxifylline et en ont étudié l’effet

sur la mort cellulaire au niveau de l’amygdale suite à l’infarctus du myocarde. La

pentoxifylline est un inhibiteur de synthèse des cytokines pro-inflammatoires,

principalement de TNFŒ (D’Hellencourt, 1996; Marcinkiewicz, 2000; Silva, 2000; Weber,

2001; Colson, 2003). La pentoxifylline a entraîné une régression des processus

apoptotiques observés dans l’amygdale. En effet, la coloration TUNEL démontre un

nombre de cellules positives (apoptotiques) significativement réduit en comparaison au

groupe avec infarctus du myocarde (n’ayant pas reçu de pentoxifylline) mais similaire au

groupe témoin (chirurgie « Sham »). De plus, cet inhibiteur normalise les activités de la

PI3K et de la caspase-3 (respectivement anti- et pro-apoptotique) à des valeurs similaires au

groupe témoin. Ces activités sont donc similaires au groupe témoin. Le ratio Bax/Bcl-2 est

quant à lui également normalisé à des valeurs semblables au groupe témoin. Ces résultats

démontrent donc la possibilité de moduler l’apoptose au niveau de l’amygdale suite à un

infarctus du myocarde par un agent pharmacologique. Par ailleurs, le TNFŒ semble être

responsable de cette mort cellulaire dans l’amygdale puisque son inhibition de synthèse

réduit les phénomènes apoptotiques. Ces mêmes résultats ne permettent cependant pas de

déterminer la source de cette cytokine.

Le mécanisme exact de réduction de l’apoptose n’est pas encore bien défini. La

mort cellulaire déclenchée par le TNfŒ, une cytokine pro-inflammatoire et pro

apoptotique, pourrait constituer un mécanisme. Comme mentionné précédemment, les

niveaux plasmatiques de TNFa. augmentent suite à l’infarctus du myocarde. La cytokine

semble pouvoir être transportée du sang vers le cerveau au travers de la barrière hémato

encéphalique (Goldblum, 1990), probablement pour signaler l’existence de processus

inflammatoires périphériques au cerveau. Malgré que Goldblum et Sun (Goldblum, 1990)

aient observé que le TNFŒ semble pouvoir provoquer le passage de macromolécule comme

l’albumine de sérum bovin (BSA) au travers d’une barrière endothéliale, ces observations

ont été effectuées in vitro. Le TNFŒ est un polypeptide de 233 acides aminés et, de par sa
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structure primaire et son poids moléculaire, il est peu probable que cette cytokine puisse

diffuser passivement au travers de l’endothélium vasculaire constituant la barrière hémato

encéphalique (Nguyen, 2002; Francis, 2004b). L’existence d’un système de transport actif

pourrait expliquer ce passage du milieu vasculaire vers le cerveau au travers de la barrière

(Gutienez, 1993). Comme revu par Banks et cou. (Banks, 1995), ces transporteurs sont

saturables et possèdent une vitesse lente de transport (comparables aux transporteurs pour

des composés hydrosolubles comme la morphine). Néanmoins, les quantités importées du

sang vers le système nerveux central semble être efficaces, en prenant pour exemple encore

une fois la morphine. À la lumière de ces observations, il est possible qu’une partie des

cytokines retrouvées à l’intérieur de la barrière hémato-encéphalique soit due à

l’importation de ces dernières par des transporteurs. L’effet pro-apoptotique observé par

Wam et cou. (Wann, 2005a) pourrait donc être dû en partie à ce transport.

La synthèse de TNFŒ à l’intérieur de la barrière hérnato-encéphalique pourrait

également expliquer sa présence au niveau du système nerveux central. Par des

mécanismes encore peu caractérisés, les dommages ou l’inflammation du tissu périphérique

entraînent une augmentation de la synthèse de cytokines dans le cerveau (Pan, 1997;

Tumbuli, 1998; Tilders, 1999). Francis et cou. (francis, 2004a) ont observé la synthèse de

TNFŒ à l’intérieur du cerveau (hypothalamus) suite à un infarctus du myocarde, un

exemple de dommage périphérique. Ils proposent un mécanisme neuronal régulant cette

synthèse et stimulé par l’infarctus lui-même. Dans une étude subséquente, le même groupe

(Francis, 2004b) a observé une dissociation entre les niveaux circulants de TNfŒ et ceux

retrouvés dans le cerveau. Ils démontrent cependant que les nerfs afférents sympathiques

cardiaques sont critiques pour altérer la synthèse de cytokine. En effet, la destruction de

ces nerfs par l’application de phénol à la surface myocardique réduit la synthèse de TNFa

dans l’hypothalamus suite à un infarctus du myocarde (cette méthode a été validée par

d’autres groupes auparavant (Mann, 1996; Bozkurt, 1998; Longhurst, 2001)). De plus, ils

observent une diminution de synthèse de la cytokine suite à une vagotomie bilatérale. Ce
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résultat contraste avec le fait que la stimulation du nerf vague par des cytokines

périphériques (sans dommages périphériques comme l’infarctus du myocarde) penuet la

synthèse de cytokines pro-inflammatoires dans le cerveau (Francis, 2001). Le mécanisme

d’action de cette modulation pourrait donc être différent lors d’un dommage tissulaire

cardiaque (infarctus) d’un endommagement périphérique. Il impliquerait les nerfs afférents

sympathiques cardiaques de concert avec le nerf vague. Cette synthèse sous contrôle

neuronal pourrait expliquer les résultats obtenus par Wann et coli. (Wanri, 2005a).

Évidemment, d’autres travaux sont nécessaires afin de valider cette hypothèse.

f inalement, un dernier mécanisme expliquant la présence d’apoptose dans les

structures cérébrales à l’intérieur de la barrière hémato-encéphalique pourrait engager la

cyclooxygénase de type 2 (COX-2) et la synthèse de prostaglandines E2 (PGE2). Il a été

démontré que les cytokines circulantes comme le TNTŒ liaient leurs récepteurs à la surface

des cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique (Nadeau, 1999). Cette liaison

entraîne par la suite la synthèse de la protéine COX-2 à l’intérieur des cellules endothéliales

(Cao, 1995; Lacroix, 199$; Quan, 199$; Laflamme, 1999; Nadeau, 1999) et ce, via le

facteur nucléaire xB (NF-KB). Ce facteur de transcription est capable de lier le promoteur

du gène de COX-2 et d’en induire sa transcription génique (Crofford, 1997; Sorli, 199$).

COX-2 provoque ultérieurement la génération de PGE2, substance qui diffusera librement

vers l’intérieur de la barrière hémato-encéphalique (Zhang, 2003) et entraînera l’apoptose

de certaines structures cérébrales. Supportant cette hypothèse, l’inhibition de COX-2 ou

son inactivation génique s’est avérée efficace à réduire ces dommages apoptotiques dans

l’hippocampe via la réduction de PGE2 (Li, 2003; Sasaki, 2004). L’effet anti

inflammatoire du pentoxifylline dans le modèle de Wann et coli. (Wann, 2005a) pourrait

donc s’expliquer par la réduction de l’activation de COX-2, diminuant par le fait même la

synthèse de PGE2 et l’apoptose au niveau de l’amygdale. D’autres travaux sont nécessaires

afin de valider cette hypothèse.
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En somme, l’effet pro-inflammatoire du TNFa semble expliquer les phénomènes

apoptotiques observés au niveau de l’amygdale lors d’une dépression post-infarctus puisque

l’inhibition de sa synthèse entraîne une régression de l’apoptose. Les mécanismes

expliquant cette mort cellulaire sont encore inconnus dans ce modèle de dépression post

infarctus mais pourraient inclure la signalisation cellulaire pro-inflammatoire induite par le

TNFŒ, qu’elle soit initiée à l’extérieur ou à l’intérieur de la barrière hémato-encéphalique.

Une thérapie anti-inflammatoire semble donc une cible efficace pour réduire les processus

apoptotiques au niveau de l’amygdale et pourraient provoquer une réduction de la

dépression post-infarctus.



o
Chapitre 6

Hypothèses

6.1 Hypothèse 1: Cardioprotection aigui dépendante de la PI3K

La reperfusion des tissus ischémiques limite les dommages induits par l’occlusion

d’une artère coronarienne. Cependant des événements délétères, appelés lésions de

reperfusion, survenant durant cette période, diminuent son efficacité à limiter l’étendue des

lésions irréversibles. Elles incluent l’accumulation de neutrophiles et de plaquettes, la

génération massive de radicaux libres, la surcharge calcique et l’apoptose des cellules

cardiaques. En inhibant ces lésions de reperfusion avec des agents pharmacologiques, il est

possible de réduire la taille de l’infarctus.

Plusieurs agents pharmacologiques ont démontré leur efficacité à réduire la taille de

l’infarctus du myocarde même si leur administration était limitée à la période de

reperfusion. La stimulation des récepteurs A2A de ladénosine par des agonistes est parmi

les différentes interventions pharmacologiques efficaces à prévenir les lésions de

reperfusion. Toutefois les mécanismes intracellulaires responsables de cette

cardioprotection ne sont pas encore identifiés. Par ailleurs, les récepteurs A2A de

l’adénosine engendrent une réduction de la mort cellulaire par apoptose lors d’un infarctus

du myocarde. Nous avons donc choisi de porter notre attention sur deux voies de

signalisation qui pourraient être modulées par les récepteurs A2A de l’adénosine tout en

étant impliquées dans cette cardioprotection, soient les voies engageant la PI3K et la

caspase-3.

Il a été démontré que l’activation de la PI3K permet la génération d’un signal de

survie cellulaire et permet la réduction des processus apoptotiques (Datta, 1997; Cardone,

1998; Datta, 1999; Kuwahara, 2000) (revue par Hausenloy et Yellon (Hausenloy, 2004)).

L’inhibition des caspases, comme la caspase-3, engendre aussi un sigral de survie ou réduit
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celui de mort cellulaire (Black, 1998; Yaoita, 1998; Holly, 1999; Huang, 2000; Mocanu,

2000; Regan, 2003). Toutefois, aucune étude n’a déterminé si l’activation des récepteurs

A2A de l’adénosine peut moduler l’activité de ces enzymes dans un modèle de

cardioprotection post-ischémique.

Les travaux présentés dans la première partie de cette thèse consistaient donc à

établir si la stimulation des récepteurs A2A de ladénosine pouvait réduire la taille de

l’infarctus du myocarde dans un modèle expérimental d’ischémie-reperfusion (cinq heures

de reperfusion) et si cette stimulation modulait l’activité de la PI3K et de la caspase-3.

6.2 Hypothèse 2 : Cardioprotection soutenue

Malgré le potentiel cardioprotecteur de plusieurs molécules, certaines d’entre elles

ne font que retarder l’apparition des dommages myocardiques suite à une ischémie

reperfusion. Une protection peut être présente avec de courtes périodes de reperfusion (en

général, plus courte durée que cinq à six heures) mais en prolongeant la période de

reperfusion au-delà de cette période, la protection est perdue et la taille de l’infarctus est

similaire à un groupe témoin sans cardioprotection (absence de traitement). Les études de

Chambers et cou. (Chambers, 1983) et Simpson et coll. (Simpson, 1988) en sont de bons

exemples.

La protéine Akt est reconnue comme possédant un effet cardioprotecteur lors de son

activation en reperfusion (revue par Hausenloy et Yellon (Hausenloy, 2004)). De façon

similaire, les protéines Hsp sont également reconnues comme pouvant jouer un rôle dans la

cardioprotection par diverses molécules ou procédés (revue par Latchman (Latchman,

2001) ou Snoeckx et coll. (Snoeckx, 2001)). CREB pourrait aussi être un modulateur de la

cardioprotection post-ischémique. Il demeure cependant inconnu si une stimulation post

ischémique des récepteurs A2A de l’adénosine peut engendrer leur modulation

simultanément à une réduction de la taille de l’infarctus du myocarde.

C
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Les travaux présentés dans la deuxième partie de cette thèse consistaient donc à

établir si la stimulation post-ischémique des récepteurs A2A de ladénosine pouvait

engendrer une cardioprotection soutenue (« pei-manente ») dans un modèle d’ischémie

reperfusion (72 heures de reperfusion) et si cette stimulation modulait l’activation d’Akt et

de CREB ainsi que l’expression de Hsp27 et Hsp7O.

6.3 Hypothèse 3 : Régression de l’apoptose post-infarctus

L’apoptose à l’intérieur de certaines structures cérébrales pourrait constituer un

mécanisme expliquant les symptômes de dépression post-infarctus. En effet, Warm et coli.

(Wanri, 2005a) ont démontré que l’apoptose avait lieu au niveau de l’amygdale suite à un

infarctus du myocarde, phénomène caractérisé par une augmentation des processus pro

apoptotiques et une réduction de ceux anti-apoptotiques. L’amygdale étant une structure

clef du système limbique associée aux composantes émotionnelles, motivationnelles et

homéostatiques des troubles dépressifs (Nieuwenhuys, 1996), ces observations pourraient

démontrer son implication dans la dépression post-infarctus.

Wann et cou. (Wann, 2005a) ont administré le pentoxifylline et ont observé une

régression de ces processus apoptotiques. Cette molécule est un inhibiteur de synthèse de

cytokine, en particulier du TNFa. L’effet anti-inflammatoire d’inhibition de TNfa rend

possible la modulation de l’apoptose au niveau de l’amygdale suite à un infarctus du

myocarde.

Les récepteurs A2A de l’adénosine possèdent également un effet anti-inflammatoire.

Ils engendrent une réduction de la taille de l’infarctus du myocarde lorsque stimulés lors de

la reperftision et possèdent la caractéristique de réduire la synthèse de TNfŒ. Cependant, il

demeure inconnu si cette même stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine peut

simultanément conduire à une cardioprotection et à une régression des processus

apoptotiques post-infarctus au niveau de l’amygdale.

C
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Les travaux présentés dans la troisième partie de cette thèse consistaient donc à

établir si la stimulation des récepteurs A2A de ladénosine pouvait engendrer une régression

des processus apoptotiques observés au niveau l’amygdale dans un modèle d’ischémie

reperfusion (72 heures de reperfusion) et de dépression post-infarctus et ce, via un effet

anti-inflammatoire par réduction du TNfŒ.
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Chapitre 7

Méthodologie

Afin d’alléger la lecture de cette thèse, la méthodologie n’a pas été détaillée dans

cette section. Cette partie de la thèse est présentée dans chacun des articles figurant dans

cette thèse au niveau de la section «Methods» de ceux-ci. Il est possible d’y trouver tous

les détails en rapport aux procédures chirurgicales quant à la génération de l’infarctus du

myocarde. Par ailleurs, les différentes méthodes utilisées afin de déterminer l’activation

des voies de signalisation ainsi que l’expression des différentes protéines exposées dans

l’introduction de cette thèse y sont décrites.
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ABSTRACT

Activation of myocardial A2A adenosine receptors during reperfusion has been

shown to be cardioprotective. The intracellular mecianisms underlying this protection

remain unknown. In order to understand the beneficial effects of activated A2A adenosine

receptors in such a state, we investigated whether the enzymes phosphatidylinositol 3-

kinase (PI3K) and caspase-3 can account for this post-ischemic cardioprotective effect in an

anaesthetised rabbit model ofmyocardial infarction (30 min ischemia; 5 hours reperfusion).

Administration of the A2A agonist CGS2 1680 (0.2 jig/kg/rnin) five min before reperfusion

began (Early) reduced infarct size expressed as a percentage of the area at risk

(25.7 + 5.3 % vs. 46.5 ± 5.3 % for the control group; *p<o.o5). Treatment with the A2A

agonist five minutes after the onset of reperfusion (Late) had no effect on infarct size

(3 8.2 ± 6.2 %). In presence of a selective inhibitor of PI3K (LY294002), the beneficial

effects of CGS2 1680 on infarct size was no longer observed (43.9 ± 7.9 %). After 5 hours

ofreperfusion, higher PI3K activity in the ischemic region was observed in the Early group

compared to the other experimental groups. Caspase-3 activity was not obseiwed in these

different groups. In another set of experirnents, PI3K activity was significantly higher

during the first 15 minutes of reperfusion in the Early group as compared to the Control

group. Caspase-3 activity increased rapidly during the first 15 min. of reperfusion in the

Control group, remaining stable in the Early group. These resuits indicated that post

ischemic cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor activation is PI3K-dependent

and modulate rapidly other signaling pathways such as caspase-3.

KEYWORUS

A2A adenosine receptors, cardioprotection, reperfusion injury, myocardial infarction,

phosphatidylinositol 3-kinase
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INTRODUCTION

Cardioprotection can be afforded before or after ischemia by adenosine receptors

activation. Activation of A1 or A3 adenosine receptor subtypes before the onset of sustained

isciemia reduces infarct size significantly (1, 2). Intracellular signaling pathwavs involved

in these beneficial effects have been identified to involve kinases folÏowed by

phosphorylation and activation of membrane end-effectors possibly via KATp chanriels (3).

Activation of A2A adenosine receptors is effective at doing so during reperfusion (4). A2A

adenosine receptor activation post-ischemia may exert beneficial effects by interfering with

the deleterious events associated with neutrophil accumulation (5, 6), oxygen free radical

production (6, 7) or apoptosis (4). The molecular signaling pathways involved in any post

ischemic cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor activation remain unknown.

Experimental evidence suggests that celi death occurring during reperfusion is due

to apoptosis (8, 9). Early afier the onset of reperfusion (10), apoptotic stimuli activate the

caspase cascade that involves caspase-3, which cleaves substrates important to the

maintenance of cellular integrity (11). Post-ischemic pharrnacological interventions that

reduce infarct size may thus interfere with apoptosis (4, 12). In order to detennine the

intracellular signaling pathways involved in the cardioprotection afforded by A2A adenosine

receptor activation, we studied two enzymes that can be modulated by stimulation of G

protein-coupled receptors and involved in ceil survival.

PI3K is a key sigraling enzyme that modifies downstrearn effectors sucli as kinases

that are involved in celi growth and protein synthesis, thus cell survival (13). Among the

different downstrearn effectors, PKB/Akt can inhibit caspase-9, a protease crucial in the

initiation of apoptosis. PKB/Akt can also phosphorylate Bad which can no longer, as a

consequence, interact with Bd-2 or Bd-xi allowing them to inhibit apoptosis.

The second enzyme, caspase-3, is rapidly activated during the early phase of

apoptosis thereby contributing to cd death. Inhibition of caspase-3 during reperfusion
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induces a significant reduction of infarct size. This suggests an important role for this

enzyme in reperfusion injury (12, 14). Interestingly, it has been reported that activation of

PI3K reduces caspase-3 activity (15-17). According to these findings, PI3K seerns to be

upstream of caspase-3 and thus may act as an important enzyme in post-ischemic

cardioprotection.

The present study was conducted to deterrnine the role of A2A adenosine receptors

in modulating PI3K and caspase-3 activities and thus the role of the former in

cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor activation.

o
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METHODS

Materials

Ail chemicals were obtained from Sigma (St-Louis, MO) unless specified. 2-(4-

Morpholinyl)-8 -phenyl-4H- 1 -benzopyran-4-one (LY2 94002) was from Calbiochem (La

Joua, CA). Leupeptin and Microcystin LR were from Alexis Biochemicals (San Diego,

CA). Anti-phospho-tyrosine (PY99) and secondary antibodies were from Santa-Cniz

Biotechnology (Santa-Cruz, CA). Tween 20 and [y32P]-ATP were purchased from

Amersham Pharmacia Biotech (B aie-d’ Urfé, Canada). Dimethylsulfoxide (DMS O),

Tris(Hydroxyrnethyl)aminornethane (Tris), sodium chloride and sodium dodecyl sulfate

(SDS) were from Laboratoire MAT (Beauport, Canada). Ac-DEVD-AMC is from BD

Biosciences (Toronto, Canada) Lowry protein assay reagents were from Bio-Rad

Laboratories (Hercules, CA). Enhanced Chemiluminescence Reagents was from Perkin

Elmer (Markham, Ontario).

Experimental groups

Protocol A: New-Zealand white rabbits (Charles River Cànada, Saint-Constant,

Québec) weighting between 2.3 and 3.1 kg were randomly assigned to one of the four

following groups (8-10 anirnals/group): 1) Control group receiving vehicle (DMSO), 2)

Early-treated group (Eariy) where 2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5 ‘-N

ethylcarboxamidoadenosine hydrochioride (CGS 216 80; A2A adenosine receptor agonist)

was administered five minutes before the beginning of reperfusion (0.2 ig/kg/min) into the

marginal ear vein, 3) Late-treated group (Late) where the same agonist was administered

five minutes after the beginning of reperfusion (0.2 }ig/kg/min), and 4) Early-treated group

with the A2A agonist and selective PI3K inhibitor (Early + LY) where CGS21680

(0.2 jig/kg/min) and LY294002 (selective PI3K inhibitor; 1.66 ig/kg/min) were
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C
administered sirnultaneously five minutes before the beginning of reperfusion. CGS2 1680

and LY294002 were solubilised in DMSQ. Treatments were administered for 120 minutes

in ail groups. Dosage of the LY294002 used in the present study was determined from

resuits obtained in aprevious pilot study. Dosage ofCGS2168O was chosen in accord to the

protocol used by Zhao et al. (4).

Frotocot 3: Three groups were constituted: 1) Control group receiving vehicle

(DMSO), 2) Early-treated group (Early) where CGS21680 was adrninistered five minutes

before the onset of reperfusion (0.2 ig/kg/rnin), 3) Late-treated group (Late) where

CGS2 1680 was administered 5 minutes after the onset ofreperfusion.

Surgery

Rabbits were handled in compliance with procedures of the Animal Care Local

Committee. Ketamine/xylazine (35-50 rng/kg and 5 mg/kg i.m. respectively) was used to

induce anaesthesia which was maintained with isoflurane (1.5 ¾). Rabbits were intubated

and placed on an artificial respirator to maintain physiologic levels of blood gases.

Catheters were inserted into the carotid and femoral arteries to collect biood and monitor

arterial pressure. Electrodes were placed on front paws to record ECG and heart rate. A lefi

thoracotomy was perforrned at the fifth intercostal space and the lft anterior descending

coronary artery was occluded with a silk suture. Ischemia was confimied by ST segment

alterations and cyanosis on the myocardial surface. After 30 minutes of occlusion

(ischemia), the ligature was loosened and the myocardial tissue was reperfused.

Reperfusion was confirmed by the disappearance of cyanosis. The suture used to occlude

the artery was left in place to localize the site of occlusion and to assess infarct size later. In

protocol A, the reperfusion period lasted 5 hours. In protocol B, the reperfusion period was

limited to 0, 5 or 15 minutes.
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Measurement of area at risk and infarct size

At the end of the reperfusion period, the heart was removed and the left anterior

descending coronary artery was occluded at the sarne site in order to determine the area at

risk (AR) with infusion of Evans Blue (0.5 ¾) by retrograde perfusion into aorta (protocol

A and B). The heart was then placed at -70°C for five minutes and siiced in 4-5 transverse

sections of two mm. Each section was incubated five minutes at 37°C in a

triphenyltetrazolium chloride solution (TTC 1 ¾, pH 7.4) to detennine the area ofnecrosis

(protocol A only). Myocardial infarction was expressed as a percentage of necrosis (I) of

the AR. Moreover, AR was expressed as a percentage of left ventricie (LV) area. Ischemic

central left ventricle sections from suces 2 to 4 were dissected into two equal endocardial

and epicardial portions regardless of the localization of the myocardial infarction (protocol

A and B). The non-ischemic portions ofthe lefi ventricle were dissected to serve as internai

control. Cardiac tissue was then subjected to snap freezing in liquid nitrogen and stored at -

80°C until used.

PI3K activity

frozen cardiac tissue samples were hornogenized in lysis buffer (50 mM Tris (pH

7.5), 20 mM 3-g1ycerophosphate, 20 mM NaF, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM

Na3VO4, 10 mM benzamidine, 0.5 mM PMSF, 10 jig/mL Leupeptin, 5 mM DTT, 1 iM

microcystin LR, and 1 % Triton X-100) with a polytron homogenizer (10 second bursts at

maximum speed). The homogenate was centrifuged at 1000 x g for 10 minutes at 4°C. The

supernatant was removed, incubated for 30 minutes at 4°C, and centrifuged for 15 minutes

at 10,000 x g at 4°C. The protein content was then assessed using the Lowry method (Bio

Rad). Protein extracts were precipitated with anti-phosphotyrosine antibody conjugated to

biotin (1:50) overniglit at 4°C. The immune compiex was pelieted and washed three times

with lysis buffer and twice with phosphate-buffered saline buffer containing 0.1 M

Na3VO4. The immune pellet was then suspended in activation buffer (35 mM ATP, 0.2 mM
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adenosine, 30 mM MgCI2, 10 mg/mL L-Œ-phosphatidylinositol and 20 jiCi (y32P]-ATP)

and incubated at room temperature for 20 minutes. The reaction was stopped with the

addition of 100 tL hydrogen chloride 1M and 200 jiL ofChloroform:Methanol (1:1). The

aqueous phase was then discarded. Eighty 4L of hydrogen chloride:Methanol (1:1) were

then added before discarding the aqueous phase. Twenty jiL of the organic phase

containing 32P-Phosphatidylinositol were resolved by thin layer chromatography on K6

Silica Gel plates (Whatman, Clifton, NJ) in a solvent system containing

Chloroforrn:Methanol:ammonium hydroxide (45:35:10). Plates were exposed to film for

three to five days (-80°C) prior to revelation.

Caspase-3 activity

Frozen cardiac tissue sampes were lyophilised and cytosolic proteins were

extracted in lysis buffer (1 % Triton X-100, 0.32 M Sucrose, 10 mM Tris (pH 8.0), 5 mM

EDTA, 2 mM DTT, lmM PMSF, 10 ig/rnL Leupeptin, 10 ig/mL Pepstatin A, 10 g/mL

Aprotinin). Enzymatic reactions were perforrned in reaction buffer (50 mM Tris (pH 7.5),

5 mM MgC12, 1 mM EGTA, 0.1 % CHAPS, 1 mM DTT) with 25 ag of proteins and

fluorogenic substrate, Ac-DEVD-AMC (401iM). Reactions were incubated at 37°C for 3

hours and stopped with the addition of 0.4 M NaOH and 0.4 M Glycine buffer.

Fluorescence was quantified with a spectrofluorometer (Photon Technology International,

Lawrenceville, NJ, USA) at an excitation wavelength of 365 nrn and an emission

wavelength of 465 nrn.

Statistics

Results are expressed as mean (+ standard error of the mean) and were evaluated

using analysis of variance and covariance adapted for factorial experimental design (18).

p<O.05 was considered significant.
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RESULTS

Hematological and hemodynamïc data

Ail groups were similar in terrns ofweight, hematocrit, hemoglobin, leukocyte, and

platelet number at occlusion time (Table 1). Heart rate and systolic pressure were similar

between groups throughout experiments (Fig. lA, B). These resuits indicated that neither

CGS21680 dosage nor LY294002 exerted any significant effect on monitored

hemodynamic parameters.

Infarct size

Area at risk (AR), expressed as a percentage of the total left ventricle (LV) area,

was similar for ail groups, representing more than 45 ¾ of the LV area (fig. 2B). Infarct

size, expressed as a percentage of the AR (I/AR), was significantly smalier in the Early

group (25.7 ± 5.3 ¾) when compared to Control (46.5 + 5.3 ¾) and Late (3 8.2 ± 6.2 ¾)

groups (Fig. 2A; *p<o.os). In presence of LY294002, cardioprotection obsenied with the

early administration of CGS2 1680 (Eariy + LY) was no longer present (43.9 + 7.9 ¾).

These resuits suggest that PI3K is involved in infarct size modulation during A2A adenosine

receptor activation.

ProtocoÏ A

PI3K activity

To determine A2A adenosine receptor activation effects in the signaiing pathways

involved during post-ischemic cardioprotection, we measured PI3K activity by in vitro

phosphorylation of L-a-phosphatidylinositol. PI3K activity was enhanced significantly

within the Early group with CGS21680 (Fig. 3) when compared to Control and Late

groups. Indeed, PI3K was 64.2 + 8.3 % and 64.5 + 10.i ¾ for endocardial and epicardial

ischemic regions respectively (Control group values being 46.5 ± 5.3 % and 26.0 + 5.0 ¾



129

and Late values being 38.2± 6.2 ¾ and 17.0 ± 3.1 % for endocardial and epicardial

ischemic regions respectively). In the presence of LY294002 a]ong with CGS2 1680 (Early

+ LY), no PI3K activity was detected in ischernic or non-ischemic regions.

Caspase-3 activity

As a potential key participant in the reperfusion injury, we measured caspase-3

activity in our experirnental model. After 5 hours of reperfusion, we were unable to detect

any significant activity in tissues derived from the different experimental groups (data not

shown).

Protocol B

Kinetics of activation of PI3K and caspase-3 early after the onset of reperfusion

To estimate the effect of CGS21 680 on the different enzyme activities during the

eariy phase of reperfusion, we sacrificed the animais afier 30 minutes of ischemia followed

by 0, 5 or 15 minutes of reperfusion. At the end of the ischemia period (0 minutes of

reperfusion), PI3K activity rneasured in the area at risk was sirnilar between Control and

Early groups. However, afier 5 minutes of reperfusion, ischernic regions from the Controi

group demonstrated a significant reduction in PI3K activity (Fig. 4). This activity remained

constant in the Early group. This reduction was greater after 15 minutes mainly in the

ischemic endocardium. In the Late group, PI3K activity was not significantly different from

that observed in the Control group at 15 minutes of reperfusion.

At the end of the period of ischemia, caspase-3 activity was similar among groups

(Fig. 5). However, 5 minutes after the onset of reperfusion, caspase-3 activity was

significaritiy increased in ischemic regions of the Control group as compared to the Early

group. This effect was maintained during the first 15 minutes of reperfusion in the

endocardial ischemic region. In the epicardiai ischemic region, no statistical difference was
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detected. Activity observed in the Late group indicated that treatment was ineffective to

reduce caspase-3 activation.

DISCUSSION

The present study demonstrates that the beneficial effects exerted by A2A adenosine

receptor activation on the post-ischernic rnyocardium are PI3K-dependent. furtherrnore, in

the presence of a selective PI3K inhibitor (LY294002), A2A adenosine receptor activation

imparted no furtlier cardioprotection. We also observed that cardioprotective therapy via

A2A adenosine receptor activation inversely modulates the PI3K and caspase-3 activities.

CGS2 1680 therapy, instituted 5 minutes after the onset of reperfusion, did flot affect the

PI3K and caspase-3 activities as compared to Control group, thus was unable to impart any

cardioprotection. These resuits indicate the potential significance of these enzymes in the

cardioprotective effects of A2A adenosine receptor activation. The reduction of infarct size

by post-ischemic A2A adenosine receptor stimulation that we observed lias been

demonstrated by other groups in different experimental models, including pigs (19), rabbits

(20-22), and dogs (4, 6, 23). We also observed that the same regimen starting 5 minutes

afier the onset ofreperfusion is ineffective in reducing infarct size. A proposed by Horwitz

et al. (24), these data indicate that the optimal timing of therapy administration depends of

the pharmacokinetics, diffusibility and mechanism of action of these selective

pharmacological agents.

The present study is, to our knowledge, the first to identify the PI3K signaling

pathway as a key target for post-ischemic cardioprotection afforded by A2A adenosine

receptors. These receptors are not unique with respect to dependence on PI3K signaling for

post-ischernic cardioprotection. Indeed, it lias been shown that the beneficial effect ofpost

infarction insulin can also be blocked via a PI3K inhibitor (25, 26), as can the effects of

bradykinin (27). PI3K is involved in celi survival and limits apoptosis by modulation of
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downstream target effectors such as PKB/Akt and 70s6 kinase Both enzymes can

phosphorylate Bad, maintaining cytosolic sequestration of this protein in its inactive form.

When Bad is activated and transiocated to mitochondria, it forrns a heterodimer with Bd-2

or Bel-xi to promote apoptosis (28). It lias also been suggested that PI3K activation is

beneficial to the post-ischernic myocardium by decreasing caspase-3 aetivity (16). Data

obtained from protocol B demonstrate that caspase-3 aetivity in the Eariy group is sirnilar

to that observed in non-ischernic regions whereas caspases-3 activity in the Control group

increases. Stable caspase-3 activation in Eariy-treated animals during early reperfusion

parallels PI3K activity. In eontrast, activity of both enzymes diverged in the Control group,

presurnably acting to promote cell death by apoptosis. Overall, the present data support a

previous study indicating that A2A adenosine receptor activation reduces apoptosis as

evaluated by TUNEL staining and DNA fragmentation (4).

Jriterestingly, resuits obtained in the Late group indicated PI3K and caspase-3

activities are similar to Control group, in contrast to the Early group. These resuits suggest

that coupling between A2A adenosine receptors and these enzymes is not direct and

involves other proteins. If indeed direct coupling occurred between receptors and these

enzymes, the activity measured in both treated group (Eariy and Late) would have been

more similar than that which we observed. Although second messenger(s) invoived in

modulating PI3K and caspase-3 activities remains unluiown, recent studies indicate that

cAMP may modulate PI3K activity (29, 30). These findings are interesting since A2A

adenosine receptors are positiveiy coupied to adenylyl cyclase and thus cAMP production.

further studies are needed to confirm the role of cAMP in this beneficial effect.

MyocardiaÏ tissue was separated in two regions (endocardial and epicardial

ischemic regions) because of observations demonstrating that endocardium is more

sensitive to iscliemia than epicardium (31). Therefore, enzyme activity differences may be

more prominent in the former region when comparing treated groups to control. Our resuits

confirm that differences occur in both regions, reflecting the relative extent of damage in
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each area. However analysis ofcovariance did flot indicate any relation between infarct size

and PI3K or caspase-3 activities after 5 hours of reperfusion. In addition, we observed a

significant difference in PI3K and caspase-3 activities after 5 minutes of reperfusion.

According to Ganz et al. (32), 5 minutes of reperfusion are not sufficient to detect any

significant progression ofinfarct size. These resuits suggest that the extent of damage plays

a minor role in the PI3K and caspase-3 activities observed and that other factors, including

A2A adenosine receptors activation, are involved.

In the present study isoflurane was used as the anesthetic agent. It bas been shown

that isoflurane can reduce infarct size with a mechanism similar to preconditioning (33, 34).

In our study, however, isoflurane did flot reduce infarct size. This discrepancy can be

explained by the fact that preconditioning induction can be achieved by stopping

administration of isoflurane a few minutes before the ischemic period begiiming, thereby

achieving maximum cardioprotective effect; this was flot the case in our study.

A2A adenosine receptors are mediators of vasodilation processes and may induce

hypotension. In the present study, mean arterial pressure did flot differ throughout the

experirnent arnong groups. This suggests that the CGS216$O dosage used had no

hypotensive effect. Similar resuits were also obtained by Zhao et al. (4) using the same

regimen of CGS21680 treatrnent. On the other hand, Jordan et al. (6) observed a reduction

in left ventricular peak systolic pressure with this agent. One possibility may 5e that

isoflurane, which possess cardiopressant effects, may mask any vasodilator effects of

CGS216$O. It is also possible that CGS21680 may induce vasodilation when infused

directly into the coronary artery (6) versus infusion into the marginal ear vein tour study) or

the left atrium (4). Another possibility is that A2A agonist concentration are not high enough

to induce any vasodilation. Cardioprotection afforded by the A2A agonist might also be due

to an indirect mechanism involving circulating celis such as neutrophils as obsenred by

others (4,6). further in vivo studies are needed to determine if CGS21680, when 50

administeied, acts directly on cardiomyocytes.
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Qne limitation of our study is that PI3K activities were deterrriined in tissue that bas

been incubated in TTC (protocol A). Resuits obtained from pilot studies indicate that these

activities were reduced by 25 to 30 % when tissues samples were incubated in TTC. Since

ail ventricular tissue samples (including areas at risk) were in contact with TTC, we

expressed our resuits in percentage tenns, comparing data from ischemic to non-ischemic

tissue. This provides a way to correct enzyme activity levels and thus eliminate inter-animal

variability. Moreover, in protocol B different activities were measured in tissues that were

not incubated in TTC. The differences observed between these groups were found to be

similar to those derived in protocol A, indicating that the methods of evaluating enzyme

activity in protocol A was reliable.

CONCLUSION

Our resuits indicated that post-ischemic cardioprotection afforded by A2A adenosine

receptor activation is PI3K-dependent and may rapidly modulate other signaling pathways

such as caspase-3.
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TABLE

Control Early Late Early + LY

Number 10 10 10 8

Weight(Kg) 2.6+0.1 2.5±0.1 2.5±0.0 2.5±0.1

Hernoglobin(g/L) 118±5 119±2 120±2 115±3

Hernatocrit (%) 36 ± 1 36 ± 1 36 ± 1 34 ± I

Leukocytes (10/L) 4.6 ± 0.5 5.5 0.3 4.6 0.4 5.9 ± 0.6

Platelets (1091L) 359 ± 16 356 ± 19 400 ± 26 386 ± 25

Table 1. Hematological and hernodynamic data from rabbits ofthe different groups

o

o
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Figure 2. A) ftifarct size (I) expressed as a percentage of the area at risk (AR) showed a

marked reduction in the Early group as cornpared to the other groups (*p<O.O5). Addition

of LY294002 (Early + LY) provokes a loss of the cardioprotective effect induced by

CGS2 1680. B) Area at risk (AR) expressed as a percentage of the left ventricle (LV) was

similar between groups.
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Figure 3 PI3K activity was assessed by in vitro phosphorylation of the L-a

phosphatidylinositol. Activity observed in the non-ischernic region was expressed as 100 %

and served to normalize the activity found in the ischemic region. Significantly increased

PI3K activity in both endocardial and epicardial ischernic regions was observed only in

Early group when cornpared to the Control, Late and Early + LY groups (*p<O.05). No

PI3K activity was detected in the ischemic regions in the Early + LY (inset). Inset is

showing typical substrate phosphorylation for the Control and Early + LY groups. Eo

represents endocardial ischemic region, Ei, epicardial ischemic region and NI, non

ischemic region.
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Figure 4 Kinetics ofPI3K activation during the early phase ofreperfusion in Control, Early

and Late groups for endocardial (endocardium) and epicardial (epicardium) ischemic

regions. Activity was expressed as a percentage of the activity obseiwed in the non

ischemic (NI) region. At the end of the iscliernia period (onset of reperfusion), PI3K

activity was similar to the one detenriined in the non-ischemic region. Afler 5 minutes,

activity was significanlly increased in both endocardial and epicardial ischemic regions

oniy in the Early group when compared to the Control group (*p<O.O5). No significant

difference was observed between Control and the Late groups at 15 minutes of reperfusion.
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Figure 5 Kinetics of caspases-3 activation during the early phase ofreperfusion in Control,

Early and Late groups for endocardial (endocardium) and epicardial (epicardium) ischemic

regions. Activity was expressed as a percentage of the activity observed in the non

ischemic (NI) region. At the end of the ischemia period (onset of reperfusion), caspases-3

activity was similar to the one determined in the non-ischemic region. Afier 5 minutes,

activity was significantly decreased in both endocardial and epicardial ischemic regions

only in the Early group when cornpared to the Control group (*p<O.O5). This difference

tends to be limited in the epicardial region at 15 minutes of reperfusion but not in the

endocardial region. Activity observed in the Late group was similar to the one observed in

the Control group.
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ABSTRACT

This study vas designed to deterniine whether cardioprotection afforded by A2A

adenosine receptor stimulation can be sustained and to determine the effect of the A2A

adenosme receptor agonist on Akt and cAMP-Response Element Binding Protein (CREB)

activation, as well as Hsp27 and Hsp7O protein expression in such events. The Ieft anterior

descending coronary artery was occluded for 40 minutes in anesthetized rats followed by

72 hours of reperfusion. A2A agonist (CGS2 1680 at 0.2 j.ig/kg/min) was administered for

120 minutes, starting either 5 minutes prior to (Early) or after (Late) the beginning of

reperfusion. Infarct size was reduced significantly in the Early compared to the Control

group (35.2 ± 1.9% and 52.5 + 3.4% respectively; p<O.O5) whereas no difference was

observed with the Late group (44.5 + 7.1%). After 72 hours of reperfusion, dmg

administration was accompanied by Akt activation (Early, 12 1.8 ± 17.6%; Late,

118.1 ± 16.4%; p<O.O5), as well as elevated Hsp27 expression (Early, 197.2 + 27.7%; Late,

203.8 ± 36.8%; p<O.OS); CREB activation and Hsp7O expression were flot altered. In

another set of experiments in which reperfusion was limited to 15 mm, Akt was activated

only in the Early group (12 1.8 ± 17.6%; p<O.O5). Moreover, CREB vas activated in both

the Early and Late groups (98.4 ± 8.3% and 107.0 + 6.5%, respectively; p<O.OS) whereas

Hsp27 and Hsp7O expression were not altered. These results demonstrate that A2A

adenosine receptor activation induces a sustained cardioprotection only if the therapy is

instituted pnor to reperfusion. This myocardial protection is associated by an early pro

survival Akt activation. CREB activation and Hsp27 content do not seem to be associated

with cardioprotection as they are enhanced in both treated groups, suggesting indirect A2A

agonist and pathology related effects.

KEYWORDS: A2A adenosine receptors, rnyocardial infarction, reperfusion,

cardioprotection, Akt, CREB. heat shock protein
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INTRODUCTION

Salvage ofthe ischemic myocardium can be achieved by early coronary reperfusion

(1). On the other hand, reperfusion initiates a series of deleterious rnyocardial phenomena

called reperfiision injury. Such events involve neutrophil and platelet accumulation (2-4),

free radical generation (5), lysosomal enzyme release (6) and apoptosis ofmyocardial ceils

(7, $). Ail of these factors compromise the survivai of jeopardized myocardial tissue to

induce celi death.

Adenosine and A2A adenosine receptor agonists exert protective effects against

reperfusion injury (9-23) (for reviews see (24, 25)). A2A adenosine receptor stimulation

during the first 2 hours of reperfusion reduces both infarct size and apoptosis (1$) via

mechanisms involving reduction of caspase-3 activity and phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K) activation (22). Whether this beneficial effect is sustained or delays ceil death as

observed with other therapeutic agents (26, 27) rernains unknown.

A2A adenosine receptors are Gs protein-coupled receptors that generate cAMP and

activate PKA. The cAMP-response element-binding protein (CREB) is a transcription

factor activated by PKA via phosphorylation on serine 133 in response to cAMP generation

(for review see (2$, 29)), such as occurs during A2A adenosine receptor stimulation. CREB

significance in a model of post-ischemic cardioprotection is yet to be resolved but it may

reduce apoptosis as observed in vitro with PC12 cells.

One possible rnechanisrn explaining A2A rnediated myocardial protection would be

that CREB activation could lead to increased expression of protective genes and proteins

(30) such as Heat shock proteins (Hsp). Hsp are ubiquitously expressed proteins involved

in protein chaperoning for adequate folding of other proteins (31, 32). Hsp27 and Hsp7O

are two major Hsp involved in cardiac protection. Ischernia (33, 34) and reperfusion (35)

can modify Hsp levels. Overexpression ofHsp7o in the intact heart (36) and overexpression

of Hsp27 in isolated cardiomyocytes (37, 3$) or the heart (39) confer resistance to

C
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ischemia-reperfusion injury, thereby dernonstrating a potential role of these Hsp in

cardioprotective processes.

Thus, this study was designed to deterniine 1) if the beneficial effect of A2A

adenosine receptors in post-ischemic cardioprotection is sustained, and 2) the relationship

between A2A adenosine receptor stimulation, cardioprotection and changes in signal

transducti on.
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METHODS

Materi ais

Ail chemicals were obtained from Sigma (St-Louis, MC) unless specified. 2-p-(2-

Carboxyethyi)phenethyiarnino-5 ‘-N-ethylcarboxamidoadenosine hydrochioride

(CGS2 1680) is from Tocris (1063; Bristol, UK). Leupeptin and Microcystin LR were from

Alexis Biochemicals (San Diego, CA). Anti-Hsp27 (C-20; sc-1048) was from Santa-Cruz

Bioteclïnology (Santa-Cruz, CA). Anti-CREB (06-863) and anti-phospho-CREB (06-5 19)

are from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Anti-Hsp7O (Ab-3; RB-080-A0) is

from Neomarkers (Fremont, CA). Anti-phospho-Akt (9271), anti-Akt (9272), and anti

rabbit antibodies (7074) are from Celi Signaling (Beverly, MA). Tween 20 was purchased

from Amersham Pharmacia Biotech (B aie-d ‘Urfé, Canada). Dimethylsulfoxide (DMS O),

Tris(Hydroxymethyl)aminomethane (Tris) and sodium chloride were from Laboratoire

MAT (Beauport, Canada). Lowry protein assay reagents were from Bio-Rad Laboratories

(Hercules, CA). Enhanced chemilurninescence reagents were from Perkin Elmer

(Markham, Ontario).

Experimental groups and protocols

Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, Saint-Constant, Québec), weighing

between 350-450g, were handled in compliance with procedures of the Local Animal Care

Committee.

Protocol A: Rats were randomly assigned to the foilowing groups: 1) Controi group

receiving vehicie (DMSO), 2) Early-treated group (Early) where CGS2168O (A2A

adenosine receptor agonist) was administered 5 minutes before beginning of reperfusion

(0.2 ig/kg/min) into the jugular vein, and 3) Late-treated group (Late) where the same

treatment was instituted 5 minutes afler the beginning of reperfusion. Treatments were

administered during 120 minutes. The dosage of CGS2 1680 was chosen in accordance with
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pilot study data and those obtained in previous studies (18, 22). Animais were sacrificed

after 72 hours of reperfusion. Six to ten hearts/group were used for infarct sizing and area at

risk measurernents and 4 hearts/groups were rapidly frozen without infarct sizing for

western blotting.

Protocol B: Rats were randomly assigned to the following groups: 1) Control group,

2) Early group, and 3) Late group. Animais wei-e sacrificed afler 15 minutes ofreperfusion

and treatments were administered until sacrifice. Four hearts/groups were rapidiy frozen for

western biotting.

hi vivo surgical procedure

Anesthesia was induced with ketamine/xyiazine (50 mg/kg and 5 mg/kg i.m.,

respectively) and maintained with isoflurane (1%). Animais were intubated and piaced on a

small animal respirator to maintain ventiiation. Body temperature was monitored during

surgery using rectal probe. A catheter was inserted into the jugular vein for systemic

administration of phanriacological agent. A PE-50 tube conriected to a pressure transducer

was inserted into the right carotid to measure arterial pressure throughout surgery.

Eiectrodes were placed on paws to record ECG and heart rate. A left thoracotomy was

performed and the ieft anterior descending coronary artery was occluded using a 4-0 siik

suture with a plastic snare. Ischemia was confirrned by ST segment alterations and

ventricuiar epicardiai cyanosis. Afier 40 minutes of occlusion (ischemia), the ligature was

loosened and the myocardial tissue was reperfused. Reperfusion was confinned by the

disappearance of cyanosis. For protocoi A, the thorax was ciosed after 15-30 minutes of

reperfusion and, following administration of the pharmacologicai agent, the animais were

returned to their cages. Antibiotic (15,000 TU penicillin G) and anaigesic (2 mg/kg of

butorphanol) therapies were instituted subsequent to surgery for ail animais. For protocoi

B, the thorax remained open untii the end ofthe reperfusion period (15 minutes).

C



152

Following the reperfusion period, the animais were sacrificed and their hearts were

rapidly excised. for one set of experirnents (protocol A), hearts were used exclusively for

infarct sizing and area at risk measurements. For the other set of experiments (Protocol A

and B), hearts were used for western blotting without infarct sizing and area at risk

measurernents.

Infarct sîzing and area at risk measurement

Infarct size and area at risk were detenriined as described previously (22). Briefly, at

the end of the reperfusion period, the heart was removed and the left anterior descending

coronary artery was occluded at the sarne site. In order to determine the area at risk (AR),

Evans Blue (0.5%) was infused into the aol-ta by retrograde perfusion. The heart was frozen

(-80°C for 5 minutes) and then sliced in 4-5 transverse sections of two mm. Each section

xvas stained at 37°C for 5 minutes in a 2,3,5-triphenyltetrazoÏium chloride solution (TTC

1%, pH 7.4) to determine the area ofnecrosis (I). Myocardial infarction vas expressed as a

percentage of necrosis of the AR (IIAR). Moreover, AR was expressed as a percentage of

left ventricle (LV) area (AR!LV).

Western blotting

Protein samples were prepared from snap frozen left ventricular tissue, as described

previously (22). Briefly, ischemic and non-ischemic cardiac tissue samples were

homogenized in lysis buffer (50 mM Tris (pH 7.5), 20 mM 3-glycerophosphate, 20 mM

NaF, 5 mlvi EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 10 mM benzamidine, 0.5 mM PMSF,

10 jig/rnL Leupeptin, 5 mM DTT, 1 iM microcystin LR, and 1% Triton X-100). The

homogenate was incubated for 30 minutes at 4°C, and centrifuged for 15 minutes at 10,000

x g at 4°C. The protein content was then assessed using the Lowry method (Bio-Rad).

Aliquots of 50-150 jig ofprotein were subjected to 10-15% denaturing polyacrylamide gel

electrophoresis on a mini-gel apparatus (Bio-Rad). Transfer was performed with a Trans
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Blot SD Semi-dry transfer ceil (Bio-Rad) on Protran nitrocellulose membrane (Mandel,

Montréal, Québec). Protein transfer efficiency xvas assessed using Ponceau red S dye. Non

specific sites were blocked using 5% non-fat dry milk in TBS-T (10 mM Tris (pH 7.4), 150

mM NaC1 and 0.05% Tween 20) and membranes were incubated at 4°C ovemight with

primary antibody (diluted 1:1000-2500 in 5% non-fat dry milk into TBS-T). Subsequently,

membranes were washed and incubated for 45 minutes at room temperature with the

secondary antibody (diluted 1:5000 in 5% non-fat dry milk into TBS-T) conjugated to

horseradish peroxidase. Membranes were washed and exposed on a Scientific Imaging Film

(Perkin Elmer Life Sciences, Ontario) or on a Kodak ImageStation 440Cf using Enhanced

Chemiluminescence Reagent (Perkin Elmer Life Sciences, Ontario). Band intensities were

analyzed using Kodak YD v.3.5.5 Scientific Imaging Software. Appropriate controls were

evaluated for phosphorylated proteins by reprobing the same membrane with the total

protein antibody.

Iscliemic region protein phosphorylation and expression resuits are expressed as a

percentage of data derived from the non-ischemic region (NI). This was done in order to

nonTialize and reduce inter-anima] van ability.

Statistics

Resuits are expressed as mean (+ standard error of the mean). Data were evaluated

using one-way analysis of variance, followed by a Bonferroni post-hoc test. Mortality rates

during reperfusion were evaluated with a x2 statistical test. p<O.OS was considered

significant.
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RESULTS

Physiologie and hemodynamic parameters

Body and heart weights as well as heart to body weight ratio did not differ between

groups (Table 1). Heart rates and mean arterial blood pressures rnonitored during surgery

were sirnilar between groups (Table 2). The A2A agonist did not exert any significant

hemodarnic effect as mean arterial pressure and heart rate rernaining stable and sirnilar

between groups. Rectal temperature was 37 ± 0°C during the surgical procedures.

Eight rats died during ischemia (2 rats for the Control group, 3 for the Early group,

and 3 for the Late group) and ten during reperfusion (2 rats for the Control group, 4 rats for

the Early group, and 4 rats for the Late group); they were excluded from this study.

Mortaiity rates during reperfusion were similar in ail groups (X2 = 1.038; p=O.595).

Infarct size and area at risk

Infarct size, expressed as a percentage of the area at risk (I/AR; fig. lA), was

sianificart1y reduced in the Early (35.2 ± 1.9%) cornpared to Control group (52.5 + 3.4%)

afler 72 hours of reperfusion. In the Late group, infarct size was flot reduced significantly

(44.5 + 7.1%). Area at risk (AR), expressed as a percentage of the total left ventricle (LV)

area and representing approximately 50% of the LV area (Fig. lB), was similar between

groups. These resuits demonstrate that sustained myocardial protection by A2A adenosine

receptor activation after 72 hours ofreperfusion is afforded only if the dmg administration

is instituted before the beginning ofreperfusion.
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Protein expression

Akt

Protocol A: Akt activation was assessed by phosphorylation levels via western

blotting. Results show a significant Akt phosphorylation augmentation in the presence of

the agonist for the Early (118.4 ± 20.2%) and Late groups (95.8 ± 15.8%) compared to

Control (32.8 ± 6.3%; Fig. 2A), whereas no differences were identified between the two

former groups. Total Akt expression was similar between groups (Fig. 2B). Moreover, a

significant increase in Akt activation ratio (jhosphorylated levels to total content) was

observed in the presence of CGS2 1680. Indeed, when compared to Control (40.2 ± 4.0%),

this ratio was significantly elevated in Late group (118.1 ± 16.4%; Fig. 2C). Similarly, the

same ratio was enhanced significantly in the Early group (121.8 ± 17.6%), with no

differences cornpared to the Late group. Hence, Akt was significantly activated after 72

hours ofreperfusion in both the Early and Late groups.

ProtocoÏ B: Phosphorylation status of Akt was enhanced significantly after 15

minutes of reperfusion in the Early group (508.6 ± 143.7%), but not in the Late group

(219.9 ± 65.4%) when cornpared to the Control group (80.8 ± 25.8%, Fig. 3A). Sirnilarly,

phosphorylated to total protein content ratio was enhanced in the Early group (642.0 ±

143.8%), but flot in the Late group (215.3 ± 65.5%) compared to Control (112.5 ± 31.2%,

Fig. 3C). Total Akt protein content did not differ between groups. Therefore, Akt was

significantly activated in the Early group after 15 min of reperfusion.

CREB

ProtocoÏ A: CREB activation was measured via its phosphorylation level. Neither

the phosphorylation level (Control, 107.0 ± 5.0%; Early, 100.2 ± 7.7%; Late, 104.9 ±

22.6%) nor the total content (Control, 105.1 ± 10.9%; Early, 118.3 ± 24.2%; Late, 109.8 ±
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29.0%) were altered after 72 hours of reperfusion. Moreover, the ratio of the

phosphorylated forrn on total content (Control, 104.4 ± 6.7%; Early, 97.7 ± 21.9%; Late,

102.4 ± 2 1.4%) was similar between groups at 72 hours of reperfusion. Thus, CREB

activation was similar between groups after 72 hours ofreperfusion.

Frotocot B: Pharmacological treatment with the A2A agonist significantly enhanced

CREB phosphorylation status (Fig. 4A) from 34.5 ± 7.6% for the Control group to 104.0 ±

12.6% for the Early and 99.6 ± 2.8% for the Late group. Total CREB content did not differ

among the groups (Fig. 43). Similarly, phosphorylated to total protein content (Fig. 4C)

was significantly enhanced in both Early (98.4 ± 8.3%) and Late (107.0 ± 6.5%) groups in

contrast to Control group (38.5 ± 9.0%). Hence, CREB was significantly activated in both

the Early and Late groups after 15 minutes ofreperfiision.

Hsp27 andHsp7O

Frotocol A: Following 72 hours of reperfusion, we observed an enhanced Hsp27

protein content following A2A agonist administration regardless of administration moment.

Indeed, when compared to the Control group (82.1 ± 8.5%), Hsp27 content was

significantly elevated in the Early (197.2 ± 27.7%) and the Late groups (203.8 ± 36.8%;

Fig. SA). No differences were observed between the latter two groups. On the other hand,

the pharmacological intervention did not influence Hsp7O protein content (Fig. 53), which

was found to be similar in the different experimental groups after 72 hours of reperfusion

(Control, 70.9 ± 22.7%; Early, 50.4 ± 9.2%; Late, 57.0 ± 12.5%). Thus, Hsp27 content was

enhanced in both the Early and Late groups after 72 hours of reperfusion whereas Hsp7O

was not affected.

Frotocot 3: Hsp27 protein expression levels afler 15 minutes ofreperfusion did not

differ between groups (Control, 31.0 ± 4.2%; Early, 70.7 ± 19.4%; Late, 56.4 ± 22.8%).

Likewise, Hsp7O protein levels were similar between groups after the same reperfusion
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period (Control, 89.7 ± 12.0%; Early, 100.3 ± 29.0%; Late, 90.5 ± 9.3%). Therefore, after

15 min ofreperfusion, Hsp27 and Hsp70 protein content is not different between groups.

DISCUSSION

Infarct size reduction

The present study demonstrates that myocardial protection afforded by A2A

adenosine receptor stimulation initiated before the begiiming of the reperfusion period is

sustained afier 72 hours of reperfusion. Even though therapeutic interventions can be

cardioprotective with 4-6 hours of reperfusion, some of these interventions only delay ccli

death since infarct size is similar between experimental groups regardless of the treatrnent

with longer periods of reperfusion. Chambers et al. (26) ernploying a non-steroidal anti

inflammatory flurbiprophen that inhibits cyclooxygenases, and Simpson et ai. (27) using

the prostacyclin analogue iloprost observed a loss ofbeneficial effects on infarct size with

longer reperfusion periods. Our resuits indicate that A2A adenosine receptor stimulation

prior to the onset of reperfusion affords a sustained cardioprotection, rather than deiaying

damage emergence.

Pharmacokinetic modeis suggest that there is not enough compound remaining in

the circulation to exert pharrnacological effects after 4 to 5 haif-lives since the compound is

biotransformed and rapidly eliminated (40, 41). To resolve this issue in our model, we

adrninistered intravenously CGS21680 continuously over 2 hours. This compound

possesses a plasma haif-life of approximately 20 minutes (42, 43). The 4-5 half-life period

represents approximately 3 to 4 hours of reperfusion in the present protocol. Hence, there

would be no more agonist in the circulation 72 hours afier the onset of reperfusion. Thus,

the reduction of infarct size obseiwed presumably was due to the effect induced by

CGS2 1680 early in reperfusion.

C
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Since A2A adenosine receptor activation can produce vasodilation, it is possible that

CGS2 1680 may have acted by reducing afterload during reperfusion. In the present study,

we did not detect any change in hemodynamic pararneters between groups. Data suggests

that CGS21680 had no significant vasodilation effects in our model. Differences in

experirnental design for drug administration and in animal species may explain the fact that

no vasodilation was observed in our protocol. furthennore, it is interesting to note that

when vasodilation is observed in cardioprotection models involving CGS21680 (19, 44),

the dnig impart no cardioprotective effects. Hence, the protective effect is abolished in the

presence of a hernodynamic effect.

Protein expression and activation

In the present study, rapid Akt activation was only obseiwed in the Early group after

15 minutes ofreperfusion with an intermediate value for the Late group. This observation

can be explained by the small, non-significant, infarct-limiting effect of A2A agonist therapy

instituted just after the begirming of reperfusion. This corroborates the timing hypothesis

that in order to induce significant cardioprotection, therapy must be started early in

reperfusion. Furthennore, pro-survival kinases have to be rapidly activated to generate such

cardioprotection. We previously showed that pro-survival PI3K activation is necessary to

induce significant cardioprotection (22). Data reported herein corroborate and validate this

hypothesis because Akt is a downstream effector of PI3K. Akt activation leads to infarct

size reduction (reviewed in (45)). Surprisingly, Akt can stiil be activated after 72 hours of

reperfusion. Even though infarct size was not reduced in the Late group to the same extent

as the Early group, Akt activation might represent the resuit of less celi death, reduced

infarct size and A2A adenosine receptor activation. The exact mechanism whereby that

occurs remains unknown. further studies are needed to resolve this issue.

The present study reports that CREB activation in the Early and Late groups was

significantly enhanced after 15 minutes of reperfusion, and retuming to control values after

C
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72 hours. CREB is activated by G protein-coupled receptors producing cAMP like A2A

adenosine receptors. However, resuits suggest that CREB activation is flot essential to elicit

significant cardioprotection smce only the Early group showed significant infarct size

reduction. Nevertheless, we cannot exciude CREB effect in myocardial protection, even

though it may only be minor.

Recent studies suggest that CREB can also regulate Hsp gene transcription (46).

Enhanced Hsp27 expression observed in both the Early and the Late groups is in accord

with that suggestion and could have played a cardioprotective role in our model as in other

models (38, 39). As with CREB, Hsp27 appeared to play a minor cardioprotective role in

our model since in the Late group, Hsp27 expression was enhanced without any significant

modification ofinfarct size. li our model, Hsp27 expression increased afier a certain period

of time following initiation of reperfusion, something that is essential for its transcription.

In this context, it is not surprising that the cardioprotective Hsp27 role was minor since it is

not overexpressed before the onset of ischemia-reperfusion. Due to the effects of Hsp27 on

protein folding, any increase in its expression may be beneficial on a Iong-term basis.

CONCLUSION

A2A adenosine receptor stimulation following 40 minutes of ischemia and 72 hours

ofreperfusion resuits in sustained myocardial protection. This myocardial protection is only

observed if the therapy is instituted before the onset of reperfusion. Concomitant with

significant infarct size reduction, our resuits demonstrate that rapid Akt activation occurs

afler J 5 minutes of reperfusion. Moreover, regardless of when the A2A agonist therapy

begins, Akt is stiil activated afier 72 hours of reperfusion. On the other hand, CREB

transcription factor is rapidly activated and fades afier 72 hours of reperfusion. As

enhancement of Hsp27 expression was obseiwed in both the Early and Late groups, it

appears that some signaling pathways modulated by the pathology and the A2A agonist are

C
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needed to increase its expression. This study dernonstrated the sustained cardioprotective

effect of A2A adenosine receptor after 72 hours of reperfusion which is accornpanied by an

early Akt activation, whereas CREB activation and Hsp27 expression seems to have only a

minor cardioprotective effect in that model.
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TABLES

Basal At 72 hours ofreperfiision
BW (g)

Control 388.0 ± 10.3 366.4 ± 9.8
Early 384.8 ± 8.1 358.5 ± 9.9
Late 389.5 ± 7.3 367.8 ± 9.8

HW (g)
Control 1.38±0.06
Early 1.45±0.06
Late 1.34±0.00

HW/BW
Control 0.003 8 ± 0.000 1
Early 0.0041 ± 0.0002
Late 0.0037 ± 0.0001

Table 1. Animal body and heart weights before surgery (Basal) and at the end of 72 nours

of reperfusion. Parameters are similar between groups (BW, Body Weight; HW, Heart

Weight; n= 1O-12/group).

Isehemia Reperfusion
Basal

O min 20 min 40 min O min 20 min 40 min 120 min

HR (bpm)
Control 249±7 254±10 248±6 234±5 232±4 245±6 235±6 238±8

Early 243 ± 6 248 ± 7 250 ± 9 233 ± 6 231 ± 6 231 ± 6 243 ± 6 236 ± 8
Late 248±6 251±8 245±7 247±5 249±6 24&±4 247±3 247±5

MABP (mmHg)
Control 73.3 ± 6.0 75.0 ± 12.6 70.0 ± 6.0 70.0 ± 2.9 68.3 ± 1.7 69.0 ± 4.6 73.3 ± 4.4 72.3 ± 5.4

Early 73.3 ± 6.0 70.0 ± 7.6 65.0 ± 5.8 66.7 ± 4.4 61.0 ± 2.1 56.7 ± 7.3 53.3 ±4.4 76.7 ± 9.3
Late 80.0 ± 0.0 81.7 ± 10.1 68.0 ± 3.8 67.3 ± 2.7 68.3 ± 6.0 64.0 ± 3.8 62.3 ± 6.7 75.7 ± 9.9

C

Table 2. Heart rates and mean arterial blood pressure during surgical procedures. No

significant change between groups was observed in either heart rates or mean arterial blood

pressures (HR, Heart Rate; MABP, Mean arterial blood pressure; bpm, beat per minute; n =

13-15/group).
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Figure 1. A) Infarct size (I) expressed as a percentage of the area at risk (AR) showed a

marked reduction in the Early group as compared to Control group. However, no

significant reduction was observed in the Late group. 3) Area at risk (AR) expressed as a

percentage of the left ventricle (LV) was similar between groups (n=6-1O; *p<O.05 vs.

Control group).
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Figure 2. A) Akt phosphorylation assessed by western blotting after 72 hours of

reperfusion. Phosphorylation was significantly enhanced in the Early and Late groups. B)

Total Akt protein content assessed by western blotting was sirnilar between groups. C)

Phosphorylated to total protein content ratio in both Early and Late groups was

significantly enhanced afier 72 hours of reperfiision (n=4/group; *p<O.05 vs. Control

group; NI, non-ischemic region).
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Figure 3. A) Akt phosphorylation assessed by western blotting after 15 minutes of

reperfusion. Phosphorylation was significantly enhanced oniy in the Early group. B) Total

Akt protein content assessed by western blotting was similar between groups. C)

Phosphorylated to total protein content ratio oniy in the Early groups was significantly

enhanced afier 15 minutes of reperfusion (n=4/group; *p<O.05 vs. Control group, p<O.0S

vs. Early group; NI, nonischemic region).
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Figure 4. A) CREB phosphorylation assessed by western blotting afier 15 minutes of

reperfusion. Phosphorylation was significantly enhanced in both Early and Late groups. B)

Total CREB content assessed by western blotting was sirnilar between groups. C)

Phosphorylated to total protein content ratio was significantly increased in the Early and

Late groups (n=4/group; *p<O.05 vs. Control group; NI, non-ischemiç region).
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Figure 5. A) Hsp27 protein expression assessed by western blotting after 72 hours of

reperfusion. Significantly increased Hsp27 expression was observed in both Early and Late

groups. B) Hsp7O protein expression, assessed by western blotting after 72 hours of

reperfusion, was flot altered between groups (n=4/group; *p<o.o5 vs. Control group; NI,

non-ischemic region).
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ABSTRACT

The presence of apoptosis was previously observed in the rat arnygdala following

rnyocardial infarction. It is known that this phenomenon can be reversed by pentoxifylline,

a cytokine synthesis inhibitor. This study was designed to investigate whether the

cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor activation during myocardial

reperfusion reduces apoptosis in the amygdala. Anaesthetized rats were subjected to lefi

anterior descending coronary artery occlusion for 40 minutes, followed by 72 hours of

reperfusion. The A2A agonist CGS216$0 (0.2 ig/kg/min i.v.) was administered

continuously for 120 minutes, starting 1) five minutes prior to instituting reperfusion

(Early) or 2) five minutes after the beginning of reperfusion (Late). Infarct size was

reduced significantly in the Early compared to the Control group (3 4.6 + 1.8% and

52.3 + 2.8% respectively; p<O.OS); no difference was observed comparing Control and Late

(40.1 + 6.1%) groups. Concurrent to cardioprotection, apoptosis regression in the amygdala

was observed in the Early group associated with enhanced phosphatidylinositol 3-kinase

activity, Akt activation and B cl-2 protein expression. There was also a reduction in

caspase-3 activity and TUNEL staining. On the other hand, apoptosis was not reduced

when significant cardioprotection was absent (Late). TNFŒ was significantly reduced in the

Early group compared to the Control and Late groups. This data is indicating that

cardioprotection involving A2A adenosine receptors is associated with regression of

apoptosis in the amygdala.

KEYWORDS: A2A adenosine receptors, myocardial infarction, reperfusion,

cardioprotecti on, amygdala, inflammation
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INTRODUCTION

Sixty-five percent of patients with myocardial infarction (MI) report symptoms of

depression and twenty percent will develop major depressive disorders (MDD) within 1$

months 2 Increasing evidence has established a hnk between depression, cardiovascular

disease and mortality .

Recent studies dernonstrated that depression may resuit from apoptotic processes in

some regions of the brain ‘, . Indeed, apoptosis in the amygdala, a limbic system structure

member, occurs following MI . Pro-inflammatory cytokines, such as inter1eukin-13,

interleukin-6, and tumor necrosis factor-Œ (TNFa), have been dernonstrated to be enhanced

after MI 6, 7, Furthermore, inhibiting their synthesis is effective in reducing apoptotic

processes in the amygdala .

A2A adenosine receptors are G protein-coupled receptors. Their activation reduces

myocardial infarct size to thereby impart cardioprotection 8h1, These receptors have been

shown to reduce ceil death in the infarcted rnyocardium by enhancing pro-survival

phosphatidylinositol 3-kinase activity 10 and Bd-2 protein content while at the same time

decreasing pro-apoptotic Bax content $ and caspase-3 activity 10 furthermore, A2A

adenosine receptors possess anti-inflammatory properties via inhibition of neutrophil

activation 12, 13 reactive oxygen species generation 12, 13 and reduction of TNFŒ synthesis

and release 14-16 Although these receptors reduce apoptosis and inflammation, it is stiil

unknown if their activation during myocardial reperfusion reduces apoptotic ceil death in

the amygdala associated with MI.

Thus, this study was designed to determine whether the beneficial effects of A2A

adenosine receptor activation in post-ischemic cardioprotection can influence the apoptotic

processes in the arnygdala following myocardial iscliernia-reperfusion.
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MATERIALS & METHODS

Materïals

Ail cliemicals were obtained from Sigma (St-Louis, MO) unless specified. 2-p-(2-

Carboxyethyl)phenethyiamino-5 ‘-N-ethyicarboxarnidoadenosine hydrochiori de

(CGS2 1680) is from Tocris (1063; Bristol, UK). Leupeptin and Microcystin LR were from

Alexis Biochernicals (San Diego, CA). Anti-phospho-tyrosine (PY99; se-7020), and anti

TNFŒ (C-20; sc-1048) were from Santa-Cruz Biotechnology (Santa-Cruz, CA). Anti

phospho-Akt (9271), anti-Akt (9272), and secondary antibodies are from Ceil Signaling

(Beverly, MA). Tween 20 and {y32P]-ATP was purchased from Amersham Phamacia

Biotech (Baie-d’Urfé, Canada). Dimethylsulfoxide (DMSO),

Tris(Hydroxymethyl)aminomethane (Tris) and sodium chloride were from Laboratoire

MAT (Beauport, Canada). Lowry protein assay reagents were from Bio-Rad Laboratories

(Hercules, CA). Enhanced chemiluminescence reagents were from Perkin Elmer

(Markham, Ontario). TUNEL assay kit is from Oncogene (La Joua, CA). Propidium iodide

is from Calbiochem (537059; CA).

Experimental groups and protocols

Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, Saint-Constant, Québec), weighing

between 350-450g, were handled in compliance with procedures ofthe Local Animal Care

Committee. Rats were randomly assigned to the following groups (n=11-15/group): 1)

Control group receiving vehicie (DMSO), 2) Eariy-treated group (Early) where CGS216SO

(A2A adenosine receptor agonist) was administered five minutes before the begiiming of

reperfusion (0.2 ig/kg/rnin) into the jugular vein, and 3) Late-treated group (Late) where

the same treatment was instituted five minutes afier the beginning of reperfusion.

Treatments were administered continuously during 120 minutes. The dosage of CGS2 1680

was chosen in accordance with pilot study data and those obtained in previous studies 8 10,

Animais were sacrificed after 72 hours ofreperfusion.
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C
In vivo surgical procedure

The surgical procedures were performed as described previously , . Anesthesia

was induced with ketarnine/xylazine (50 mg/kg and 5 rng/kg i.m., respectively) and

maintained with isoflurane (1%). Animais were intubated and placed on a smali animal

respirator to maintain ventilation. Body temperature was monitored during surgery using

rectal probe. A catheter was inserted into the jugular vein for systemic administration of

pharmacological agent. Electrodes were placed on paws to record ECG and heart rate. A

left thoracotorny was performed and the lefi anterior descending coronary artery was

occluded using a 4-0 silk suture via a plastic snare. Ischemia was confirmed by ST segment

alterations and ventricular epicardial cyanosis. Affer 40 minutes of occlusion (ischernia),

the ligature was loosened thereby reperfusing myocardial tissue. Reperfusion was

confirmed by the disappearance of cyanosis. The thorax was closed after 15-30 minutes of

reperfusion and, following administration of the phannacological agent, the animals were

retumed to their cages. Antibiotic (15,000 fU penicillin G) and analgesic (2 rng/kg of

butorphanol) therapies were instituted subsequent to surgery. Following the reperfusion

period, the animals were sacrificed by decapitation and their hearts were rapidly excised for

infarct sizing. Brains were rapidly placed on a dish standing on crushed ice to dissect the

left and right amygdala as described previously . Tissues were then snap frozen in liquid

nitrogen and kept at —80°C until required.

Infarct sizing and area at risk measurement

Infarct size and area at risk were detennined as described previously . At the

end of the reperfusion period, the heart was removed and the lefi anterior descending

coronary artery was occluded at the saine site. In order to determine the area at risk (AR),

Evans Blue (0.5%) was infused into the aorta by retrograde perfusion. The heart was frozen

(-80°C for five minutes) and then sliced in 4-5 transverse sections oftwo mm. Each section

was stained at 37°C for five minutes in a 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride solution

C
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(TTC 1%, pH 7.4) to detennine the area of necrosis (I). Myocardial infarction was

expressed as a percentage of necrosis of the AR (I/AR). Moreover, AR was expressed as a

percentage ofleft ventricle (LV) area (ARILV).

Protein extraction

Protein extraction was perfonned as described previously n• Amygdala tissue

samples were homogenized in lysis buffer (50 mM Tris (pH 7.5), 20 mM 3-

glycerophosphate. 20 mM NaF, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 10 mM

benzamidine, 0.5 mM PMSf, 10 jig/mL Leupeptin, 5 mM DTT, 1 jiM microcystin LR. and

1% Triton X-100). The homogenate was incubated for 30 minutes at 4°C and centrifuged

for 15 minutes at 10,000 x g at 4°C. The protein content was then assesed using the Lowry

method (Bio-Rad).

PI3K activity

PI3K activity was detennined as described previously 10 with minor modifications.

Extracted proteins from amygdala tissue were precipitated with anti-phospho-tyrosine

antibody conjugated to biotin (1:50) ovemight at 4°C. The immune complex vas pelleted

and washed three times with lysis buffer and twice with phosphate-buffered saline buffer

containing 0.1 M Na3VO4. The immune pellet was then suspended ih activation buffer (35

mM ATP, 0.2 mM adenosine, 30 mM MgCÏ2, 10 mg/mL L-Œ-phosphatidylinositol and 20

iCi [y32P]-ATP) and incubated at room temperature for 20 minutes. The reaction was

stopped witli the addition of 100 tL hydrogen chloride 1M and 200 iL of

chloroform:methanol (1:1). The aqueous phase was then discarded. Eighty tL ofhydrogen

chloride:methanol (1:1) were then added before discarding the aqueous phase. Twenty iL

of the organic phase containing 32P-Phosphatidylinositol were resolved by thin layer

chromatography on K6 Silica Gel plates (Whatman, Clifton, NI) in a solvent system

containing chloroform:methanol:ammoniurn hydroxide (45:35:10). Plates were exposed to

film for three to five days (-80°C) prior to revelation.
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Western blotting

Western blotting was done as previously described 5,10,11,17 Aliquots of 50-150 ig

of extracted amygdala tissue proteins were subjected to 10-15% denaturing polyacrylamide

gel electrophoresis on a mini-gel apparatus (Bio-Rad). Transfer was performed with a

Trans-Blot SD Semi-dry transfer celi (Bio-Rad) on Protran nitrocellulose membrane

(Mandel, Montréal, Québec). Protein transfer efficiency was assessed using Ponceau red S

dye. Non-specific sites were blocked using 5% non-fat dry milk in TBS-T (10 mM Tris (pH

7.4), 150 mM NaCI and 0.05% Tween 20) and membranes were incubated at 4°C overnight

with primary antibody (diluted 1:1000-2500 in 5% non-fat dry milk into TBS-T).

Subsequently, membranes were washed and incubated for 45 minutes at room temperature

with the secondary antibody (diluted 1:5000 in 5% non-fat dry milk into TBS-T)

conjugated to horseradish peroxidase. Membranes were washed and exposed on a Scientific

Imaging Film (Perkin Elmer Life Sciences, Ontario) or on a Kodak ImageStation 440CF

using Enhanced Chemiluminescence Reagent (Perkin Elmer Life Sciences, Ontario). Band

intensities were analyzed using Kodak YD v.3.6 Scientific huiaging Software. Appropriate

controls were evaluated for phosphorylated proteins by reprobing the same membrane with

the total protein antibody.

Caspase-3 activity

Caspase-3 activity was determined as previously described 5 10 Briefly, cytosolic

proteins were extracted in lysis buffer (1 % Triton X-100, 0.32 M Sucrose, 10 mM Tris (pH

8.0), 5 mM EDTA, 2 mM DTT, 1mM PMSF, 10 ig/mL Leupeptin, 10 ig/mL Pepstatin A,

10 g/mL Aprotinin). Enzymatic reactions were performed in reaction buffer (50 mM Tris

(pH 7.5), 5 mM MgCI2, 1 mM EGTA, 0.1 % CHAPS, 1 mM DTT) with 25 ig ofproteins

and fluorogenic substrate, Ac-DEVD-AMC (40tM). Reactions were incubated at 37°C for

3 hours and stopped with the addition of 0.4 M NaOH and 0.4 M glycine buffer.

Fluorescence was quantified with a spectrofluorometer (Photon Technology International,
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Lawrenceville, NJ, USA) at an excitation wavelength of 365 nm and an ernission

wavelength of 465 mn.

Terminal dUTP Nick-End Labelling (TUNEL) staining

TUNEL staining was done as previously described in accordance with the protocol

provided by the manufacturer. Cryostat sections were fixed in paraformaldehyde (4%) and

rinsed. Sections were pemieabilised and, after washing, the labeling reaction was

performed for one hour at 3 7°C. The reaction was stopped and ail nuclei were stained with

propidium iodide (1 iM). The sample was viewed using a Leica epiillumination

microscope with a filter for DAPI (330-380 nm). Ail sections were photographed at the

same magnification (400X) using a Nikon Coolpix 995. A total of 20-25 pictures were

taken for each sample and positive and total number of cells were quantified.

Statistics

Resuits are expressed as mean (+ standard error of the mean). Data were evaluated

using one-way analysis of variance followed by a Bonferroni post-hoc test. Mortality rates

during reperfusion and TUNEL staining data were evaluated with a x2 statistical test.

p<O.05 was considered significant.
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RESULTS

1) Physiologic and hemodynamic parameters

Body ami heart weiglits as weil as heart to body weight ratio did flot differ between

groups throughout the experiment (Table 1). Rectal temperature was 37 ± 0°C during the

surgical procedures.

Eleven rats died during the acute phase of ischernia (3 rats for the Control group, 4

for the Early group, and 4 for the Late group) and eleven during reperfusion (2 rats for the

Control group, 5 rats for the Eariy group, and 4 rats for the Late group); these animais were

excluded from this study. Mortaiity rates during reperfusion were sirnilar in ail groups

1.254; p=O.534).

2) Infarct size and area at risk

huîarct size, expressed as a percentage of the area at risk (I/AR; fig. lA), was

significantiy reduced in the Eariy (34.6 ± 1.8%) compared to Controi group (52.3 ± 2.8%)

after 72 hours of reperfusion. In the Late group, infarct size was flot reduced significantly

(40.1 + 6.1%). Area at risk (AR), expressed as a percentage ofthe total lefi ventricie (LV)

area, represented approximate]y 50% of the LV area (fig. lB). It was similar between

groups.

3) Protein activities and expression

PI3K and Akt

PI3K activity was enhanced significantiy in the Early group (172.5 ± 10.2%; fig.

2A) compared to Control (100.0 ± 6.4%) and Late groups (111.0 ± 19.2%). No difference

was observed between the Late and Control group.

o



183

Akt activation, as assessed by the ratio of the phosphorylated forrn compared to the

total Akt protein content, was enhanced significantly in the Early group (161.3 ± 16.6%;

Fig. 23) cornpared to Control (100.0 ± 7.3%) and Late groups (100.8 ± 16.0%). No

difference was observed between the Late and Control group. Total Akt protein levels were

flot different among groups (Control, 100.0 ± 4.2%; Early, 105.6 ± 9.3%; Late,

109.1 ±4.3%).

Bel-2 and Bax

Anti-apoptotic B cl-2 was enhanced significantly following myocardi al reperfusion

and A2A adenosine receptor therapy, regardless of the moment of drug administration (Fig.

3A). Bel-2 expression was 15 1.5 ± 17.8% and 177.3 ± 14.6% for the Early and Late groups

respectively, while it was 100.0 ± 9.9% for the Control group. On the other hand, pro

apoptotic Bax expression (Fig. 3B) was similar among groups after 72 hours ofreperfusion

(100.0 ± 11.3%, Control; 102.6 ± 10.8%, Early; 104.1 ± 16.9%, Late).

Caspase-3

Caspase-3 activity was reduced significantly following rnyocardial reperfusion and

A2A adenosine receptor therapy, regardless of the time when the drug was administered

(Fig. 4). Indeed, this activity was reduced from 100.0 ± 4.9% for the Control group to

64.2 ± 2.6% and 71.7 ± 3.9% for the Early and Late groups respectively.

TUNEL

Total and TUNEL-positive ceil quantifications are presented in Table 2. The total

number of cells was flot statistically different among groups. No difference was observed

between Control and Late groups (2=0. 12), whereas a significantly reduced number of

TUNEL-positive celis was observed in the Early group cornpared to Control and Late

groups (x2=13.64; p<O.OS). A representative example of TUNEL staining in the Control

group is presented in Figure 5.
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TNFŒ

Membrane-bound TNFŒ was significantly lower in the Early group (42.8 ± 3.3%;

Fig. 6A) compared to Control (100.0 ± 14.7%) and Late groups (101.4 ± 10.9%). No

difference was observed between the Late and Control groups.

DISCUSSION

The present study demonstrates that apoptotic processes that occur in the amygdala

as a consequence of MI can be reduced via A2A adenosine receptor stimulation prior to

reperfusion. This apoptosis regression is characterized by reduction ii caspase-3 activity,

TUNEL staining, and TNFŒ synthesis while at the same time pro-survival PI3K activity,

Akt activation, and Bd-2 protein content becorne enhanced. Such a reduction in death-to

survival ratio shifis the equilibrium in favor of ceil suiwival and leads to apoptosis

regression in such celis.

Stimulation of A2A adenosine receptors has multiple beneficial effects in the course

of myocardial infarction, in particular during the reperfusion period 10, 11 In this study we

confinn that the administration of CGS2 1680 before reperfusion begins can reduce infarct

size and apoptosis in the amygdala (Early group). However, similar àdministration starting

after the onset of reperfusion (Late group) induces littie effect on infarct size or the

presence of apoptosis in the amygdala.

The discrepancy between the Early and Late groups might be explained by the fact

that the drug administration was started before the beginning of reperfusion in the former

whereas afier the beginning of reperfusion in the latter. Myocardial reperfusion induces a

massive pro-inflammatory response 18 Since only the Early group demonstrates a

significant infarct size reduction, such therapy could reduce this rapid inflammation

response. Besides, in the Late group such therapy would decrease infarct size to a minor

extent because the therapy was instituted after the initiation ofreperfusion.
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Adenosine reduces inflammation 19 The A2A adenosine receptor subtype bas been

demonstrated to mediate these anti-inflammatory properties 12, 16, 20 Indeed. receptor

activation reduces pro-inflammatory TNFa production in diverse models 14, 15 TNFa

induces apoptosis via either the TNFu receptor 1 (TNFR1) or the fas receptor 21 These

receptors are linked to intracellular proteins possessing death domains, TNF receptor

associated death dornain (TRÀDD) and fas-associated death domain (FADD). TRADD

and FADD do not exhibit any kinase activity that could potentially transduce the death

signal. They interact with Receptor-Interacting Protein, a protein kinase initiating

communication between cytosol and nucleus, thereby activating endonuclease, and

destroying DNA integrity. Moreover, TNfRI leads to caspase (endogenous cystein

proteases) activation leading to loss of ceil integrity via protein cleavage 22 Initiator

caspases (caspase-$) are stimulated by fADD interactions and lead to effector caspase

(caspase-3) activation and apoptosis. Interestingly, aithougli A2A adenosine receptors were

activated in the Late group, TNFŒ content was not reduced in the amygdala, suggesting

that the signal is triggered before the action of receptor and may have only littie effects on

its synthesis. Because we observed a reduction in TNFŒ production in our model and

because TNfa synthesis inhibition limits apoptotic processes in the amygdala , the rapid

inflammation reduction at reperfusion initiation could represent a suitable explanation.

In the amygdala, balance between pro- and anti-apoptotié processes is shifted

toward cell survival in the Early group. These results confimi previous results obtained in

another study . h our study anti-apoptotic Bel-2 is increased in both treated groups. Bd-2

interacts with pro-apoptotic counter partners like Bax to inhibit apoptotic processes and ceil

death 23 Equilibrium shift from Bd-2 to Bax leads to apoptosis. In a myocardial infarction

model, Zhao et al. have shown that A2A adenosine receptor stimulation during reperfusion

resuits in infarct reduction concurrent with reduced apoptotic ceil deatli and enhanced Bd-2

expression at the infarct borders. Elevation in Bd-2 expression via A2A adenosine receptor

stimulation could be related to activation of Akt and CREB stimulation as observed by

Mehrhof et al. 24 CREB transcription factor (reviewed in 25, 26) lias been demonstrated to be
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a regulatory target and a substrate of Akt 27, 2$ Furthermore, the increased expression of

Bd-2 with Akt stimulation is eliminated in the presence of a CREB dorninant-negative

mutant expression. A2A adenosine receptor stimulation leads to CREB activation in PCI2

celis 29 and in the rat heart following MI A2A adenosine receptor stimulation could lead

to enhanced CREB stimulation and thereby resuit in Bd-2 gene transcription and protein

expression. Moreover, A2A adenosine receptors can reduce myocardial apoptosis in the

infarction border zone alongside enhanced Bd-2 expression . Since Bd-2 expression was

enhanced in the amygdala in both the Early and Late groups following 72 hours of

reperfusion, we hypothesize that Bd-2 protein expression would be a resuit of the A2A

receptor activation.

The PI3K-Akt signafling pathway lias been demonstrated to be anti-apoptotic30’31.

Its activation in the amygdala of the Early group would potentially lead to celi survival and

apoptosis regression. On the other hand, caspase-3 activation results in pro-apoptotic

processes. A reduction in sucli activation in the Early and Late groups could be explained

by the fact that Bd-2 protein expression was enhanced in botli groups. Still, it is possible

that a shift of tlie death-to-survival ratio towards survival is observed only in the Early

group, explaining at least in part the discrepancy between the Early and Late groups.

A2A adenosine receptors are widely expressed in the brain striatum, whule limited

expression lias been demonstrated in the amygdala (reviewed in 2)• Whetlier apoptosis

regression is mediated by directly activating A2A adenosine receptors in the amygdala or

adjacent cells or is mediated by an indirect effect (inflammation reduction) remains

unknown. Further studies are needed to resolve this issue.

CONCLUSION

Concurrently to the cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor stimulation

just prior to reperfusion, we observed apoptosis regression in the amygdala. Indeed, we

observed enhanced pro-survival PI3K activity and Akt activation as well as Bd-2 protein

expression wliereas caspases-3 activity and TUNEL staining were reduced, dernonstrating
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this apoptosis regression. Simultaneously, we showed that INFct was reduced. On the other

hand, A2A adenosine receptor stimulation just after the begiuning of myocardial

reperfusion, where no cardioprotection is observed, did flot resuit in apoptosis regression.

Apoptosis regression could be the resuit of reduced inflammation, as observed by TNFŒ

diminution.
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TABLES

Basal At 72 hours ofreperfusion
BW (g)

Control 390.7 ± 8.7 366.5 ± 8.2
Early 382.3 ± 7.2 358.0 ± 8.5
Late 383.6 ± 4.8 361.2 ± 7.9

HW (g)
Control 1.40 ± 0.05
Early 1.43 ± 0.05
Late 1.33 ±0.03

HW/BW
Control 0.0038 ± 0.0001
Early 0.0040 ± 0.0001
Late 0.0037 ± 0.0001

Table 1. Animal body and heart weights before surgery (Basal) and at the end of 72 hours

of reperfusion. Parameters are similar between groups (BW, Body Weight; HW, Heart

Weight; n=11-14/group).

Groups Total Positive ¾

Control 2510 33 1.31

Early 2152 7* 0.33

Late 2892 35 1.21

G

Table 2. Total and TUNEL-positive ceil quantifications in the arnygdala. There is no

statistical difference in total number of celis between groups. TUNEL-positive ceils are

similar between Control and Late groups whereas significantly reduced in the Early group

compared to Control and Late groups (n=4/group; *p<005 vs. Control group; Total, total

number of cells; Positive, TUNEL-positive number of cells; %, percentage of TUNEL

positive to total number ofcells).
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figure 1. A) Infarct size (I) expressed as a percentage of the area at risk (AR) showed a

marked reduction in the Early group as compared to Control group. However, no

significant reduction was observed in the Late group. B) Area at risk (AR) expressed as a

percentage of the lefi ventricle (LV) was similar between groups (n6-1O; *p<0.05 vs.

Control group).
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Figure 2. A) PI3K activity in the arnygdala assessed by in vitro phosphorylation of L-Œ

phosphatidylinositol. Activity was enhanced significantiy in the Eariy group compared to

Control and Late groups, whereas no difference between Late and Control groups was

detected. B) Akt activation in the amygdala assessed by western blotting as a ratio of

phosphorylated form on total forn of the protein. Activation was enhanced significant]y in

the Early group compared to Contrai and Late groups, whereas no difference between Late

and Contrai groups was detected (n7-8/group; *p<0•05 vs. Control group, vs.

Late group).
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Figure 3. A) Bd-2 protein expression in the amygdala assessed by western blotting.

Expression was enhanced significantly in the Ear]y and Late groups compared to Control.

B) Bax protein expression in the arnygdala was similar between groups (n=6-12/group;
*p<o.o5 vs. Control group).
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Figure 4. Caspase-3 activity in the amygdala assessed by in vitro spectrofluorescence.

Activity was reduced significantly in the Early and Late groups compared to Control

(n8/group; *p<0.05 vs. Control group).
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Figure 5. Example of TUNEL staining in the amygdala. TUNEL-positive ceils are stained

in green (TUNEL) while ail nuclei are stained in red with propidium iodide (PI). Image

merging (MERGE) shows colocalization of TUNEL-positive celis and nuclei (Yellow)

(n4/group; 20-25 random field photos/animal).
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Figure 6. Membrane-bound TNFŒ expression in the amygdala. assessed by western

blotting. Expression was reduced significantly in the Early group compared to the Control

and Late groups, whereas no difference was observed between Control and Late groups.

(n=4-8/group; *p<0•05 vs. Control group, tp<O.05 vs. Late group).
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Chapitre 11

Discussion

11.1 Modèles expérimentaux

Le choix du lapin et du rat comme modèles expérimentaux in vivo d’infarctus du

myocarde reperfiisé a été effectué pour les raisons suivantes. La conservation de la

composante in vivo du modèle était la considération première étant donné les effets

cardioprotecteurs via l’inhibition des neutrophiles et des plaquettes sanguines engendrés par

l’agoniste A2A. Cette composante in vivo n’est pas présente dans des modèles de cellules

isolées (in vitro) ou de coeurs isolés (ex vivo). De plus, les modèles in vivo rendent possible

l’étude de différents facteurs physiques (fréquence cardiaque. pression artérielle, etc.) ou

biologiques (stimulation des nerfs ou des cellules inflammatoires, etc.) ne se retrouvant pas

dans un modèle in vitro.

Parmi les différentes espèces animales utilisées pour l’étude de l’infarctus du

myocarde, le lapin et le rat ont été choisis. Contrairement au chien, la variabilité de la taille

de l’infarctus chez ces animaux est beaucoup moins importante et ce, étant donné l’absence

de circulation collatérale. Cette dernière est une covariable importante dans l’infarctus du

myocarde. De plus, l’infarctus du myocarde provoqué chez le chien ressemble davantage à

l’infarctus que l’on retrouve chez l’humain âgé avec maladie coronarienne. Les modèles de

porc, de lapin ou de rat représentent quant à eux davantage l’infarctus du myocarde observé

chez le jeune humain sans maladie coronarienne. Par ailleurs, comme les rats ou les lapins

proviennent de la même lignée, la variation inter-animale est plus faible que chez le porc ou

le chien. La quantité de matériel biologique disponible après sacrifice de l’animal a

également été considérée dans le choix du modèle. Le coeur de lapin est plus gros que celui

de rat. Ainsi, dans la première partie des travaux (Boucher, 2004), l’utilisation du lapin a

rendu possible la différenciation de l’endocarde et de l’épiearde de la région ischémique.

Cette différenciation aurait été réalisable au niveau du coeur de rat mais des études

C biochimiques avec ce tissu auraient été plus difficiles. La quantité de tissu aurait été
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insuffisante pour effectuer les immunodétections. Ainsi, dans la deuxième partie des

travaux avec le coeur de rat (Boucher, 2005b), nous avons choisi de ne pas différencier les

régions endocardique et épicardique pour ainsi pouvoir y déterminer l’expression et

l’activation des différentes protéines. Afin de palier à ce problème, il aurait été possible

d’augmenter le nombre d’animaux dans chacun des groupes. La différenciation de

l’endocarde de l’épicarde ischémique aurait ainsi été possible.

La durée de l’occlusion a été déterminée par des résultats préliminaires obtenus lors

d’études pilotes. La durée de l’occlusion devait engendrer un infarctus d’une étendue

suffisante pour être significative sans toutefois être transmural. En générant un infarctus

transmural, le nombre de cellules pouvant être sauvées par la reperfusion et l’application

d’un traitement pharmacologique efficace est trop petit. En contraste, un infarctus d’une

étendue très limitée ne permettrait pas de protéger un nombre suffisant de cellules pour

induire une diminution significative de sa taille.

La durée de la reperfusion a également été déterminée de la même façon. Il a été

observé dans un modèle de lapin, qu’entre la troisième et la sixième heure de reperfusion,

l’infarctus progresse. Ainsi, une période de reperfusion trop courte (trois heures ou moins)

n’engendre pas l’observation d’un effet significatif lors de l’administration d’un agent

pharmacologique, étant donné que celui-ci n’a pas eu suffisamment de temps pour exercer

son plein potentiel. La période de reperfusion dans la première partie des travaux

(Boucher, 2004) était donc de cinq heures, une période suffisamment longue pour

démontrer l’effet cardioprotecteur de l’agent pharmacologique. Par ailleurs, même si

certaines interventions peuvent protéger le coeur lors d’une période de reperfusion de quatre

à six heures, plusieurs d’entre elles ne font que retarder l’apparition de la mort cellulaire.

En allongeant la période de reperfusion (24 à 72 heures), l’infarctus est similaire entre les

groupes traités ou non. Nous avons de ce fait choisi une période de reperfusion

suffisamment longue pour la deuxième partie des travaux (Boucher, 2005b) afin d’être

C
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certains que notre intervention pharmacologique engendrait une cardioprotection soutenue

(< permanente ») et non pas un retard dans l’apparition des dommages au myocarde.

Le modèle expérimental utilisé pour l’étude de l’infarctus du myocarde a ainsi été

choisi compte tenu de toutes ces considérations. Des périodes d’ischémie de trente minutes

chez le lapin et quarante minutes chez le rat ont été choisies. De plus, nous avons choisi

une période de reperfusion de cinq et 72 heures pour, respectivement, les première

(Chapitre 8, (Boucher, 2004)) et deuxième (Chapitre 9, (Boucher, 2005b)) parties des

travaux en fonction des arguments énumérés précédemment.

Pour la troisième partie des travaux (Chapitre 10, (Boucher, 2005a)), nous avons

utilisé le modèle expérimental de rat utilisé par Wann et cou. (Wann, 2005a) ainsi que lors

de la deuxième partie (Chapitre 9, (Boucher, 2005b)). Wann et cou. (Waim, 2005a; Wann,

2005b) ont développé un modèle de dépression post-infarctus et ont démontré la présence

d’apoptose dans l’amygdale, une structure impliquée dans ces phénomènes. Nous avons

donc utilisé le même modèle expérimental afin de déterminer le potentiel de notre agent

pharmacologique à réduire l’apoptose au niveau de l’amygdale en situation post-infarctus

du myocarde.

11.2 Protection pharmaco]ogique du coeur: réductiôn de ]a taille de

l’infarctus

11.2.1 Cardioprotection aigu

La stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine quelques minutes avant le début de

la période de reperfusion réduit l’étendue des dommages induits par une ischémie

myocardique. Zhao et cou. (Zhao, 2001a) ont montré dans un modèle canin que

l’administration du CGS2 1680 à 0,2 .ig/kg/minute, débutant cinq minutes avant l’initiation

de la reperfusion et se poursuivant durant 120 minutes, provoquait une diminution

significative de la taille de l’infarctus d’environ 40 ¾. Des résultats similaires ont été
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observés dans notre modèle d’infarctus du myocarde reperfusé chez le lapin. En effet,

l’administration du CGS2 1680 cinq minutes avant l’initiation de la période de reperfusion

et se poursuivant également pendant 120 minutes (groupe Précoce; Early) a réduit

significativement la taille de l’infarctus. Aucune cardioprotection significative n’a

cependant été observée lorsque les récepteurs A2A de l’adénosine sont stimulés cinq

minutes suivant l’initiation de la reperfusion (groupe Tardif ou Late). Cette administration

différentielle dans le temps (la dose et le temps d’administration demeurant les mêmes) a

permis de prouver que la cardioprotection n’est pas induite par le simple fait d’administrer

l’agoniste. Ces observations stipulent que l’administration de l’agoniste A2A doit

s’effectuer avant ou juste au moment de la reperfusion pour engendrer une protection

myocardique significative.

La différence au niveau de la cardioprotection engendrée par les deux traitements

pourrait être reliée aux concentrations sanguines circulantes. Il est possible que, dans le

groupe traité de façon tardive (Late), la concentration d’agoniste circulante n’atteigne pas

un niveau seuil critique pour induire une cardioprotection. Au contraire, la concentration

seuil étant atteinte dans le groupe traité de façon Précoce (Early), la protection significative

du tissu rnyocardique est présente. Afin de déterminer si une concentration supérieure

d’agoniste A2A est nécessaire pour engendrer une protection lorsque la reperfusion est déjà

débutée, une nouvelle série d’expériences au cours de laquelle un groupe expérimental

recevrait lagoniste en bolus (contenant une plus grande quantité de CGS2 1680) devrait être

effectuée. Ces expériences augmenteraient les taux circulants de l’agoniste plus rapidement

lors de l’administration suivant l’initiation de la reperfusion et pourrait provoquer une

protection du myocarde.

En parallèle, l’administration simultanée d’un antagoniste des récepteurs A2A de

l’adénosine et du CGS2168O (agoniste A2A) a permis de démontrer l’effet cardioprotecteur

de ces récepteurs dans notre modèle d’ischémie-reperfusion (Boucher et coil.,

communications personnelles). Le ZM241385, un antagoniste sélectif des récepteurs A2A

C



203

de l’adénosine (chapitre 3, section 3.2.2), a engendré une perte de l’effet cardioprotecteur

du CGS2 1680 lorsque ces deux composés sont administrés simultanément cinq minutes

avant l’initiation de la période de reperfusion. La taille de l’infarctus était similaire entre le

groupe témoin et le groupe avec administration simultanée du CGS216$0 et du ZM241385.

Ces résultats démontrent donc l’effet cardioprotecteur des récepteurs A2A de l’adénosine.

11.2.2 Cardioprotection soutenue

La première partie des travaux (Boucher, 2004) ne permettait pas de déterminer si la

cardioprotection observée à cinq heures de reperfusion était soutenue (« permanente >).

L’administration de certains agents pharmacologiques quelques minutes avant la

reperfusion peut entraîner une protection myocardique soutenue. En effet, Rousseau et

coll. (Rousseau, 1993b) ont démontré que l’administration du clentiazem (bloqueur des

canaux calciques) cinq minutes avant l’initiation de la reperfusion protège le tissu

myocardique (diminution de la taille de l’infarctus) à six heures de reperfusion chez tous les

chiens des groupes traités. De plus, le même groupe a observé que cette protection était

présente à 72 heures de reperfusion si les animaux possédaient une circulation collatérale

au-dessus de 0,02 ml/minlg. Des résultats similaires ont été observés avec l’énoxaparine,

une héparine à faible poids moléculaire (Rousseau et cou., communications personnelles).

En contraste, Chambers et coll. (Chambers, 1983) en utilisant un anti-inflammatoire non

stéroïdien. le flubiprophène, et Simpson et coll. (Simpson, 198$) en utilisant un analogue

de la prostacycline, Filoprost, ont démontré une perte de l’effet cardioprotecteur à 24

heures malgré sa présence à six heures de reperfusion. Certains agents pharmacologiques

peuvent donc diminuer la taille de l’infarctus de façon soutenue et d’autres ne font que

retarder l’apparition des dommages.

Le prolongement de la période de reperfusion a démontré l’effet protecteur soutenu

induit par les récepteur A2A de l’adénosine lors de la reperfusion myocardique (Boucher,

2005b). L’infarctus du myocarde est donc passé de 52.5 ± 3.4 % au niveau du groupe
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témoin à 35.2 ± 1.9 ¾ lors de l’administration du CGS21680 de façon Précoce (Early).

Sirnilairernent à la première partie des travaux (Boucher, 2004). la taille de l’infarctus du

groupe traité tardivement (Late) n’est pas significativement réduite (44.5 ± 7.1%). Ainsi,

l’administration de l’agoniste A2A doit s’effectuer juste avant ou lors de la reperfusion

myocardique afin d’exercer un effet protecteur soutenue (« permanent »).

Nos résultats contrastent avec ceux de Budde et cou. (Budde, 2004) qui rapportent

une réduction de la taille de l’infarctus avec une seule administration d’adénosine après six

heures mais dénotent une perte de cet effet à 24 heures de reperfusion. La différence entre

notre modèle et le leur est principalement due à la demi-vie extrêmement limitée de

l’adénosine dans le plasma sanguin (<10-60 secondes). L’adénosine est donc rapidement

éliminée de la circulation sanguine. Les modèles pharmacocinétiques suggèrent qu’il ne

reste pas suffisamment de composé dans un système in vivo pour y exercer un effet

pharmacologique suivant quatre à cinq demi-vies, le composé étant biotransformé et

éliminé (Hardman, 1996; Katzung, 2001). L’adénosine doit donc être présente en quantité

suffisante lors de la reperfusion pour réduire efficacement la taille de l’infarctus.

D’ailleurs, le même groupe a démontré, avec administration de multiples doses d’adénosine

(Budde, 2004) ou d’un agoniste A1/A2A, l’AMP579 (Budde, 2000), qu’il est possible de

réduire l’étendue de l’infarctus de façon soutenue à 24 heures de reperfusion. Dans notre

modèle, nous avons choisi une molécule possédant une demi-vie plasmatique plus longue

afin de ne pas administrer plusieurs doses. En effet, le CGS2Y68O possède une demi-vie

plasmatique d’environ 20 minutes (Chovan, 1992; Webb, 1992). De plus, nous

administrons le composé de façon continue sur deux heures. La période de quatre à cinq

demi-vies correspond donc à plus de trois à cinq heures de reperfusion. En regard à ceci, le

composé pharmacologique est complètement éliminé de la circulation sanguine à la fin de

la période de reperfusion et la réduction de la taille de l’infarctus observé à 72 heures de

reperflision est, en conséquence, le résultat de l’effet du CGS2Y6$0 en début de

reperfusion.
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11.2.3 Dosage pharmacologique et fenêtre thérapeutique

Aucune dose de charge (« loading dose ») n’a été utilisée. Même si la concentration

maximale plasmatique de CGS2 1680 n’est pas atteinte lors de l’initiation de la période de

reperfusion, la taille de l’infarctus est malgré tout réduite en fin de cette reperfusion. Ces

observations suggèrent que l’agoniste A2A module certains phénomènes au tout début de la

reperfusion, entraînant une cardioprotection et ultimement une réduction de la taille de

l’infarctus. Nous n’excluons cependant pas le fait qu’administrer une dose de charge par

bolus au niveau du groupe tardif (Late) aurait pu engendrer une cardioprotection

significative. D’autres travaux permettront d’en apprendre davantage sur ce point.

Xu et cou. (Xu, 2001) n’observent pas de cardioprotection avec le CGS2168O. La

différence de modèle et de dose utilisés poulTait expliquer cette observation. Ce groupe

utilise un modèle d’ischémie-reperfusion dans un système de coeur isolé (Langendorff)

n’incluant pas les composantes sanguines circulantes importantes dans la progression d’un

infarctus du myocarde. De plus, la concentration de CGS216SO utilisée (50 nM) était

insuffisante pour générer une protection. D’autre groupes comme Lozza et coll. (Lozza,

1997) et Cargnoni et coil. (Cargnoni, 1999) ont démontré en utilisant un modèle similaire

qu’il était nécessaire d’utiliser une concentration au moins dix fois supérieure à celle

utilisée par Xu et coll. (Xu, 2001) pour provoquer une cardioprotection significative. Ces

résultats indiquent qu’une quantité (ou concentration) minimale est nécessaire lors de

l’initiation de la reperfusion pour observer une protection myocardique.

En plus de la dose, le moment et la durée d’administration lors de la reperfusion

sont deux variables très importantes, comme montré pour d’autres composés

pharmacologiques (Xu, 2003; Lipic, 2004). L’administration de l’agoniste A2A avant

l’initiation de la période de reperfusion (Early) génère une cardioprotection significative

(Boucher, 2004; Boucher, 2005b). En contraste, si la même administration débute après

l’initiation de la reperfusion, aucune protection myocardique significative n’est observée
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(malgré une diminution de la taille de l’infarctus plus modique; Late). Le moment de

l’administration est donc d’une importance capitale dans la génération de la

cardioprotection. Il est important de respecter une «fenêtre thérapeutique » limitée dans le

temps à la fin de l’ischémie et au tout début de la reperfusion (chapitre 5, section 5.1.2). Si

l’administration du composé est effectuée à l’intérieur de cette fenêtre, la cardioprotection

sera observée.

11.2.4 Autres effets

Il est intéressant de noter que la présence d’une vasodilatation dans des modèles

d’ j schémie-reperfusion et administration d’un composé pharmacologique avec propriétés

cardioprotectrices semble provoquer la perte de cet effet protecteur. Par exemple, il a été

démontré que la stimulation des récepteurs de l’adénosine n’engendrait aucune protection

myocardique lorsque la pression artérielle était réduite (Thornton, 1992; Kis, 2003). La

cardioprotection semble être abolie en présence d’un effet hémodynamique.

En parallèle, la réduction de la charge cardiaque durant la reperfusion s’avère sans

effet sur le myocarde (aucune cardioprotection) (Van Winkle, 1990). De plus, il a été

clairement démontré que la réduction du travail cardiaque et de la demande métabolique ne

sont pas les principales variables responsables de la réduction de la taille d’un infarctus

(Reimer, 1985). Étant donné que l’activation des récepteurs A2A de l’adénosine peut

produire une vasodilatation, il serait possible de postuler que le CGS2 1680 puisse réduire la

post-charge durant la reperfusion. Dans notre modèle, aucune différence dans les

paramètres hémodynamiques na été détectée entre les groupes expérimentaux tout au long

de la chirurgie, suggérant que le CGS21$0 n’a pas produit de vasodilatation. Les

différences dans le design expérimental, dans la méthode utilisée, dans l’administration du

composé et dans l’espèce animale pourraient expliquer qu’aucune vasodilatation n’est

observée en comparaison à d’autres (Thomton, 1992; Kis, 2003). Nos observations laissent

croire qu’il est peu probable que l’effet cardioprotecteur du CGS21680 soit dû
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principalement à la réduction de la post-charge cardiaque par une vasodilatation et une

hypotension artérielle ainsi que par la diminution de la demande cardiaque.

11.2.5 Possibilité d’une cardioprotection post-ischémique clinique

D’un point de vue clinique, cette protection n’est pas banale étant donné qu’un

traitement tangible contre l’infarctus du myocarde requiert des interventions où

l’administration de composés pharmacologiques s’effectue en situations post-ischémiques

et en début de reperfusion (interventions post-ischérniques). Le respect de la fenêtre

thérapeutique et des différents facteurs influençant la taille de l’infarctus en situation post

ischémique (chapitre 5, section 5.1.2) sont d’une importance capitale dans l’effort de

réduction de la taille d’un infarctus du myocarde. Par ailleurs, il est crucial que cette

protection soit soutenue (Hearse, 1984). La taille de l’infarctus doit donc être réduite de

façon soutenue (« permanente ») chez un patient, l’intervention étant inutile si l’infarctus

progresse avec une plus longue période de reperfusion. Ainsi, notre intervention

pharmacologique par stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine s’est avérée efficace à

réduire la taille de l’infarctus de façon soutenue. Cette thérapie pourrait être efficace chez

l’humain lorsque utilisée conjointement avec une approche de reperfusion. Certainement,

des évidences cliniques sont nécessaires avant de généraliser cette thérapie

pharmacologique.

11.2.6 Signalisation

11.2.6.1 PI3K etAkt

L’administration d’un agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine module l’activité

de la PI3K en l’augmentant et en provoquant un effet cardioprotecteur via la survie

cellulaire lors de l’ischémie-reperfusion (Boucher, 2004). L’implication de la PI3K dans

les phénomènes de survie cellulaire a été démontrée auparavant. L’activation de la PI3K

entraîne la stimulation de la protéine sérine/thréonine kinase Akt. L’activation de cette
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dernière permet la phosphorylation de divers substrats à l’intérieur de la cellule, comme

Bad et la caspase-3 (Datta, 1997; Datta, 1999; Kuwahara, 2000; Wu, 2000), ainsi que sa

survie. Il a été démontré que l’activation du récepteur au IGF-1, stimulant lui-même la

PI3K, provoque une protection contre la mort cellulaire par apoptose (Buerke, 1995; Wang,

1998). Il a également été observé que la surexpression d’IGF-l et l’activation de la PI3K

dans un modèle murin d’infarctus du myocarde réduit la mort cellulaire et limite la

dilatation ventriculaire, la charge rnyocardique et l’hypertrophie cardiaque (Li, 1997). Ces

observations démontrent donc le potentiel cardioprotecteur de la PI3K. Aucune étude à ce

jour n’a par contre démontré l’implication de la PI3K durant la reperfusion myocardique

lors de la stimulation de récepteurs A2A de l’adénosine. Nos résultats suggèrent que la

stimulation de ces récepteurs avant le début de la reperfusion engendre l’initiation d’une

cardioprotection significative et, également, de l’activation de la kinase protectrice PI3K

(Boucher, 2004). Cependant, les mêmes résultats ne permettent pas l’identification de

l’isoforme de la PI3K impliquée dans cette protection post-ischémique à cinq heures de

reperfiision. L’identification de la ou des isoforrnes responsables serait possible avec

l’utilisation d’anticorps spécifiques.

L’inhibition de la voie impliquant la PI3K avec l’aide d’agents pharmacologiques a

permis l’étude de ses effets cardioprotecteurs. L’administration simultanée d’un inhibiteur

de la PI3K (LY294002) et de l’agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine (CGS21680) a

engendré une perte de l’effet protecteur (Boucher, 2004). La taille de l’infarctus est passée

25,7 ± 5,3 ¾ pour le groupe traité précocement avec l’agoniste A2A seul (Early) à

43,9 ± 7,9 % pour le groupe traité précocement simultanément avec l’agoniste et A2A

l’inhibiteur de la PI3K (Early + LY). Ces observations démontrent ainsi l’implication de la

PI3K dans notre modèle et la dépendance de la cardioprotection sur cette kinase de survie

cellulaire.

La PI3K est rapidement activée lors de la réintroduction du sang dans l’artère.

Après seulement cinq minutes de reperfusion, son activation est constatée dans le myocarde
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ischémique, cette dernière étant toujours active à 15 minutes (Boucher, 2004). L’activation

de la PI3K provoque donc rapidement la phosphorylation d’Akt. Cette dernière est

l’effecteur direct de la PI3K (Datta, 1996). Il a été proposé que ces deux protéines étaient

impliquées dans la génération «une cardioprotection (Hausenloy, 2004). En effet, ces

protéines sont membres de la famille RISK et auraient un effet bénéfique lors de la

reperfusion myocardique en favorisant la survie cellulaire et en limitant les lésions de

reperfusion. Cette observation est en accord avec les résultats décrits plus hauts, à savoir

que l’activation de la PI3K et d’Akt favorise la survie cellulaire pour ultimernent réduire la

taille de l’infarctus.

En regard de ces observations, la protéine Akt est aussi nécessaire à l’observation

d’une protection myocardique dans notre modèle. Son activation a seulement été observée

au niveau du groupe traité précocement avec le CGS21680 (Early) après seulement 15

minutes de reperfusion, passant d’environ $0 % pour le groupe témoin à environ 509 %

pour le groupe Précoce (Early) (Boucher, 2005b). Le rôle protecteur d’Akt a été proposé

précédemment par d’autres groupes. En effet, dans un modèle de cardiomyocytes isolés,

Fujio et cou. (Fujio, 2000) ont montré l’importance de cette protéine dans la survie des

cellules contre une privation de sérum en réduisant la mort des cellules. De plus, ils ont

observé que l’infection de ces mêmes cardiomyocytes par un adénoyirus contenant le gène

d’Akt de type sauvage ou constitutivement actif provoquait une réduction de la mort

cellulaire. Par ailleurs, l’injection de la forme active d’Akt dans la paroi ventriculaire a

conféré une résistance à l’ischémie-reperfusion in vivo lors de l’occlusion coronarienne, la

taille de l’infarctus étant significativement réduite (fujio, 2000). Un autre groupe a

démontré une diminution de l’étendue de l’infarctus du myocarde semblable. Miao et cou.

(Miao, 2000), suite à l’injection intra-coronarienne et à l’occlusion de l’artère antérieure

descendante gauche, ont montré que la présence de cette forme d’Akt réduisait

significativement la taille de l’infarctus. Matsui et colI. (Matsui, 2001) ont quant à eux

également observé une diminution de la taille de l’infarctus du myocarde suite à l’injection

intra-myocardique de la même forme constitutivement active d’Akt.
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Il est intéressant de noter que l’indice d’activation d’Akt (ratio de sa forme

phosphorviée sur la forme totale) est toujours significativement augmenté à 72 heures de

reperfusion. Cette activation est constatée dans les deux groupes traités, peu importe le

moment de l’initiation du traitement pharmacologique lors du début de la reperfusion. La

taille de l’infarctus dans le groupe tardif (Late: 44,5±7,1%) n’a pas été réduite

significativement et avec la même ampleur qu’en comparaison au groupe Précoce (Early;

35,2±1,9%). Cependant, l’activation d’Akt suite à 72 heures de reperfusion pourrait tout de

même traduire une diminution de la mort cellulaire, une taille de l’infarctus réduite ainsi

qu’une activation des récepteurs A2A de l’adénosine. D’autres travaux sont cependant

nécessaires pour expliquer cette observation.

Par les résultats obtenus durant ces travaux, il n’est pas possible de déterminer si les

récepteurs A2A de l’adénosine modulent directement l’activité de la PI3K ou d’Akt. En

effet, l’activation de ces protéines pourrait être modulée indirectement via certains

effecteurs des récepteurs A2A de l’adénosine. Différentes composantes cellulaires

pourraient agir comme intermédiaires entre les récepteurs, la PI3K et Akt. Par exemple,

dans le cas des récepteurs A2A possédant l’adénylate cyclase comme effecteur (génération

d’AMPc), il est possible que la PKA soit impliquée. Les protéines pourraient

constituer d’autres intermédiaires entre les récepteurs et leur cible intracellulaire.

Davantage de travaux via l’utilisation d’activateurs ou de bloqueurs pharmacologiques

permettront de déterminer si le couplage des récepteurs aux protéines étudiées dans notre

modèle d’infarctus du myocarde reperfusé est direct ou indirect.

Les résultats de cette thèse supportent le rôle protecteur que la PI3K et d’Akt

possèdent au niveau des cardiomyocytes et du tissu cardiaque soumis à une ischémie

reperfusion. Nos résultats suggèrent que lors de la stimulation des récepteurs A2A de

l’adénosine. la PI3K et Akt sont rapidement activées, engendrant ainsi une cardioprotection

significative et résultant en une réduction de la taille de l’infarctus.
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11.2.6.2 C’aspase-3 et apoptose

L’administration d’un agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine module

rapidement l’activité de la caspase-3 (Boucher, 2004). En effet, après seulement cinq

minutes de reperfusion, son activité est diminuée dans le groupe traité précocement (Early).

De plus, cette diminution persiste à 15 minutes de reperfusion dans l’endocarde

ischérnique. L’absence de réduction significative à 15 minutes dans l’épicarde iscliémique

pourrait refléter une plus grande viabilité cellulaire suite à l’ischémie-reperfusion.

L’inhibition des caspases est une approche cardioprotectrice efficace (Black, 199$;

Yaoita, 199$; Holly, 1999; Huang, 2000; Mocanu, 2000; Regan, 2003). Cette inhibition

doit absolument avoir lieu en début de reperfiision, sans quoi, aucune réduction de la taille

de l’infarctus n’est observée. Les lésions de reperfusion débutant dès l’initiation de la

reperfusion, l’inhibition des caspases doit donc être effectuée à ce moment. Ceci explique

donc en partie l’effet protecteur de la stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine dans le

groupe Précoce (Early) par rapport au groupe tardif (Late). L’agent pharmacologique doit

être présent à la reperfusion afin d’entraîner une réduction de l’activation de la caspase-3.

L’inhibition des caspases et subséquemment des processus apoptotiques est une méthode

puissante de contrer la progression de l’infarctus lors d’une occlusion coronarienne. Il est

également possible de générer une cardioprotection en ciblant d’autres composantes du

système de signalisation apoptotique. La modification de l’expression de protéines

appartenant à la famille Bd-2 est un exemple. En effet, la transfection du gène Bd-2

(protéine anti-apoptotique appartenant à la famille portant son nom) au niveau des

cardiomyocytes de rats néonataux en culture engendre une résistance contre la mort par

apoptose (Kirshenbaum, 1997). Bcl-xL, un autre membre anti-apoptotique de la famille

Bd-2, confère aussi une résistance contre l’ischémie et la reperfusion. Le groupe de Huang

et coll. (Huang, 2003) a injecté un adénovirus contenant le gêne Bcl-xL dans le myocarde

(injection intra-myocardique) avant une ischérnie-reperfusion. Ce groupe procéda par la

suite à la génération d’un infarctus du myocarde et démontra que cette injection provoque
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non seulement une réduction de la taille de l’infarctus mais aussi une amélioration des

fonctions cardiaques post-infarctus. De plus, concurremment à la cardioprotection, Huang

et coll. (Huang, 2003) ont observé une réduction des processus apoptotiques suite aux

dommages. Dans un autre modèle, Imahashi et coll. (Imahashi, 2004) ont récemment

montré une diminution de la taille de l’infarctus conjointement à une amélioration des

fonctions cardiaques dans un modèle de coeur de souris isolé et surexprimant la protéine

Bd-2 spécifiquement au niveau du tissu cardiaque.

Bax est quant à elle membre de la famille Bd-2 mais possède des propriétés pro

apoptotiques. Son inactivation génique (KO) chez la souris entraîne une tolérance contre

l’ischémie. En effet, le groupe de Hochhauser et cou. (Hochhauser, 2003) ont observé que

l’absence de la protéine Bax accorde une réduction de la taille de l’infarctus, de la relâche

de créatine kinase et de l’apoptose des cardiomyocytes (observé par TUNEL et activité

caspase-3) suite à une ischémie-reperfusion dans un modèle de coeur isolé. Ces diminutions

sont accompagnées par une amélioration des fonctions cardiaques.

La modification d’expression de Bax et de Bd-2 pourrait expliquer la

cardioprotection par les récepteurs A2A de l’adénosine. En effet, le CGS2 1680 entraîne une

augmentation de l’expression de Bd-2 et une réduction de celle de Bax dans un modèle

canin d’ischémie-reperfusion (Zhao, 2001a). Nous avons observé des résultats similaires

dans notre modèle d’infarctus du myocarde (Boucher et coll., résultats non-publiés),

corroborant cette hypothèse. Cette modulation pourrait donc en partie expliquer la

protection pharmacologique de l’agoniste A2A dans notre modèle d’infarctus du myocarde.

En somme, toutes ces observations démontrent le potentiel protecteur de la famille des

protéines Bd-2 avec propriétés anti-apoptotiques. La réduction de l’expression de Bax, son

inactivation ou sa séquestration pourrait également constituer une autre alternative

protectrice.

Les travaux effectués figurant dans cette thèse ne déterminent pas si l’apoptose a été

modulée via la stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine par son agoniste, le
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CGS2I68O. En effet, pour quantifier les processus apoptotiques, il aurait été nécessaire

d’effectuer des mesures via la coloration TIINEL sur coupes histologiques ou via d’autres

techniques (par exemple, la microscopie électronique). Comme mentionné précédemment,

la coloration TUNEL permet un marquage à l’extrémité 3’ de l’ADN, une visualisation et

une quantification rapide des processus apoptotiques avec l’aide d’un microscope à

fluorescence. Un simple comptage des cellules positives est alors nécessaire plus le

nombre de cellules est grand, plus les processus apoptotiques sont importants.

La spécificité de cette méthode est par contre remise en question au niveau d’études

portant sur l’ischémie-reperfusion. En effet, il a été démontré que des cardiomyocytes en

apoptose et en nécrose pouvaient être marqués positivement par la coloration TUNEL.

Guerra et coll. (Guerra, 1999) ont démontré un marquage positif de cellules apoptotiques et

nécrotiques dans du tissu humain infarci. Or, les phénomènes nécrotiques sont présents

lors d’une ischémie-reperfusion. La coloration TUNEL n’est donc pas nécessairement

représentative seulement de l’apoptose. La méthode de marquage fluorescent de l’ADN sur

coupes histologiques avec des sondes spécifiques générées par « Polymerase Chain

Reaction» (PCR) pourrait être utilisée en substitution à l’essai TUNEL et ce, via la

génération de sondes spécifiques pour chacun des types de mort cellulaire (Didenko, 1996;

Didenko, 1998; Guen-a, 1999). Durant l’apoptose, les endonucléases clivent l’ADN et

laisse une extrémité 3’ non-cohésive. La mort par nécrose quant à elle entraîne la

génération d’une extrémité 3’ cohésive via le clivage par les endo et exonucléases

lysosomiales. La création par PCR de sondes possédant une extrémité non-cohésive

spécifiques à l’apoptose (via l’enzyme Taq) et cohésive spécifiques à la nécrose (via

l’enzyme PJu) est possible. Par la suite, sur des coupes histologiques et via l’enzyme T4

ligase, les sondes sont liées à l’extrémité 3’ et sont visualisées par microscopie à

fluorescence. Cette méthode discrimine mieux les deux types de mort cellulaire en

comparaison à la coloration TUNEL.
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Par ailleurs, la microscopie électronique permettrait d’identifier, dans le tissu

ischérnique, les processus apoptotiques. L’apoptose entraîne la génération de cellules ayant

une architecture bien distincte par rapport aux cellules nécrotiques. Entre autres, il est

possible d’y observer l’ADN marginalisé ainsi que les corps apoptotiques formés par le

contenu cytoplasmique des cellules entourées de membrane. La microscopie électronique

est une technique fiable pour évaluer qualitativement l’apoptose mais est très lourde pour la

quantification de ces mêmes processus (cette méthode ne permettant seulement que

l’observation de quelques cellules à la fois à de très forts grossissements).

L’utilisation de ces méthodes de marquage et de détection demeure à ce jour la

seule façon d’évaluation et de quantification des processus apoptotiques dans du tissu ayant

subi une ischémie-reperfusion. Il est évident que ces méthodes estiment grossièrement les

processus apoptotiques à un endroit précis dans le temps et l’espace. Les techniques

disponibles pour observer l’évolution et quantifier les processus apoptotiques in vivo à

l’intérieur du coeur ou de tout autre organe, tissu ou cellule demeurent encore aujourd’hui

mal définis.

Dans notre modèle d’infarctus du myocarde reperfusé, des mesures d’apoptose

pourraient être effectuées via les méthodes TUNEL et sondes PCR sur coupes histologiques

pour observer l’évolution de l’apoptose au niveau du tissu ischémique péri-nécrotique lors

d’un traitement précoce ou tardif avec un agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine. Ceci

permettrait de quantifier les processus apoptotiques dans notre modèle d’infarctus du

myocarde reperfusé.

11.2.6.3 Hsp

Le traitement pharmacologique par l’agoniste A2A a permis de moduler l’expression

de Hsp27 à 72 heures de reperfusion (Boucher, 2005b). En effet, suite à la période de

reperfusion, l’expression de Hsp27 était significativement augmentée dans les deux
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groupes, et ceci. peu importe le moment de l’initiation du traitement. Lexpression de

Hsp27 est passée de $2 % pour le groupe témoin à environ 197 % pour le groupe Précoce

(Early) et 204 ¾ pour le groupe tardif (Late). En ce qui a trait à Hsp70, aucun changement

n’a été noté entre les différents groupes.

Plusieurs études ont montré un effet protecteur des Hsp dans des modèles

d’ischémie-reperfusion. Le groupe de Hollander et cou (Hollander, 2004) a observé un

effet protecteur de Hsp27 lorsque surexprimé dans le coeur de souris. Suite à une ischémie

globale de 20 minutes et 60 minutes de reperfusion, l’expression augmentée de la protéine

réduisait l’efflux de créatine kinase lors de l’ischérnie-reperfusion. La surexpression de

Hsp7O confère aussi une cardioprotection se traduisait par une diminution de 40 % de la

taille de l’infarctus, une réduction de la relâche de créatine kinase ainsi qu’une amélioration

des fonctions cardiaques lors de la reperfusion (Marber, 1995).

La principale limitation de ces observations est que la protection ne peut être

présente seulement lorsque l’expression de ces protéines est augmentée avant l’ischérnie.

Ainsi, les études ont observé l’effet de la présence pré-iscliémique de ces protéines ou de

l’effet du préconditionnement ischémique sur l’expression des Hsp. Toutes ces

interventions ont lieu précédemment à l’épisode d’occlusion coronarienne principale.

Aucune étude n’a déterminé l’effet d’une intervention post-ischémiqtie sur l’expression dite

« normale» (aucune surexpression, expression de type sauvage) des Hsp. Nos résultats

contrastent donc avec ceux-ci étant donné que la procédure expérimentale cardioprotectrice

résulte en l’augmentation de l’expression de Hsp27 et non pas l’inverse (que

l’augmentation de l’expression de la protéine provoque la cardioprotection). En fait, le

traitement avec l’agoniste A2A engendre une augmentation de l’expression de Hsp27 suite à

72 heures mais sans constater de changement notable entre les différents groupes

expérimentaux à 15 minutes de reperfusion. Par ailleurs, la réduction de la taille de

l’infarctus ne semble pas être le facteur prépondérant dans la modification de l’expression

de Hsp27 étant donné que cette expression est augmentée dans les deux groupes traités avec
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l’agoniste A2A, avec (Early) ou sans (Late) protection. Ceci démontre qu’un certain délai

est nécessaire afin d’augmenter la transcription génique et le contenu protéique et que, peu

impolie le moment de l’initiation du traitement, l’expression de cette protéine s’élève.

Hsp27 ne joue donc pas un rôle capital dans notre modèle de cardioprotection par les

récepteurs A2A de l’adénosine. Nonobstant ceci, Hsp27 poulTait être impliquée à plus long

tenue en ce qui a trait au remodelage cardiaque suite à l’infarctus du myocarde. Cette

protéine est une chaperone protéique et est essentielle au bon repliement des protéines. Sa

présence accrue pourrait être bénéfique au myocarde reperfusé. Cette hypothèse dépasse le

cadre des travaux présentés et d’autres travaux sont nécessaires afin d’évaluer cet aspect du

proj et.

11.2.6.4 CREB

L’administration de l’agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine a engendré une

activation de CREB. En effet, peu importe le moment du début de cette administration,

CREB est rapidement activé à 15 minutes de reperfusion, passant d’environ 35 % pour le

groupe témoin à environ 104 % pour le groupe Précoce (Early) et 100 ¾ pour le groupe

tardif (Late). Autant au niveau du groupe Précoce (Early) que tardif (Late), CREB est

significativement plus phosphorylé par rapport au groupe témoin, suggérant son activation

augmentée.

Les récepteurs A2A de l’adénosine peuvent activer CREB. À ce titre, Kuli et coll.

(KulI, 1999b) ont montré une phosphorylation de CREB accrue lors d’une stimulation de

cellules en culture avec l’agoniste spécifique CGS2I6$0. Depuis, d’autres groupes ont

obtenu des résultats similaires (Kuil, 1999b; Bshesh, 2002; Cheng, 2002; Lee, 2002a,

2002b). L’augmentation de l’AMPc par l’activation de ces récepteurs ainsi que l’activation

de la PKA sont responsables de cette stimulation du facteur de transcription (Bshesh, 2002;

Cheng, 2002; Lee, 2002a, 2002b; Lynge, 2003).
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Par ailleurs, l’activation des récepteurs A2A de l’adénosine semble être protectrice

en regard à CREB. Dans un modèle de cellules PC12 en culture, Huang et cou. (Huang,

2001) ont observé que lors d’une privation de sérum, le CGS216$0 provoquait une

protection de ces cellules en réduisant la mort des cellules par apoptose. Riccio et cou.

(Riccio, 1999) ont montré le rôle de CREB dans la survie cellulaire dans un modèle de

neurones isolés de cerveaux de rats néonataux en culture stimulés par le facteur de

croissance neuronal (NGF). Boimi et coll. (Bonni, 1999) ont quant à eux observé que

CREB était également activé suite à une stimulation au BDNF dans un autre modèle de

neurones isolés. La protection était abolie lors de l’injection d’une forme mutante

catalytiquement inactive de CREB dans ces deux derniers modèles (Bonni, 1999; Riccio,

1999). Ces observations démontrent donc que les récepteurs A2A de l’adénosine ont le

potentiel d’activer CREB via une signalisation cellulaire impliquant la protéine GOE5,

l’adénylyle cyclase, l’AMPc et la PKA. Par ailleurs, Akt peut phosphoryler CREB (Du,

199$). Il est possible que ce facteur de transcription puisse être activé par les récepteurs

A2A de l’adénosine dans notre modèle via Akt. Il est à noter que la protéine Akt est

rapidement activée dans le groupe traité de façon précoce (Early) mais que CREB est quant

à lui activé dans les deux groupes traités (Boucher, 2005b). Cette différence pourrait

s’expliquer par le fait que le traitement pharniacologique lui-même serait responsable de

l’activation de CREB (via la génération d’AMPc et la PKA) et non as l’activation de Akt.

Les résultats obtenus dans cette thèse ne permettent pas cependant d’exclure la possibilité

que Akt puisse activer le facteur de transcription.

L’implication de CREB dans le préconditionnement a été précédemment démontrée.

En utilisant un modèle de coeur isolé. Das et col!. (Das, 2005a; Das, 2005b) ont récemment

observé que le facteur de transcription était nécessaire pour observer une cardioprotection

par le resvératrol. De plus, ils ont établi que les récepteurs A3 étaient également

indispensables pour cette protection. Ces résultats établissent donc le potentiel

cardioprotecteur de CREB conjointement avec les récepteurs de l’adénosine.
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Le rôle de CREB dans la cardioprotection par les récepteurs A2A de l’adénosine lors

d’une intervention post-ischérnique reste incertain. Par les travaux présentés dans cette

thèse, CREB n’aurait qu’un rôle mineur à jouer dans ce type de cardioprotection (Boucher,

2005b). En effet, le facteur de transcription ne serait pas essentiel à la protection

myocardique dans notre modèle étant donné que seulement le groupe Précoce (Early)

présente une cardioprotection mais que son activation est constatée dans les deux groupes

traités avec l’agoniste A2A (Précoce et Tardif; Early et Late). Nous n’excluons pas que

CREB serait impliquée dans cette cardioprotection mais son rôle semble n’être que mineur.

11.2.6.5 Intégration des voies et vue générale

La PI3K et Akt sont des protéines nécessaires à la génération d’une

cardioprotection. Comme revue par Hausenloy et Yellon en 2004 (Hausenloy, 2004), ces

composantes du système de survie cellulaire contrent les lésions de reperfusion (RISK) en

provoquant rapidement, lors de l’initiation de la reperfusion, une cascade cellulaire qui,

ultimement, engendre une réduction de la taille de l’infarctus. Notre modèle de

cardioprotection démontre une telle activation de la PI3K et d’Akt lors du début de la

période de reperfusion, conoborant l’hypothèse de Hausenloy et Yellon (Hausenloy, 2004).

Ainsi, le traitement pharmacologique avec l’agoniste A2A institué juste avant la reperfusion

(intervention post-ischémique) active ces protéines de survie cellulaire, réduisant les lésions

de reperfusion et menant ultimement à une réduction de la taille de l’infarctus (figure 11.1).

Par ailleurs, l’activité de la caspase-3 est rapidement réduite lors de l’initiation de la

reperfusion. L’inhibition ou la réduction d’activation de cette enzyme est cardioprotectrice

(Mocanu, 2000). Seulement le groupe Précoce (Early) présente cette réduction, démontrant

un effet de l’agoniste A2A. Afin d’observer une cardioprotection significative, les résultats

de cette thèse suggèrent qu’il est nécessaire d’un côté d’augmenter l’activation de la voie

impliquant la PI3K et Akt et, d’un autre côté, de réduire celle de la caspase-3 rapidement

lors de l’initiation de la reperfusion (figure 11.1). Ces modifications permettent ainsi
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d’inhiber/réduire les lésions de reperfusion et la taille de l’infarctus, produisant ainsi une

cardioprotection.

—* Activation Membrane cellulaire

-H Inhibition 4b6 ADN

O Acide aminé

P Groupement phosphate

figure 11.1 Schéma de l’intégration des différentes voies de signalisation. La stimulation des récepteurs

A2A de l’adénosine lors de la reperfusion myocardique entraîne une activation de la voie de la PI3K et de

Akt. Par ailleurs, cette stimulation pourrait être responsable non seulement de l’activation de CREB mais

également d’une élévation du contenu protéique de Hsp27 et Bd-2, deux médiateurs potentiels de la

protection.

D’ autre part, Akt a pour cible plusieurs différents effecteurs (chapitre 4, section

4.2.2) dont le facteur de transcription CREB (Du, 199$). Malgré le fait que ce facteur de

/

r
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transcription semble jouer un rôle mineur dans notre modèle de cardioprotection, nous ne

pouvons exclure son implication. Le traitement pharmacologique provoque l’activation de

CREB et ce, peu importe le moment de son initiation. La stimulation des récepteurs A2A de

l’adénosine pourrait donc entraîner une activation d’Akt qui, à son tour, irait phosphoryler

et activer subséquemment CREB. Ainsi stimulé, le facteur de transcription serait en

mesure d’aller cibler son élément de réponse à l’ADN et engendrer une transcription

génique (figure 11.1).

CREB pourrait modifier l’expression des protéines Hsp. En effet, l’élément de

réponse CRE se retrouve au niveau des gènes des Hsp (Zhang, 2005b). La liaison de

CREB à son élément de réponse (CRE) en amont du gène de Hsp27 constituerait un

mécanisme expliquant l’augmentation de l’expression de cette dernière. En parallèle,

CREB pourrait également provoquer une augmentation de la transcription génique de Bel-2

(Pugazhenthi, 1999; Pugazhenthi, 2000). En effet, en utilisant un modèle de cellules en

culture, Pugazhenti et coil. (Pugazhenthi, 1999; Pugazhenthi, 2000) ont montré que CREB

produisait une augmentation de la transcription génique de Bel-2 et ce, engendrée par

l’activation d’Akt. Ces résultats démontrent donc le potentiel protecteur non seulement de

CREB mais aussi de la kinase Akt en amont du facteur de transcription. Dans notre modèle

de cardioprotection, suivant l’activation des récepteurs A2A de l’adénosine et/ou de la PI3K

et d’Akt, CREB pourrait en conséquence augmenter le contenu protéique de Hsp et de Bel-

2 (figure 11.1). Étant donné que l’expression de ces dernières n’augmente qu’après

l’ischémie, il est probable qu’elles ne participent pas à la génération d’une protection

myocardique. Elles pourraient cependant posséder un effet à plus long terme comme le

remodelage cardiaque.

L’utilisation de souris transgéniques pour CREB (mutant inactif non

phosphorylable, la délétion du gène étant létale) permettra d’élucider son rôle dans la

cardioprotection et peut-être sur l’expression des Hsp. Par ailleurs, l’utilisation de souris

mutantes pour la PI3K serait une alternative afin de clarifier son effet cardioprotecteur. La
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sous-unité catalytique pllOy est activée pa;- les récepteurs couplés aux protéines G tels que

le sous-type A2A. Sa délétion (KO) est viable ((Hirsch, 2000); revue par Vanhaesebroeck et

cou. (Vanhaesebroeck, 2005)) et pourrait constituer une méthode pour montrer le

mécanisme de cardioprotection et le lien entre cette enzyme, les protéines Akt et CREB.

Finalement, la délétion du gène des récepteurs A2A de l’adénosine (Ledent, 1997; Chen,

1999; Chen, 2001) confirmera le potentiel cardioprotecteur de ces récepteurs en situation de

thérapie post-ischérnique.

11.3 Protection pharmacologique du cerveau : régression de l’apoptose

dans l’amygdale en situation post-infarctus du myocarde

11.3.1 Apoptose et amygdale

Les résultats obtenus dans cette thèse démontre la régression des phénomènes

apoptotiques au niveau de l’amygdale par un agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine

suite à un infarctus du myocarde (Boucher, 2005a). Cette régression de l’apoptose a été

quantifiée par la coloration TUNEL et a montré une diminution du nombre de cellules

positives dans le groupe traité de façon précoce (Early). Ce dernier possédait aussi une

activité de l’enzyme pro-apoptotique caspase-3 significativement diminuée par rapport au

groupe témoin. Simultanément, une augmentation de l’activité de la PI3K, de l’activation

de son effecteur direct Akt ainsi que de l’expression de Bd-2 a été constatée, toutes trois

des protéines possédant un effet anti-apoptotique.

Wam et cou. (Wann, 2005a) ont clairement démontré la présence d’apoptose au

niveau de l’amygdale suite à 72 heures de reperfusion. Ces processus apoptotiques ont été

identifiés au niveau de l’amygdale par divers techniques (TUNEL. immunodétections et

mesures d’activités enzymatiques). De plus, ce même groupe a montré qu’il était possible

de moduler pharmacologiquement ces phénomènes de mort cellulaire. Les résultats

présentés dans cette thèse corroborent ces observations, démontrant une fois de plus la
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présence d’apoptose dans la structure cérébrale à 72 heures de reperfusion et qu’il est

possible de provoquer leur régression par un agent pharmacologique.

La réduction de l’apoptose observée seulement dans le groupe Précoce (Early) en

comparaison au groupe Tardif (Late) poulTait être le résultat d’une augmentation du signal

de survie cellulaire par rapport au signal de mort cellulaire. L’augmentation de l’activité de

la PI3K et l’activation d’Akt ne s’observent que dans le groupe Précoce (Early). La PI3K

et Akt constituant des membres de la famille des protéines avec propriétés anti

apoptotiques, le signal de survie cellulaire pourrait ainsi être accru dans le groupe Précoce

(Early). En contraste, l’expression de Bel-2 est similaire entre les deux groupes traités.

Cette observation pourrait s’expliquer par le traitement pharmacologique, celui-ci pouvant

activer la transcription génique de Bel-2 via l’activation de CREB. Au niveau du

myocarde. nous avons observé une stimulation rapide de CREB à 15 minutes de

reperfusion dans les groupe Précoce (Early) et Tardif (Late) (Boucher, 2005b). L’élément

de réponse CRE se retrouvant au niveau des gènes des Bel-2 (Zhang, 2005b), CREB irait

lier son élément de réponse en amont du gène de Bel-2, augmentant ainsi sa transcription

génique. Il a été démontré par Pugazhenthi et coil. (Pugazhenthi, 1999; Pugazhenthi, 2000)

que l’augmentation du Bel-2 peut s’effectuer via CREB. II est donc possible de croire que

le contenu protéique de Bel-2 pourrait être accru par un mécanisme dépendant de CREB au

niveau de Famygdale dans nos deux groupes traités avec l’agoniste A2A. Une autre

similitude entre les groupes Précoce (Early) et Tardif (Late) a été observée au niveau de

l’amygdale quant à l’activité de la caspase-3. Cette activité semblable entre les deux

groupes (mais significativement réduite par rapport au groupe témoin) pourrait être le

résultat de l’expression augmentée de Bel-2. En effet, cette protéine étant en amont de la

caspase-3 en regard à la cascade apoptotique (Adams, 1998; Thomberry, 1998; Budihardjo,

1999; Hengartner, 2000), l’augmentation d’expression de Bel-2 pourrait entraîner un effet

net anti-apoptotique, réduisant par le fait même l’activation des caspases.
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Il a été démontré que l’activation des récepteurs A2A de l’adénosine provoquait une

réduction des processus apoptotiques. En effet, Huang et cou. (Huang, 2001) ont observé

que cette activation permettait aux cellules PC12 de résister à l’apoptose générée par le

retrait du sérum du milieu de culture. Cassada et cou. (Cassada, 2001) ont aussi démontré

un effet anti-apoptotique d’un agoniste spécifique des récepteurs A2A de l’adénosine dans

un modèle de reperfusion de la molle épinière. De plus, Zhao et coli. (Zhao, 2001a) ont

observé une réduction des processus apoptotiques rnyocardiques suite à une ischémie

reperfusion. Ces modèles diffèrent substantiellement du modèle de dépression post

infarctus mais démontrent malgré tout le potentiel anti-apoptotique des récepteurs A2A de

l’adénosine.

L’effet net de la stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine en début de

reperfusion est donc une réduction des processus apoptotiques au niveau de l’amygdale du

groupe traité de façon précoce (Early). Le signal de survie cellulaire n’étant pas assez élevé

par rapport au signal de mort dans le groupe Tardif (Laie), l’effet ultime est l’apoptose.

D’autres travaux sont nécessaires afin de confirmer toutes ces hypothèses.

11.3.2 Hypothèses de l’inflammation et de réduction intracérébrale

Les résultats présentés dans la troisième partie de cette thèse rontrent une réduction

de la production de TNfa. une cytokine pro-inflammatoire (Boucher, 2005a). En effet,

l’expression de la cytokine est significativement réduite dans le groupe Précoce (Early),

passant d’environ 100 % pour le groupe Témoin à environ 43 % pour le groupe Précoce

(Early). Cette même expression n’était pas modifiée au niveau du groupe Tardif (Late;

environ 101 ¾).

Les récepteurs A2A de l’adénosine sont connus comme pouvant réduire

l’inflammation. Ces derniers inhibent les neutrophiles (Revan, 1996; Jordan, 1997;

Sullivan, 2001) ainsi que la production et la relâche de radicaux libres (Jordan, 1997;
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Sullivan, 2001) et de TNFa. (Harada, 2000; Ohta, 2001 ; Bshesh, 2002). La réduction de

production de cytokines pro-inflammatoires lors de la reperfusion myocardique pourrait

être bénéfique pour l’amygdale. L’administration d’un inhibiteur de synthèse de cytokines,

le pentoxifylline, réduit la réponse pro-inflammatoire. Le pentoxifylline est un inhibiteur

de synthèse des cytokines pro-inflammatoires, principalement de TNFa (D’Hellencourt,

1996; Marcinkiewicz, 2000; Silva, 2000; Weber. 2001; Colson, 2003). Dans le modèle

d’infarctus du myocarde reperfusé présenté par Wann et cou. (Warm, 2005a),

l’administration du pentoxifylline a entrafné une régression des processus apoptotiques au

niveau de l’amygdale. Cette régression a été caractérisée par une réduction de la coloration

TUNEL, de l’activité de la caspase-3 et du ratio Bax/Bcl-2 ainsi qu’une augmentation de

l’activité de la PI3K. Ces résultats démontrent qu’il est possible de moduler l’apoptose au

niveau de l’amygdale suite à un infarctus du myocarde. L’inhibition ou la réduction de

synthèse de TNfŒ, une cytokinè pro-inflammatoire et pro-apoptotique, est une approche

efficace. La stimulation des récepteurs A2A de l’adénosine semble donc avoir un effet

similaire, expliquant la régression des phénomènes apoptotiques.

La différence observée entre les groupes traités de façon précoce (Early) et tardive

(Late) au niveau du TNFŒ s’explique par le protocole d’administration de l’agoniste. En

V effet, le traitement pharmacologique avec l’agoniste A2A débute cinq minutes avant

l’initiation de la reperflision pour le groupe Précoce (Early). Ce même traitement ne débute

que cinq minutes après l’initiation de la reperfiision pour le groupe Tradif (Late). Il est

connu que la reperfusion myocardique provoque rapidement, dès son initiation, une réponse

pro-inflammatoire massive (fox, 1987). Par ailleurs, l”adénosine, via le récepteur A2A de

l’adénosine, possède des propriétés anti-inflammatoires (Cronstein, 1994). La présence

d’adénosine ou d’un agoniste spécifique au moment de la reperftision réduirait

l’inflammation causée par cette reperfusion myocardique. Étant donné que l’agent

pharmacologique est présent dès le moment de la reperfusion uniquement au niveau du

groupe Précoce (Early), seulement celui-ci présente une réduction de la réponse
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inflammatoire et de l’apoptose arnygdalieime. Au niveau du groupe Tardif (Late),

l’initiation du traitement s’effectue suite à cinq minutes de reperfusion. Ce délai pourrait

faire en sorte que la réponse inflammatoire est déjà enclenchée et que l’agent

pharmacologique est incapable de la réduire. Ces observations pourraient donc constituer

un mécanisme expliquant la réduction de TNFa seulement au niveau du groupe Précoce

(Early).

Une autre hypothèse pouvant élucider la réduction de la cytokine pro-inflammatoire

est l’inhibition de son transporteur ((Gutierrez, 1993); revue par Banks et coll. (Banks,

1995)) directement ou indirectement par l’agent pharmacologique. Les récepteurs A2A de

l’adénosine étant présents sur l’endothélium vasculaire, nous ne pouvons pas exclure la

possibilité que les récepteurs puissent inhiber le transport directement via la génération

d’AMPc et sa phosphorylation ou indirectement par une cascade de signalisation cellulaire

en diminuant son expression protéique.

Le mécanisme proposé par Francis et cou. (Francis, 2004b) pourrait également

constituer une explication concernant la réduction de TNFŒ au niveau de l’amygdale. En

regard à cette hypothèse, la diminution pourrait être due à une réduction de cette synthèse à

l’intérieur de la barrière hémato-encéphalique. En effet, Francis et coIl. (Francis, 2004b)

ont démontré que suite à un infarctus du myocarde, le TNFa était synthétisé dans

l’hypothalamus. De plus, ce groupe propose que cette synthèse s’effectue sous un contrôle

neuronal par les afférences sympathiques cardiaques et par le nerf vague. Le même

principe pourrait s’appliquer à l’amygdale. L’hypothalamus étant en communication

directe avec l’amygdale (Nieuwenhuys, 1996), le signal des nerfs afférents sympathiques

cardiaques et vague pourraient aussi affecter l’amygdale. Des cytokines y seraient

synthétisées dans cette structure cérébrale suite à un infarctus du myocarde. La stimulation

des récepteurs A2A de l’adénosine provoquerait donc une réduction de l’activation des nerfs

afférents sympathiques cardiaques et réduire ultimement la génération de TNFa au niveau

de l’amygdale. De plus, il est possible que la diminution de la taille de l’infarctus
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provoquée par l’agoniste A2A réduise cette stimulation neuronale, ayant pour effet de

réduire d’autant plus la synthèse de la cytokine.

La réduction de TNFa pourrait être le résultat d’une stimulation directe des

récepteurs A2A de l’adénosine au niveau de l’amygdale, du système limbique ou des

structures cérébrales y projetant des connections. Ces récepteurs sont présents au niveau de

l’amygdale. Bien que leur expression n’y est pas élevée (Rosin, 199$) en comparaison au

striatum (revue par Svenningsson et cou. (Svenningsson, 1999)), leur activation pourrait

avoir un effet de réduction du TNFa. L’expression des récepteurs A2A de l’adénosine étant

bien établie dans le striatum, leur activation pourrait aussi réduire la génération de TNFŒ.

Le striatum possède des connections directes avec l’amygdale et les autres structures du

système limbique. Il est de ce fait possible que l’activation des récepteurs A2A de

l’adénosine au niveau du striatum enclenche une diminution de la synthèse de TNFŒ dans

l’amygdale et dans les structures environnantes.

Finalement, la modulation de la mort cellulaire dans un organe indirectement par

des dommages induits dans un autre organe pourrait expliquer la réduction de l’apoptose

dans l’amygdale. Cette manifestation a précédemment été décrite en situation de protection

myocardique. Récemment, Kerendi et coIl. (Kerendi, 2005) ont décrit un phénomène de

postconditionnement cardiaque via l’occlusion de l’artère rénale suivant une occlusion

coronarienne. En effet, la taille de l’infarctus du myocarde était significativement réduite,

passant d’environ 49 % pour un groupe témoin à environ 24 % pour un groupe avec

postconditioimement par l’occlusion de l’artère rénale. Des résultats similaires ont été

obtenus avec le préconditioimement par l’occlusion d’une artère d’un organe avant

l’occlusion coronarienne (Gho, 1996; Bimbaum, 1997; Takaoka, 1999). Possiblement, le

même phénomène pourrait s’observer dans notre modèle. La réduction de la taille de

l’infarctus pourrait engendrer un signal faisant en sorte de diminuer la mort cellulaire par

apoptose dans l’amygdale. Selon cette hypothèse, la stimulation des récepteurs A2A de

l’adénosine ne serait pas suffisante à moduler cette apoptose mais serait nécessaire (afin de
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réduire la taille de l’infarctus). Par ailleurs, aucune donnée n’est présentement disponible

au niveau de la dépression post-infarctus et aucun mécanisme n’est encore décrit.

Davantages de travaux sont nécessaire afin de valider cette hypothèse.

Aucune étude n’est présentement disponible afin de valider ces hypothèses.

L’utilisation de souris sans récepteurs A2A de l’adénosine (KO; (Ledent, 1997; Chen, 1999;

Chen, 2001) pourrait permettre de répondre à certaines questions. Davantage de travaux

sont nécessaires afin de bien les valider.

11.3.3 Implication au niveau de la dépression

Comme précédemment discuté, Wann et coll. (Wann, 2005b) ont confirmé que leur

modèle d’infarctus du myocarde engendrait bien une dépression. Les symptômes étaient

atténués par un traitement anti-dépresseur avec la désipramine. Les travaux de cette thèse

ne montrent pas si l’agoniste A2A entraîne non seulement une régression de l’apoptose au

niveau de l’amygdale mais aussi une diminution des symptômes de dépression post

infarctus. D’autres travaux sont nécessaires afin de clarifier cet aspect capital. Par le test

de préférence au glucose et de la nage forcée (Porsoit), il sera possible de montrer si la

stimulation rapide des récepteurs A2A de l’adénosine lors de la reperfusion peut provoquer

une modification du comportement des animaux se traduisant par une réduction de la

dépression.

Les récepteurs A2A de l’adénosine pourrait donc constituer une cible

pharmacologique pour réduire efficacement non seulement la taille de l’infarctus mais aussi

l’apoptose post-infarctus au niveau de l’amygdale et ulfimement la dépression.
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Conclusion

Ces travaux ont permis de démontrer l’implication des récepteurs A2A de

l’adénosine au niveau de la cardioprotection post-ischémique. En effet, la stimulation de

ces récepteurs entraîne une réduction de la taille de l’infarctus lorsque l’agoniste est

administré rapidement, juste avant l’initiation de la reperfusion. De plus, cette protection

cardiaque demeure présente suivant une période de reperfusion allongée. Par ailleurs, nous

avons montré la nécessité de la voie de survie cellulaire impliquant la PI3K et Akt. Ces

travaux ont également démontré que ce même traitement provoque une régression de

l’apoptose au niveau de l’amygdale. La régression observée pourrait s’effectuer via un

mécanisme anti-inflammatoire. L’apoptose au niveau de l’amygdale pourrait expliquer la

dépression post-infarctus du myocarde observée chez les patients atteints de maladies

coronariennes.

Ces résultats permettent d’entrevoir une nouvelle avenue thérapeutique réduisant la

taille de l’infarctus ainsi que la dépression post-infarctus. En effet, l’administration d’un

agoniste des récepteurs A2A de l’adénosine simultanément à un processus de reperfusion

(agent thrornbolytique, pontage, angioplastie) pourrait sauver davantage de tissu

myocardique, améliorant ainsi les performances cardiaques et la qualité de vie du patient

touché par l’occlusion coronarienne. Cette administration réduirait aussi l’incidence de la

dépression post-infarctus et, ainsi, diminuerait la morbidité et la mortalité associées à cette

pathologie.

Toutefois, plusieurs questions demeurent sans réponse. La cardioprotection par les

récepteurs A2A de l’adénosine et sa fenêtre thérapeutique seront investiguées plus en

profondeur (moment d’administration avant/après l’initiation de la reperfusion et doses

pharmacologiques utilisées). Par ailleurs, l’effet d’une stimulation de ces récepteurs en

début de reperfusion sur l’apparition de la dépression post-infarctus sera également

investigué en étudiant le comportement des animaux suite à la reperfusion par différents

tests comportementaux (nage forcée et préférence de l’eau sucrée).
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Abstract: Activation ofmyocardial A2A adenosine receptors during
reperfusion lias been shown to be cardioprotective. The intracellular
mechanisms underlying this protection rernain unknown. To under
stand the beneficial effects of activated A2A adenosine receptors in
sucli a state, we investigated whethcr the enzymes phosphatidylino
sitol 3-kinase (PI3K) and caspase-3 can account for this post-ische
mie cardioprotective effect in an anesthetized rabbit model ofmyo
cardial infarction (30 minutes ischemia; 5 hours reperfusion).
Administration ofîhe A,A agonist CGS2 1680 (0.2 .tg/kg/min) 5 min
utes before reperfiision began (Early) reduced infarct size expressed
as a percentage of the area at risk (25.7 ± 5.3% versus 46.5 5,3% for
the control group; *P <0.05). Ireatment with the A,A agonist 5 min

utes after the onset ofreperfusion (Late) had no effect on infarct size
(38.2 6.2%). In the presence of a selective inhibitor of PI3K
(LY294002), the beneficial effects ofCGS2I68O on infarct size was
no longer observed (43.9 ± 7.9%). After 5 hours ofreperfusion, higher
PI3K activity in the ischemic region was observed in the Early group
eompared with the other experimental groups. Caspase-3 activity was
not observed in these different groups. In another set ofexperiments,
P13K activity was significantly higher during the first 15 minutes of
reperfusion in the Early group as compared with the Control group.
Caspase-3 activity increased rapidly during the f3rst 15 minutes of
reperfusion in the Control group and remained stable in the Early
group. These results indicated that post-ischemic cardioprotection af
forded by A,A adenosine receptor activation is Pl3K-dependent and
modulate rapidly othcr signaling pathways such as caspase-3.
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Cardioprotection can be afforded before or after ischemia

by adenosine receptors activation. Activation ofA1 or A3

adenosine receptor subtypes before the onset of sustained is

chernia reduces infarct size significantly.t’2 Intracellular sig

naling pathways involved in these beneficial effects have been

identified to involve kinases followed by phosphorylation and

activation ofmernbrane end-effectors possibly via KATP chan

nels.3 Activation of A2A adenosine receptors is effective al do

ing so during reperfusion.4 A2A adenosine receptor activation

post-ischemia may exert beneficial effects by interfering with

the deleterious events associated with neutrophul accumula

tion,5.6 oxvgen-free radical production,6’7 or apoptosis.4 The

molecular signaling pathways involved in any post-ischernic

cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor activa

tion remain unknown.
Experirnental evidence suggests that cell death occur

ring during reperfusion is due to apoptosis.t’9 Early after the

onset of reperfusion,1° apoptotic stimuli activate the caspase

cascade that involves caspase-3, which cleaves substrates im
portant to the maintenance of cellular integrity. Post-ische

mie phat-macological interventions that reduce infarct size may

thus interfere with apoptosis.4’12 Todetermine the intracellular

signaling pathways involved in the cardioprotection afforded

by A’,A adenosine receptor activation, we studied two enzymes

that eau be modulated by stimulation of G protein-coupled re

ceptors and involved in celi survival.

PI3K is a key signaling enzyme that modifies down

stream effectors sucli as kinases that are involved in ceil

growth and protein synthesis. thus ceIl survival.13 Among the

different downstream effectors, PKB1Akt can inhibit caspase

9, a protease crucial in the initiation ofapoptosis. PKB/Akt can

also phosphorylate Bad, which eau no longer, as a conse

quence, interact with Bel-2 or Bcl-xl, allowing them to inhibit

apoptosis.
The second enzyme, caspase-3, is rapidly activated dur

ing the early phase of apoptosis, thereby contributing to celi

death. Inhibition ofcaspase-3 during reperfusion induces a sig

nificant reduction of infarct size. This reduction suggests an

important role for this enzyme in reperfusion injurv. t2,4 Inter

estingly. it lias heen reported that activation of PI3K reduces

J Cardiovasc PharmacoI’ • Volume 43, Number 3, March 2004
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caspase-3 activity.157 According to these findings, PI3K
seems to be upstream ofcaspase-3 and thus may act as an im
portant enzyme in post-ischernic cardioprotection.

The present study vas conducted to detenine the role of

A2A adenosine receptors in rnodulating PI3K and caspase-3
activities and thus the role of the former in cardioprotection
afforded by A2A adenosine receptor activation.

Materials

METHODS

Ail chemicals were obtained from Sigma (St. Louis,
MO) unless specified. 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H- 1-
benzopyran-4-one (LY294002) was obtained from Calbio
chem (La Jolla, CA). Leupeptin and Microcystin LR were ob
tained from Alexis Biochernicals (San Diego, CA). Anti
phospho-tyrosine (PY99) and secondary antibodies were
obtained from Santa-Cruz Biotechnology (Santa-Cruz, CA).
Tween 20 and [-y32P]-ATP were purchased from Amersharn
Pharmacia Biotech (Baie-d’Urfé, Canada). Dimethylsulfoxide

(DM50), Tris(Hydroxymethyl)aminomethane (Tris), sodium
chloride, and sodium dodecyl sulfate (SDS) were obtained
from Laboratoire MAT (Beauport, Canada). Ac-DEVD-AMC
was obtained from BD Biosciences (Toronto, Canada). Lowry
protein assay reagents were obtained from Bio-Rad Laborato

ries (Hercules. CA). Enhanced Chemiluminescence Reagents
was obtained from Perkin Elmer (Markham, Ontario).

Experimental Groups

Protocol A

New-Zealand white rabbits (Charles River Canada,
Saint-Constant, Québec) weighing between 2.3 and 3.1 kg
were randornly assigned to I ofthe 4 following groups (8—10
anirnals/group): (1) Control group receiving vehicle (DMSO);
(2) Early-treated group (Early) where 2-p-(2-Carboxyethyl)
phenethylamino-5 ‘-N-ethylcarboxamidoadenosine hydro
chloride (CGS2 1680; A,A adenosine receptor agonist) was ad
ministered 5 minutes before the beginning ofreperfusion (0.2
ig/kg/min) into the marginal car vein; (3) Late-treated group
(Late) where the same agonist was administered 5 minutes af
ter the beginning ofreperfusion (0.2 1g/kg/min); and (4) Early
treated group with the A,A agonist and selective PI3K inhibitor
(Early + LY) where CG521680 (0.2 .tg/kg/min) and
LY294002 (selective PI3K inhibitor; 1.66 pg/kg/min) were ad
ministered simultaneously 5 minutes before the beginning of
reperfusion. CGS21680 and LY294002 were solubilized in
DMSO. Treatments were adrninistered for 120 minutes in ail
groups. Dosage ofthe LY294002 used in the present study was
determined from resuits obtained in a previous pilot study.
Dosage of CGS2 1680 was chosen in accordance with the pro
tocol used by Zhao et al.4

© 2004 Livpïncott Williarns & Wilkins

Protocol B

Three groups were constituted: (1) Control group receiv

ing vehicle (DMSO); (2) Early-treated group (Ear]y) where
CGS2 1680 was administered 5 minutes before the onset of
reperfusion (0.2 .tg/kg/min); and (3) Late-treated group (Late)
where CGS2 1680 was administered 5 minutes after the onset

of reperfusion.

Surgery
Rabbits were handled in compliance witb the procedures

ofthe Animal Care Local Committee. Ketamine/xylazine (35—

50 mg/kg and 5 mg/kg i.m., respectively) was used tu induce
anesthesia, which was maintained with isoflurane (1.5%).
Rabbits were intubated and placed on an artificial respirator to
maintain physiologic levels ofblood gases. Catheters were in
serted into the carotid and femoral arteries to collect blood and
monitor arterial pressure. Electrodes were placed on front
paws to record ECG and heart rate. A left thoracotomy vas

perfonsed at the fifth intercostal space and the left anterior
descending coronary arteiy was occluded with a silk suture.

Ischemia was confirmed by ST segment alterations and cya
nosis on the myocardial surface. After 30 minutes of occlusion

(ischemia). the ligature was loosened and the myocardial tis
sue was reperfused. Reperfusion was confirmed by the disap

pearance ofcyanosis. The suture used to occlude the artery was

lefi in place to localize the site of occlusion and tu assess in

farct size later. In protocol A, the reperfusion penod lasted 5
hours. In protocol B. the reperfusion period was limited tu 0, 5,

or 15 minutes.

Measurement of Area at Risk and Infarct Size
At the end of the reperfusion period, the heart was re

moved and the lefi anterior descending coronary artery was

occluded at the same site to determine the area at risk (AR)
with infusion of Evans Blue (0.5%) by retrograde perfusion

into aorta (protocol A and B). The heart was then placed at

—80°C forS minutes and sliced in 4 tu 5 transverse sections of

2 mm. Each section was incubated 5 minutes at 37°C in a tri

phenyltetrazolium chloride solution (TTC 1%, pH 7.4) tu de-

termine the area ofnecrosis (protocol A only). Myocardial in
farction was expressed as a percentage of necrosis (I) of the

AR. Moreover, AR was expressed as a percentage of left yen

tricle (LV) area. Ischemic central left ventricle sections from

suces 2 tu 4 were dissected into 2 equal endocardial and cpi

cardial portions regardless oftbe localization ofthe myocardi

al infarction (protocol A and B). The nonischemic portions of

the left ventricle were dissected tu serve as intemal control.

Cardiac tissue was then subjected tu snap freezing in liquid

nitrogen and stored at —80°C until uscd.

PI3K Activity
Frozen cardiac tissue samples were homogenized in ly

sis buffet (50 mM Tris (pH 7.5), 20 mM -glycerophosphate,
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20 mM Naf, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA. I mM Na3VO4, 10
mM benzamidine. 0.5 mM PMSF, 10 p.g/mL Leupeptin, 5 mM
DTT. 1 jiM microcystin LR, and 1% Triton X-100) with a
polytron homogenizer (10 second bursts at maximum speed).
The homogenate was centrifuged at 1000 x g for 10 minutes at
4°C. The supematant was rernoved, incubated for 30 minutes
at 4°C, and cernrifuged for 15 minutes at 10,000 g at 4°C.
The protein content was then assessed using the Lowrv rnethod
(Bio-Rad). Protein extracts were precipitated with anti
phosphotyrosine antibody conjugated to biotin (1:50) over
night at 4°C. The immune complex vas pelleted and washed 3
times with lysis buffer and 2 tirnes with phosphate-buffered
saline buffer containing 0.1 M Na3VO4. The immune peliet
was then suspended in activation buffet (35 mM ATP, 0.2 mM

adenosine, 30 mM MgCI2, 10 mg/mL L-a-phosphatidyhnosi
toi, and 20 pCi [-y32P]-ATP) and incubated at room tempera
turc for 20 minutes. The reaction was stopped with the addition
of 100 1iL hydrogen chloride 1M and 200 IL ofChloroforrn:
Methanol (1:1). The aqueous phase was then discarded. Eighty
pi ofhydrogen chloride:Methanoi (1:1) were then added be
fore discarding the aqueous phase. Twenty pi ofthe organic
phase containing 32P-Phosphatidylinositoi were resoived by
thin layer chromatography on K6 Silica Gel plates (Whatman.
Clifton. NJ) in a solvent system containing Chloroform:
Methanol:arnmonium hydroxide (45:35:10). Plates were cx
posed to film for 3 to 5 days (—80°C) before revelation.

Caspase-3 Activity
frozen cardiac tissue samples were lyophilized and cy

tosolic proteins were extracted in lysis buffer (1% Triton

X-100, 0.32 M Sucrose, 10 mM Tris (pH 8.0), 5 mM EDTA, 2

mM DTT, lmM PMSF, 10 tg/mL Leupeptin, 10 j.tg/mL Pep
statin A, 10 g/mL Aprotinin). Enzyrnatic reactions were per
formed in reaction buffer (50 mM Tris (pH 7.5), 5 mM MgCI,,
1 mM EGTA, 0.1% CHAPS, 1 mM DTT) with 25 pg of pro-

teins and fluorogenic substrate, Ac-DBVD-AMC (401iM). Re

actions were incubated at 37°C for 3 hours and stopped with
the addition of 0.4 M NaOH and 0.4 M Glycine buffer. fluo

rescence was quantified with a spectrofluorometer (Photon

Technology International, Lawrenceville. NJ) at an excitation
wavelength of365 nm and an emission wavelength of465 nm.

5tatistics
Resuits are expressed as mean (± standard error of the

mean) and were evaluated using analysis of variance and co
variance adapted for factorial experimental design.’8 A P

value ofless than 0.05 was considered statisticaliy significant.

RESULTS

Hematological and Hemodynamic Data
Ail groups were similar in tenns ofweight, hematocrit,

hemoglobin. leukocyte, and piatetet number at occlusion time

(Table 1). Heart rate and mean arterial pressure were similar

TABLE 1. Hematological and Hemodynamic Data From
Rabbits of Different Groups

Early
Control farly Late + LY

Number 10 10 10 g

Weight (kg) 2.6 0.] 2.5 ± 0.1 2.5 ± 0.0 2.5 ± 0.1

Hemoglobin(g/L) 118±5 1192 120±2 115±3
Hematocrit (%) 36 ± 1 36 ± I 36 ± I 34 ±

Leukocytes (lO°IL) 4.6 ± 0.5 5.5 ± 0.3 4.6 ± 0.4 5.9 ± 0.6
Platelets (1 09/L) 359 ± 16 356 ± 9 400 ± 26 386 ± 25

between groups throughout experiments (Fig. lA, lB). These
resuits indicated that neither CGS2 1680 dosage nor LY294002
exerted any significant effect on monitored hemodynamic pa
rameters.

Infarct Size
Area at risk (AR), expressed as a percentage ofthe total

left ventricle (LV) area, was similar for aIl groups, represent

I I
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(‘t,—.
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FIGURE 1. (A) Heart rate and (B) mean arterial pressure mea
sured in the 4 different groups. No difference was observed
between groups throughout experiments.
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ing more than 45% ofthe LV area (Fig. 2B). Infarct size, ex
pressed as a percentage of the AR (I/AR), was significantly
smaller in the Early group (25.7 5.3%) when compared with
the Control (46.5 ± 5.3%) and Late (38.2 ± 6.2%) groups (Fig.
2A; * <0.05). In the presence ofLY294002, cardioprotection
observed with the early administration ofCGS2I68O (Early +

LY) was no longer present (43.9 ± 7.9%). These resuits sug
gest that PJ3K is involved in infarct size modulation during
A,A adenosine receptor activation.

Protocol A

PI3K activity

To determine A,A adenosine receptor activation effects
in the signaling pathways involved during post-ischemic car
dioprotection, we rneasured PI3K activity by in vitro phos
phoiylation of L-a-phosphatidylinositol. PI3K activity vas en
hanced significantly within the Early group with CGS2 1680
(Fig. 3) when cornpared with the Control and Late groups. in
deed, PI3K was 64.2 ± 8.3% and 64.5 ± 10.1% for endocardial
and epicardial ischemic regions respectively (Control group
values being 8.4 ± 8.6% and 15.0 ± 5.2% and Late values being
3.3 + 7.4% and 31.8 ± 8.8% for endocardial and epicardial
ischemic regions respectively). In the presence of LY294002
along with CGS21680 (Eariy + LY), no PI3K activity was de
tected in ischemic or nonischemic regions.

Casp ose-3 activity

As a potential key participant in tise reperfusion injury,
we measured caspase-3 activity in our experimental model.
After 5 hours of reperfusion, we were unable to detect any
significant activity in tissues derived from the different experi
mental groups (data not shown).

A B
Conirol

m Cosy
50 Late

IZSI Enrly 1-LV

4O

75

2O :
fAR ARJLV

FIGURE 2. A, nfarct size (I) expressed as a percentage of the
atea at risk (AR) showed a marked reduction in the Early group
as compared with the other groups (*

< 0.05). Addition of
LY294002 (Early + LY) ptovokes a Ioss of the catdioprotective
effect induced by CGS21 680. B, Atea at risk (AR) expressed as
a percentage of the left ventricle (LV) was similar between

g tou p5.

C © 2004 Lippincotl Willia,ns & WiÏkins

!
PIP (Early+LY)

100 Eo Eï NI

Control

D * *

— Laie

Ii 50

25jÏflI

Endocardial Epicardial
region reg ion

FIGURE 3. PI3K activity was assessed by in vitro phosphoryla
tion of the L-co-phosphatidylinositol. Activity observed in the
nonischemic region was expressed as 100% and normalized
the activity found in the ischemic region. Significantly in
cteased PI3K activity in both endocardial and epicardial ische
mic regions was observed only in the Early group when tom
pared with the Control, Late, and Early + LY groups (*p< 0.05).
No PI3K activity was detected in the ischemic regions in the
Early + LY (inset). Inset shows typical substrate phosphoryla
tion for the Control and Early + LY groups. Eo, endocardial
ischemic region; Fi, epicardial ischemic region; NI, nonische
mic region.

Protocol B

Kinetics ofactivation ofPI3K and. caspase-3 early after
onset ofreperfusion

To estimate the effect of CGS2 1680 on tise different en
zyme activities during the eariy phase ofreperfusion, we killed
tise animaIs after 30 minutes ofischemia followed by 0, 5, or 15
nsinutes of reperfusion. At the end of tise ischemia period (0
minutes ofreperfusion), PI3K activity measured in the area at
risk was similar between the Control md Early groups. How
ever, after 5 minutes ofreperfusion, ischemic regions from the
Control group demotsstrated a significant reduction in PI3K
activity (Fig. 4). This activity remained constatst in the Early

group. Tisis reduction was greater after 15 minutes mainiy in
tise isclsernic endocardium. In the Late group, PI3K activity
was not significantly different from tisat observed in tise Cois
trol group at 15 minutes of reperfusion.

Attise end of tise period ofischemia, caspase-3 activity
was sirnilar among groups (Fig. 5). However, 5 minutes after
tise onset of reperfusion, caspase-3 activity was significantiy
increased in ischernic regions of the Control group as com
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FIGURÉ 4. Kinetics of PI3K activation during the early phase of
reperfusion in Control, Early, and Cate groups for endocardial
(endocardium) and epicardial (epicardium) ischemic regions.
Activity was expressed as a percentage of the activity observed
in the nonischemic (NI) region. At the end of the ischemia
period (onset of reperfusion), PI3K activity was similar to the
one determined in the nonischemic region. After 5 minutes,
activity was significantly increased in both endocardial and
epicardial ischemic regions only in the Early group when com
pared with the Control group (*P

< 0.05). No significant dif
ference was observed between Control and the Late groups at
75 minutes of reperfusion.

pared with the Early group. This effect was maintained during
the first 15 minutes ofreperfusion in the endocardial ischemic
region. In the epicardial ischemic region, no statistical differ
ence was detected. Activity observed in the Late group mdi
cated that treatment was ineffective to reduce caspase-3
activation.

DISCUSSION
The present study demonstrates that the beneficial ef

fects exerted by A2A adenosine receptor activation on the post
iscbemic myocardiurn are PI3K-dependent. furthermore, in
the presence of a selective PI3K inhibitor (LY294002), A,A

adenosine receptor activation irnparted no further cardiopro
tection. We also observed that cardioprotective therapy via

A7A adenosine receptor activation inversely modulates the

PI3K and caspase-3 activities. CGS2I 680 therapy, instituted 5
minutes afier the onset ofreperfusion, did flot affect the PI3K

and caspase-3 activities as compared with the Control group,
and thus was unable to impart any cardioprotection. These re
suits indicate the potential significance ofthese enzymes in the
cardioprotective effects of ASA adenosine receptor activation.
The reduction of infarct size by post-ischernic A,A adenosine
receptor stimulation that we observed lias been dernonstrated
by other groups in different experirnental models, including
pigs,19 rabbits,2022 and dogs.4623 We also observed that the

same regimen starting 5 minutes afterthe onset ofreperfiision

is ineffective in reducing infarct size. As proposed by Horwitz

et al,24 these data indicate that the optimal timing of therapy

administration depends of the pharrnacokinetics, diffusibility,

Cc,mi and mechanisrn of action of these selective pharmacological

: agents.
The present study is, to our knowledge, the lirst to iden

tify the PI3K signaling pathway as a key target for post-iscbe
mic cardioprotection afforded by ASA adenosine receptors.
These receptors are flot unique with respect to dependence on
PI3K signaling for post-ischemic cardioprotection. Indeed. k
has been shown that the beneficial effect ofpost-infarction in
sulin can also be blocked via a PI3K inhibitor,2526 as can the
effects of bradykinin.27 PI3K is involved in celi survival and
limits apoptosis by modulation ofdownstrearn target effectors
such as PKB/Akt and 70S6 kinase. Both enzymes can phos
phorylate Bad, maintaining cytosolic sequestration ofthis pro
tein in its inactive form. When Bad is activated and translo
cated to mitochondria, it forms a heterodirner with Bd-2 or
Bd-xi to prornote apoptosis.28 It lias also been suggested that
PI3K activation is beneficial to the post-ischernic myocardiurn
by decreasing caspase-3 activity.16 Data obtained from proto

col B demonstrate that caspase-3 activity in the Early group is

similar to that observed in nonischernic regions whereas
caspases-3 activity in the Control group increases. Stable

caspase-3 activation in Early-treated animais during early
reperfusion parallels PI3K activity. In contrast, activity ofboth

enzymes diverged in the Control group, presurnably acting to

prornote ceil death by apoptosis. Overail, the present data sup
port a previous study indicating that A2A adenosine receptor

activation reduces apoptosis as evaluated by TUNEL staining
and DNA fragmentation.4

Interestingly, results obtained in the Late group mdi
cated PI3K and caspase-3 activities are similar to Control
group, in contrast to the Early group. These resuits suggest that

coupling between A2A adenosine receptors and these enzymes

is flot direct and involves other proteins. if indeed direct cou
piing occurred between receptors and these enzymes, the ac

tivity measured in both treated groups (Early and Late) would

have been more sirnilar than that which we observed. Aithough
second messenger(s) invoived in modulating PI3K and

caspase-3 activities rernains unknown, recent studies indicate
that cAMP may modulate PI3K activity.29’3° These findings

are interesting since A2A adenosine receptors are positively

coupied to adenylyl cyclase and thus cAMP production. fur

ther studies are needed to confirm the role of cAMP in this

beneficiai effect.
Myocardial tissue was separated into two regions (endo

cardial and epicardiai ischemic regions) because of observa

tions demonstrating that endocardium is more sensitive to
ischemia than epicardium.31 Therefore, enzyme activity dif

ferences may lie more prominent in the former region when

comparing treated groups with control groups. Ourresuits con

firrn that differences occur in both regions, reflecting the rela

tive extent of damage in each area. However, analysis of co
variance did not indicate any relation between infarct size and
PI3K or caspase-3 activities after 5 hours of reperfusion. In
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FIGURES. Kinetics of caspases-3 activation during the early phase of reperfusion in Control, Early, and Late groups for endocardial
(endocardium) and epicardial (epicardium) ischemic regions. Activity was expressed as a percentage of the activity observed in
the nonischemic (NI) region. At the end of the ischemia period (onset of reperfusion), caspases-3 activity was similar to the one
determined in the nonischemic region. After 5 minutes, activity was significantly decreased in both endocardial and epicardial
ischemic regions only in the Early group when compared with the Control group (*

< 0.05). This difference tends to be Iimited
in the epicardial region at 15 minutes of reperfusion but not in the endocardial region. Activity observed in the Late group was
similar to the one observed in the Control group.

C

addition, we observed a significant difference in PI3K and
caspase-3 activities after 5 minutes ofreperfusion. According
to Ganz et al,32 5 minutes of reperfusion are flot sufficient to
detect any significant progression ofinfarct size. These resuits
suggest that the extent of damage plays a minor role in the
PI3K and caspase-3 activities observed and that other factors,
including A2A adenosine receptors activation, are involved.

In the present study isoflurane was used as the anesthetic
agent. It bas heen shown that isoflurane can reduce infarct size
with a rnechanism similar to preconditioning.33’34 In our study,
however, isoflurane did flot reduce infarct size. This discrep
ancy can be explained by the fact that preconditioning induc
tion can be achieved by stopping administration ofisoflurane a
few minutes before the ischernic period begins, thereby
achieving maximum cardioprotective effect this was flot the
case in our study.

A,A adenosine receptors are mediators of vasodilation
processes and may induce hypotension. In the present study,
mean arterial pressure did not differ throughout the experiment
among groups. This suggests that the CGS2 1680 dosage used
had no hypotensive effect. Similar resuits were also obtained
by Zhao et al4 using the sarne regimen ofCGS2 1680 treatment.
On the other hand, Jordan et al6 observed a reduction in left
ventricular peak systolic pressure with this agent. One possi
bility may be that isof]urane, which possesses cardiopressant

© 2004 Lippincott Witliams & Wilkins

effects, may mask any vasodilator effects ofCGS216$0. It is
also possible that CGS2I6$0 may induce vasodilation when
infused directly into the coronary artery6 versus infusion into
the marginal car vein tour study) or the left atrium.4 Another
possibility is that A2A agonist concentrations are not high
enough to induce any vasodilation. Cardioprotection afforded
by the A2A agonist rnight also be due to an indirect mechanism
invoiving circulating celis such as neutrophils as observed by
others.4’5 further in vivo studies are needed to determine if
CGS2I68O, when so administered, acts directly on cardio
myocytes.

One limitation of our study is that PI3K activities were
detennined in tissue that has been incubated in TTC (protocol
A). Results obtained from pilot studies indicate that these ac
tivities were reduced by 25 to 30% when tissues samples were
incubated in TTC. Since ail ventricular tissue samples (includ
ing areas at risk) were in contact with TTC, we expressed our
results in percentage terms, comparing data from ischemic to
nonischemic tissue. This provides a way to correct enzyme ac
tivity levels and thus eliminate inter-animal variability. More
over, in protocol B different activities were rneasured in tissues
that were not incubated in TTC. The differences observed be
tween these groups were found to be similar to those derived in
protocol A, indicating that the methods of evaluating enzyme
activity in protocol A was reliabie.
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CONCLUSION
Ouï resuits indicated that post-schemic cardioprotec

tion afforded by A2A adenosine receptor activation is PI3K-
dependent and may rapidly moduate other signaling pathv,’ays
such as caspase-3.
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Sustained Cardioprotection Afforded by A2A

Adenosine Receptor Stimulation After
72 Hours of Myocardial Reperfusion
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Abstract: This snidy was designed to determine whether
cardioprotection afforded by A2A adenosine receptor stimulation
can be sustained and to determine the effect of an A,A adenosine
receptor agonist on Ale and cAMP response element binding protein
(CREB) activation, as well as Hsp27 and Hsp70 protein expression in
such events. The lefi antenor descending coronary artery was
occluded for 40 minutes in anesthetized rats followed by 72 hours
of reperfusion. A2A agonist (CGS2 1680 at 0.2 p.g/kg/min) was
administered for 1 20 minutes, starting either 5 minutes before (eariy)
or afier (late) the beginning of reperfiision. Infarct size was reduced
significantly in the early compared with the control group (35.2 ±

1.9% and 52.5 ± 3.4%, respectively; P < 0.05), whereas no
difference was observed with the late group (44.5 ± 7.1%). After
72 hours ofreperfusion, dmg administration was accompanied by Akt
activation (early, 121.8 ± 17.6%; late, 118.1 ± 16.4%;? < 0.05), as
weJl as elevatedHsp27 expression (early, 197.2 ± 27.7%; late, 203.8 ±

36.8%; F < 0.05); CREB activation and Hsp7O expression were
not altered. In another set of experiments in which reperfusion was
limited to 15 minutes, Akt was activated oniy in tUe early group

(121.8 ± 17.6%;? < 0.05). Moreover, CREB was activated in both
the early and late groups (98.4 ± 8.3% and 107.0 ± 6.5tY0, re
spectively; P < 0.05), whereas Hsp27 and Hsp7O expression were
not altered. These resuits demonstrate that A2A adenosine receptor
activation induces a sustained cardioprotection only if tUe therapy is
instituted before reperfusion. Ibis myocardial protection is associated

by an early prosurvival Akt activation. CREB activation and Hsp27
content do flot seem to be associated with cardioprotection because
they are enhanced in both treated groups, suggesting indirect A2A
agonist and pathology-related effects.
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S alvage of the ischemic myocardium can be achieved by

early coronary reperfusion. On tUe other hand, reperfusion
initiates a series of deleterious myocardial phenomena called
reperfusion injury. Such events involve neutrophil and plate-

let accumulation,2 free radical generation,5 lysosomai en
zyme release,6 and apoptosis of myocardial cells.7’t Ah of
these factors compromise the survival of jeopardized myo
cardial tissue to induce celi death.

Adenosine and A2A adenosine receptor agonists exert
protective effects against reperfusion injury923 (for reviews
see Vinten-Johansen et al24 and Headrick et ai25). A2A aden

osine receptor stimulation during the first 2 hours of re
perfusion reduces hotU infarct size and apoptosis1t via
mechanisms involving reduction of caspase-3 activity and
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) activation.22 VVhether this
beneficial effect is sustained or delays cell death as observed
with other therapeutic agents2627 remains unknown.

A2A adenosine receptors are G protein-coupled recep

tors that generate cAMP and activate PKA. TUe cAMP re
sponse element binding protein (CREB) is a transcription

factor activated by PKA via phosphorylation on serine-133 in

response to cAMP generation (for reviews see Shaywitz and
Oreenberg2t and Montminy29), such as occurs during A2A
adenosine receptor stimulation. CREB significance in a model
of postischernic cardioprotection is yet to be resolved, but
it may reduce apoptosis as observed in vitro with PCI2 ceils.

One possible rnechanism explaining A2A-mediated rnyo

cardial protection wouid be that CREB activation couid lead to
increased expression ofprotective genes and proteins3° such as
heat shock proteins (Hsp). Hsp are ubiquitously expressed
proteins involved in protein chaperoning for adequate folding
of other proteins.31’32 Hsp27 and Hsp7O are 2 major Hsp
invoived in cardiac protection. Ischemia33’34 and reperfusion35
can modify Hsp levels. Overexpression ofHsp70 in the intact
heart36 and overexpression of Hsp27 in isolated cardiomyo
cytes37’38 or the heart39 confer resistance to ischemia-reperfusion
injury, thereby demonstrating a potential role of these Hsp in
cardioprotective processes.
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Thus, this study was designed to determine (J) if the
beneficiai effect of A2A adenosine receptors in postischernic
cardioprotection is sustained, and (2) the relationships arnong
A2A adenosine receptor stimulation, cardioprotection, and
changes in signai transduction.

Materials

METHODS

Ail chemicals were obtained from Sigma (St Louis, MC)
unless specifled. 2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5 ‘-N
ethylcarboxamidoadenosine hydrochioride (CGS2I 680) is
from Tocris (1063; Bristol, UK). Leupeptin and microcystin
LR were from Alexis Biochernicals (San Diego, CA). Anti
Hsp27 (C-20; sc-1048) was from Santa-Cruz Biotechnology
(Santa-Cruz, CA). Anti-CREB (06-$63) and anti—phospho
CREB (06-519) are from Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY). Anti-Hsp7O (Ab-3; RB-080-A0) is from Neornarkers
(Fremont, CA). Anti—phospho-Akt (9271), anti-Akt (9272),
and antirabbit antibodies (7074) are from Celi Signaling
(Beverly, MA). Tween 20 was purchased from Amersharn
Pharmacia Biotech (Baie-d’Urfé, Canada). Dimethylsulfoxide
(DM50), Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris), and so
dium chioride were from Laboratoire MAT (Beauport. Canada).
Lowry’ protein assay reagents were from Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA). Enhanced chemiluminescence reagents were
from Perkin-Elmer (Markharn, Ontario).

Experimental Groups and Protocok
Sprague-Dawiey rats (Charles River Canada, Saint

Constant, Québec) weighing between 350 and 450 g were
handled in compliance with procedures of the local Animal
Care Committee.

Protocol A
Rats were randomly assigned to the foliowing groups:

(I) control group receiving vehicle (DMSO), (2) eariy-treated
group (early) where CGS2I6$0 (A2A adenosine receptor
agonist) was administered 5 minutes before beginning of
reperftision (0.2 p.glkg/min) into the jugular vein, and (3) late
treated group (late), where the same treatment was instituted
5 minutes after the beginning ofreperfusion. Treatments were
adrninistered for 120 minutes. The dosage ofCGS2l6$0 was
chosen in accordance with pilot study data and those obtained
in previous studies.18’22 AnimaIs were sacriflced afler 72 hours
of reperfusion. Six to 10 hearts/group were used for infarct
sizing and area at risk measurements, and 4 hearts/groups were
rapidly frozen without infarct sizing for Western blotting.

Protocol B
Rats were randornly assigned to the following groups:

(1) control group, (2) early group, and (3) late group. Animais
were sacriflced after 15 minutes ofreperfusion, and treatments
were administered until sacrifice. Four hearts/group were rap
idly frozen for Western blotting.

In vivo Surgical Procedure
Anesthesia was induced with ketamine/xylazine (50 mg/kg

and 5 mg/kg, respectively) and maintained with isoflurane

(1%). AnimaIs were intubated and placed on a smail-animal
respirator to maintain ventilation. Body temperature was mon
itored during surgery using a rectal probe. A catheter was
inserted into the jugular vein for systernic administration of
pharniacologicai agents. A PE-50 tube connected to a pressure
transducer was inserted into the right carotid to measure
arterial pressure throughout surgery. Electrodes were placed on
paws to record ECG and heart rate. A left thoracotorny was
performed, and the left anterior descending coronary artery
vas occiuded using a 4-0 siik suture with a plastic snare.
lschernia was conflrmed by ST segment aiterations and yen
tricuiar epicardiai cyanosis. Afier 40 minutes of occlusion
(ischemia), the ligature was loosened. and the myocardiai
tissue was reperfused. Reperfusion was conflnned by the
disappearance of cyanosis. For protocol A, the thorax was
closed after 15—30 minutes of reperfusion, and, foilowing
administration of the phannacological agent, the animaIs were
retumed to their cages. Antibiotic (15,000 lU penicilhn G) and
analgesic (2 mg/kg of butorphanol) therapies were instituted
subsequent to surgery for ail animais. For protocol B, the
thorax rernained open until the end of the reperfusion period
(15 minutes).

Foliowing the reperfusion period, the animaIs were sac
riflced, and their hearts were rapidiy excised. For 1 set of
experiments (protocol A), hearts were used exclusively for
infarct sizing and area at risk measurements. For the other
set of experiments (protocol A and B), hearts were used for
Western biotting without infarct sizing and area-at-risk
measurements.

Infarct Sizing and Area at Risk Measurement
Infarct size and area at risk were determined as described

previousiy.22 Briefly, at the end of the reperfusion period, the
heart was removed, and the ieft anterior descending coronary
artery was occiuded at the same site. To deterrnine the area
at risk (AR), Evans blue (0.5%) was infused into the aorta
by retrograde perfusion. The heart was frozen (—80°C for
5 minutes) and then sliced into 4—5 transverse sections of
2 mm. Each section was stained at 37°C for 5 minutes in
a 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride solution (TTC 1%, pH
7.4) to deteniiine the area of necrosis (I). Myocardial
infarction vas expressed as a percentage of necrosis of the
AR (I/AR). Moreover, AR was expressed as a percentage of
left ventricle (Lv) area (AR/LV).

Western Blotting
Protein samples were prepared from snap-frozen lefi

ventricular tissue, as described previously.22 Briefly, ischemic
and nonischemic cardiac tissue sampies were hornogenized in
lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 20 mM 3-glycerophosphate,
20 mM NaF, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM Na3 VO4,
10 mM benzarnidine, 0.5 mM PMSF, 10 p.g/mL ieupeptin,

5 mM DTT, 1 pM microcystin LR, and 1% Triton X-100).
The homogenate was incubated for 30 minutes at 4°C and
centrifuged for 15 minutes at 10,000 X g at 4°C. The pro
tein content was then assessed using the Lowry method (Bio
Rad). Ahquots of 50—l 50 p.g of protein were subjected to
10—15% denaturing polyacrvlamide gel electrophoresis on
a mini-gel apparatus (Bio-Rad). Transfer was performed with
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a Trans-Blot SD sernidry transfer ceil (Bio-Rad) on Protran
nitrocellulose membrane (Mandel, Montréal, Québec). Protein
transfer efficiency was assessed using Ponceau red S dye.
Nonspecific sites were blocked using 5% nonfat dry rnilk in
TBS-T (10 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaC1, and 0.05%
Tween 20), and membranes were incubated at 4°C overnight
with primary antibody (diluted 1:1000—2500 in 5% nonfat dry
milk into TBS-T). Subsequently, membranes were washed
and incubated for 45 minutes at room temperanire with the
secondary antibody (diluted 1:5000 in 5% nonfat dry milk into
TBS-T) conjugated to horseradish peroxidase. Membranes
were washed and exposed on a Scientific Imaging film (Perkin
Elmer Life Sciences, Ontario) or on a Kodak ImageStation
440CF using Enhanced Chemilurninescence Reagent (Perkin
Elmer Life Sciences, Ontario). Band iI]tensities were analyzed
using Kodak 1D v.3.5.5 Scientific Imaging Software. Appro
priate controls were evaluated for phosphorylated proteins by
reprobing the same membrane with the total protein antibody.

Ischemic region protein phosphorylation and expression
resuits are expressed as a percentage of data derived from the
nonischemic region (NI). This was done to normalize and
reduce interanimal variability.

Statistics
Resuits are expressed as mean (± SE ofthe mean). Data

were evaluated using one-way analysis of variance, foUowed
by a Bonferroni post-hoc test. Mortaiity rates during reper
fusion were evaluated with a x2 statistical test. P < 0.05 was
considered significant.

RESULTS

Physiologic and Hemodynamic Parameters
Body and heart weights as welI as heart-to-body-weight

ratio did not differ between groups (Table 1). Heart rates and
mean arterial blood pressures monitored during surgery were
sirnilar between groups (Table 2). The A2A agonist did not
exert any significant hemodynamic effect as mean arterial
pressure and heart rate remained stable and similar between
groups. Rectal temperature was 37 ± 0°C during the surgical
procedures.

TABLE 1. Animal Body and Heart Weights Before Surgery
(Basal) and at the End of 72 Hours of Reperlusion

Basal At 72 fours of Reperfusion

BW (g)
Control 388.0 ± 10.3 366.4 ± 9.8

Early 384.8 ± 8.1 358.5 ± 9.9
Late 389.5 ± 7.3 367.8 ± 9.8

HW (g)
Control 1.3$ ± 0.06

Early 1.45 ± 0.06
Late 1.34 ± 0.00

H W/B W
Control 0.0038 ± 0.0001
Early 0.0041 ± 0.0002
Late 0.0037 ± 0.0001

Parameters are similar between groaps (8W, body weight; HW, heat weight;
n OE—12/group).

Eight rats died during ischemia (2 rats for the control
group, 3 for the early group, and 3 for the late group), and 10
during reperfusion (2 rats for the control group, 4 rats for the
early group, and 4 rats for the late group); they were excluded
from this study. Mortality rates during reperfusion were similar
in ail groups (X2 = 1.038; P = 0.595).

Infarct Size and Area at Risk
Infarct size, expressed as a percentage ofthe area at risk

(I/AR; fig. lA), was significantly reduced in the early (35.2 ±

1.9%) compared with control group (52.5 ± 3.4%) after
72 hours ofreperfusion. In the late group, infarct size was not
reduced significantly (44.5 ± 7.1%). Area at risk (AR),
expressed as a percentage of the total lefi ventricle (LV) area
and representing approximately 50% ofthe LV area (f ig. lB),
was similar between groups. These results demonstrate that
sustained myocardial protection by A2A adenosine receptor
activation after 72 hours of reperfusion is afforded only if
the drug administration is instituted before the beginning
of reperfusion.

C

TABLE 2. Heart Rates and Mean Arterial Blood Pressure During Surgical Procedures

Ischemia Reperfusion

Basal 0 min 20 min 40 min O min 20 min 40 min 120 min

HR (bpm)

Control 249 ± 7 254 ± 10 248 ± 6 234 ± 5 232 ± 4 245 ± 6 235 ± 6 238 ± 8

Early 243 ± 6 248 ± 7 250 ± 9 233 ± 6 231 ± 6 231 ± 6 243 ± 6 236 ± 8

Late 248 ± 6 251 ± 8 245 ± 7 247 ± 5 249 ± 6 248 ± 4 247 ± 3 247 ± 5

MABP (mm Hg)
Control 73.3 ± 6.0 75.0 ± 12.6 70.0 ± 6.0 70.0 ± 2.9 68.3 ± 1.7 69.0 ± 4.6 73.3 ± 4.4 72.3 ± 5.4

Early 73.3 ± 6.0 70.0 ± 7.6 65.0 ± 5.8 66.7 ± 4.4 61.0 ± 2.1 56.7 ± 7.3 53.3 ± 4.4 76.7 ± 9.3

Late 80.0 ± 0.0 81.7 ± 10.1 68.0 ± 3.8 67.3 2.7 68.3 ± 6.0 64.0 ± 3.8 62.3 ± 6.7 75.7 ± 9.9

No significant change between groaps was observed in either heart rates or mean arteria] blood pressures (H R, heart rate; MABP, menu artenal blood pressure; bpm, beat per minute;
n = ]3—15/group).
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FIGURE 1. A, lnfarct size (I) ex
pressed as a percentage of the area
at risk fAR) showed a marked re
duction in the early group as com
pared with control group. However,
no signiticant reduction was ob
served in the late group. B, Area at
risk (AR) expressed as a percentage of
the left ventricle (LV) was similar
between groups (n = 6—10; * < 0.05
versus control group).

Protein Expression

Akt

Protocot A
Akt activation was assessed by phosphorylation levels

via Western blotting. Resuits show a significant Akt phos
phorylation augmentation in the presence ofthe agonist for the
early (118.4 ± 20.2%) and late groups (95.8 ± 15.8%)
compared with control (32.8 ± 6.3%; fig. 2A), whereas no
differences were identified between the 2 former groups. Total
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Akt expression was similar between groups (F ig. 2B). More
over, a significant increase in Akt activation ratio (phosphor
ylated levels to total content) was observed in the presence
of CGS2 1680. Indeed, when cornpared with control (40.2 ±
4.0%), this ratio was significantly elevated in the late group
(118.1 ± 16.4%; Fig. 2C). Similarly, the sarne ratio was
enhanced signiflcantly in the early group (121.8 ± 17.6%),
with no differences compared with the late group. Hence, Akt
was significantly activated after 72 hours ofreperfusion in both
the early and late groups.
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* *
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FIGURE 2. A, Akt phosphoiylation assessed by Western blotting after 72 hours ot reperfusion. Phosphorylation was significantly
enhanced in the early and late groups. B, Total Akt protein content assessed by Western blotting was similar between groups. C,
Phosphorylated to total protein content ratio in both early and late groups was significantly enhanced after 72 hours of reperfusion
(n = 4/group; < 0.05 versus control group; NI, nonischemic region).
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Protocol B

Phosphorylation status of Akt was enhanced sig
nificantly afier 15 minutes of reperfusion in the early group
(508.6 ± 143.7%) but not in the late group (219.9 ± 65.4%)
when compared with the control group (80.8 ± 25.8%, Fig. 3A).
Similarly, phosphorylated to total protein content ratio was
enhanced in the early group (642.0 ± 143.8%) but not in
the laie group (21 5.3 ± 65.5%) cornpared with control
(112.5 31.2%, Fig. 3C). Total Akt protein content did not
differ between groups (Fig. 3B). Therefore, Akt was signifi
cantly activated in the early group afler 15 minutes ofreperfusion.

CREB
Protocot A

CREB activation was measured via ils phosphorylation
level. Neither the phosphmylation level (control, 107.0 ±
5.0%; early, 100.2 ± 7.7%; late, 104.9 ± 22.6%) nor the total
content (control, 105.1 ± 10.9%; early, 118.3 ± 24.2%; late.
109.8 ± 29.0%) were ahered afier 72 hours of reperfusion.
Moreover, the ratio ofthe phosphorylated form to total content
(control, 104.4 ± 6.7%; early. 97.7 ± 21.9%; late, 102.4 ±
21.4%) was similar between groups at 72 hours of reper
fusion. Thus, CR53 activation was similar between groups
afler 72 hours of reperfusion.

Protocol B

PhanTiacological treatment with the A2A agonist sig
niflcantly enhanced CREB phosphorylation status (Fig. 4A)
from 34.5 ± 7.6% for the control group to 104.0 ± 12.6%
for the early and 99.6 ± 2.8% for the late group. Total CR53
content did not differ among the groups (Fig. 43). Similarly,
phosphorylated to total protein content (Fig. 4C) was
signiflcantly enhanced in both early (98.4 ± 8.3%) and
late (107.0 ± 6.5%) groups in contrast to the control group

FIGURÉ 3. A, Akt phosphorylation
assessed by Western blotting after
75 minutes of reperfusion. Phos
phorylation was significantly en
hanced only in the early group. B,
Total Akt protein content assessed by
Western blotting was similar be
tween groups. C, Phosphorylated
to total protein content ratio only
in the early groups was significantly
enhanced after 75 minutes of reper
fusion (n = 4/group; *p < 0.05 versus
control group, tP < 0.05 versus early
group; NI, nonischemic region).

(38.5 ± 9.0%). Hence, CR13 was signiflcantly activated in
both the early and laie groups after 15 minutes ofreperfusion.

11sp27 and llsp7O
Protocol A

following 72 hours of reperfusion, we observed an
enhanced Hsp27 protein content following AZA agonist ad
ministration regardless of administration moment. Indeed,
when cornpared with the control group ($2.1 ± 8.5%). Hsp27
content was significantly elevated in the early (197.2 ± 27.7%)
and late groups (203.8 ± 36.8%; Fig. SA). No differences
were observed between the latter 2 groups. On the other hand.
the phanTiacological intervention did not influence Hsp7O
protein content (fig. 53), which was found b be similar in the
different experimental groups afier 72 hours of reperfusion
(control, 70.9 ± 22.7%; early, 50.4 ± 9.2%; late, 57.0 ±
12.5%). Thus, Hsp27 content was enhanced in both the early
and late groups after 72 hours of reperfusion, whereas
Hsp7O was not affected.

Protocol B

Hsp27 protein expression levels aller 15 minutes of
reperfusion did not differ between groups (control, 31.0 ±
4.2%; early, 70.7 ± 19.4%; laie, 56.4 ± 22.8%). Likewise,
Hsp7O protein levels were similar between groups aller the
samereperfusionperiod(ontrol, 89.7 ± 12.0%; early, 100.3 ±
29.0%; late, 90.5 ± 9.3%). Therefore, after 15 minutes of
reperfusion, Hsp27 and Hsp7O protein content is not different
between groups.

DISCUSSION

Infarct Size Reduction
The present study demonstrates that myocardial protec

tion afforded bv A2A adenosine receptor stimulation initiated
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Control

J Early

before the beginning of the reperfusion period is sustained
after 72 hours of reperfusion. Even though therapeutic inter
ventions can be cardioprotective with 4—6 hours of reperfu
sion, some ofthese interventions only delay ceil death because
infarct size is similar between experimental groups regardless
ofthe treatment with longer periods ofreperfiision. Chambers
et al,26 employing a nonsteroidal antiinflammatory, flurbipro
phen, that inhibits cyclooxygenases, and Sirnpson et al,27

FIGURE 5. A, Hsp27 protein expres
sion assessed by Western blotting
after 72 hours of reperfusion. Signif
icantly increased Hsp27 expression
was observed in both early and late
groups. B, Hsp7O protein expression,
assessed by Western blotting after 72
hours of reperfusion, was not altered
between groups (n = 4/group; *) <

0.05 versus control group; NI, non
i5chemic region).

using the prostacyclin analogue iloprost, observed a loss of
beneficial effects on infarct size with longer reperfusion pe
riods. Our resuits indicate that A2A adenosine receptor stimu
lation before the onset of reperfusion affords a sustained
cardioprotection rather than delaying damage emergence.

Pharmacokinetic models suggest that there is not enough
compound remaining in the circulation to exert pharmaco
logical effects after 4 to 5 haif-lives because the compound is
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FIGURE 4. A, CREB phosphorylation assessed by Western blotting after 15 minutes of reperfusion. Phosphorylation was significantly
enhanced in both early and ate groups. B, Total CREB content assessed by Western blotting was similar between groups. C,
Phosphorylated to total protein content ratio was significantly increased in the early and late groups (n = 4/group; *1) < 0.05 versus
control group; NI, nonischemic region).
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C

biotransfonssed and rapidly eiiminated 404 I To resolve this
issue in our model, we administered intravenousiy CGS21680
continuously over 2 hours. This compound possesses a plasma
haif-life ofapproxirnately 20 minutes.42’43 The 4-ta 5-haif-life
period represents approximately 3 to 4 hours ofreperfusion in
tise present protocol. Hence, there wouid be no more agonist
in the circulation 72 haurs after tise anset ofreperfusion. Thus,
tise reduction of infarct size observed presumablv was caused
by an effect induced by CGS21680 early in reperfusion.

Because A2A adenosine receptor activation can produce
vasodilation, it is possible that CGS21680 may have acted
by reducing afterload during reperfusion. In tise present study.
we did not detect any change in hemodynamic parameters
between groups. Data suggest that CGS2J 680 had na sig
nificant vasodiiation effects in our model. Differences in
experirnentai desigis for drug administration and in animal
species may expiain tise fact that no vasodilatian was observed
in our protocol. Furthemsore, it is interesting ta note that when
vasodilation is observed ils cardioprotection modeis invoiving
CGS2i680,’44 tise drug imparts no cardioprotective effects.
Hence, the pratective effect is abolisised in tise presence of
a isemodynamic effect.

Protein Expression and Activation
lis tise preselst study, rapid Akt activation was observed

oniy in tise eariy group after 15 minutes af reperfusian, with ais
intermediate value for tise late group. Tisis observation can be
explained by tise small, noissignificant infarct-limiting effect of
ASA agonist tlserapy institutedjust afler tise beginning ofreper
fusion. This corroborates the timing hypothesis tisat ta induce
significant cardioprotection, therapy must be started early in
reperfusion. FurtisenTiore, prosurvivai kinases have ta be rap
idly activated ta generate suds cardiopratectiois. We previous]y
showed tisat prasurvival PI3K activation is necessary ta induce
significant cardiapratectian.22 Data reported herein carroba
rate and validate this hypotisesis because Akt is a downstream
effector ofPI3K. Akt activation leads ta infarct size reduction
(reviewed by Hauseniay and Yeliois45). Surprisinglv, Akt can
stiil be activated after 72 hours af reperfusian. Even tlsaugh
infarct size was flot reduced in the late group ta the same extelst
as in tise early group, Akt activation miglst represent tise resuit
of less ceil death, reduced infarct size, and A2A adenosine
receptor activation. Tise exact meclsanism whereby that occurs
remas uisknowis. Furtiser studies are needed ta resalve this
issue.

Tise preselst study reports tisat CREB activation in
tise eariy and late groups was signiflcantiy eisisanced after
15 milsutes ofreperfusion and returned ta contrai values after
72 haurs. CR13 is activated by G pratein—coupled receptors
producing cAMg suds as A2A adenasine receptars. Hawever,
resuits suggest that CREB activation is Isot esseistial ta elicit
significant cardiaprotection because oniy tise early group
sisowed significant infarct size reduction. Nevertiseless, we
cannat exciude CR13 effect in myocardial protection, even
tisough it may oniy be minar.

Recent studies suggest tisat CREB cais alsa regulate 1-Isp
geise transcription.46 Enhanced Hsp27 expression observed in
bath tise eariy and the iate groups is in accord witls tisat
suggestion and cauid isave piayed a cardioprotective raie in

aur tssodel as us otiser modeis.3539 As wnis CR13, 3sp27
appeared ta play a nsisar cardiaprotective raie us our model
because in tise late group, Hsp27 expression was enisanced
witisaut atsy significant modificatiots of itsfarct size. lis aur
model, Hsp27 expression increased afler a certain periad of
tinse faliowhsg ilsitiatian af reperfusion, soissetising tlsat is es—
sentiai far its traisscriptiats. In this context, it is flot surprisusg
that tise cardioprotective Hsp27 raie was minor because it
is flot averexpressed before tise onset of iscisernia-reperfusion.
As a result of tise effects of Hsp27 ais protein foiding.
aisy increase in its expression may be beneficiai ois a long-tenss
basis.

CONCLUSION
A2A adenosiise receptor stimuiation faliowing 40 min

utes af iscisemia and 72 isours af reperfusian resuits in
sustained myocardial protection. Tisis myocardiai protection is
observed oniy if tise tiserapy is instituted before the anset af
reperfusion. Concomitant with significant infarct size reduc
tian, aur results demonstrate that rapid Akt activation accurs
after 15 minutes ofreperfusiais. Moreover, regardiess ofwisen
tise A,A agonist tiserapy begins. Akt is stiil activated afier
72 haurs ofreperfusian. Ois the ather hand, CREB transcrip
tian factar is rapidly activated and fades after 72 isours af
reperfusion. Recause eislsancemeist af Hsp27 expression was
observed in bath tise early aisd iate groups, it appears tisat
some signaiing patisways madulated by tise patisolagy and tise
A2A agoisist are needed ta iiscrease its expression. Tisis study
demonstrated the sustained cardioprotective effect af A2A
adenosiise receptar afier 72 hours of reperfissiots, which is
accampanied by ais early Akt activation, wisereas CR13 ac
tivation and Hsp27 expression seem ta isave aniy a minor
cardioprotective effect in tisat model.
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