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INTRODUCTION

L'intérét de linsuline dans la prise en charge dertaines pathologies
cardiovasculaires, notamment lors de l'atteintenauscle myocardique (intoxication par les
cardiotropes, « soumission » a un environnemenergyycémique chez le diabétique....), est
grandissant. Cet effet cardioprotecteur de l'imsilconnu et évoluant depuis déja plus d’'une
dizaine d'années aux travers d’expérimentationgmal@is mais €galement aux travers
d’observations cliniques, donne un élan dans laageutigue de prise en charge de ces
pathologies. Cette atteinte cardiovasculaire ctuestin veéritable probleme de santé publique
en raison du nombre de patients touchés par lexidations aux cardiotropes et de
'augmentation considérable des sujets diabétiqiss. effet l'intoxication avec atteinte
cardiaque peut avoir plusieurs étiologies : voloatau accidentelle avec des substances ayant

soit un tropisme cardiaque soit, des effets sedmwlavec manifestations cardiaques.

Bien que son mécanisme d’action soit encore pemaluconnu, 'utilisation de la perfusion
d’insuline-glucose a montré son efficacité et sugriét. Nombreux travaux rapportent au sujet
de l'insuline, a c6té de ses effets métaboliquames, des effets non métaboliques (anti-
inflammatoire et propriétés anti-oxydantes, préeentde la dysfonction endothéliale,
protection myocardique) qui pourraient égalemenntriiouer a cette cardioprotection.
Drailleurs son utilisation est déja dans les recandations de prise en charge clinique de
certaines pathologies (intoxications aux bloquel@sanaux calciques, et aux béta-bloquants).
Dans les services de réanimation ou les patientsisadrésentent une défaillance
multiviscérale causée souvent par un choc sepfigngaire avec un stress hypermétabolique
associé a une hyperglycémie, et ou le risque débimuortalité est trés élevé, la perfusion
d’insuline avec maintient d’'une euglycémie est égeint recommandée.

Concernant les intoxications aigués aux cardioBppgui sont des urgences vitales, le
traitement pharmacologique classique basé sur l@dtration de catécholamines présente
parfois un caractere réfractaire. D’autres apprectigerchant a influencer le métabolisme
cardiaque apparaissent, notamment 'administratajointe d’insuline et de glucose souvent
présentée comme un schéma hyperinsuliniqgue/euglgoémCe traitement est d’autant plus
justifié que le réle délétére de I'hyperglycémiaj gpparait au cours de certaines intoxications,

a été démontré dans plusieurs études.



Dans la premiére partie de ce travail consacréaralyse bibliographique, nous ferons une
présentation de certaines données concernant éépadogie des intoxications aux cardiotropes
ainsi que le bénéfice de I'utilisation de I'insdimu cours de certaines d’entre elles. Puis nous
aborderons les propriétés pharmacologiques deuliimes et de la digoxine. Dans une seconde
partie nous présenterons nos résultats du traealedherche en rapportant tout d’abord les
données concernant les effetsvivo d’'une perfusion d’insuline-glucose lors d’'une kitation
aigué a la digoxine. Puis nous aborderons lestegsudes études vitro réalisées sur la pompe
Na,K-ATPase isolée et sur les cardiomyocytes soumig digoxine en présence ou non

d’insuline.
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I. Les intoxications médicamenteuses

1. Epidémiologie

Depuis les années 50, les intoxications médicameage aigués sont devenues un probleme
majeur de santé publique dans les pays indusésabs raison de 'augmentation importante de
leur fréequencégLabourel et al., 2006} En effet ces intoxications quelles soient acdielées ou
volontaires, représentent un motif fréquent d'adiois aux urgences et en réanimation. La
mortalité globale des intoxications est trés largetinférieure a 1 % (1 239 cas sur 2 482 041
intoxications aux Etats-Unis en 20{Bronstein et al., 2008) mais, peut dépasser 10 % pour
certains toxiques cardiotroppdéegarbane, Donetti etal., 2006}

Dans les pays occidentaux, les types d’intoxicationncipalement admises en réanimation sont
a prédominance des intoxications médicamenteusebinerse, dans les pays en voie de
développement, les pesticides sont une cause majdladmission aux soins intensifs
[Mégarbane, Donetti etal., 2006 ; Bronstein etal., 2008]

L'évolution de la mortalité des intoxications méaienteuses dans les pays développés reste
néanmoins difficile a estimer. En effet nombreuxitskes pays qui souffrent du manque de
registre et de données épidémiologiques sur legigdtions admises en réanimation.

En France, notamment & l'inverse des Etats-UnidueRoyaume-UniHenry et al., 1997 ;
Morgan et al., 2004 ; CDCP, 2005 ; Adnet eal., 2005] il n'existe pas de registre national des
intoxications volontaires. Il est donc impossibléévdluer l'incidence globale et les
caractéristiques sous-jacentes a ces manifestatitess intoxications restent pourtant une des
premieres causes d'hospitalisation des personnesite de trente arjddnet etal., 2005]

Parmi les intoxications aigués en France, les na@ants occupent toujours la premiere place
[Bismuth et al., 1997] L'incidence des intoxications médicamenteusesnaate régulierement
depuis une trentaine d'années passant entre 197109 respectivement de 1,2 a 5,5
intoxications pour 1000 habitarflsambert et al., 1997] Actuellement, l'incidence annuelle des
intoxications médicamenteuses volontaires est éstim environ 4 pour 1000 habitants
[Lambert et al., 1997 ; Adnet etal., 2005] Cela est d’autant plus problématique gu’en France
la mortalité due a ces intoxications médicamenteest estimée a plus de 2000 déces chaque

annéegSaviuc etal., 1999 ; Adnet etal., 2005}

Méme si les intoxications médicamenteuses représefiimmense majorité des intoxications

volontaires (tableau 1), les diverses classes rnaétkniteuses en cause ont évolué en 30 ans du



fait des changements de prescriptions et des nesuglolécules mises sur le mar¢Aénet et
al., 2005}

Tableau | : Classes des agents impliqués selgpéed’intoxicationgHarry, 2009]

Produits Into_xication Intoxicat_ion
accidentelle | volontaire

Médicaments / parapharmacie 31,5% 59%
Produits industriels 18,5% 18%
Produits ménagers 22% 5%
Aliments / produits diététiques 4,2% 3%
Phytosanitaires 4,5% 1,5%
Cosmétiques 4,4% 1,5%
Armes de guerre / défense 0,1% 1,5%
Drogues / dopants 0,2% 1,5%
Plantes champignons 6,3% 1%
Animal 1,7% 0,03%
Autres 6,6% 8%

Par ailleurs le pronostic de certaines intoxicaiograves a changé. Des thérapeutiques
symptomatiques, parfois invasives et non dénuéedlalgyer, se sont développées et les
traitements spécifiques appartenant souvent aakseldes médicaments orphelins sont devenus
colteux. Il convient de pouvoir limiter I'usage des thérapeutiques aux sujets intoxiqués
graves, qui risquent une évolution compliguée, skrsuelles ou une issue fatfiidégarbane,
Donetti etal., 2006}



2. Intoxication par les cardiotropes

Les médicaments a visée cardiovasculaire représemtecec ceux de l'appareil respiratoire, la
deuxieme classe pharmaceutique la plus consomnréérdees médicaments psychotropes
[Adnet et al., 2005] Par ailleurs, les intoxications médicamenteusdentaires augmentent
régulierement, en particulier chez I'adulte, alque leur gravité a diminué principalement en
raison de la baisse de toxicité des principes saalds médicaments les plus employés
[Lambert et al., 1997] L'intoxication volontaire aux médicaments psycbpés reste
I'étiologie la plus fréquente (tableau Il) en Ewagt aux Etats-Unifisacsson etal., 1995 ;
Adnet etal., 2005]

Tableau Il : Répartition par classe médicament@Lesgourel et al., 2006]

Classes médicamenteuses % Nombre
Psychotropes 79,4 441
Benzodiazépines et apparentés * 43.7 243
Carbamates 117 65
Neuroleptiques 3.6 48
Antidépresseurs sérotoninergiques 7,6 42
Antidépresseurs tricycliques 7.4 41
Lithium 0.4 2
Antalgiques et AINS 98 34
Paracétamol 36 20
Dextropropoxyphene 2, )
Morphiniques 2 12
AINS 0,5 3
Anti-convulsivants 23 13
Anti-parkinsoniens 23 I3
Béta bloquants 1 6
Barbituriques 0,9 3
Anticoagulants 0,7 4
Amphétamines 0,4 2
Autres 3.2 18
Total 100 556
* Imidazopyridines et cyclopyrrolones.

Bien que le nombre d’intoxications par cardiotropeggparait faible en comparaison des

intoxications par psychotropes, une étude réaésegeine Saint-Denis a permis de constater une



augmentation de 110% des intoxications par caapes entre 1994/95 et 1999/2000 passant
respectivement des 19 a 40 interventions. Tandes ¢gi nombre d’interventions pour les
intoxications aux psychotropes augmentait de 37f/dgdb05 interventions a 69Adnet et al.,
2005 ; Lapostolle etal., 2006]

Les intoxications aigués par cardiotropes ayantdaiina une hospitalisation en réanimation
(figure 1) représentent environ 5 % de celles olgser aux Etats-UnigGueye etal., 2002] et
6,5 % dans certains centres hospitaliers frarfjtajgostolle, 1997]
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Figure 1 : Fréquence des intoxications par lesicaopes dans différents services de
réanimation. D’apréfAdnet et al., 2005]

Les intoxications aux cardiotropes (Tableau lll)raprésentent qu'une trés faible proportion des
intoxications médicamenteuses. Elles sont cellgserm@ant dont la mortalité directement
imputable est la plus importanfeapostolle, 1997 ; Adnet etal., 2006 ; Bronstein et al.,
2008]

Les intoxications par les cardiotropes sont asssci& une gravité réelle et potentiellement
majeure, atteignant 15 a 20%, notamment lorsqréigis d’intoxications par les inhibiteurs
calciques, les antiarythmiques, les digitaliqués,.e[Gérard et al., 2002 ; Lapostolle etal.,

2006] La défaillance cardiocirculatoire est une dessealprincipales de décfosquet etal.,
2001}
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Tableau Il : Intoxications par les cardiotroper{dées statistiques des centres antipoison

américains, année 200[Bronstein etal., 2008]

Produits Nombre de No_mpre _ Nomprg Po,ur\centage de
cas d'hospitalisation | de déces| déces (1/1000)
Psychotropes 245 412 66 074 56 0,228
Antidépresseurs 97 186 24 719 32 0,329
Anxiolytiques 148 226 41 355 24 0,162
Cardiovasculaires 85174 15 357 36 0,423
Antiarythmiques 1304 215 1 0,767
Bétabloquants 19 926 3641 3 0,151
Inhibiteurs calciques 10 084 2232 17 1,686
Glycosides 2 565 987 10 3,899
Clonidine 6 162 2 235 2 0,325
Antihypertenseurs 2874 793 1 0,348
TOTAL Médicaments 1482 964 268 433 407 0,274

Toutefois, la toxicité cardiague n’est pas I'exohigé des médicaments cardiovasculaires. Elle
concerne aussi des psychotropes (antidépressdycygimues en premier lieu), des antalgiques
(dextropropoxyphéne), des antipaludéens (chlor@juides toxiques illicites (cocaine), mais
aussi des produits chimiques (organophosphorésuoyg domestiques (monoxyde de carbone,
trichloréthylene) et des plantes (digitale, acomijchicine, if) [Lapostolle et al., 2006 ;
Mégarbane, Baud efal., 2006]

Le choc d'origine toxique peut étre cardiogénique vasoplégique avec une atteinte de la
fonction cardiaqu@Viégarbane, Donetti etal., 2006] qui apparait essentiellement suite a :
* une altération de la fonction systolique :
o un effet inotrope négatif,
= inhibiteurs calciques,
= bétabloquants,
» bloqueurs des canaux sodiques,
0 un trouble de la géométrie de contraction ventaica] comme au cours des
troubles du rythme ventriculaires malins,

« altération de la fonction diastolique (plus rarejtoxications par les digitaliques,

11



myocardite toxique avec la colchicine (blocage de dépolymérisation des
microtubules),

nécrose des myocytes suite a la vasoconstrictimnede induite par la cocaine.

Par ailleurs, la prise en charge des toxidromesadusntoxications graves par cardiotropes, est

un acte d'une urgence. Ceci notamment en raisonrisijue de survenue précoce de

complications pouvant étre responsable de mori@liéce.

La gravité potentielle de ces intoxications est |&@auder, 2006]:

a la toxicité de ces molécules caractérisées pardex thérapeutique étroit,

a leur(s) mécanisme(s) d’action : stabilisants @enbrane et inhibiteurs calciques sont
les plus dangereux,

a la dose ingérée (relation dose/effet),

a une cinétique d’absorption rapide (anti-arythregjuchloroquine, inhibiteurs calciques,
bétabloqueurs) avec des pics d’absorption sounédttieurs a deux heures,

a leur forme galénique : le risque est prolongé de&e formes a libération prolongée,

a la survenue précoce de complications graves,

au terrain : cardiopathie, troubles conductifs pigtants.

Toute intoxication potentiellement grave justifia transport médicalisé et une admission en

réanimation, méme chez un patient (encore) asyngitque[Sauder, 2006]

Les traitements pharmacologiques (symptomatiquestalotiques) sont généralement efficaces

et suffisants pour traiter ces patiefikegarbane, Baud etal., 2006}
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3. Les antidotes

Le traitement d’'un patient intoxiqué par un candipe doit prendre en compte le mécanisme
de toxicité en cause. Les objectifs du traitememit de maintien d’'un état circulatoire
satisfaisant, défini par une pression artériellgaique supérieure a 90 mmHg, une fréquence
cardiaque supérieure a 50 battements par mindge disparition des signes d’hypoperfusion
périphérigue. Ainsi les traitements symptomatigsest suffisants au cours des intoxications
par cardiotropes les moins graves, car ils permettassurer la survie du patigitibertson
etal., 2001 ; Baud, Megarbane eal., 2007 ; Bronstein etal., 2008]

L'indication d'un antidote doit étre discutée emdtion du bénéfice escompté, du risque
iatrogéene et des possibilités d’administration.

Aucun antidote n’a fait la preuve de son efficatot&qu’il est utilisé seul. C’est pourquoi il est
utilisé en complément d’'un traitement symptomatique glucagon et les inhibiteurs des
phosphodiestérases sont inconstamment efficacesccams des intoxications par les
bétabloquants et ou par les inhibiteurs calcigues. sels de calcium sont peu efficaces pour
inverser les effets des inhibiteurs calcig[&suder, 2006]

Le traitement symptomatique reste prioritaire, eelureleve en premiéere intention d'un
traitement par remplissage vasculaire. En cas d@&cle recours a une catécholamine est
préconisé. Le choix de la thérapeutique reposdesumécanisme du choc et de la toxicité
induite par les drogues : molécule vasoconstrieten cas de choc vasoplégique ou molécule
inotrope en cas de choc par baisse d’inotropisneesdue la distinction entre vasoplégie et
défaut d’inotropisme n’est pas possible, le recoaran traitement par bétamimétique
(isoprénaline ou adrénaline) doit étre envispiggostolle etal., 2006 ; Mégarbane, Donetti
etal., 2006}

Cette stratégie de prise en charge thérapeutiquerdégrer I'éventualité du recours a des
thérapeutiques récentes (perfusion d’insuline-gdacinhibiteurs des phosphodiestérases) ou a
la circulation extra-corporelle, cette derniérenétaservée pour les formes les plus graves.
Toutefois, qu'’il s’agisse de traiter un collapsus,trouble du rythme ou de la conduction, le
traitement symptomatique ne doit pas faire omeiireetarder un traitement spécifique parfois

indiqué par anticorps antidigitalique, fomépizats...[Lapostolle etal., 2006}

13



Les différents antidotes utilisés au décours d’untoxication par un antiarythmique
(bétabloquant, inhibiteur calcique...) sont :

— La dobutamine ou l'isoprénalind’antidote de premiére ligr@aboulet etal., 1993]

— Le glucagon antidote de seconde ligne, a réserver aux icabxins ne répondant pas a
la dobutamine. Les effets sur la pression artérigtiparaissent avec un délai de 1 a 5 minutes,
iIs sont maximum a 5-15 minutes et durent 20-3Qtesapres une dose unique. Cependant,
il s’agit d’'un traitement colteux et les quantitéquises peuvent en limiter son utilisation. De
plus aucune étude clinique randomisée n’a encarmdié son efficacitfBailey, 2003]

— Les sels de calciumsont proposés pour les intoxications par inbin$ calciques.

Leur efficacité est néanmoins inconstdi@alhanick etal., 2003] Le gluconate de calcium est
administré a dose double ou triple. On note égaktmnee différence de pratique entre les pays
francophones et anglo-saxons, ces derniers lemitissn premiére intention pour traiter le
collapsus lié aux inhibiteurs calciques contrairetrex francophones qui recommandent les
catécholamines.

— La perfusion d'insuline-glucose elle s’est réevélée efficace dans plusieurs cas,

permettant de réduire voire interrompre, les cakrhines au cours dintoxications
réfractairegYuan et al., 1999] Dans les études ou il a été utilisé, le traitetnadnien été toléré
et semble efficace sur les parametres héemodynamefui@ survie. Néanmoins, son efficacité
reste inconstante et imprévisiljlégarbane etal., 2004 (a) et (b)] De plus, aucune étude
prospective n'en a démontré l'intérét. Elle doiperdant étre testée avant d’évoquer le
caractére réfractaire du choc aux inhibiteurs qakes{Mégarbane etal., 2009]

— La 4-aminopyridine et la 3,4-diaminopyridin@ugmentent I'influx intracellulaire de

calcium, mais pourraient étre responsables d’effetondaires dont des convulsions a fortes
doses. Leurs effets bénéfiques ont été deécrits dassmodeles expérimentaux, mais leur
utilisation clinique reste encore trés limi{€ewa etal., 1994 ; Wilffert et al., 2007]

— L’ amrinone et le levosimendan, inhibiteurs desgphmdiestérasesien que la preuve

de leur efficacité n’ait jamais été prouvée, ilatsen cours d’évaluation et sont proposés pour
les chocs cardiogéniques sévdianoach etal., 1997 ; Graudins efal., 2008]

— Plus récemment, la perfusion de solutés lipidiquetes données cliniques et

expérimentales permettent de proposer ce prodisibcéé aux autres mesures de réanimation, en
traitement lors des intoxications aux stabilisal@snembrangCottrel et al., 2008 ; Sirianni et
al., 2008] Leur utilisation doit étre tout de méme prudergeaucune étude clinique randomisée

n'a prouvé leur efficacité.
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La prise en charge des patients admis pour intoxication aigué doit étre réfléchie et organisée en
amont. La mise a disposition précoce du meilleur traitement reste un défi pour la médecine

d’urgence.

Signes cliniques de toxicité (bradycardie, hypotension)?
I

Oui l lNon

O,, moniteur cardiaque Moniteur cardiaque et
voie IV, intubation voie IV
Deécontamination basée sur la quantité, Deécontamination basée sur la quantité,
le délai et la substance ingéree le délai et la substance ingérée

' 1

Observation en salle d urgence ou
admission aux soins intensifs,
selon substance et quantité ingérée

Atropine pour bradycardie symptomatique.
Remplissage par cristalloides (éviter surcharge)

!

Catécholamines
(Dopamine traitement de premicre ligne)

i

Chlorure de calcium 10 — 20 ml (0,2 mlkg) ou
Gluconate de calcrum 30 — 60 ml (0.6 ml/kg) IV en 5 min.
Reépéter si besoin toutes les 10 — 20 min

'

Hyperinsulinémie/euglycémie :
Bolus d’insuline (1 U/kg) avec 25 — 50 ml glucose 50 % IV,
suivi d’une perfusion d’insuline 1 U/kg/h et
de glucose a 0.5 g/kg/h

|

Glucagon : 2 — 10 mg/h (50 — 150 pg/kg/h)
Répéter si besoin toutes les 10 min.

!

Inhibiteurs de phosphodiésterase (Milrinone® ) :
Bolus 50 pg/kg en 10 min, perfusion 20 mg
dans 80 ml glucose 5 % ou NaCl 0.9 %, soit 200 yg/ml,
araison de 0,375 — 0,75 pg/kg/min

]

Support mécanique :
Stimulateur cardiaque endocavitaire (pace endoveineux),
ballon intra-aortique, oxygeénation extracorporelle (ECMO),
déviation cardio-pulmonaire

Figure 2 : Suggestion dgorithme de prise en charge de la toxicité cardioviage induite par
les bloqueurs de canaux calciques ou par les béta-bloquants.
D’apres[DeWitt et al., 2004]
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II. Effet de l'insuline au cours de l'intoxication aux cardiotropes
Plusieurs cas expérimentaux et cliniques sont r@pou la perfusion d'insuline-glucose est

utilisée comme traitement d’intoxications aux catdipes.

1. Bétabloquants
1.1. Physiopathologie

Les bétabloquants sont des antiarythmiques deeclade Vaughan-Williams. Ils s’opposent a
I'action des catécholamines en bloquant les réceptbéta-adrénergiques, en particulier au
niveau du cceur, des vaisseaux et des bronchesbétabloquants sont des antagonistes
compétitifs et spécifiques des catécholamines (@ules et synthétiques). lls inhibent I'entrée
du Nd et C&" & la phase 0 de la dépolarisation du myocardéneimaant la quantité d’AMPc
intracellulaire. Leur action sur la contractilitét secondaire a I'inhibition de la libération du
C&* & partir du réticulum sarcoplasmique (figure 3¢s@ffets conduisent au niveau cardio-
vasculaire, par blocage des récepteurs béta-1 exdigoes, a des actions a la fois chronotrope,
inotrope, dromotrope et bathmotrope négative, tawngie I'inhibition des récepteurs béta-2
adrénergiques des cellules broncho-pulmonairesiaptune bronchoconstriction.
Concernant les manifestations métaboliques, lestseffles bétabloquants provoquent une

inhibition de la glycolyse, de la sécrétion du glgen ainsi qu’une inhibition de la lipolyse.

B-Ag
p-Bloquants

Adenylate|
ATP cyclase

5' AMP \
L-type
k voltage-sensitive
PDE cAMP > PKA \‘ calcium channel

a2+
/ \ Sarcoplasmic

2+ 2+
<« Ca <—= Ca
reticulum
A t— | Bloqueurs
ctin-myosin complex _
K Myocardial cell / de anaux
Calciques

Figure 3 : Réle du calcium dans la contraction nayditjue et effets des béta adrénergigfes (
Ag), des bétabloquants ainsi que des bloqueuramizug calciques.
D’apres[DeWitt et al., 2004]
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Les bétabloquants constituent par ailleurs uneselags hétérogéne. lls se différencient entre

eux essentiellement aux niveaux de cing caradggues (tableau V) :

- I'existence d’'une cardiosélectivité (béta-1-stlé®) : elle permet de limiter les effets

liés au blocage des récepteurs béta-2 adrénergiques

- I'existence d'une action sympathomimétique irgéque

d’avoir une action agoniste partielle qui s’ajoatson effet antagoniste,

- lexistence dun effet

stabilisant

antiarythmiques et inotropes négatives plus proéesc

. elle permet & la molécule

de membraneelle procure des actions

- voie délimination hépatique ou rénale : elle téqgme en cas d’élimination rénale

(bétabloquants hydrosolubles) de I'absence d’'etetraux,

- I'existence d’'une liposolubilité : elle procuraeuforte résorption digestive ainsi qu'une

fixation protéique et un passage membranaire iraptrt

Tableau IV : Principales propriétés des bétablotpian

Produits Cardio- | Activité sympathomimétique| Effet stabilisant E"m'”.a“.on Lipo-
A LN majoritaire .y
(DCI) sélectivité intrinseque de membrane solubilité
(H et/ou R)
Acébutolol , HetR +
, Oui

Celiprolol HetR +
Atenolol ) R /

- Oui /
Bétaxolol H +

: Non
Bisoprolol R +
Metoprolol H +
Cartéolol Non R +
Pindolol Oui Non HetR +
Oxprénolol Oui R ++

Non

Nadolol Non R /
Timolol Non Non R +
Propranolol Oui H ++

H : hépatique ; R : rénale

Deux molécules, le propranolol et I'acébutolol, tsompliquées dans plus de 80% des déces

par bétabloquants. Ceci en raison de leur fréqudacprescription et probablement aussi en

raison de leurs propriétés d’effet stabilisant dsmhrandLove etal., 2000]
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Les bétabloguants sont a l'origine de trois tabtediniques[Baud, Mouhoub et al., 2007 ;
Mégarbane etal., 2009 ; Sharma etl., 2009 :

* Le premier tableau est celui d’une intoxicationagmment asymptomatique et qui va
le rester. Des données américaines suggerent omapalition des troubles
cardiovasculaires se situe dans un délai de sixebepar rapport a l'ingestion en cas
d’intoxication mono-médicamenteuse. Dans ces cmmdif lorsque 'ECG reste normal
dans les six heures qui suivent I'ingestion, leguatest autorisé a quitter I'hdpital sauf
en cas d’ingestion de forme a libération prolongée.

* Le deuxieme tableau est celui d'une bradycardies satmute tensionnelle qui ne
nécessite pas d’intervention thérapeutique saufasnd’intoxication par le sotalol ou
'accélération de la fréquence cardiaque au-deld8@ebattements par minute est
nécessaire pour éviter le risque de torsades aeoi

» Le troisieme tableau est celui d'un état grave atét cardiaque lors de la découverte
au domicile, un choc cardiogénique qui va s'instafirogressivement. Ainsi 70 % des
arréts cardiaques induits par les bétabloquantgiesurent dans les 24 heures qui

suivent I'hospitalisation.

Les manifestations les plus fréquentes (50% desstad I'hypotension, la bradycardie et le

bloc de conduction auriculo-ventriculajteove, 1994]

1.2. Perfusion d’insuline-glucose lors d’une intakation par bétabloguants
La perfusion d’'insuline-glucose a également faibjet de travaux en traitement d’'intoxication
aigué par les bétabloquants chez le chien. En @éj@ten 1985, Reikeras et ses collaborateurs
[Reikeras etal., 1985 (a) et (b)]ont étudié les effets métaboliques et hémodynassiqie
I'insuline a faibles et fortes doses lors d’'uneiitation par 0,5 Ul/kg de propranolol chez le
chien. L’insuline a été administrée selon un bahisale de 0,5 UI/Kg suivi d’'une perfusion
continue de 0,5 UI/Kg puis d’'un second bolus 30utes plus tard de 300 Ul. Du glucose a
40% ainsi que du potassium ont été associés poumtana leurs concentrations plasmatiques
aux valeurs physiologiques. Dés 1&"5minute aprés I'administration de la faible dose
d’'insuline il a été observé une amélioration demipatres de la fonction cardiaque (pression
systolique, volume d’éjection, débit cardiaque.. g@s@ffets ce sont accentués aux fortes doses
d’'insuline, avec également une augmentation au amivartériel et myocardique des

concentrations en glucose, lactate et acides gmas| Toutefois, l'insuline n'a pas eu d’effet
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ni sur la fréquence ni sur la conduction cardiadues. travaux de Krukenkamp ont néanmoins
démontré, toujours chez le chien, une amélioratien80% de la fréquence cardiaque lors
d’une intoxication au propranolol (0,2 mg/kg) témtavec une forte dose d’insuline (1000 UI)
[Krukenkamp et al., 1986]

Une autre étudgKerns et al., 1997] chez le chien rapporte le cas d’une intoxication au
propranolol (0,25 mg/kg/min en [V) traitée par yexfusion d’insuline-glucose (insuline a 4

Ul/min + du glucose a 50%). L’ensemble des sixremix traités a survécu, tandis que le taux
de survie de ceux traités par glucagon, adrénainslution saline a été respectivement de
70%, 15% et 0%. L'insuline a permis une amélioraties parameétres hemodynamiques (débit
cardiaque, pression artérielle...). Il a égalemeatoiservé une augmentation de I'absorption

du glucose par le myocarde ainsi qu'une diminutieria kaliémidgLheureux et al., 2006]

Il est a noter par ailleurs qu’a ce jour, il n'ypas eu d'études cliniques chez des patients

intoxiqués par des béta-bloquants ayant été trp#ésne perfusion d’'insuline-glucose.

2. Les bloqueurs de canaux calciques (BCC)
2.1. Physiopathologie

Les bloqueurs de canaux calciques (ou inhibiteatsiques) sont des antiarythmiques de
classe IV de Vaughan-Williams. lls diminuent I'mfl du calcium au cours du plateau du
potentiel d'action succédant normalement a I'etkoitad'une cellule contractile et bloquent
ainsi l'action de I'ATPase des myofibrilles. Cefieefest lié a une inhibition sélective de la
fréequence d'ouverture des canaux calciques lensthge dépendant. L'inhibition de I'entrée
du calcium provoque une réduction du relargageadciwom par le réticulum sarcoplasmique,
entrainant ainsi aux niveaux des cellules mus@asdairyocardiques, une diminution de la force
contractile et aussi de la consommation en oxygl&neiveau des cellules musculaires lisses
(artérioles), il se produit une diminution de liaité des protéines contractiles aboutissant a un
effet vaso-dilatateur. Les bloqueurs de canauxigqas ont donc des effets inotrope,
dromotrope et chronotrope négatifs.
Par ailleurs les manifestatiomharmacodynamiques (tableau V) des bloqueurs desuga
calciques dépendent de leurs structures molécsl@trede la localisation préférentielle des
canaux calciques qu’ils bloquent. Il existe ainsicldsses pharmacologiques d’inhibiteurs
calciques : les dihydropyridines (nifédipine), lbenzothiazépines (diltiazem), les dérivés

phénylalkylamine (vérapamil) et les diarylaminopyiapnine (bépridil). Selon le type, le BCC
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aura un tropisme a prédominance soit vasculaitecaaliaqueOn oppose ainsi classiqguement,
les dihydropyridines, dont les effets sont préféedlement vasculaires (collapsus par
vasoplégie et tachycardie réactionnelle), au diéta et au vérapamil, dont les effets
cardiaques s’ajoutent aux effets vasculaires eva@mdi une bradycardie, un bloc
auriculoventriculaire, voire un choc cardiogénigae altération de la contractilité (vérapamil).
Les symptdmes cliniques apparaissent rapidemengsapingestion et se caractérisent
principalement par une hypotension qui résulte e’baisse de la contractilité myocardique ou
d’'une vasodilatation artérielle. Quant a I'’hypergignie observée, elle est une conséquence de
la diminution de sécrétion d'insuline par les deltu béta de Langherans du pancréas
[Megarbane etal., 2008]

Lors d’intoxication, le tableau clinique se compaben état de choc associant une acidose
lactique, une insuffisance rénale aigué oligurigies troubles de la conscience et une détresse
respiratoire. L’ampleur de la bradycardie et demilites de la conduction sont fonction de
I'inhibiteur calcique en cause. Ainsi, lors desokitations par vérapamil et diltiazem on
observe une bradycardie et un bloc de conductios daviron 80% des cas, un collapsus dans
environ 60 % et un arrét cardiaque dans 10 a 208«cds. Néanmoins, aux doses toxiques la
différence de sélectivité tissulaire opposant vamnsip et diltiazem, d'une part, et les

dihydropyridines, s’atténu&auder etal., 2003 ; Alain, 2001 ; Megarbane edl., 2009]

Tableau V : Propriétés pharmacologiques des blagwicanaux calciques

Inhibiteurs Effet,inot(ope Bradycardie Dépression co_ndugtion .Vasc_)-
calciques négatif auriculo-ventriculaire dilatation
Dihydropyridines 0 0 0 +++
Diltiazem + ++ ++ ++
Verapamil +++ +++ +++ ++
Bépridil +/- ++ ++ +/-
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2.2. Perfusion d’'insuline-glucose lors d’'une intagation par les bloqueurs de

canaux calciques

2.2.1. Expérimentale
Dans des études menées chez le chien, Kline ebBaborateur$Kline et al., 1993 ; Kline et
al., 1995 ; Kline etal., 1996 ; Kline etal., 1997]ont étudié 'effet d’'une perfusion d’'insuline-
glucose lors d’'un choc cardiogénique induit par imexication aux bloqueurs de canaux
calciques, le vérapamil. Les animaux ont été sépamédeux groupes recevant respectivement
selon le schéma soit :
- des concentrations croissantes de vérapamihtea-portale (IP) associées a une perfusion
d’insuline-glucose de 1 Ul/min d’insuline et du ghse a 50% ;
- une perfusion de 0,1 mg/kg/min de vérapamil grasreineux (IV) associée a une perfusion
d’insuline-glucose de 4 Ul/min d’insuline et du ghse a 20%.
La glycémie a été controlée entre 5,5 et 11,1 mmaH surveillance a été réalisée par mesure
de la pression systolique, de la contractilité dwearde, de la glycémie, etc....
Au cours de ces expérimentations, l'insuline a meodes effets bénéfiques chez les animaux
en augmentant le taux de survie, en amélioranbtfapisme myocardique ainsi que la
perfusion et la fonction cardiaque (systolique dastblique). Ces effets ont été
significativement supérieurs en comparaison aureauraitements antidotiques (chlorure de
calcium, épinéphrine, glucagon). D’ailleurs I'ens#endes animaux traités par la perfusion
d’'insuline a survécu tandis que, seul 33% de ssromt été obtenus avec I'épinéphrine et
aucune avec le glucagon.
L’effet bénéfique (inotrope positif) de l'insuliree été obtenu entre 10 et 15 minutes apres le
début de la perfusion. Par ailleurs il a été caasgae I'effet de l'insuline persistait bien apres
I'arrét de la perfusion.
Dans cette intoxication, les bénéfices sur les aniont probablement été dus a une meilleure
utilisation des glucides par le myocarde permettamsi d'avoir de meilleurs apports
énergétiquefHantson, 2006 (a) et (b) ; Cottrel etl., 2008]

2.2.2. Cliniques
Des cas cliniques ont également été observés oparfigsion d’insuline-glucose a été utilisée
comme traitement lors d’'un choc cardiogénique telmlite a une intoxication par les BCC.
Cette perfusion a permis d’observer une amélianatie la condition des patients. En effet
I'insuline a été utilisée avec succes dans 11 @wpbisonnement par les BCC : cing avec le
vérapamil, trois avec I'amlodipine, deux avec léialzem et un avec le nifédipifguan etal.,
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1999 ; Morris-kukoski et al., 2000 ; Boyer efal., 2001 ; Marques etal., 2003 ; Meyer etal.,
2003 ; Rasmussen «il., 2003]

Dans I'étude déruan et al., 1999une série de cing cas d’intoxication par veérapanin par
amlodipine ont été rapportés. Tous les patientsgmtéient un choc circulatoire (hypotension,
bradycardie et/ou acidose) réfractaire au traitémmmventionnel. Aprés administration
d’'insuline-glucose, leur statut hémodynamique s’stbilisé et tous ont survécu sans
séquelles. La perfusion d’insuline-glucose utiligtait associée a de fortes doses d'insuline
(10 a 20 Ul en dose de charge IV suivi de 0,1 al/kdth en perfusion IV continue) et a du
glucose pour maintenir une glycémie physiologidLee pression artérielle s’est améliorée en
60 a 90 minutes. La durée de I'administration dilme varie selon les patients de 9 a 49
heures. Bien sdr, un tel traitement par insulinga@éme une hypoglycémie qui doit étre traitée
par I'administration simultanée de glucose ajustéefonction de la glycémie qui doit étre

surveillée étroitement.

La perfusion d’insuline et de glucose a permis :

- de compenser le déficit de sécrétion pancréatignsutine endogéne bloquée par
les inhibiteurs calciques ;

- d’améliorer les propriétés contractiles des cellueyocardiques et des cellules
musculaires lisses vasculaires en majorant I'entitéacellulaire du glucose ;

- daugmenter I'oxydation des lactates et de rédlareproduction d’acides gras
utilisés comme carburant cellulaire au cours ducgchlaptimisant ainsi le profil
métabolique du myocarde face au stress,

[Harris et al., 2006 ; Shepherd eal., 2006 ; Mégarbane etl., 2008]

L’ensemble de ces phénomenes permet d’éviter au coel surconsommation inutile en
oxygenegMégarbane etal., 2008]

Quelques cas ont néanmoins été rapportés au cescpels le traitement par la perfusion
d’insuline-glucose n'a pas réussi a améliorer ladétion du patien{Herbert et al., 2001 ;
Boyer etal., 2002 ; Cumpston etal., 2002 ; Pizon etfal., 2005].Ces observations démontrent
les limites des effets bénéfiques de I'euglycényieéninsulinémie dans le traitement des
patients intoxiqués par les BCC.

Il semble selon certains auteUtsevine et al., 2006 ; Lheureux etal., 2006] que dans

plusieurs cas d’échec, l'administration d’insuliglecose avait débuté tardivement. lIs
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suggerent donc que ce traitement soit envisagé tplukrs d’'une intoxication et non pas

uniquement en dernier recours.

3. Protocoles d’administration de I'insuline-glucos
Bien qu'aucune étude controlée n’ait jusqu’a préesEmmontré I'efficacité de I'euglycémie/
hyperinsulinémie dans le traitement de I'intoxioatipar les BCC, plusieurs auteurs ont fait
mention de cas cliniques survenus chez des ad@egraitement, utilisé conjointement au
traitement conventionnel par solutés 1V, catéchatas) atropine, stimulateur cardiaque, sels
de calcium et glucagon, s’est avéré efficilace etal., 2000 ; Meyer etal., 2001 ; Boyer et
al., 2001 ; Boyer etal., 2002 ; Rasmussen dl., 2003 ; Marques etal., 2003 ; Min etal.,
2004 ; Ortiz-Munoz etal., 2005 ; Hasin etal., 2006 ; Harris etal., 2006}

Dailleurs, plusieurs auteurs ont formulé des res@mndations (figures 4 et 5) d'utilisation de
la perfusion d’insuline-glucose pour le traitemelss intoxications aux BCC et aux béta-
bloquantgBoyer etal., 2001 ; Boyer etal., 2002 ; Bailey, 2003 ; Megarbane el., 2004 (a)

et (b) ; Shepherd etal., 2005 ; Lheureux etal., 2006 ; Pohler, 2006 ; Shepherd, 2006 ;
Megarbane etal., 2008]

Celles-ci préconisent d’administrer :
- un bolus d’insuline de 1 U/kg IV, suivi d’'une fggion de 0,5 — 1 U/kg/h,
- l'euglycémie est assurée par co-administratiamdolus de 25 g de glucose IV, suivi
d’une perfusion de 15 a 30 g/h, a ajuster en fondle la glycémie.

L'objectif du traitement est d'augmenter la tens@terielle systolique a au moins 100 mg Hg
et la frequence cardiaque a au moins 50 battenpamtsninute, avec en paralléle un suivi
rapproché de la glycémie et de la kaliémie, coastgpour :
- la glycémie, en une surveillance toutes les 30ubeis pendant les 4 premiéres heures
au moins et d’ajuster la perfusion de glucose @oibe
- la kaliémie, en une évaluation chaque heuregstvdleurs maintenues entre 2,8 et 3,2
mmol/L [Greene etal., 2007]

La durée de la perfusion d’insuline-glucose estedigrincipalement par la sévérité des signes.
Un besoin accru en glucose en cours de traitemeuat @tre un indice de I'efficacité du

traitement. On pourra alors diminuer la perfusidnstiline en fonction de la réponse cardio-
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vasculaire. Par ailleurs en raison de sa longuéeaddiaction, I'insuline pourra étre diminuée

progressivement, puis cessée lorsque les sigrasxseront redevenus acceptables.

Récemment, les nouvelles lignes directrices de édcan Heart Association suggerent de
considérer l'utilisation de l'insuline-glucose pdeitraitement des deux types d'intoxications :
BCC et béta-bloquaniBlais, 2001]

Traitement symptomatique selon bilan :

Atropine 0.5 mg IV bolus (st FC < 50 /min)
Remplissage de 500-1000 ml (s1 PAS < 100 mmHg ou hypovolémie)
Bicarbonate de sodium 84%e : 250-750 ml si QRS > 0,12 s
Intubation + ventilation assistée (si intoxication sévere)

Charbon activé (sauf contre-indication ; répété si libération prolongée)

l

En 1“¢ intention :

Dobutamine 5-20 ng/kg/min . .
‘ HERE Surveillance

Isoprénaline 1-5 mg/h (intoxication par le sotalol)
Glucagon 5-10 mg IV bolus, suivi d’une perfusion

continue de 1-5 mg/h

Insuline
euglycemique
(intérét non validé)
(1 Ul/kg bolus puis
0,5 Ul/kg/h)
Surveillance
glycémique et de

la kaliémie

l

A4

En 2" intention :

Drogue vasoactive adaptée

Adrénaline ou noradrénaline (0,5-10 mg/h)

a

En 3" intention :

Entrainement électro-systolique externe

Inhibiteurs des phosphodiestérases
(Contrepulsion diastolique intra-aortique)

Assistance circulatoire

hémodynamique
échographie

cardiaque,

cathéter de

Swan-Ganz,

ou autre technique
de monitorage
(thermodilution,
analyse du
contour de ’onde

de pouls ...)

Figure 4 : Algorithme de prise en charge des im@ions par bétabloquant.

FC :fréquence cardiaquePAS :pression artérielle systolique

D’aprés[Mégarbane etal., 2009]
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Traitement symptomatique :
Atropine 0,5 mg IV bolus (si FC < 50 /min)
Remplissage 500-1000 ml (si PAS < 100 mmHg ou hypovolémie)
Intubation + ventilation assistée (si intoxication sévere)

Charbon activé (sauf contre-indication; répété si libération prolongée)

v

Drogues vasoactives adaptées:

Noradrénaline 0,5-10 mg/h (vasoplégie) ou

Adrénaline (bradvcardie, choc cardiogénique)

Surveillance du
calcium ionisé

plasmatique

Sels de calcium (chlorure or gluconate)

1g IV en bolus / 15-20 min, répéte jusqu’a 4 fois

suivi par une perfusion continue de 20-50 mg/kg/h

A4

Insuline euglycémique (1 Ul/kg IV bolus + perfusion

continue de 0,5 Ul/kg/h infusion) + glucosé adéquat

Surveillance de
la glycémique et

de la kaliémie

y

Glucagon 2-5 mg IV bolus suivi d’une

perfusion continue de 2-10 mg/h

v

Surveillance
hémodynamique
échographie

cardiaque,

cathéter de

Swan-Ganz,

ou autre technique
de monitorage
{thermodilution,
analyse du
contour de I’onde

de pouls ...)

BAYV de haut degré: entrainement électrosystolique

Arythmie ventriculaire: choc électrique externe

Choc vasoplégique: 4-aminopyridine (a I’étude), terlipressine ou vasopressine

Choc cardiogénique réfractaire: Assistance circulatoire

Figure 5 : Algorithme de prise en charge des im@ions par inhibiteurs calciques.
FC :fréquence cardiaquePAS :pression artérielle systolique

D’aprés[Mégarbane etal., 2009]
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[ll. Epidémiologie de l'intoxication a la digoxine

A l'inverse des béta-bloquants et des bloqueursat@ux calciques, aucune étude publiée n'a
rapporté de cas d’intoxication aux digitaliquesoag® a un traitement par une perfusion
d’insuline-glucose.

En effet, concernant la digoxine, bien que sorisatilon thérapeutique soit ancienne et reste
toujours validée dans l'insuffisance cardiaque auesans fibrillation auriculaifiEichhorn

etal., 2002] aucune donnée expérimentale a ce jour, n'a éVelifigt de I'insuline-glucose

face ses manifestations toxicologiques.

Or les intoxications, volontaires ou accidentellgsrdosages), par les digitaliques avaient un
taux de mortalité élevé (environ 20%) jusque dassdnnées 197[Gaultier et al., 1968]
Depuis l'avenement de I'nmmunothérapie par fragreeRtab anti-digoxine (Digidot®), le
pronostic de ces intoxications s’est nettement mmé&lmais avec un taux de mortalité
persistant de 4-5%Antman et al., 1990}

Dans le monde occidental, les intoxications awitaliques sont essentiellement dues a des
surdosages de digoxine chez des sujets ages ayanhsuffisance cardiaque et une fonction
rénale altérégEichhorn et al., 2002] L'incidence de ces intoxications varie de 6 a 2386

patients traités, du fait d'imprécision du diagmogsignes cliniqgues aspécifiques dans les

formes mineuregMahdyoon etal., 1990]

Dans les pays en voie de développement, 'origamintoxications est plutét due a l'ingestion
accidentelle (enfant) ou volontaire (adulte) deétagx contenant des glucosides cardiaques
tels que les feuilles de digitale pourpre ou deiéauose. Cela est devenu une forme de plus en
plus fréquente de suicide au Sri-Lanka avec env@@® hospitalisations par an°{2 cause
derriere les pesticides) ; 40% de ces patientsigegi un traitement dans une unité de
Réanimation avec un taux de mortalité de 10-1B#dleston etal., 1999] Le traitement de
ces formes graves par 'immunothérapie spécifiqaasasi été validé, avec un taux de mortalité
divisé par trois[Eddleston et al., 2000] Mais le colt élevé de ce traitement (1970 € par
patient) fait qu'il n’est plus disponible au Srirlkea depuis 200gEddleston etal., 2003]

L’intoxication aigué a la digoxine et aux glucosidmardiaques est donc un véritable probleme
de santé publique mondiale, dont 'OMS doit se pcéper avec les cliniciens et les industriels
afin de développer des traitements efficaces acdéts abordables pour les pathologies a fort

taux de morbi-mortalit€Trouiller et al., 2002]
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Du fait de l'interét a évaluer le bénéfice des interactions potentielles entre l'insuline et la
digoxine sur la cible d’action de cette derniere, a savoir la pompe Na,K-ATPase, nous allons

dans les parties suivantes décrire les effets et les mécanismes d’actions pharmacologiques

respectivement de ces deux molécules.
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IV. Aspects pharmacologiques de la digoxine

1. Structure et origine de la molécule
La digoxine substance dérivée de la digitaline deéede en 1872 par Claude Adolphe
Nativelle [Kassel, 2002] est actuellement l'un des principaux médicamemifisé en
cardiologie. Les cardiotoniques "digitaliques" sales hétérosides composés d'une fraction
osidique et d'une génine (figure 6).
lIs contiennent une fraction aglycone ou géninestiarée d’'un noyau steroide, avec un cycle
lactone pentagonal en C17, et d’'une fraction gigoel avec des sucres liés en C3, qui
conférent une plus grande hydrosolubilité.
La digoxine est constituée d'une molécule de diggnine et de trois molécules de digitoxose.
La structure chimique de la digoxine comporte uouge OH de plus que la digitoxine mais
leurs caractéristiques pharmacocinétiques sondifiésentes.
L’'ouabaine inhibiteur pharmacologique de la pom@eKNATPase provient de la strophante

glabre Strophantus gratus).

Les glycosides cardiaques sont d'origine végétalgitale laineuseligitalis lanata, Figure
7A), digitale pourpréelfigitalis purpurea, Figure 7B

D’autres plantes contiennent également des glyessida scille $cilla maritimg, le laurier
(Nerium oleandér le muguet Convallaria maiali qui peuvent étre a l'origine d’intoxications

parfois grave$Ducluzeau etal., 2003]
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Figure 6 : Structure moléculaire de la digoxinelaldigitoxine et de I'ouabaine.

D’aprés[Prassas etal., 2008]

29



Figure 7A : Source végétale : Figure 7B : Source végétale :
digitale laineuse (Digitalis lanata) digitale pourprée (Digitalis purpurea)

2. Pharmacocinétique des digitaliques
Les propriétés pharmacocinétiques des différentdéaules sont indiquées dans le tableau VI.
L’interprétation fiable du pic plasmatique n’estspile qu’a la fin de la distribution depuis le
compartiment central, c’est-a-dire plus de 4 a éré® apres l'ingestion, expliquant la faible
valeur pronostique des concentrations plasmatiglees l'intoxication aigué. Les risques
vitaux peuvent persister pendant 36 heures pouligaxine chez le sujet a fonction rénale
normale et pendant 5 jours pour la digitoxine. ladumne de distribution de la digoxine
d’environ 5,6 L/kg signifie que la concentratiorrigge en digoxine est au moins 30 fois

inférieure a sa concentration tissulaire.

Tableau VI : Pharmacocinétique des digitaliquspahibles par voie orale

DCI Digoxine Digitoxine *
Spécialités Digoxin&, Hémigoxine® | Digitaline®
Demi-vie sérique 36-48 h 110 h
Excrétion majoritaire urinaire biliaire
Cycle entéro-hépatique Non Oui
Fixation aux protéines plasmatiquep 25-30 % 90 %
Biodisponibilité 60-80 % 100%
Volume de distribution 561L/kg@4a7) 0,46 L/kg

* |la digitaline n’est plus commercialisée en Fradepuis 2003
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3. Mécanismes d’action
La digoxine se lie spécifiguement a la Na,K-ATPamanbranaire (pompe a sodium) et inhibe

I'activité de cette enzyme.

3.1. Structure de la Na,K-ATPase
La Na,K-ATPase (sodium-potassium adénosine triphatsise) est une enzyme membranaire
ubiquitaire, qui assure le maintien des gradieatsahcentrations transmembranaires du
sodium et du potassium. Ce gradient va permetaeallule de fournir 'énergie pour assurer
I'activité des transporteurs nécessaires a la prasen de 'homéostasi@Beguin etal., 1997 ;
Djemli-Shipkolye etal., 2000}
Le fonctionnement de cette protéine a été mis ededee pour la premiere fois par Jens
Christian Skou en 1957 dans les cellules nervedseasabes. Cette découverte lui a d’ailleurs
valu en 1997 le prix Nobel. Depuis, cette pompeaéaafassée comme faisant partie d'une
famille de protéine : les ATPases de type P. Cesi@es sont principalement localisées au
niveau des membranes plasmiques. Elles tirentrlear du fait qu’elles sont phosphorylées
lors du transport des ions contre leur gradienta®entratiorfApell, 2004]. Pour la Na,K-
ATPase cette phosphorylation ouvrant le cycle dengame des ions, est précédée par
I'hydrolyse de I'ATP qui transfére le groupementbopphate libéré au résidu aspartique de la
protéine (Asp 369)Mikhailova et al., 2002] Les ATPases de type P se distinguent des autres
ATPases (type F et V) par leur capacité a étreb@es par les ions vanadate. Parmi les types P
ont peut citer la Na,K-ATPase, la H,K-ATPases aipsé la C&-ATPases[Niggli et al.,
2008]
La Na,K-ATPase est un complexe transmembranaiié getplusieurs protéines renfermant
principalement une sous-unité et 3 de type @B)., a laquelle vient s’ajouter une nouvelle

sous-unité recemment découverte la sous-yr{iigure 8).

3.1.1. La sous-unit&r
Elle est non glycosylée et comporte environ 1008escaminés, soit un poids moléculaire de
97-120 kDalLingrel et al., 1990; Sweadner etal., 1992; Sharabani-Yosef efl., 1999]
Cette sous-unité traverse la membrane plasmiquéx aegrises. Elle présente au niveau
cytoplasmique une grande boucle entre le quatriéime cinquiéme segment. Par ailleurs les
extremités (NH2 et COOH) terminales de la prot&oet localisées au niveau intracellulaire.
Elles possedent par ailleurs plusieurs sites d@sokliapour les ions et les molécules. Ceux-ci se

fixant, soit au niveau extracellulaire (glycosidesdiaques), soit au niveau transmembranaire
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(Na'", K") soit enfin au niveau cytoplasmique (ATP, PKC...A dous-unité@ est celle qui est
responsable de I'activité catalytique. Actuellemeguatre isoformes de cette sous-unité ont été
identifiés :al, a2, a3 eta4d. L'expression de I'un ou l'autre de ces isoforrdépend du tissu
(ou organe) dans lequel il se troyBers etal., 2003 ; Vague etl., 2004 ; Mijatovic etal.,
2007]; ainsi :

- lisoformeal est présent dans la plupart des cellules (ulaimel)t

- lisoforme a2 est principalement localisé dans le muscle, lercte tissu adipeux et

le cerveau,
- lisoforme a3 est surtout localisé dans le cceur et le cerveau,

- lisoforme a4 est retrouvé au niveau des testicules et demspazoides.

Les isoformes différent également dans leurs aénaux ions (Naintracellulaire 0l = a2 >
a3 et K extracellulaire :a3 > al = a2) [Lingrel, 1992]. Par ailleurs chez les rongeurs,
contrairement aux primates, ces isoformes difféaaistsi dans leurs affinités a I'ouabaine. En
effet I'isoformeal posséde une affinité plus faible pour 'ouabgikede 1I5x10° M) par

rapport &2 et a3 qui eux sont & forte affinité (e I5x10° M) [Repke etal., 1995]

Le pourcentage de conservation des sous-uaitsre les différentes espéces de mammiferes
est de 92% poual eta2, et de 96% poun3. Quant au pourcentage d’homologie, au sein
d’'une méme espece, entre les séquendesi2 eta3 il est d’environ 87%Blanco etal.,
1998]

3.1.2. Lasous-unitg
C’est une glycoprotéine, hautement glycosylée, dien 300 résidus et de poids moléculaire
situé entre 35-55 kDBEOrlowski et al., 1988 ; Lingrel etal., 1994a ; Burke etal., 1991 ;
Sharabani-Yosef etal., 1999] Elle est caractérisée par un seul domaine tramfmamaire et
posséde trois sites de glycosylation sur sa paxtiacellulairdScheiner-Bobis, 2002]
Il a été identifié trois isoformes de cette sougeufBers etal., 2003 ; Vague etal., 2004 ;
Mijatovic et al., 2007]:

- PB1: est le plus largement distribué dans les diffes tissus, excepté certains
astrocytes, les cellules vestibulaires de I'oraitlerne et les muscles glycolytiques
a contraction rapide,
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- B2: est principalement localisé au niveau des meusduelettique, le cceur, le
cerveau,

- B3 : est notamment isolé dans le cerveau, le poulaameur.

Par ailleurs, cette sous-unité en plus de sa fomctle chaperon moléculaire assure le
repliement et I'ancrage approprié de la sous-umiéd niveau de la membrane plasmique. Elle
est également indispensable a I'activité de cetrgrae bien qu’elle soit elle-méme dépourvue,
d’apres les connaissances actuelles, de toutetaatatalytique.

De récentes études suggerent que la sous{ftipicdirrait étre impliquée dans le mécanisme de
transport actif et qu’elle pourrait également jourrrdle de sous-unité régulatrigéaplan et

al., 1985 ; Geering etal., 2001 ; Vague efal., 2004] Ceci serait certainement di au fait
gu’elle interagit par contact direct avec les segisi¢ransmembranaire 7 et 10 de la sous-unité
o [Morth et al., 2007]

L'identité des séquences entre les especes de niaramdes isoformd’l et2 est de 95%.
Cette valeur tombe a 60% lorsqu’on inclut dansolmaraison les autres especes. Par ailleurs
I'nomologie entre les différents isoformes est ffaulsle que celle constatée pour la sous-unité
a. En effet I'hnomologie entr@l et2 est de 58%, celle entf¥l et3 est estimée a 68%.
Quant a celle entg2 et33, elle est d’environ 61%8lanco etal., 1998]

3.1.3. La sous-unitg/
C’est un peptide d’environ 30 acides aminés de KE4, co-exprimé avec les sous-unitest
B [Morth et al., 2007] Son existence a été suggérée il y a une trentbamaées paForbush
et al., 1978 puis confirmée par plusieurs travaux effectuésdas préparations purifiees de
I'enzyme[Reeves etl., 1980 ; Hardwicke etal., 1981 ; Collins etal., 1982] La sous-unité
appartient a la famille des FXYD et jouerait ureréégulateur vis a vis de la Na,K-ATPase et
influencerait ses propriétés de transport d'igbelprat et al.,, 2006] Cette sous-unité
participerait également a la stabilisation confdiormelle de la Na,K-ATPase ainsi qu'a
'augmentation de I'affinité aux molécules d’AT[Fherien et al., 2001] Toutefois elle ne
semble pas nécessaire a l'activité catalytiqueeteyme[Scheiner-Bobis etal., 1994] Les
protéines de la famille FXYD tirent leur nom d’'us@quence invariante d’acide aminé répétée
et localisée juste avant la partie transmembrarf8ineadner etal., 2000; Faller, 2008] Il a

par ailleurs été mis en évidence qu’entre les ussal domaine transmembranaire (TM) 9 de
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la sous-unité et les protéines FXYD il existait une interactionctionnelle et structurale qui
est tissu et isoforme spécifigfle et al., 2004 ; Geering, 2005]

La famille des protéines FXYD est formée de petitegéines membranaires caractérisées par
une signature avec un motif conservé contenant FXdéDix glycines et une sérine. Chez les
mammiféres, cette famille comporte sept membrelsiamt FXYD1 a FXYD7 et ou la sous-
unitéy de la Na,K-ATPase correspond a FXYD2 (premiereégime de cette famille & avoir été
isolée). Ces protéines ont un seul segment tranbnagaire, et la partie carboxyterminale est
dirigée vers le cytoplasme a I'exception de FXYRB @ deux segments transmembranaires et
dont les deux extrémités se trouvent au niveauptasonique[Delprat et al., 2006 ; Geering,
2006}

De méme l'analyse des séquences entre ces prominasiveaux des différentes especes est
de 75%, alors qu'il s’éléve a 93% si la comparaissh effectuée uniquement au sein des

especes de mammiférdserien et al., 2000]
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Figure 8 : La Na,K-ATPase : (A) structure et régjola; (B) structure tridimensionnelle et
localisation des sites de liaison avec les catfblaset K) et les glycosides cardiaques.
D’apres[(A) Delprat et al., 2006 et (B) Yatime etl., 2009]
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3.2. Roéles de la Na,K-ATPase
La Na,K-ATPase au travers de sa structure et desattions entre ses sous-unités assure sa
fonction de systéme de transport (antiport) respolesdu maintien des gradients'Na K™ a
travers la membrane plasmique (figure 9). Ces graslisont essentiels aux cellules pour
contréler osmotiquement leur contenu en eau etteramleur potentiel de membrane. De plus,
le gradient de Nafournit I'énergie nécessaire pour l'activité degtémes de transports
secondaires fournissant aux cellules d’'autres éi&neécessaires : glucose, acides aminés,
calcium, proton. Parallélement au maintien de I'Bostasie, la Na,K-ATPase exerce selon les
tissus différentes fonctiojBelprat et al., 2006]:

- dans les cellules musculaires, l'activité de la,WNATPase est couplée a
'échangeur Na/Ca permettant ainsi la contractian abeur et des muscles
squelettiques,

- dans le rein, la Na,K-ATPase est localisée dansneémbrane basolatérale des
cellules épithéliales ol elle contribue a la régmson du NA essentielle au
maintien du volume extracellulaire et de la prassianguine,

- dans les neurones et dans les cellules glialesN&,K-ATPase permet la
reconstitution des gradients Nat K pendant I'activité neuronale et assure ainsi

I'excitabilité neuronale.

Transport actif
2K” Ouabaine

2’ Digoxine
3Na" 4 / 3 R Na*
\7_\ 3Na \8/
- \Q\ ATP ADP+Pi o~ . _ -
= ~ 2+ C1 3
=4
g Ca’ + -9
Z Na* \8/ Na 2
s a — K~ Kt 2C1- hd
3 \Q\ Na* 15 mEq/1 ) 2
= ~ g+ KX_ 150 - \8/ Na ©
g . cr [ ™~  Sucre
U - K K" ou
/q, N Cl_\D\Audes aminés
HY ] K e
N I B
\ Vm =-70 mV /
+ + + +

Flux passif Na*

Na" 140 mEq/1

K* 4 -

CI” 105 -
Figure 9 : Schéma récapitulatif des principaleséguences du transport actif du'adu

K*. La Na,K-ATPase utilise I'énergie chimique prosahde I'hydrolyse de 'ATP pour
maintenir un gradient entrant pour le’Nd un gradient sortant pour 1é.KH_'énergie de ces
gradients est utilisée pour effectuer du contregpart et du cotransport et pour maintenir le
potentiel membranaire. D’apréSkou, 2004]

35



L’enzyme encore appelée pompe Na,K-ATPase cargliempe » 3 ions Nade l'intérieure
vers l'extérieur de la cellule et 2 ions" Kle I'extérieur vers lintérieur. Elle effectue ce
transport au moyen d’'une énergie apportée par ploogltion : hydrolyse de 'ATP en ADP
+ Pi[Smith et al., 2004]

ATP + 3Na' + 2K, = ADP + R+ 3Na'" + 2K (1)
i et e représentent respectivement les secteues iet extracellulaires de la cellule.

L’établissement de ces gradients ioniques primaastsolteux d’'un point de vue énergétique
car ils consomment 20 - 30% du stock total d’ATPlaleellule [Jorgensen etal., 1998 ;
2003 ; Schramm e#fl., 1994]

3.3. Sites et modes d’action des glycosides cardioiques
Il est maintenant clairement établi que ces comgm$Boléculaires se fixent et interagissent
avec la sous-unité de I'enzyme. Cette interaction semble s’exercémncalement sur la
premiere boucle extracellulaire reliant les segmeanansmembranaires TM 1 et TM 2.
Néanmoins d’autres segments de I'enzyme sont égalesuspectés dans cette liaison avec les
glycosides (figure 10) notamment la boucle entre3Tédl TM4[Nesher etal., 2007 ; Keenan
etal., 2005 ; Ogawa etl., 2009]
Par ailleurs au niveau de cette premiere bouclmeaditulaire allant de I'acide aminé 111 a
122, deux acides aminés semblent jouer un réldané I'affinité entre 'enzyme et I'ouabaine.
En effet chez 'homme les deux résidus de la sougw en position 111 et 122 sont
respectivement une glutamine (Q) et une asparg@ihet ceci invariablement quel que soit
I'isoforme. Tandis que chez le rat I'isoform@ se compose d’une leucine (L) en position 111
et d’'une asparagine (N) en position 122, alors gaes lisoformeal on y trouve
respectivement une arginine (R) et I'acide aspaeti(P). Cette séquence confere a l'isoforme
al une affinité pour I'ouabaine 1000 fois plus faildue celle observée chez I'homme.
L’isoforme a2 a quant a lui une affinité intermédiajtengrel et al., 1997 ; Keenan efal.,
2005 ; Mijatovic etal., 2007]
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Figure 10 : Schéma de la structure et des sitasedéction de différents composés avec les
sous-unités de la Na,K-ATPase. En rouge la soug-anen bleu la sous-unifeéet en vert la
sous-unité/ (ou FXYD). Les carrés jaunes représentent les digdiaison entre I'enzyme et les
glycosides cardiotoniques M=segment transmembranaim®’aprés[Nesher etal., 2007]

L’inhibition de cette pompe par les glycosides @atahiques (digoxine, ouabaine...) va
bloquer le transport des ions Net K (figure 11). Ainsi le N& ne pouvant plus sortir de la
cellule s’accumule dans le cytoplasme sous la manghrinduisant une diminution du gradient
de concentration entre Naxtra et intra cellulaire. Ceci entraine un ratssment voire un
blocage de I'échangeur N&&* (entrée du sodium et sortie du calcium) d'ol ur@naire
sortie de C&. Parfois on observe méme une inversion dansViggtile I'échangeur N&C&*
conduisant & une entrée de’Cadans la cellul§Sticherling et al., 2000] L’augmentation de la
concentration intracellulaire du €aactive les éléments contractiles (filaments d'antosine)
au niveau du cceur et des fibres vasculaires liasésrigine de l'effet inotrope positif
[Ducluzeau etal., 2003 ; Alain, 2001 ; Dawson eal., 2007] L’inhibition de cette pompe va
également influencer sur la balance interne dusgaien en faveur d'une hyperkaliémie

extracellulaire. En effet, le blocage de la pompwéche le K d’entrer au niveau cellulaire.
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Outre son action de pompe ionique, la stimulatieladNa,K-ATPase induit la mise en action
de différents second messager (figure 11) entsigleal membranaire et le noyau. Ainsi sur le
cardiomyocyte, cette enzyme a des propriétés pratives par activation de plusieurs facteurs
transcriptionnels (AP-1; NKB) et augmente aussi la production de radicawedilypar la
mitochondrie[Xie et al., 2002] Sur d’autres lignées cellulaires (muscle lisséogasculaire)

elle active la protéine p42/44 stimulant sa praddifidn[Xie et al., 2002}
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Figure 11 : Schéma de I'action inhibitrice des gbides cardiaque sur la pompe Na,K-ATPase
et ses conseéquences sur le cardiomyocyte. D’§frée®t al., 2002]
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4. Effets cliniques
Les digitaliques ont été utilisés pour leurs prégs tonicardiaques (figure 12) bien avant que
I'on connaisse leur mécanisme d'action. En efialijditale a été introduite en thérapeutique en

1785 par Sir William Withering. Aujourd’hui la digime est le digitalique le plus utilisé.

4.1. Action sur le myocarde
La digoxine a pour propriété essentielle d’augnmeleteébit cardiaque chez l'insuffisant
cardiaque. Son action sur le cceur s’exerce au mig@mq effetLamere, 2005 ; Vacheron
etal., 1999]:
- I'Effet inotrope positif : augmentation de la ¢er de contraction du myocarde suite a
I'élévation de la concentration du calcium au nivedes filaments d’actomyosine. Cela
s'accompagne d'une augmentation de la vitessendiction, du volume d’éjection systolique
et du débit cardiaque, mais aussi d'un raccouroisse de la durée de la systole avec
allongement relatif de la diastole ainsi que d’'uminution du volume et de la pression
télédiastolique.
- Effet tonotrope positif : augmentation du tonwsrduscle cardiaque et réduction du volume
ventriculaire. D’ou chez l'insuffisant cardiaque @eur dilaté, il en résultera une réduction de
la taille du cceur en diastole et une augmentatiodébit cardiaque notamment par réduction
du volume résiduel.
- Effet bathmotrope positif : augmentation de liexdulité du myocarde, ce qui favorise
I'apparition de post-dépolarisations tardives. Quanla période réfractaire du myocarde
auriculaire et ventriculaire elle est diminuée fargle celle du nceud auriculo-ventriculaire est
augmenteée.
- Effet chronotrope négatif : ralentissement du ic¢action bradycardisante) par action directe
sur le cceur au niveau du tissu conducteur, maisi guas action indirecte sur le systeme
nerveux autonome via I'excitation vagale et la dimtion du tonus sympathique (médiée par
les catécholamines).
- Effet dromotrope négatif : la digoxine ralentt\itesse de conduction auriculo-ventriculaire,

par effet direct et indirect médié par l'intermédiale I'acétylcholine.
4.2. Action vasculaire

La digoxine augmente les résistances vasculaimngghggiques en agissant directement sur les

fibres vasculaires lisses artérielles et veineugassi chez linsuffisant cardiaque cela va
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entrainer une dilation veineuse et artériolairet dl@mécanisme est médié par I'inhibition de la
stimulation sympathique exagérée. En effet cheguffisant cardiaque il y a une hyperactivité
adrénergique (concentration plasmatique anormalegienée en norépinéphrine). Par ailleurs
chez l'insuffisant cardiaque la digoxine réduitbesoins du coeur en oxygene. En effet malgré
'augmentation de la contractilité myocardique éefinotrope positif), elle réduit la taille du
ceeur, ralentit son rythme et diminue les résistapégiphériquef_onghurst et al., 1985]

4.3. Action sur le systeme nerveux autonome (SNA)
Les effets de la digoxine sur le systeme nerveutorewme participent & son action
bradycardisante en diminuant la fréquence sinustaés augmentant la période réfractaire du
nceud auriculo-ventriculaire. Elle se fait princgrakent par inhibition du systeme sympathique
et stimulation du vague parasympathomimétique ¢tBraent ou indirectement) par
I'intermédiaire des barorécepteurs. Ainsi au nivdes baro-récepteurs aortiques (carotidiens),
auriculaires et pulmonaires, la digoxine inhibeplampe Na,K-ATPase des cellules baro-
réceptrices, dont l'activité est anormalement augg® au cours de l'insuffisance cardiaque,
restaurant ainsi la sensibilit¢é du baroréflexeeril résulte une diminution de l'activité du

systéme sympathique et un rétablissement partisrus vagalJan, 2004 ; Seronde, 2005]

Chez linsuffisant cardiaque, il existe une augmgomh anormale de l'activité de la Na,K-
ATPase au niveau des barorécepteurs qui perdesit laur sensibilité. En s'y opposant par
I'inhibition de la Na,K-ATPase, les digitaliqueseesent un effet bénéfique, notamment sur des
symptémes fonctionnels rencontrés en cas d'inamifis cardiaque et ceci indépendamment de

leur action direct¢Seronde, 2005]

4.4. Manifestation électrocardiographique
La digoxine ralentit la fréquence cardiaque et riedie potentiel d’action (PA). Cette
altération du PA explique les anomalies de la mEdtion qu’elle provoque sur
I'électrocardiogrammeAlain, 2001 ; Seronde, 200p:
- abaissement du point J,
- sous-décalage du segment ST avec raccourcissedimtervalle QT, donnant une image
de cupule a concavité supérieure englobant plusauos I'onde T,
- aplatissement de I'onde T qui devient biphasiou@égative mais toujours asymeétrique,

- raccourcissement de l'intervalle QT,
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- allongement discret de l'intervalle PR.

Ces signes ECG ne sont pas des signes d’intoxisatiais ils témoignent d’'une imprégnation
du digitalique au niveau du myocarde.
A l'arrét du traitement, les troubles de la repisiion régressent trés lentement et parfois en

quelques mois.

4.5. Action diurétiques
La digoxine augmente la diurése par stimulationliesrécepteurs, qui diminuent la sécrétion
d’hormones antidiurétiques, et augmentent I'exorétiu sodium et de I'eau libre ; ceci par la
diminution du tonus sympathique et la diminution Ilde stimulation du systeme rénine-
angiotensine-aldostérofileonghurst, 1984].
La digoxine exerce également une action directelesuméphron par inhibition de la pompe
Na,K-ATPasdLloyd et al., 1992]
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Figure 12 : Vue d'ensemble des effets de la digoXiapreqgAlain, 2001]
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5. Autres effets des glycosides cardiaques
De nouvelles applications des substances digidigsont actuellement évoquées dans la
littérature. En effet €s études récentes ont rapporté lI'existence de mwsds voies de
signalisation cellulaires de la pompe Na,K-ATPapermettant ainsi d’explorer une nouvelle
propriété pharmacologique de la digoxine et plubalement des glycosides cardiotoniques
[Xie et al., 2002 ; Kometiani etal., 2005 ; Aperia etal., 2007] Ce nouvel effet aurait une
action bénéfique dans la thérapeutique anticanséfeafranc, Kiss et al., 2008 ; Zhang et
al., 2008 ; Simpson eal., 2009]
Pourtant déja en 1967, des recherches ont mongd'wfilisation des glycosides limitait la
croissance des cellules néoplasiqg{@kiratori, 1967]. Dans les années 80 des chercheurs
suédois ont rapporté lors d’'une étude épidémiolagiteffet bénéfique d’un traitement par la
digoxine sur le cancer du sqiatenkvist etal., 1979 ; 1980 ; 1982]ll a été observé en effet
gue des femmes ayant le cancer du sein, et quersiuén plus un traitement cardiaque a l'aide
de glycosides cardiotoniques, développaient momseallules malignes que les femmes ne
suivant pas ce traitemefbtenkvist et al., 1982] lls ont également constaté qu’apres cing
années de mastectomie, le taux de récidive du cduncgein chez les patientes sous traitement
digitalique était 9,6 fois plus faible par rapparttx patientes sans traitement digitalique. Les
recherches ont été reprises réecemment et oriemégdes cancers du cerveau, du sang, du sein
et de la prostate. Des résultats bénéfiques surelagdes cancéreuses ont depuis été rapportés
dans de nombreux travaux expérimentaux d’étudesvo et in vitro [LOpez-Lazaro et al.,
2007 ; Mijatovic et al., 2007 ; Winnicka etal., 2006] D’ailleurs certains essais cliniques
actuels évaluent l'effet des glycosides cardiagaesime thérapeutique anticancéreuse
[Mekhalil et al., 2006 ; Mijatovic etal., 2006 ; Newman e#tl., 2008]
Un chercheur norvégiefHaux, 1999] a par ailleurs montré qu'utilisée a des doses non
toxiques, la digitoxine provoquait la mort celluiprogrammée des cellules canceéreuses,
rapprochant leur comportement de celui des cellsEaes qui meurent normalement par
apoptose. Effectivement le souci majeur de cetiesel des médicaments est sa faible marge
thérapeutique.
Toutefois les mécanismes d’actions moléculaires fguorisent la sensibilité des cellules
cancéreuses aux glycosides cardiagues restenteefmmmnus, mais un certain nombre de

voies sont suggérées (figure 13).

Ces données ouvrent la voie a de nouvelles pergegatans la prise en charge de la maladie

cancéreuse.
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Figure 13 : Cible d’action des glycosides cardiajaas pour un effet anti cancéreux.
D’aprés[Prassas e#tl., 2008]
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6. L'intoxication digitalique
6.1. Incidence de l'intoxication aux digitaliques
L’incidence de I'intoxication aux digitaliques esfativement faible mais augmente du fait du
vieillissement de la population et du recours piaguent a ce type de traitemgwWofford et
al., 1991] L’intoxication aigué résulte d’'une ingestion masesa but suicidaire, d'un
surdosage secondaire a une erreur de posologeec@nfusion entre 2 médicaments ou a un
mésusage chez l'enfarjGittelman et al., 1999] L’ingestion de plantes contenant un
hétéroside cardiotoniqu®igitalis lanata et purpureg Nerium oleanderThevetia peruviana
peut également étre responsable d'un tableau abngjmilaire [Bourgeois et al., 2005]
L'altération de la fonction rénale, notamment chezsujet 4gé, favorise le surdosage en
digoxine. D’autres facteurs tels que I'hypothyreid'age avancé, l'insuffisance cardiaque
avanceée, lischémie myocardique, I'hypoxémie aigsie la co-ingestion avec les autres
médicaments (amiodarone, vérapamil, quinidine),tteables électrolytiques (hypokalémie,
hypomagnésémie, hypercalcémie) quelques fois cquasédes diurétiques, et les déséquilibres
acido-basiques, peuvent conduire a une augmentaora sensibilité myocardique aux
digitaliques [Fréjaville et al., 1971} En pratique il faut distinguer trois situationslamn
[Bayer, 1991]:
- les intoxications aigués pures chez les patientagprennent pas habituellement ce
type de traitement,
- les intoxications aigués chez les patients traitdSrieurement par les digitaliques,
- les intoxications chroniques chez les patientsésgiar les digitaliques consécutives le
plus souvent a une diminution de I'élimination dgitdliqgue comme lors de

I'insuffisance rénale.

6.2. Description clinique de l'intoxication digitdique
Les intoxications par la digoxine se manifestent gifférents symptdmes non spécifiques
(nausées, vomissements, anorexie, fatigue, vertayschromatopsie, hyperkaliémie en cas
d'intoxication aigué) et par des arythmies potdletieent mortelles (troubles du rythme supra-
ventriculaire, troubles de la conduction auricuemtriculaire, troubles de I'excitabilité
ventriculaire) [Dubuc, 2000] Bien qu’ayant un tropisme pour le coeur, une iictbon
digitaligue provoque des manifestations cardiacgieson cardiaqug8auman etal., 2006 ;
Levine etal., 2009 ; Thacker efal., 2007 ; Schreiber, 2008]
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Les manifestations initialesce sont I'apparition quasi-constante de troublgedifs

(80%), avec nausées, vomissements ; leur appastémmelonne entre quelques minutes et 12
heures ; leur durée est sans rapport avec la doskgdaline ingérée, et n’est pas raccourcie
par 'administration d’atropine. Les douleurs abduates et la diarrhée se manifestent environ
chez 20% des malades, et sont toujours associéles &omissementsSchaumann etal.,
1986] Il existe un risque d’infarctus mésentérique dicune baisse du débit splanchnique
(hypovolémie et vasoconstriction).

Les troubles cardiovasculairedls apparaissent & partir de 18"8heure. La pression

artérielle est longtemps conservée, en raison damus sympathique vasoconstricteur.
L’association des différents troubles est difficidke schématiser; leur enchainement est
imprévisible. lls peuvent varier d’'un instant aufee et sont de plusieurs typhatia et al.,
1987 ; Kelly etal., 1992 ; Gittelman etal., 1999]:

« Des troubles de la conduction sino-auriculaingjcalo-ventriculaire (BAV f, 2™ Fme
degrés) et intraventriculaire : ils peuvent conelui@ une bradycardie extréme avec
désynchronisation des épisodes réfractaires, &ibher de ré-entrée ventriculaire et donc de
tachycardie ventriculaire.

* Des troubles de 'automatisme : ils sont variésoenportent des extrasystoles ventriculaires
(ESV) bigéminées, polymorphes voire bidirectionegllun rythme jonctionnel accéléré, des
foyers ectopiques (hyperautomatisme) ou des phémesrae ré-entrée.

* Des troubles de repolarisation : présence d’'efidaplaties voire négatives, abaissement du
point J avec sous-décalage du segment ST sousta fiiune cupule a concavité supérieure,
raccourcissement du segment QT.

Les signes neurosensorielsbnubilation et somnolence ou agitation et angosmt

observées chez 25% des malades. Un certain nondnéred eux présente une véritable
psychose aigué (avec confusion mentale et délitadnzatoire) ; ce trouble ne coincide pas
avec une chute de la pression artérielle ou unbleotydro-électrolytique ; par contre,
I'administration d’atropine 'augmente indiscutaflent. L'asthénie musculaire est constante,
souvent associée a des myalgies diffuses et agpgmieées. Ces manifestations ne sont pas
calmées par latropine mais répondent favorablement traitement antidotique.
Malheureusement, I'apparition de ces symptdmed pa&s graduelle. Troubles visuels : vision
floue, photophobie, scotomes scintillants et/ou Oysmatopsie sont rares : environ 5% des
cas[Cooke, 1993]

L’atteinte rénale elle est trés fréquente lors de l'intoxicationidiigue mais n’est pas

le fait d’'une action rénale du toxiq{ituncok et al., 1997] elle est rarement préoccupante. Il
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est d’ailleurs difficile de faire la part dans sengse entre les perturbations hémodynamiques
de ces malades et la restriction hydrosodée allaglsesont soumis.

Les déces ils surviennent dans les suites de fibrillatiomtvieulaire (65% des cas),
d’asystole prolongée (25%) ou d’insuffisance ciatoire sévere (10%). L’hyperkaliémie est
un signe constant d’intoxication aigué grave augitdiiques [Dally et al., 1981} Les
kaliémies mesurées a I'admission et a 18" Reure sont significativement plus élevées chez
les patients décédés que chez les survivdHiskey et al., 1991] L’imputation de
I'hyperkaliémie aux digitaliques et I'analyse de\sdeur pronostique ne peuvent cependant
étre considérées qu’en l'absence d’acidose, deétitjues hyperkaliémiants, d’apports
potassiques et d’insuffisance circulatdidatizberea et al., 1991}

6.3. Physiopathologie de l'intoxication
Les troubles ECG secondaires a l'intoxication aigwét liés a l'inhibition de I'ATPase
membranairgAkera et al., 1991 ; Ma etal., 2001] L’'automaticité des fibres de Purkinje et
des pacemakers est augmentée tandis que I'exitéalél vitesse de conduction et la période
réfractaire effective des cellules atriales et rieunkaires sont déprimées. L’inhibition de
'ATPase membranaire provoque une hyperkaliémie tyaduit en fait une déplétion
potassique intracellulaire. L’hypokaliémie peut, I'inverse, favoriser la toxicité des
digitaliques en favorisant leur fixation aux réeps cellulaires myocardiques.
La physiopathologie précise des troubles neurosifssecondaires a l'intoxication n’est pas
parfaitement élucidée. Les vomissements résultemedaction sufarea postremaou d’une
irritation gastrique. Il existe une baisse du dépilanchnique a dose pharmacologique chez le
sujet sain et un effet vasoconstricteur sur lessesux meésentériques, pouvant expliquer les

ischémies mésentériques observées dans certaiogEations aigués graves.

6.4. Le traitement de l'intoxication
Le traitement de l'intoxication aux digitaliquestfappel depuis 1976 aux fragments Fab
(figure 14) spécifiques des glucosides cardiotoesf8mith et al., 1976] La dose optimale
d’anticorps antidigitaliques a administrer n’ests pactuellement clairement définie. La
posologie a administrer se base sur une neutialisaquimolaire du digitalique par les
anticorps[Parant et al., 2003] Mais dans certaines situations, en particuliersdeertaines
intoxications aigués, une dose inframolaire derfragts Fab peut étre suffisante pour traiter

les signes de I'intoxicatiofHickey et al., 1991}
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Figure 14 : Mécanisme d’action des fragments Fabdagitalique.
D’aprés[Parant et al., 2003]
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V. Aspects pharmacologiques de l'insuline

1. Structure
L’insuline est la premiére protéine dont la séqegmimaire a été complétement déterminée en
1955 par le britannique Frederick Sanger, cela ldiailleurs valu le prix Nobel 199&anger
et al., 1953 (a) et (b)] Sa structure tridimensionnelle a été analyséecpstallographie aux
rayons X en 1969 par Dorothy Crowford Hodgkin et sellaborateurs a Oxfof@aker et al.,
1988] L’insuline est un polypeptide de 5 800 Daltormstituée de 51 acides aminés. Elle est
constituée d’'une chaine A de 21 acides aminésueiedchaine B de 30 acides aminés, reliées
par deux ponts disulfures, A7-B7 et A20-B19 (figi®). Un pont disulfure supplémentaire,
intracaténaire, est présent a l'intérieur de lairdhaA reliant les acides aminé A6-All. Le
monomere est la forme bioactive de ’hormone. C&sts cette forme qu’existe la molécule
d’'insuline dans la gamme des concentrations plygiglies et a pH neutre. Le monomere
d’'insuline présente une structure globulaire doat dentre est constitué d'un noyau
hydrophobe. A concentrations supraphysiologiqued pH neutre ou acide, l'insuline forme
des dimeres en absence d’atome de zinc. En préslences derniers qui jouent le réle de
coordinateurs, trois dimeres peuvent s’associer fusmer des cristaux d’hexameres ayant une
structure sphérique. Les hexaméres d’insuline sgmtént la forme de stockage majeure de
I’'hnormone dans les granules de sécrétion (figuddAkin, 2006].
La structure primaire de I'insuline humaine esteassimilaire de I'insuline porcine et bovine
(Tableau VII).

Tableau VII : Différence entre les origines desilimes

Origine AA position 8 AA position 10 AA position 30
Insuline Humaine Thréonine Isoleucine Thréonine
Insuline Porcine Thréonine Isoleucine Alanine
Insuline Bovine Alanine Valine Alanine
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Ala 30
Figure 15 : Structure primaire de l'insuline hunaib’aprée§Magnan etal., 2005]

Figure 16 : Structure tridimensionnelle de I'inseli(A : monomere, B : hexamere)
D’aprés[De Meyts, 2005 ; Dodson, 2008]
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2. La sécrétion de l'insuline
L’insuline est sécrétée (figure 17) par les cefifiales ilots de Langerhans pancréatiques. Les
mécanismes de sa sécrétion, biphasique et pujsaiité aujourd’hui bien connus. L'entrée du
glucose, par transport passif via les transport@ildT2, dans la cellul@ stimule la sécrétion
d’'insuline par deux voies de transduction distiactpui requierent son métabolisme. La
premiére, appelée également voie dépendante dasxcantassiques ATP-dépendantsa
est associée a la phase de sécrétion précocensitdige. La seconde voie indépendante des
Katp, €st associée a I'amplification et au maintien lalesécrétion d’insuline, ainsi qu'a
I'activation de sa synthése de nd¥dizawa etal., 1994]

glucose

glucose

Meétabolisme du glucose

\MiP/ADP/ Voies K ,;p indépendantes
granules d’insuline * 2+ ATP, GTP, ___
/]\ [Ca ]f/ DAG, cAMP,

NADPH

Autres stimuli >

acides aminés,

malonyl-CoA,

eurotransmetteur

)
Ancrage a la membrane exocytose

Figure 17 : Mécanismes de la sécrétion d’insuliaelgs cellule$ du pancréas.
D’apres[Straub et al., 2002 ; Rorsman egl., 2003]

La phase précoce de la sécrétion d’insuline estécpar 'augmentation du ratio ATP/ADP
induite par le métabolisme du glucose. Cette degniaduit la fermeture des canaux
potassiques ATP dépendantsafl), la dépolarisation de la membrane et I'ouvertdes
canaux calciques. L'entrée du calcium dans la leebumorce la translocation et I'exocytose
des granules d’insuline. Par la suite, les vamatiales concentrations intracellulaires de
calcium ([C&"i), modulées par la voie indépendante despK conditionnent le caractére
pulsatile de la sécrétion d’insuline. D’autres stiinde nature neuro-humorale et nutritionnelle
peuvent moduler I'exocytose des granules d’insuline
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3. Reécepteur a l'insuline (RI)

Il appartient & la superfamille des récepteursageetirs de croissance, comprenant le récepteur
de I'IGF-1, qui possede une activité tyrosine kenakans leur domaine intracellulaire. I
constitue le chef de file de la famille des récepdormés de quatre sous-unités. Le Rl est une
protéine hétérodimériquenfl,) composée de deux sous-unitéet de deux sous-unitdgs
(figure 18)[Capeau, 2003 ; De Meyts, 2005]

* la sous-unité (130 — 190 kDa) : constituée de 723 acides anpnéseéde un domaine
extramembranaire qui est le site de liaison desliiime. Elle posséde également de
nombreux sites de glycosylation,

* la sous-unitép (45 —90 kDa): posséde un domaine extracellulamastitué de
nombreux sites de glycosylation et un domaine iremsbranaire. Le domaine
intracellulaire se compose essentiellement d’'unalpena activité tyrosine kinase avec
un site de liaison a 'ATP et d'un domaine catalyg, le tout permettant la
transduction du signal.

'Y 9PV ¥

L]

o

Figure 18 : Structure du récepteur a I'insuline.é&s[De Meyts, 2005]
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4. Voies de signalisation

La liaison de I'insuline a son récepteur induit @ébangements morphologiques du récepteur,
déclenchant l'activité tyrosine kinase intrinseqles sous-unitég et I'activation de cascades
de signalisation intracellulaire. L'action de l'il;e suite a la liaison sur son récepteur
s’effectue schématiquement, au niveau intracefieyaelon deux voies (figure 19).

La premiére voie est celle liée a la phosphatidgkitol-kinase 3 (PI13-K) kinase impliquée
dans les métabolismes protidique, glucidique edlijpie, c’est la voie du signal métabolique
(metabolic signgl La seconde voie est celle de la casaaitegen-activated protein kinase
(MAPK), intervenant dans la prolifération cellukiet 'apoptose, c’est la voie communément

appelée la voie du signal de croissarmggeWth signa) [Bouglé etal., 2009]

—

i *M‘*Y i i W

Recepteur de I'lnsuline

Pl{4,5|P2 = P1(3,4.5)F3

_ e \
— Ros g5 (L She ) _ IRSs. \
: A

Ras
Rat e
‘ ~
MAPK Antifipolysis p/_,_, eNOs
% pag Glucose uptake + AKUPKB 4 Antiapoptosis
JMK o
Ehle / Glycogen 1 \ Protein
\ synthesis Inihibition ol synthesis
Cell proliferation PERCK and
Antiapoptosis IGFBP-1
Growth signal Metabolic signal

Figure 19 : Schéma général des voies de transdudticignal de I'insuline.
D’aprés[Van den Berghe, 2004]

53



5. Régulation endogéne de la sécrétion d’insuline

Les cellules3 ont une capacité de stockage en insuline assextiampe, elles contiennent plus
de 10 000 granules de sécrétion. Celles-ci renfermme@ mélange de protéines et d’ions.
L’insuline et le peptide C en quantités équivalsmeprésentent environ 75% de la masse du
granule[Orci et al., 1988 ; Michael etal., 2006] La sécrétion d’'insuline phénoméne pulsatile
est soumise a de nombreux substrats qui particgpeatrégulation. On parle de stimuli (figure
20) activateur (ou amplificateur) et inhibiteur (atténuateur). Le glucose est le régulateur
principal de cette sécrétion d’insulifigouglé etal., 2009]
Les autres activateurs de la sécrétion d’insulamg s

« le glucagon,

- la cholécystokinine,

- et les incrétines: Glucose-dependent Insulinotropieptide (GIP) et le

glucagon-like peptide-1 (GLP-1)...

Les inhibiteurs de la sécrétion d’'insuline sont :
- les catécholamines (adrénaline et noradrénaline),

. et la somatostatine...

Hormones
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GLP-1
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Adrénaline (récepteurs [}
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Figure 20 : Principaux facteurs humoraux et nenvdicontrole de la sécrétion d’insuline.
PACAP : pituitary adenylate cyclise activating godyptide ; VIP : vasoactive intestinal peptide
; GRP : gastrin releasing peptide ; GIP : gastighitory polypeptide ; GLP-1 : glucagon like

peptide-1 ; CCK : cholécystokinine ; NPY : neurolep Y.
D’aprés[Magnan etal., 2006]
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6. Effets généraux

L'insuline, seule hormone normoglycémiante possgue multitude d’effets (figure 23 et 24)
et joue un rdle majeur dans le métabolisme desdgacdes protides et des lipides. L’insuline
est en effet essentielle dans la mise en résewsudsstrats énergétiques. En se fixant sur son
récepteur spécifique I'insuline exerce égalemest eféets indépendants du métabolisme que
sont les phénomeénes inflammatoires, centraux, @dlain, 2001 ; Andreelli et al., 2006 ;

Orban et al., 2006]

Voie MAP kinase

Effets mitogenes

Insuline
-
Récepteur de SN TNF-a Acide gras
I'insuline D libres
Protéine | -
Protéine substrat | 7 NN\
substrat Shc IR ' | :
T N Y Acyl COA
T P = -
-z N\ NFxB PKC
- © X

Voie PI3 kinase

Y

Effets métaboliques

- Entrée du glucose : cellule musculaire et adipocyte

- Synthése du glycogene : cellule musculaire et hépatocyte
- Syntheése d’acide gras : hépatocyte

- Inhibition de la lipolyse : adipocyte

- Inhibition de la production hépatique du glucose

Figure 23 : Mécanismes moléculaires de la signaisgar I'insuline.
D’aprés[Capeau ¢ al., 2006]

Figure 24 : Effets pléiotropes de l'insuline. D’apf€apeau, 2003]
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6.1. Effets métaboliques
6.1.1. Métabolisme glucidique

L’insuline a pour principale activité, de favoridentrée du glucose dans les cellules des tissus
insulinosensibles (muscles squelettiques, foiesssti$ adipeux), en augmentant la perméabilité
de leur membrane au moyen d'un recrutement detstospau glucose GLUTA4.
Au niveau des cellules hépatiques, I'insuline starla glycogenése (stockage du glucose sous
forme de glycogene) par stimulation de lactivitBcggene synthase. L'insuline stimule
l'utilisation du glucose par la glycolyse ou solyaation par la voie des pentoses-phosphates et
s'oppose a la fabrication de glucose a partir déscaminés gluco-formateurs (néoglucogénése)
et & la sortie du glucose du foie. Elle inhibe ldoction du glucose en diminuant la
glycogénolyse par inhibition de la glycogéne phasplase[Capeau etal., 1996 ; Moucari et
al., 2007}

6.1.2. Métabolisme protéique

Au niveau protéigue l'insuline a une action anakbalis (anti-catabolique) essentielle. Cet effet
s’exerce en favorisant la synthése protéique arpadidcides aminés plasmatiques (effets
dépendant de 'AMP cyclique). Elle inhibe égalemknprotéolyse au niveau du muscle en
bloquant la néoglucogénéldee etal., 1994 ; Capeau eal., 1996]

L'effet de linsuline differe selon le tissu et [@otéine considérés. En effet au niveau du
muscle, l'insuline a elle seule ne parait pas clepae stimuler la synthése protéidiveek et

al., 1998] De méme I'insuline n’a pas d'effet sur la synthées protéines de structure du foie
mais elle régule la synthese des protéines « edgmrt par celui-ci : elle stimule la synthese
d’albumine, et freine celle du fibrinogepghlman et al., 2001 ; De Feo eal., 1991] Donc
I'insuline favorise la synthése de protéines a ral&itionnel majeur, comme les protéines de
structure des entérocytes et I'albumine sécrété&egdaie, et réprime la synthése des protéines

de réaction inflammatoire, comme le fibrinog¢barmaun, 2002]

6.1.3. Métabolisme lipidique
L’insuline a une action anti-lipolytique. Elle dimie la libération des acides gras libres et du
glycérol du tissu adipeux. Au niveau hépatiques &lorise la synthése des acides gras libres
et l'estérification des triglycérides. Elle actida lipogénése en stimulant l'actéyl CoA
carboxylase et par activation du facteur de trapsen le « Sterol Response Element Binding

Protein » (SREBP-C). Elle agit également comme ledgur de la concentration des corps
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cétoniques circulant en diminuant leur libérati@m fe tissu adipeux. Au niveau des adipocytes
enfin, elle favorise la captation des triglycéridas augmentant I'activité de la lipoprotéine

lipase[Moucari et al., 2007]

6.2. Effets non métaboliques
En dehors des effets sur la glycémie, I'insulineggale de nombreux autres effets. Ce sont des
phénomenes indépendants du métabolisme et notandmeneau glycémique. On parle alors

d’effets non métaboliques de I'insuline (figure 25)

- + -

Oxydative stress  Vasodilation Coagulation Inflammation

Figure 25 : Effets propres de l'insuline. D’apfBvos, 2008]

6.2.1. L’insuline et I'inflammation
L'implication de I'insuline dans les phénomenedanfmatoires a clairement était identifiée.
En effet I'insuline posséde des propriétés antammatoires propres qui se manifestent selon
plusieurs types tels que la réduction du facteutrdescription NkB, la diminution de la
production deTumor Necrosis FactofTNFa) [Satomi etal., 1985, ou encore la diminution
du stress oxydatif produit par les dérivés de Igxyes RO$Dandona etal., 2001; Das UN,
2001] Cet effet anti-inflammatoire semble égalementlila diminution de la production de
molécules de l'inflammation telle que la protéinerdactive (PCR)[Takebayashi et al.,
2004] L’insuline pourrait par ailleurs favoriser la piection de cytokines anti-inflammatoires
[Jeschke etal., 2004 (a)] Dans un modéle expérimental de sepsis pdRiix-Christensen
et al., 2004] mais aussi chez I'homn{&rogh-Madsen et al., 2004} I'insuline a été capable

de diminuer les taux circulants de cytokines pftammatoires (TNE, IL-6) et d’acides gras
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circulants, et d’augmenter les taux de cytokindsiaflammatoiresJeschke etal., 2004 (b)}

De méme au niveau des adipocyfBakaue etal., 1999] I'insuline antagonise les effets du
facteur inhibant la migration des macrophages (M@€lui-ci est une cytokine qui augmente
au cours du sepsis et qui favorise le développedetd réaction inflammatoire en augmentant
I'expression des cytokines pro-inflammatoires.

L'insuline est également un puissant inhibiteurl'dezyme hépatique phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPCK). Cet enzyme est responsabla doie néoglucogénique (c'est-a-dire
la synthese de glucose a partir de substrats nandgiues comme le glycérdYella et al.,
2002] qui en exces induit une production exagérée deogkihépatique favorisant I'apparition
d'une hyperglycémie et donc un diabj&ean den Berghe efal., 2006]

L'insuline semble aussi favoriser la sécrétion ig@mtectine permettant la préservation des
effets métaboliques bénéfiqgues de cette hornf&aelowaki et al., 2005] En effet, dans
différents modeles de rongeurs insulinorésistdiasministration de l'adiponectine induit en
aigué ou en chronigue une oxydation des lipidestissulaires, une déplétion des organes des
dép6ts lipidiqgues anormaux et une diminution dhsuilinorésistancgKadowaki et al., 2005]
L'insuline, en inhibant la transcription et I'expson des facteurs pro-inflammatoires
protegerait la cellule des phénoménes toxiquesadusdépdts lipidiques (lipotoxicité) mais
aussi a I'hyperglycémie chronique (glucotoxicitf)i conduisent a la production de radicaux
libres hautement toxiques pour les cellj@andona etal., 2001 ; Shi etal., 2006}

L’insuline exercerait également un réle sur l'imrt@nacquise, en particulier 'immunité
cellulaire en favorisant le phénotype Th2 perméttane augmentation de I'immunité
humorale, donc une production d’anticof@grdot et al., 2007]

6.2.2. L'’insuline et le systeme nerveux central
L’insuline en traversant la barriere hémato-enchghe [Banks et al., 1997] stimule ses
récepteurs largement exprimés dans le systeme wergentral, notamment au niveau
hypothalamique zone responsable de la régulatiota d@ise alimentaire et de la dépense
énergétique. Ainsi les effets centraux de l'inseiliont étre associés a des effets métaboliques.
L’insuline en agissant au niveau de ses réceptniaux, va inhiber la prise alimentaire et
augmenter les dépenses énergétiques. Par cettn dbtisuline va exercer des effets
anorexigenes et thermorégulateurs en augmentditiéltation de la leptine, et en inhibant la
sécrétion du neuropeptide[Xlain, 2001 ; Pigeyre, 2007]
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Par ailleurs la stimulation neuronale par I'inseliest transmise au niveau du foie via le nerf
vague [Plum et al., 2006] L'insuline joue donc un réle important dans I'héostasie
énergétique sur le systeme nerveux central. lerstffet clairement établi que les effets de
I'insuline sur le cerveau sont essentiels a lassanice et a la vi@lum et al., 2006]

L’action de l'insuline sur le systéeme nerveux sythpgue permet en outre un contréle indirect
sur la capture et l'utilisation du glucose au nivgeériphérique (muscle). Mais cette action
permet aussi un contréle de la vasodilatation mageu(figure 26). L'insuline active donc le
systéeme nerveux autonome sympathique et a un\effetdilatateur des arteres musculaires.

Ces deux actions biologiques sont propres a linsukt indépendantes du métabolisme

oxydatif du glucose dans le mus@ollenweider etal., 1993]

. Hypothalamus

} cardiac Contractility
4 Heart rate
f Glucose Uptake

{ Apoptosis

f Blood Flow

4 Sodium Reabsorbtion
4 Plasma Volume

Figure 26 : Schéma des actions de I'insuline suv#gsseaux et le systéme nerveux.
SNS :systéme nerveux sympathiques :insuline; ET-1 :endothéline-1 glucose uptakecapture du
glucose; blood flow :flux sanguin D’apres[Muniyappa et al., 2007]
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6.2.3. L’insuline et les électrolytes
L'insuline ne semble pas avoir d’effet direct surégulation hydroélectrolytique. Toutefois, |l
semblerait qu’elle augmente les effets membranaieeialdostérone et de la vasopressine sur
le transport épithélial du sodium ainsi que swdptation du potassium et du phosphore par les
cellules. Ces effets sont accentués en présenaoe tiyperglycémi¢Bouglé etal., 2009] Par
ailleurs, grace a la normalisation de la glycéntiiasuline améliore la fonction rénale et
diminue le recours a I'épuration extrarénlan den Berghe efal., 2001; Van den Berghe et
al., 2006]

6.2.4. Insuline et coagulation
L'insuline pourrait avoir un réle dans la modulatighysiologique de la fonction plaquettaire,
et l'insulinopénie chronique pourrait expliquerujanentation de l'agrégation plaquettaire
observée chez les patients diabétiquesvati et al., 1988] Plusieurs études ont en effet mis
en évidence le fait que I'insuline posséde uneoactinti-thrombotique et profibrinolytique,
aux moyens de différents phénoménes tels que ladiiion de I'agrégation plaquettaire, la
diminution de linteraction entre les plaquettes let collagene[Trovati et al., 1988 ;
Westerbacka etal., 2002 ; Chaudhuri etal., 2004] De méme l'insuline exercerait une action
inhibitrice vis-a-vis duthromboxane AZ2[Aljada et al., 2002] ainsi que sur l'activité de
I'inhibiteur des activateurs du plasminogene detyPAI-1)[Collet et al., 2003] Or le PAI-
1 est connu pour étre un inhibiteur physiologiquesgant de la fibrinolyse, qui est notamment
élevé au cours du diabéte de type 2 et des maledrd®-vasculairefChadli-Chaieb et al.,
2009]
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7. Insuline et effets cardiovasculaires
7.1. Effets sur I'endothélium

L’insuline, en plus de ses effets métaboliques eies aussi des effets vasculaires. Ceux-ci
sont principalement médiés par la libération du oxgde d'azote (NO). Au niveau de
I'endothélium, l'insuline stimule la production t@hée du NO par phosphorylation de la
eNOS éndothelial nitric oxid synthaydZeng et al., 1996] et par l'inhibition de la INOS
(inducible nitric oxid synthage L’activation de I'eNOS via la voie d’activatioRI3K/Akt
aboutit a une vasorelaxation. Par ailleurs l'inseilpar la voie de la MAPK stimule la sécrétion
de I'endotheline-1 (ET-1), puissant vasoconstricifarasciulo et al., 2006] secrété par les
cellules endothéliales aux effets antagonistes d0. NCette action aboutit a une
vasoconstrictiorfPotenza etal., 2005] L'insuline semble donc jouer un réle tres impotta
dans la balance vasoconstriction/vasodilatatioror@diale (figure 21) et dans la préservation

de la microcirculation tissulairdpdreelli et al., 2006]
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Figure 21 : Voies de signalisation de l'insulinaipane action endothéliale.
IRS :Insulin Receptor SubstratdNO : nitric oxide; eNOS :endothelial Nitric Oxide Synthase
; PDK : phosphoinositide-dependent protein kinaB¥&C :Protein Kinase G ET-1 :
endothelin-1D’aprés[Muniyappa et al., 2007]
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7.2. Effets sur le myocyte
7.2.1. Effet inotrope positive

Les mécanismes d'actions et effets bénéfiqgues gerfasion de glucose-insuline-potassium
(GIK) sur la fonction myocardique sont complexes. perfusion du GIK pourrait avoir un
effet bénéfique par le biais d'un meilleur rendeiménergétique obtenu en favorisant le
métabolisme glucidique et en contrant les effetétdies des acides gras libf€aegtmeyer,
1995 ; Opie, 1999 ; Grimaldi etal., 2003 ; Rami etal.,, 2004] L’insuline régule le
métabolisme cardiaque en agissant a la fois strafesport de glucose (augmentation de sa
disponibilité au niveau intracellulaire), le méthbme lipidigue (baisse la lipolyse
périphérique) et la synthése protéifiMeriniyappa et al., 2007}

L'insuline présente également une action inotromsitive sur le muscle cardiaque en
particulier en cas d’ischémie myocardique ou loesdéfaillance post-opératoire de pontage
aorto-coronairdgLucchesi etal., 1972 ; Farah etal., 1981 ; Pierce efil., 1985 ; Reikeras et
al., 1985 (c) ; Avatshi efal., 1987 ; Fisher etal., 1987 ; Baron etal., 1993 ; Bergstra efal.,
2006; Mehta etal., 2005] L'insuline exercerait ainsi un effet cardioprogestdirect au cours
de la reperfusion par un effet anti-apoptoti¢@ettlieb et al., 1999]

En effet I'insuline améliore l'inotropisme cardiaga la fois dans les étudées vivo [von
Lewinski et al., 2005] mais aussin vitro [Maier et al., 1999] Cet effet semble notamment
meédié via la voie de I'’AkfO'Neill et al., 2005] et par la sensibilisation des myofilaments au
calcium[von Lewinski et al., 2005] Par ailleurs, la voie de signalisation PI3K/Akirsble
également jouer un réle important dans la croissahie myocardgBelke et al., 2002}
Toutefois la surexpression continuelle de Akt esibaiée a des cardiopathies hypertrophiques
[Walsh, 2006]conduisant a une dysfonction cardiaque et a flisamce cardiaqugShiojima

et al., 2005] Les effets bénéfiques sur la contractilité capdeaseraient donc dépendants de
I'ampleur et de la durée d’activation de I'AR¥IcMullen et al., 2003; O’Neill et al., 2005]

De plus, grace a la production de NO via la voigkPAkt/eNOS[Gao etal., 2002]I'insuline
semble bénéfique notamment par ses effets vasaeilas (périphérique et coronaire)
[Coggins etal., 2001 ; Dawson etl., 2002 ; Vincent etal., 2002 ; Vincent etal., 2004]
entrainant une hausse du flux sanguin corofisieser et al., 1997 ; Ren etl., 1999]

7.2.2. Effet surla Na,K -ATPase
L'insuline augmente l'activité de la pompe Na,K-ABeaselon différents mécanisnjesngo,
1996 ; Djemli-Shipkolye etal., 2000 ; Longo etal., 2001 ; Sweeney edl., 2001] En effet
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I'insuline participe a la modulation de plusieuthangeurs ioniques localisés sur la membrane
plasmique des cellules musculaires lisses de la paérielle[Chalon etal., 1995]

L'insuline apres fixation sur son récepteur (Rlymstle la pompe Na,K-ATPase via des
mécanismes (voies de signalisation) secondairgaréi22). Parmi les €léments majeurs de
stimulation de cette pompe, on trouve la concepotraintracellulaire en sodium. Celle-ci,
lorsqu’elle atteint des valeurs extrémes (élevéesbasses)Weil et al., 1991] stimule
I'activité de I'enzyme Na,K-ATPase. L’action den&uline sur la concentration intracellulaire
en sodium peut étre elle méme secondaire a 'ud@oine des stimulations suivantes, a savoir
une action sur I'échangeur Mal™ membranaire, une action sur le cotransportedfN£CI,

soit enfin par une action au niveau du canal sa[§weeney etal., 1998] L’insuline va
eégalement, par son action au niveau cellulaireudéma pompe Na,K-ATPase par différents
moyens : en permettant une translocation (mohbitisptde I'enzyme vers la membrane
plasmique (notamment au niveau du muscle squaleitigen stimulant I'expression des genes
codant pour I'enzyme ; ou alors par la mise endeuphénoméne de phosphorylation. Ce
dernier élément fait intervenir les protéines kanaset C (PKA et PKC) qui vont permettre la
phosphorylation des résidus thréonine et tyrosieelad sous-unitéx de la Na,K-ATPase,
favorisant ainsi la translocation de I'enzyme aveau membranairgEsampson etal., 1994 ;

Chibalin, 2007]. Tous ces mécanismes sont des effets indirects.

De méme il a été identifié que l'utilisation deparfusion de glucose-insuline-potassium (GIK)
permettait une amélioration de la fonction myocguei altérée au moyen notamment d’'une
stimulation de la Na,K-ATPase myocardique par Uinge. Cette stimulation augmente la
recapture du potassium mais permet aussi uneistdizih de la membrane cellulaire réduisant
le nombre d’arythmie obserésetta et al., 2005] La stimulation de la Na,K-ATPase par
l'insuline aurait également pour conséquence uraxadon du muscle lisse vasculaire

contribuant a un effet vasodilatat¢@halon etal., 1995]
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Figure 22 : Mécanismes généraux envisagés d'iteraentre I'insuline et la Na,K-ATPase.
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VI. Effet de I'insuline au cours d’une intoxication a la digoxine
La premiére observation rapportée d’une intoxicatiola digoxine associée a une présence

d’insuline et de glucose est celle de notre casqle.

Récemment, en avril 2004 nous avons observé, aicsede Réanimation Médicale de
I'Hbpital de Hautepierre, le cas d’une jeune femhee35 ans hospitalisée aprés l'ingestion de
17,5 mg de digoxine, 3,4 g de propranolol, 400 negddmpéridone et de 180 mg de
bromazépam dans le cadre d'une tentative d’autolyses de la prise en charge initiale, 5
heures aprés l'ingestion, la patiente est dansoieac(score Glasgow 6). A I'admission, la
pression artérielle est normale 115/80 mmHg, laudedce cardiaque a 40c/min est corrigée par
'administration d’atropine, la glycémie capillairest indétectable. L’'ECG inscrit une
bradycardie sinusale a 50 battements/ min, un BAVI®degré. L'’ensemble des paramétres
biologiques sont normaux a l'exception d'une hygpogmie sévere a 0,04 g/L; une
administration de 300 g de glucose par 24h serasséae pour obtenir I'euglycémie. La
concentration plasmatique initiale de digoxine @st9,2 ng/mL (dose toxique entre 3 et
4ng/ml) et celle de propranolol de 706 ng/mL. L'EBNmn est marquée par une parfaite
stabilité hémodynamique sans I'adjonction de vassgeur ni d’anticorps monoclonaux anti-
digoxine (Digidof). Le BAV et la bradycardie s'amendent en queldqumsres. Nous n’avons &
aucun moment observé des troubles de la condu@mythmie, fibrillation ventriculaire), ni
d’arrét cardiaque qui sont les complications ctpsss lors des intoxications graves a la
digoxine. A son réveil, la patiente avoue une itiggc SC d’au moins 50 Ul d’'insuline
(traitement paternel). La question d’'un éventuétegbrotecteur de I'insuline sur I'apparition

des signes de toxicité de la digoxine et du progmdrest alors posddilbault et al., 2005]

Cette observation confirme les données d’'une éallpmandgvon Mach etal., 2006] selon
laquelle le surdosage par l'insuline est plus feéuhez les femmes (54 %) et chez les sujets
de 30-40 ans. L'intoxication est dans 89 %, 5 %2 % des cas, respectivement volontaire,
accidentelle et criminelle ; dans les 4 % des eatnts les circonstances sont inconrjues
Mach et al., 2004} Par ailleurs, d’autres études ont montré quederta tentative de suicide
par intoxication a I'insuline les doses utilisé¢miént souvent élevé¢Spiller, 1998 ; Baud et

al., 2006]

Lors des ces intoxications a linsuline on retrouvéquemment d'autres médicaments,
notamment des benzodiazépines (38 %), éthanol Jl6a&ntihypertenseurs (13 %) et

antidépresseurs (10 %4yon Mach et al.,, 2004} De plus, le délai entre le moment de
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I'injection et la découverte du surdosage en insubst souvent tardif. En effet, 15 % des
patients sont pris en charge dans les deux aheniges suivant l'injection et 50 % dans les six
heuredvon Mach etal., 2004]

L’observation clinique réalisée au niveau du serde Réanimation Médicale de I'H6pital de
Hautepierre ainsi que les travaux cités précédermeteceux ddEwart et al., 1995; Vér et

al., 1997; Hansen etal., 2000] suggéerent I'idée d'une cible d’action communerera
digoxine et linsuline. Celle-ci serait la pompe ,KiéATPase cardiaque, qui en présence
d’'insuline modifierait sa structure ce qui auradup conséquence une baisse d'affinité de la

digoxine (sur cette enzyme), d’ou une action capatamoindre voir nulle de la digoxine.

66



OBJECTIFS

67



Au vu des observations cliniques et des mécanigiffeegions de la digoxine et de
I'insuline nous avons fait 'hypothése que I'admsination d’une perfusion d’insuline-glucose

pourrait exercer un effet cardiaque protecteur dtuse intoxication aigué a la digoxine.

Cet élément a été étudié aux travers d’expérimentasur I'animal (étudi vivo chez le rat), et

au niveau cellulaire (étude vitro sur les cardiomyocytes).

Pour cela :

1. Nous avons mis au point initialement, un modkdeclamp euglycémique/hyperinsulinique
permettant au cours des expérimentations d’avoiétah hyperinsulinique sans pour autant
gue celui-ci ne soit létale, ni ne provoque d’hylgogmie (d’ou I'instauration d’un niveau

euglycémique),

2. puis nous avons étudidn vivo l'effet de la perfusion d’insuline-glucose (clamp
euglycémique/hyperinsulinique) en prétraitemenpat-traitement d’une intoxication aigué
a la digoxine sur un modéle de rat. L'efficacitélaerfusion est appréciée par I'évaluation

de la mortalité chez les animaux.

3. enfin, au niveau cellulaire (cardiomyocytes, MER), nous avons identifién vitro les
mécanismes d’interactions cellulaires de I'actier’shsuline sur la pompe Na,K-ATPase, en
présence et en absence de la digoxine. L'approeloesl mécanismes moléculaires passe par
des études sur I'enzyme isolée, par la mise aatpi® culture d’'une lignée cellulaire
entérocytaire et, de culture primaire de cardiomies; lesquelles seront soumises aux

différentes conditions expérimentales.
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En l'absence de données dans la littérature, et asmme seule observation celle réalisée
dans le service de réanimation, nous avons voulifieré’'hypothése d’'un potentiel effet

cardioprotecteur de I'insuline lors d’une intoxicat aigué a la digoxine. Pour cela, nous avons
mis au point un modéle de clamp euglycémique/hypgatinique stable et sans effets néfastes.
Ce clamp devant constituer un modéle a la perfud®tiinsuline-glucose en pré et en post-

traitement lors de l'intoxication aigué a la digosi

I. Mise en place d’'un clamp euglycémique/hyperinsidique
1. Matériel
1.1. Animaux et anesthésie
- Rats Wistar femelles de 250 a 350 gr (animaleaieulté de Médecine de Strasbourg).
- Anesthésique 27% viv de : Romfu(Xylazine 2%, Bayer, Puteaux, France) + Imal§éne

(Ketamine, Merial, Lyon, France) ; par voie (IPaperitonéale (1ml/kg).

1.2. Produits et matériels
- Insuline humaine (100U/mL, ActrafiidNovo nordisk, Danemark).
- Glucose G 50% et G 30% (Braun, Boulogne, France).
- Cathéter 22G de voie d’abord jugulaire.
- Monitorage ECG a l'aide des logiciels d’acquitiNotocord HEM 3.1 et Softampli 48.
Analyse et suivi des tracés sur écran (appareilaliement prété par le Dr JC Roegel).
- Lecteur de contrble glycémique (Ascensia™, Canféy, Bayer).
- Couverture aluminium + lampe, pour garder unepinature corporelle a 37°C.
- Héparine choay 25 000UI/5SmL (Sanofi Winthrop, rier@), dilué dans du NaCl 0,9% (Braun,

Boulogne, France) a 2% vi/v.

1.3. Kit de dosage
- Kit Mercodia Insulin ELISA (Mercodia AB, Uppsal8uéde)
- Tube BD Microtainer PST LH™ (Franklin laken, USA) I'intérieur desquels sont effectués

nos prélevements.
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2. Méthodes

2.1. Conditionnement de I'animal
Le rat a jeun depuis la veille est couché sur le @fmure 27), aprés anesthésie avec
Rompurf/imalgéné& 27% v/v par une dose de 1 mi/kg en IP. Un suivGE&St effectué avec
analyse du tracé en D1D2D3.
Un cathéter de 22G est posé au niveau de la jugutdgerne, voie qui permettra d’administrer
les médicaments selon le modéle étudié.
Les produits sont administrés par perfusion coetiau moyen de pousse seringue électrique
type Alaris IVAC P3000 (Alaris medical systeme, Heghire, Royaume-Uni).

Insuline Glucose

Figure 27 : Dispositif du branchement du modeleéexpental

L’ensemble des prélévements est réalisé au niveda gueue du rat.
- La glycémie est mesurée avec le glucometre AsgBh§lucodisc™.
- L'insulinémie est mesurée par technique ELISAvayen du kit Mercodia insulfh
- La kaliémie est dosée au sein du Laboratoire idehidnie et de Biologie Moléculaire
de I'H6pital de Hautepierre par électrodes ion-ffjppes.
La glycémie est mesurée toutes les 15 min, l'im&uie est dosée toutes les 30 min.
Immédiatement apres recueillement, les prélevemeots le dosage de I'insulinémie sont

centrifugés 5 min a 11500 tr/min, puis conservé&0aC, jusqu’au jour du dosage.
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2.2. Suivi biologique
2.2.1. Insulinémie
Elle est dosée & I'aide du test Mercodia InsUlipar technique immunologique enzymatique &
double site, en phase solide. On réalise un « sahdelirect », dans lequel deux anticorps
monoclonaux sont dirigés contre deux déterminantgy@éniques distinct de l'insuline. En
phase d’incubation, les molécules d’insuline deHamntillon réagissent avec les anticorps anti-

insuline correspondants fixés aux puits de midrafilons.

2.2.2. Glycémie
Elle est mesurée a l'aide de capteurs Ascensia™d@isc™, électrodes qui vont capter le
courant électrique produit par la réaction du ghgcavec les agents réactifs. La réaction du
glucose sanguin avec la glucose oxydase, coupléeearéaction d’oxydoréduction avec le

ferricyannure de potassium, génere un courantrigaetproportionnel au taux glycémique.

2.2.3. Kaliémie
Elle est dosée avec I'analyseur de la série ABL™ (Radiometer Medical ApS, Copenhagen,

Danemark). La mesure est faite par potentiomeétretfectrode ion-spécifique.

2.3. Clamp euglycémique/hyperinsulinique
Objectif : étre en hyperinsulinisme sans étre esedétale.
Une fois I'animal anesthési€, un cathéter est poséveau de la jugulaire interne du rat. Cette
voie d’abord permettra d’administrer I'insuline ¢fapid®) et le glucose (G 30% ou G 50%)
selon le modéle étudié. On perfuse le G 30% poerdose d’insuline de 50 Ul/kg/h, et le
G 50% pour les doses de 100 et 200 Ul/kg/h.

Selon une technique proche des travauiMikes et al., 1995]une perfusion d’'insuline a deébit
constant est réalisée a l'aide d’'un pousse serirg@eetrique (50, 100, 200 Ul/kg/h) afin
d’obtenir un état d’hyperinsulinisme a plateau ¢ansde 2 heures (vérificatici posteriori
par le dosage de l'insulinémie).

Afin de maintenir une normoglycémie et d'éviteryfoglycémie induite par l'insuline, on
administre simultanément du glucose (G 50%) a Wit dgusté par rapport a la valeur de la

glycémie du rat.
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3. Résultats
3.1. Perfusion de glucose et d’'insuline
Administration concomitante d’insuline a débit fixet de glucose a débit variable afin de

maintenir un état euglycémique (0,8 & 1 g/L). Tdwses d’insuline ont été étudiées : 50, 100
et 200 Ul/kg/h.
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Figure 28 : Clamp euglycémique/hyperinsuliniqueBg/h

La perfusion continue d'une dose de 50 Ul/kg/huifeg 28) avec un suivi sur deux heures
permet d’avoir un bon suivi de la glycémie (moyedes glycémies sur 2h est de 1,02 £ 0,19

g/L), tandis que le plateau hyperinsulinique ne [dense stabiliser qu’aprés 90 min de

perfusion.
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Figure 29 : Clamp euglycémique/hyperinsulinique UMxg/h
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L'administration d’une dose de 100 Ul/kg/h (figuE®) en perfusion continue donne des
valeurs de glycémies bien contrblées avec un beeani euglycémique (moyenne des
glycémies sur 2h estde 1,20 = 0,30g/L). Les valales insulinémies montrent un plateau

hyperinsulinique qu’aprés une heure de perfusion.

1200 1,6
1050 + B i i 114
< 900 v e - 1,2 ~
2 750 [ 12
£ 600 | " tog 2
2 450 L 0,6 'S
3 300 0.4 5
= 150 | / 10,2
0 * | ‘ | ‘ | ‘ | ‘ 0
0 30 60 90 120
Temps (min)
| — 4 INSULINEMIE (UI/L) ---m-- GLYCEMIE (g/L) |

Figure 30 : Clamp euglycémique/hyperinsulinique RMkg/h

Le clamp a 200 Ul/kg/h (figure 30) d’insuline adisinée en perfusion continue donne des
valeurs de glycémies stables, correspondant a wueami euglycémique (moyenne des
glycémies sur 2h estde 1,13 + 0,17g/L). Le plategperinsulinique est quand a lui obtenu
seulement apres 30 min de perfusion.

On constate que sous perfusion continue d’insuf@elébit fixe) et de glucose (a débit
variable) les valeurs des glycémies sont bien 6t#gs, avec maintien d’'un état euglycémique
durant toute la période d’étude. Le moment ou lnserve le plateau hyperinsulinique est
également dose dépendante (plus la dose d’insefih@nportante plus le plateau survient de
maniere précoce).

L’administration de l'insuline en perfusion contaavec ajustement de I'euglycémie par suivi
glycémique sur deux heures permet d’avoir un beeau de glycémie pour I'ensemble des
modeles étudiés. De plus I'état hyperinsuliniquevpgué n'a eu aucune conséquence létale

sur les rats durant la période de suivie (2h).
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3.2. Suivi de la kaliémie au cours du clamp euglgmique/hyperinsulinique
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Figure 31 : Evolution de la kaliémie au cours cangb euglycémique/hyperinsulinique a 100
Ul/kg/h (n=4)

On constate que I'administration d’'une dose deWDkg/h (figure 31) d’'insuline ne provoque
pas d’hypokaliémie. Les concentrations en potassanguin bien qu’elles diminuent, restent

tout de méme dans les zones physiologiques norrfeig® 3,5 et 5,3 mmol/L).

3.3. Analyse des données électrocardiographiques

Tableau VIII : Parametres hémodynamiques de ravitéa To, AVANT la pose du cathéter et
APRES la pose du cathéter : (n=10)

AVANT APRES
Temps (min) 0 Max- Min 0 Max- Min
Fc (batt/min) 302 + 67 390 -198 303 £ 63 384 - 240
espace PR (ms 53+4 61 -48 52+7 62 -42

On constate que la pose du cathéter n’influe paat’'hémodynamique (tableau VIII) et ne
provoque pas de trouble du rythme (figure 32).
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Figure 32 : Modification ECG, clamp egm@mique/hyperinsulinique a 100 Ul/kg/h
d’insuline (n=5)

**p < 0,001 et **p< 0,0001 de différence significative avec la Fc &main.

La comparaison entre la Fc du groupe témoin (retevaiquement du sérum physiologique)
et le groupe recevant l'insuline a 100 Ul/kg/h mmentine différence a partir de T=60min,
respectivement de 303 £ 63 batt/min et 180 + 5Q@/rbat, sans que l'on puisse trouver
d’explication.

Lors du clamp a 100 Ul/kg/h, aucun trouble de ladetion n’est survenu, a I'exception d’'une
légere bradycardie qui survient a 60min.

Le clamp a 50 et 200 Ul/kg/h présente le méme Ipétéctrocardiographique que celui a 100
Ul/kg/h d’insuline. Ce profil traduit I'absence et dose sur les manifestations

électrocardiographique.

L’administration d’'insuline en perfusion continuen(clamp) permet d’avoir un bon controle
de I'état glycémique par ajustement du débit deage[Kline et al., 1995 ; Miles etal., 1995

; Yuan et al.,, 1999 ; Caroll etal., 2001 ; Boyer etal., 2002] Dans les trois groupes de
clamps, I'état hyperinsulinique apparait tres pcéooent. Quant au plateau on constate qu'il
survient d’autant plus rapidement que la dose kstéé. On a donc une bonne relation
dose/réponse pour les 3 doses d’'insulines tesdéesine de ces trois doses n’'a été |étale pour
les animaux, en effet aucun rat n'est mort au colersces expérimentations. L'analyse de
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'ECG, apres avoir pris soin déliminer les parameétres tels que [I'hypothermie et
I'hnypokaliémie pouvant eux-mémes provoquer une modification électrocardiographique, ne

montre aucun changement majeur si ce n’est une légere bradycardie.
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II. Effet du clamp euglycémique/hyperinsulinique su une intoxication aigué a la
digoxine

Au cours de cette partie nous avons étudié lestsefffun clamp euglycémique/
hyperinsulinique, en prétraitement et en postearaént, dans un modéle d’intoxication aigué a
la digoxine chez le rat anesthésié.

Dans l'étude en prétraitement, la perfusion de xdmg® (3 mg/h) a été instaurée au plateau
euglycémique/hyperinsulinique, soit une heure apeédébut de la perfusion de glucose et
d’'insuline. Le décés apres administration de digexést survenu rapidement dans le groupe
digoxine seule (D ; 15 + 12 min) contrairement aouge prétraité par glucose- insuline (GID)
ou il est survenu plus tardivement, en moyennesap&z= 3 min (p<0,001). Trente minutes
apres le début de la perfusion de digoxine, 100%cat@maux du groupe GID étaient vivants
tandis que, 80% des animaux du groupe D ayant waeg@uement la digoxine seule étaient
morts (p<0,001). L'analyse électrocardiographigd€G) a montré qu’a trente minutes, 78%
des animaux du groupe D avaient une disparitiofodee P alors qu’elle est toujours présente
chez I'ensemble des rats du groupe GID (p<0,0043. \taleurs de la digoxinémie au moment
de la mort étaient supérieur dans le groupe GID mport a celui du groupe
D, respectivement 15,6 £ 9,2 mg/ml et 8,9 + 5,4migE’agissant de la kaliémie, on a observé
des la cinquieme minute aprés le début de la perfude digoxine une augmentation
significative dans le groupe D comparativement aauge GID, respectivement 7,1 = 1,2
mmol/L et 4,4 + 0,4 mmol/L (p<0,001).

Dans I'étude en post-traitement, le clamp euglyc@efhyperinsulinique a débuté 20 min

apres le début de la perfusion de digoxine (0,6hinglette perfusion a entrainé la mort de
I'ensemble des animaux du groupe digoxine seuleafidgs 80 = 10 min. Pour les animaux du
groupe digoxine-insuline-glucose (DIG), post-traitépar le clamp euglycémique/

hyperinsulinique, 60% des rats décedaient a 130 mih et les 40% restant survivaient au-
dela de 180 min (p<0,001). Par ailleurs quatretvinoputes apres le début de I'administration
continue de digoxine, 100% des animaux du group® Bdaient en vie, alors que dans le
groupe D, 80% des rats étaient mort. Le tracé E@Btra que, quatre-vingt minutes apres le
début de I'administration de digoxine I'onde P awhsparu chez 80% des animaux du groupe
D, alors qu’elle était toujours présente chez kemble des animaux du groupe DIG (p<0,001).
Au moment de la mort des animaux, la digoxinémest &upérieure dans le groupe DIG

comparativement a celle du groupe D, respectiverh@nt+ 8,3 et 8,5 £ 4,6 mg/ml. S’agissant
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de la kaliémie, trente minutes apres le début dedniinistration de digoxine, elle était
significativement augmentée dans le groupe D coatpament a celle du groupe DIG,
respectivement 6,9 £ 0,5 et 4,9 £ 0,3 mmol/L (p€Q)0

Ces résultats expérimentaux, suggerent l'existedic@ effet bénéfique d’'une perfusion
d’'insuline-glucose comme traitement de l'intoxicati aigué par digoxine. Ce traitement

pourrait retarder I'apparition des troubles du mythcardiaque a l'origine du décés des patients.

1. Travail publié dans Toxicology
Les résultats de cette étude ont fait I'objet d'ynublication dans la revue deoxicology

(2006) présentée ci-dessous.
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Abstract

We recently observed a case of digoxin and insulin self-poisoning without cardiac repercussion. We raised the hypothesis that
insulin may have a cardio-protective effect in case of digoxin toxicity. We have therefore evaluated the effect of glucose—insulin
infusion on mortality and ECG abnormalities during acute digoxin toxicity in rats. Before and after a hyperinsulinemia—euglycemia
clamp, rats in glucose—insulin—digoxin (GID) group (n=10) received an intravenous infusion of 12ml/h or 2,5ml/h digoxin
(0.25 mg/ml) respectively until death occured. Animals receiving digoxin or saline solution intravenously served as control (rn = 10).
ECG recording was performed in all animals over the entire period. Serum insulin and digoxin concentrations were measured by
ELISA method after digoxin administration. When digoxin was administered after the clamp, all animals in GID group were alive,
whereas 80% of animals in the digoxin group were dead (p <0.001) after 30 min. The administration of Digoxin provoked rapid
death of rats in the digoxin group in 15 &= 12 min whereas in GID group the survival period was significantly increased to 38 £ 3 min
(p<0.001). Twenty minutes after digoxin administration, P waves disappeared for 78 % of animals in digoxin group while they were
present in all rats of GID group (p <0.001). Animal death occurred after a digoxin infusion volume of 7.7 & 0.6 ml and 3.0 £ 2.4 ml
in GID and digoxin group respectively (p <0.001). Five minutes after digoxin administration, potassium plasmatic level increased
significantly in digoxin group as compared to GID group: 7.1 &2 mmol/l versus 4.4 + 0.4 mmol/l (p <0.001). When digoxin was
infused before the clamp, 40% of animals in GID group were alive after 180 min and the other 60% died after 137 £ 40 min whereas
death of rats in the digoxin group occurred within 80 & 10 min (» <0.001). The death of animals was preceded by the P waves
disappearing. Thirty minutes after digoxin administration, the potassium plasmatic level increased significantly in the digoxin
group as compared to the GID group: 6.9 £ 0.5 mmol/l versus 4.9 + 0.3 mmol/l (p <0.001). At the time of death, both volume of
digoxin infusion and serum digoxin concentration were increased in GID group as compared to digoxin group: 5.7 £ 1.6 ml versus
3.3£0.4ml (p<0.001) and 10.7 £ 8.3 mg/l versus 8.5 +=4.6 mg/I.

Conclusion: Glucose—insulin infusion delayed the abnormalities in cardiac conduction and improved rat survival after acute digoxin
toxicity. These results suggest a cardioprotective effect of insulin in case of acute digoxin toxicity.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Digoxin; Acute toxicity; Glucose—insulin infusion; Cardio-protective effect
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1. Introduction

Digoxin poisoning is common but potentially lethal
because of its cardiac toxicity. Although digoxin-specific
Fab fragments administration is the treatment of choice
for severe digoxin poisoning, this treatment is very
expensive and not available in all the care units and in
all the countries (Bateman, 2004).

We recently observed a case of digoxin and insulin
self-poisoning which did not develop life-threatening
features despite high digoxin serum levels. A 35-year-old
woman ingested in a suicide attempt 17.5 mg digoxin,
3.4 g propranolol, 400mg domperidon and 180mg
bromazepam. When the emergency medical unit arrived
at her home, 5 h post-ingestion, the patient was in a coma
(Glasgow Coma Score =6) with vomiting. Blood pres-
sure was 115/80 mmHg and pulse rate was 40 beats/min.
The initial finger stick glucose level was undetectable,
which was confirmed by the measure of venous glucose
level at 0.22 mmol/l. After intravenous infusion of 9 g
glucose, the blood glucose level increased to 2.2 mmol/I.
The patient was immediately intubated. ECG recording
showed a 1Ist degree atrio-ventricular block. Other
biomedical investigations, chest X-ray, blood gases,
creatinine, electrolytes (kalemia=3.6 mmol/l) were
normal. Serum digoxin was 9.2 wg/ml and decreased
slowly. Propranolol level was 706ng/ml. Over the
following 24 h, infusion of 300 g glucose was necessary
to obtain euglycaemia. Blood pressure remained normal
and cardiac rhythm ranged between 44 and 70 beats/min
without catecholamine or atropine. No biological
abnormality and in particular no hyperkelemia were
observed. When the patient regained consciousness, she
confirmed that she had self-injected 50 IU of regular
insulin.

Glucose—insulin infusion has been also proposed for
the treatment of some antiarrhythmic poisonings, in par-
ticular with calcium channel blockers (Megarbane et
al., 2004; Shepherd and Klein-Schwartz, 2005). Others
studies reported the beneficial effect of glucose—insulin
infusion on cardiac function and outcome during left
ventricular acute ischaemia (Bedetti et al., 2005). Elec-
trophysiological effect of insulin has been reported on
normal cardiac tissues. Insulin stimulates the sarcolem-
mal Na*-pump activity or the sarcolemmal ATPase activ-
ity in cardiac muscle (LaManna and Ferrier, 1981). Vér
et al showed that insulin can modify the expression of
Na*/K*-ATPase isoforms in the left ventricule of dia-
betic rats (Véretal., 1997). On the other hand, the cardiac
effect of digoxin is mediated by the inhibition of the
Na*/K*-ATPase leading to an increase in intracellular
calcium (Sticherling et al., 2000). These data suggest

that insulin and digoxin could have a common action
target: the Na™/K*-ATPase.

We raised the hypothesis that for our patient, adminis-
tration of insulin may have had a cardio-protective effect
against digoxin toxicity. In the present study we evalu-
ated the effect of glucose—insulin infusion on mortality
and ECG abnormalities during acute digoxin poisoning
in rats.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Eight-weeks-old female Wistar rats (Depré, Saint
Doulchard, France) weighing between 250 and 300g were
anaesthetized with intraperitoneal injection of 29 mg/kg
xylazine 2% (Rompun, Bayer, Puteaux, France) and 39 mg/kg
ketamine 10% (Imalgen, Merial, Lyon, France). An overhead
lamp was used to maintain body temperature near 37 °C.
Limb-lead-needle electrodes were used to record ECG
(DI, DII and DIII bipolar derivations). The amplified and
fitered ECG signals (0.5-3.0 Hz cut-off frequencies: Bessel
type filter, order 2; 50 Hz notch filter (—30dB); SESAMS,
Logelbach, France) were digitized at 256 Hz on a signal
processor board (16 bit resolution) and stored in digital form
on a Personal Computer using the HEM software (Notocord,
Croissy sur Seine, France). A 22G catheter (Insyte-W, Vialon,
Madrid, Spain) was inserted in the jugular vein of fasting rats
to infuse glucose, insulin (Actrapid: 100 [U/ml, Novonordisk,
Copenhague, Danemark) and digoxin (Nativelle, Procter
Gamble Pharmaceuticals, Neuilly, France).

2.2. Experimental protocol

Three groups of animals were studied: glucose—
insulin—digoxin (GID) group, digoxin group and control
(n=10 in each group).

2.2.1. Glucose—insulin infusion pre-treatment

Animals in the GID group weighing 277 £ 25 g received
an intravenous infusion of 100IU/kg/h insulin with glucose
(50 mg/100 ml) infused at 0.55 ml/h to maintain a glycaemia
between 5.5 and 6.6 mmol/l. After a 1h period of glycaemia
stabilization, they received an intravenous infusion of 12 ml/h
digoxin (0.25 mg/ml) until death occured. In the digoxin group,
animals weighing 268 + 20 g were perfused with saline solu-
tion (0.9 ml/h) for one hour before digoxin intravenous infu-
sion. Animals receiving only normal saline solution served as
control.

2.2.2. Glucose—insulin infusion post-treatment

Amimals in the digoxin group (weigh: 275 £ 17 g) received
an intravenous infusion of 2.5 ml/h digoxin (0.25 mg/ml) until
death occured. After 20 min of digoxin infusion, 100 1U/kg/h
insulin with glucose (50 mg/100 ml) was infused intravenously
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at 0.55ml/h to maintain a glycaemia between 5.5 and
6.6 mmol/l in animals of GID group (weigh: 287 £ 16 g). In
the digoxin group, animals were perfused with saline solution
(0.9 ml/h) 20 min after digoxin administration. Animals receiv-
ing only normal saline solution served as control.

Immediately after anaesthesia, ECG recording was started
in all groups and monitored continuously until animal death
occured.

2.3. Biochemical analysis

After anaesthesia, blood glucose level was measured every
15 min using tail vein capillary blood glucose sample (Asen-
cia Confirm, Bayer, Puteaux, France). Insulin and potassium
plasmatic levels were measured by ELISA (Mercodia AB,
Uppsala, Sweden) and potentiometer methods respectively
every 30 min. Serum digoxin concentration was measured by
ELISA method (Radiometer Medical Aps, Copenhagen, and
Danemark) during the first S min then every 30 min following
digoxin administration and post-mortem.

2.4. Statistical analysis

Results are expressed as mean =+ standard deviation. All sta-
tistical analysis including Kaplan Meyer survival curves for the
survival period and the P wave disappearance were performed
using Sigma Stat for Windows (v. 3.1, SPSS, Chicago, IL,
USA). Analysis of variance was used for comparison between
digoxin and GID groups for pulse rate and QRS interval. Sig-
nificance was taken when p <0.05.

3. Results
3.1. Animal survival

3.1.1. Glucose—insulin infusion pre-treatment

Thirty minutes after digoxin administration, all the
animals in the GID group were alive whereas 80%
of animals in the digoxin group were dead (p <0.001)
(Fig. 1A). All animals in control group were alive dur-
ing the experiment. Digoxin administration provoked
a faster death in digoxin group (15= 12min) com-
pared to GID group (38 3 min; p<0.001). Forty-two
minutes after digoxin infusion, all animals in both
groups were dead. Death occurred after infusion of
7.7+ 0.6 ml digoxin in GID group versus 3.0 2.4 ml
digoxin in digoxin group (p<0.001). At the time of
death, serum digoxin concentration was higher in GID
group as compared to digoxin group: 15.6 £9.2 mg/l
versus 8.9 +5.4mg/l. During digoxin infusion in
GID group, blood glucose and plasmatic insulin lev-
els were clamped to 1.2+0.3¢g/l and 582 4+ 53 U/,
respectively. Five minutes after digoxin administra-
tion, potassium plasmatic levels increased significantly

in digoxin group from 4.7£0.3 to 7.1 £+2mmol/l
(»<0.001) while it remained stable in GID group:
4.6 & 0.3 mmol/l versus 4.4 & 0.4 mmol/l. Thirty min-
utes after digoxin administration, potassium plasmatic
level rose to 7.95=+1.28 mmol/l in the GID group
(p<0.001).

3.1.2. Glucose—insulin infusion post-treatment

When digoxin was infused before the clamp, 40%
of animals in GID group were alive after 180 min and
the others 60% were dead after 137 & 40 min whereas
death of rats in digoxin group occured in 80 & 10 min
(p<0.001). Eigthy minutes after digoxin administration,
all animals in GID group were alive while 80% of ani-
mals in digoxin group were dead (p <0.001) (Fig. 1B).
At the time of death, both volume of digoxin infusion
and serum digoxin concentration were increased in the
GID group as compared to digoxin group: 5.7 £ 1.6 ml
versus 3.3 +0.4ml (p<0.001) and 10.7 & 8.3 mg/I ver-
sus 8.5 4.6 mg/l. Thirty minutes after digoxin admin-
istration, potassium plasmatic level increased signifi-
cantly in digoxin group as compared to GID group:
6.9 + 0.5 mmol/l versus 4.9 4+ 0.3 mmol/l (p <0.001).

3.2. ECG analysis

3.2.1. Glucose—insulin infusion pre-treatment

Five minutes after digoxin infusion, the pulse
rate decreased significantly from 331434 to
160 4= 135 beats/min (p <0.01) in digoxin group whereas
pulse rate remained stable at 246 £ 59 beats/min versus
257 £ 62 beats/min in GID group. In control group, the
pulse rate was 292 + 53 beats/min. In addition, there
is no ECG recording abnormality in control group.
QRS duration significantly increased from 47+ 17
to 59+ 16ms (p<0.05) in digoxin group whereas
it was not modified in GID group (33 =3 ms versus
35 +4ms). In addition, before death, ECG reccording
(DI) revealed second- or third-degree atrioventricular
block in digoxin group (Fig. 2A). In both groups, P
waves disappearing preceded the death by 2-5min.
Twenty minutes after digoxin administration, P waves
disappeared in 78% of animals in digoxin group
whereas it remained present in all the rats of GID group
(p<0.001) (Fig. 3A).

3.2.2. Glucose—insulin infusion post-treatment

Sixty minutes after digoxin infusion, QRS duration
significantly increased from 32+2 to 55+29ms
(p<0.05) in digoxin group whereas it was not modified
in GID group (31 £2ms versus 34 +3ms). Eighty
minutes after digoxin infusion, pulse rate decreased
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Fig. 1. Rat survival in control group (- - -) and after acute digoxin toxicity without (—) and with (- - -) insulin glucose infusion pre- (A) or post-

treatment (B).

significantly in the digoxin group as compared to GID
group: 147 £ 156 beats/min versus 324 & 116 beats/min
(p<0.05). Before the death of animals, abnormalities
of ECG reccording (DI) were observed in digoxin

Control group

0.5 seconde

Digoxin group

GID group

(A)

group, such as second- or third-degree atrioventricular
block and loss of P wave (Fig. 2B). Eighty minutes
after digoxin administration, P wave disappeared in
80% of animals in digoxin group while P wave was

Control group

‘ 0.5 seconde
—

Digoxin group

GID group

(B)

Fig. 2. ECG-recordings of control rat and after acute digoxin toxicity with insulin glucose infusion pre- (A) or post-treatment (B).
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Fig. 3. P waves disappearing in control group (- - -) and after acute digoxin toxicity without (—) and with (- - -) insulin glucose infusion pre- (A) or

post-treatment (B).

observed in all animals of GID group (p<0.001)
(Fig. 3B).

4. Discussion

This study demonstrates that glucose—insulin infusion
pre- and post-treatments delay the abnormalities of car-
diac conduction and increases rat survival after an acute
digoxin poisoning.

Fifteen minutes after digoxin infusion, animals
without glucose—insulin pre-treatment died from acute
digoxin cardiac toxicity. Indeed, the death of animals was
preceded by an increase in potassium plasmatic levels
together with a disappearance of the P waves. Maitai et
al. (1995) reported in a model of acute digoxin toxicity in
rats that the lethal dose of digoxin was 2.91 mg/kg/h with
a 12 ml/h infusion rate while in our study 2.83 mg/kg/h
digoxin administration was required with the same infu-
sion rate. After 1 h of euglycemia and hyperinsulinemia,
the death of animals occurred 38 min after adminis-
tration of a 2.5-fold higher digoxin infusion volume
than that observed in digoxin group. However, serum
digoxin concentrations were not statistically different
between both groups. These data can be explained by the
haemodilution induced by the infusion volume signifi-
cantly higher in the GID group. After glucose—insulin
infusion, the rat death could be explained by the neu-
rological effect of digoxin particularly important in rat
models (Bahrmann and Greeff, 1981) and/or by the vas-
cular overloading due to the volume of infusion required
for digoxin administration. During the digoxin infusion,
we did not observe clinical signs of neurological effect

such as convulsions,. . . However, the 7 ml infusion vol-
ume required for digoxin administration could explain a
vascular overloading and the animal death. Furthermore
the ECG abnormalities and the increase in potassium
levels observed immediately before death also suggested
that digoxin cardiac toxicity could be involved in the late
death of rats in GID group. We did not observe the clas-
sical ECG abnormalities of hyperkelemia (tall, pointed
and tented T wave, T wave disappearing, ST-segment
elevation,. . .) in GID group. In digoxin poisoning, hyper-
kelemia reflects the severity of Na*/K*-ATPase pump
blockage resulting from a release of intracellular potas-
sium and not from an increase of the total potassic pool.
This suggests that rats died from digoxing poisoning
rather than hyperkelemia.

After digoxin administration, the death of animals in
digoxin group occurred between 7 and 36 min suggest-
ing an heterogenous response to acute digoxin toxicity.
These results could be explained by the existence of
a genetic polymorphism of enzymes involved in the
digoxin metabolism (Verstuyft et al., 2003). This dif-
ference in response to acute digoxin toxicity was also
observed for the ECG abnormalities. When the animals
were pre-treated with glucose—insulin, this heteroge-
nous effect disappeared and the animal’s death occurred
between 33 and 42 min after digoxin administration. This
observation suggests a common target between insulin
and digoxin. Indeed, Vér et al. demonstrated that insulin
treatment enhances Na*/K*-ATPase activity in the left
ventricle of the normal and diabetic rat’s hearts (Vér et
al., 1997). Consequently, insulin might have modified
the access of digoxin to Na*/K*-ATPase binding site,
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leading to a reduction of digoxin pharmacological
effects.

Insulin-glucose infusion administrated after digoxin
poisoning also significantly increased the survival rate
of animals and delayed the ECG recording abnormali-
ties. In addition, 40% of animals were alive after three
hours of experiment. It’s of importance to point out that
the lethal dose was similar for insulin—glucose infusion
pre- and post-treatment. Because of a potential com-
mon target between insulin and digoxin, the data of
insulin—glucose post-treatment suggests a neutralisation
or a transfer of digoxin from this target. The protective
effect of insulin glucose infusion against digoxin acute
toxicity could be particularly relevant for clinical man-
agement of digoxin poisoning.

In conclusion, glucose—insulin pre- and post-
treatments have a cardio-protective effect on the acute
toxicity of digoxin in the anaesthetized rat. Further
experimental investigations are necessary to confirm the
action mechanism of insulin in this model.
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2. Discussion

Au cours de cette étude, nous avons démontré dansadele de rat que la perfusion
d’insuline-glucose en pré ou post-traitement d’urtexication aigué de digoxine, retarde le
délai d’apparition des troubles cardiaques et mgola durée de survie des animaux. La
perfusion semble également avoir une action suitype de troubles cardiaques qui
apparaissent. En effet, nous n’avons pas observB8Al¢ chez les animaux traités par
I'insuline-glucose. Or I'apparition d’un tel signémoigne d’une gravité d’intoxication et de

la mortalité potentielle qu’elle représente sieal n’est pas prise en charge.

2.1. Choix du modéle expérimental
2.1.1. Dose et animal

Dans notre modele d’étude, nous avons utilisé dsesextrémement élevées de digoxine
(2,8 mg/kg/h) mais également d’insuline (50 a 2QkdJh), cela afin d’évaluer I'effet d'un
hyperinsulinisme sur une intoxication aigué grava digoxine. Dans ce modele, la glycémie
a été stabilisée a des valeurs normales par lasagah d'un clamp euglycémique/
hyperinsulinique.
Par ailleurs, selofBahrmann et al., 1981]le choix du rat dans un modéle d’intoxication a la
digoxine ne parait pas le plus adapté en raisonadsensibilité des rats aux effets
neurologiques de la digoxine. En effet la digoxpeut provoquer des convulsions, voir un
arrét respiratoire par paralysie. Ces derniers @eu\provoquer la mort du rat avant
I'apparition des signes cardiaques. Toutefois ausde nos expérimentations, nous n’avons

observé aucune de ces manifestations.

2.1.2. Modele d’'infusion
La realisation d'une perfusion d'un clamp euglycgne/hyperinsulinique, ainsi que la
perfusion de la digoxine a débit fixe n'a pas é&é&loix premier. En effet, en 'absence de
modéle animaux, et sur la base de notre observalioigue, nous avions opté initialement
pour une administration des produits en bolus, deema reproduisant les conditions
cliniques et le profil cinétique de [Iintoxicatiorobservée en clinigue. Cependant
'expérimentation associée aux éléments pharmampleg étant différents de
I'environnement clinique, nous avons abandonné odard’administration. En effet pour
notre étude le bolus de digoxine ne permettait @dagoir une administration controlée et

stable. De méme il était difficile de réaliser umlcontréle glycémique ainsi qu’une bonne
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maitrise pharmacologique du plateau insuliniqueeFaces difficultés, et en s’appuyant sur
les travaux dgMaitai et al., 1995] nous avons fait le choix d’'une administration lde
digoxine en perfusion continue a deébit fixe. Pdadrinistration de l'insuline et du glucose
nous avons préféré réaliser une perfusion contamuelamp euglycémique/hyperinsulinique
comme décrit dans plusieurs travdidine et al., 1995 ; Miles etal., 1995 ; Yuan etal.,
1999 ; Caroll etal., 2001 ; Boyer etal.,, 2002} Ce clamp a ainsi permis d’observer une
bonne relation dose/réponse. Le modele au délnswdine a 100 Ul /kg/h dont le plateau
survient a 1h, est le clamp expérimental le pluapse car il nous permet dans un temps
relativement correct de mieux conditionner I'anim@lest pourquoi nous l'avons choisi

comme modéle de référence.

2.1.3. Le post-traitement
L’idée que le traitement d’'une intoxication sunnenaprées celle-ci nous a conduit a évaluer
I'effet d’'une perfusion du clamp en post traitemdatl’'intoxication, ceci afin de confirmer
I'effet cardioprotecteur de I'insuline-glucose ctaté dans le prétraitement. En effet dans ce
dernier modéle nous avons pu montrer qu'aprés uerehde clamp euglycémique/
hyperinsulinique a 100 Ul/kg/h d’'insuline, le déth survie face a une intoxication grave a la
digoxine augmentait de maniere trés significatppe0,001) comparativement a des animaux
n'ayant pas été prétraités par l'insuline-glucas®t un délai respectivement de 38 £ 3 min
versusl5 + 12 min.
Dans le modéle des animaux post-traités, le clangbyeémique/hyperinsulinique a débuté
20 min apres I'administration de la digoxine a @bitlde 2,5 mi/h, soit un débit de perfusion
de la digoxine plus faible que dans le modele mtéceou il était de 12 ml/h. Cela a permis
d’éviter que les animaux ne décedent dans le preguiart d’heure. Les données montrent
gu’une perfusion de digoxine entraine le décésaut de 80 £ 10 min de I'ensemble des
animaux du groupe digoxine, tandis que parmis tlesaux du groupe post-traités par une
perfusion euglycémique/hyperinsulinique, 60% déné@del37 + 40 min et les 40% restants
survivent au-dela de 180 min (p<0,001).

2.2. Observations expérimentales
2.2.1. Motif du déces
Dans le groupe prétraité par la perfusion d’'in®#ghucose I'analyse de 'ECG montre que la
Fc diminue de fagon significative a partir de 3. A cette période le volume de digoxine

perfusé pourrait expliquer l'apparition du décés. dfet les rats ont un volume sanguin
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d’environ 12 ml or en I'espace de 30 min tous lesnaux recoivent 8 ml de la solution
contenant la digoxine, soit les trois-quarts de ielume sanguin. D’ailleurs I'ensemble des
animaux de ce groupe meurt au bout de 38 + 2,8@atte mort, survenant quasiment au
méme moment serait probablement due a la surcharéenique qui pourrait entrainer un
cedéme aigue pulmonaire occasionnant une hypoxiartéeelle responsable de trouble du
rythme.

Par ailleurs, certains animaux du modéle postésaiar la perfusion d’insuline-glucose ne
décédent qu'apres la fin de la période de suivpEementale. La survenue de cette mort peut
étre imputable a I'apparition d’'une hypoglycémie fdit de la durée d’action de l'insuline
utilisée qui est d’environ 50 min, ceci pour lesnaaux qui décédent dans I'heure. Toutefois
la raison la plus probable reste l'intoxicationaadigoxine. En effet, a I'arrét des perfusions
I'animal n’a plus de protection insulinique fac@a®résence de digoxine. Dans ces conditions

la demi-vie plasmatique de 36 heures de la digoped expliquer la mort des animaux.

2.2.2. Heétérogéneité dans la réponse a l'intoxicatia la digoxine
Dans le modele de prétraitement a I'insuline-glecao®ous avons observé une hétérogénéite
de réponse face a une intoxication aigué grave digaxine dans le groupe recevant la
digoxine seule. En effet, le décés apparait de enaristincte selon les rats, soit & 13°zoit
a la 36™ minute. Cette hétérogénéité semble certainememt aul’existence d'un
polymorphisme génétique des enzymes de métabohgaterstuyft et al., 2003} En effet,
une induction de la métabolisation provoque unmiéhtion de la quantité de digoxine, ce
qui aura pour conséquence une baisse de la digoinét donc un effet Iétal plus tardif.
Cependant cette hétérogénéité observée dans lpegrigoxine seule, disparait lorsque les
rats sont prétraités par un clamp euglycémiquefitypdinique. Dailleurs le délai
d’apparition du déces est proche chez ces animanttge 33 et 42 minutes. Cela peut
s’expliquer par une action sur une cible commurteediinsuline et la digoxingVér et al.,
1997] En effet, l'insuline en agissant sur la pompe KNATPase pourrait occuper ou
modifier le site de liaison de la digoxine sur eethzyme. L'acceés au site sur la pompe Na,K-

ATPase étant transformé, la digoxine perd de detsgfharmacologiques.
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2.2.3. Lakaliémie
Au cours de notre étude nous avons constaté qleliemie des rats traités par un clamp
euglycémique/hyperinsulinique a 100 Ul/kg/h pendarteures, reste dans un intervalle de
concentration normale. Or un hyperinsulinisme pgue une hypokaliémie. Donc cette
normokaliémie pourrait s’expliquer par la présertene légére hémolyse suite aux
prélevements effectués. Par ailleurs, le dosagdadkaliémie chez les rats recevant la
digoxine seule n'a pu étre réalisé au-dela dé*1¥ Binute, car trop souvent le sang et/ou les
prélevements étaient hémolysés rendant le dosagmossible. De méme lors de
'administration de la digoxine nous avons obserude hématurie, qui pourrait étre
I'expression clinique I'hémolyse. Le suivi de lalikenie est un élément important car
I'observation d’'une hyperkaliémie est un bon témda l'intoxication a la digoxine, qui
inhibe la Na,K-ATPase. Ainsi une normokaliémie ®stonyme d’une cardioprotection face a

une imprégnation digoxinémique.

Les résultats de cette étude expérimentale suggkegistence d'un effet bénéfique
d’'une perfusion d’insuline-glucose lors d’une int@tion aigué grave a digoxine.
Par conséquent au vu de ces résultats et des dodeda littérature, I'insuline pourrait avoir
une action (directe et/ou indirecte) sur la pompekNATPase, qui est la cible d’action de la
digoxine. Ainsi I'existence au niveau du cardiomytecd’une cible d’action commune entre
la digoxine et I'insuline suggere que l'effet campliotecteur de l'insuline pourrait étre da soit

a une neutralisation ou un déplacement de la digopar rapport a son site d’action.

L'insuline agit-elle directement sur le site d’acton de la digoxine au niveau de la pompe
Na,K-ATPase ? La mise en évidence du mécanisme dian de l'insuline sur cette
pompe, sous forme isolée et au niveau du cardiomyde, constitue la seconde partie de

notre travail.
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I1l. Etude in vitro du mécanisme cellulaire des effets de I'insulineaghs I'intoxication a
la digoxine

Au cours de ces travaux, nous nous sommes intéresses un premier temps aux effets de
I'insuline sur I'activité enzymatique de la Na,K-R&se isolée et purifiée, en absence ou en
présence de la digoxine (ou de l'ouabaine). Puis dan second temps, nous avons étudié
dans des cultures de cellules MODE-K et de cardamytges de rats nouveau-nés,
I'interaction de l'insuline avec la Na,K-ATPase @&msence ou en présence de la digoxine (ou
de I'ouabaine).

L'activité enzymatique de la Na,K-ATPase purifiée é&é étudiée par colorimétrie
(Fiske&Subbarow) et par luminométrie (test a lafrase) en présence d’insuline et/ou de
digoxine. L’interaction moléculaire directe entresuline et Na,K-ATPase a été étudiée en
résonance de plasmon de surface (RPS) avec le BRESBDO0 et, en western blot. La
toxicité cellulaire de la digoxine et de I'ouabaiaeété étudiée par FACS en absence et en
présence d'insuline (I8 & 1,75 mg/ml). Un immunomarquage de cardiomyocyesats
nouveau-nés analysé en microscopie a ApoTome®miperobserver des effet fonctionnel
de I'insuline en présence de la digoxine et dedhlmine sur I'enzyme apres incubation a
différents temps (60 min et 24 h).

L'insuline de maniére dose-dépendante peut corlterber la production de phosphate
inorganique dans le test de I'activité enzymati@biske & Subbarow) en présence de la
digoxine, de méme la mesure de l'activité par llometrie (test a la luciférase) montre qu’en
présence d’insuline en co-traitement avec la diggxsur la Na,K-ATPase, la concentration
en ATP diminue, cela témoigne d'une activité dentyame. Ces données sont en faveurs
d’'une part, d’'une interaction direct entre I'insidiet la Na,K-ATPase purifiée et, d’autre part,
d’'une levé de I'inhibition induite par la digoxinees données de cytométrie en flux (FACS)
ont montrés que la digoxine (1) avait un effet pro-apoptotique sur les celll®DE-K
et les cardiomyocytes (de rats adultes), et queftettpouvait étre prévenu par de I'insuline a
la dose de 1,75 mg/ml. Cette amélioration est eégetiniquement en présence de la digoxine
et pas d’ouabaine. L'étude en RPS (BIACOIRE révélé une interaction directe, spécifique
de l'insuline avec la Na,K-ATPase. Le western ldotevelé une diminution de l'immuno-
réactivité de I'enzyme a la présence d’insulind,gémoignant d’une interaction directe entre
I'insuline et la Na,K-ATPase. L'immunomarquage i&alsur les cardiomyocytes de rats
nouveau-nés au moyen d’anticorps anti-sous-umitéet anti-sous-unit§l de la Na,K-
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ATPase a objectivé une augmentation de I'immunadrétc de la sous-unitél en présence
d’insuline (10°* mg/ml) plus digoxine (1®M) versusen présence de digoxine seule {M),
ceci principalement au temps T 24h.

L’insuline pourrait ainsi interagir directement avéa pompe Na,K-ATPase en levant
I'inhibition provoquée par la digoxine. Cet efferett de I'insuline pourrait étre lié a une
interaction préférentielle avec la sous-urfifede la Na,K-ATPase, cela, mérite toutefois de
plus ample investigation.

1. Travail en soumission dans PNAS (2009)

Les résultats obtenus sont en cours de soumisaimld revu®NAS. L’article est présenté
ci-dessous
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Abstract

The cardio-protective effect of insulin on digoxmoxicationin vivo prompted us to study
whether insulin could interact directly with Na,KFRase. We studied the effects of digoxin,
ouabain and insulin on Na,K-ATPase activity, confation and immunoreactivity. We
looked also for their effects on cell viability ogi flow cytometry techniques. Finally, the
interaction of digoxin and insulin with Na,K-ATPases also investigated using surface
plasmon resonance (SPR)

Digoxin inhibited Na,K-ATPase activity while insalhad no proper effect but decreased the
inhibitory effect of digoxin. Western blot analysitowed that insulin (Idmg/ml) alone
decreased not yet significantly Na,K-ATPasgesubunit immunoreactivity (IR) but neither
digoxin nor ouabain. Insulin (fimg/ml) alone decreased in the same manner as digoxi
ouabain Na,K-ATPasp; subunit IRs while co-incubation with digoxin angsulin increased
Bl subunit IRs. But co-incubation with ouabain amgulin decreased subunit IRs in a
comparable manner as ouabain or insulin alone. &gRRriments performed on the isolated
enzyme, confirmed a direct interaction of digoxim amsulin with Na,K-ATPase. Insulin (10

1 10° 107 and 10"mg/ml) could also alter the effect of digoxin ©1&) on neonatal
cardiomyocytes. In adult rat cardiomyocytes cuburmsulin (1.75 to 0.8 mg/ml) could
protect cardiomyocytes from digoxin (10M) effects on cell viability. On the contrary,
ouabain at the dose of #M had no significant effect neither on neonatat mdult rat
cardiomyocytes. Finally, in immunohistological skg] neonatal cardiomyocytes treated with
digoxin, ouabain or insulin decreased significartttg enzyme’s IRs. Co-incubation with
digoxin and insulin restored subnormal Na,K-ATPagbunits’ IRs. This was not the case
when cell were co-treated with ouabain plus insuldi these data point towards the
particularity of Na,K-ATPase in different organs all as at different ages and raise
important issues about elaboration of new therageutor digoxin cardio-toxicity in

particular and cardiac diseases in general
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The Na,K-ATPase is an ubiquitous cation pump trambrane enzyme that plays a
key role in maintaining cellular homeostasis (1,4),3For instance, it is responsible for the
well-established observation that cells contairhhsgncentrations of potassiumions but low
concentrations of sodium ions. It is an heterodismenzyme composed of two subunits (
andp) (5,6) with a catalytically activa subunit with a molecular mass of 97-116 kDa, and a
glycosylated3 subunit with a molecular mass of 35-55 kDa (7#9)addition there may be a
smally peptide (7-11 kDa) with modulatory function (10)1Ma,K-ATPase transports three
Na' out of the cell and two Kinto the cell by using energy derived from hydsigyof ATP
(12). During each cycle one ATP is cleaved (13) Tésulting cation gradient participates in
Na/Ca exchange, GaATPase activity and CGachannel activity. ThusNa,K-ATPase
participates in the tuning of cellular €devel and is coupled to critical physiological
functions (15-18).

Inhibition of the Na,K-ATPase resulting in an inase of intracellular Gais commonly held

to underlie inotropy but also cardiac arrhythmif-gi1). Such effects are well known to be
produced by cardiac glycosides (for example dig@nd ouabain) (22,23), drugs which are
widely used in the treatment of congestive heattirfa and certain forms of arrhythmias
(24,25). However, cardiac glycosides have a namargin of safety between therapeutic and

toxic doses (26).

Many hormones regulate Na,K-ATPase activity. this case, for instance, of insulin which is
well known to stimulate Na,K-ATPase activity (27}3@a translocation of Na,K-ATPase
from an intracellular storage to the cell surfacel @ncrease of intracellular Ng31,32);
insulin increases the intracellular Nearough stimulation of Nachannels, NaH" exchanger
and Nd-K*-2Cl-cotransporter. Other mechanisms leading taugttion of the Na,K-ATPase
by insulin are increase Naensitivity, biosynthesis and/or phosphorylati@3)( For the
latter, it has been shown that protein kinase AAPEnd C (PKC) may have a role in the
insulin-mediated activation of Na,K-ATPase (34-36).

Furthermore, insulin has also an inotropic eff&&%-89). Its administration at high dose in
combination with a glucose infusion (to maintaihygperinsulinaemia/euglycemia) has been
proposed as an adjunctive approach in the manageaieoverdose of calcium channel

antagonist and beta-blocking poisoning (40-42).tJnow there is no evidence on direct
interaction of insulin with Na,K-ATPase.
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Recently, we observed a case of digoxin and insgktf-poisoning without cardiac

repercussion (43). Thereafter, in a rat model, g&eored glucose-insulin infusion in pre and
post-treatment to delay cardiac arrhythmia/failaoeurrence and increase survival after an
acute digoxin poisoning (44). These cardioprotectg¥fects of insulin could be related to a

common action on Na,K-ATPase.

In order to better understand the mechanism obagif insulin in presence of digoxin, we
studied the effects of digoxin, ouabain and inswimNa,K-ATPase activity, conformation
and expression using Western blot and immunocytodiey techniques. We also have
studied their interaction with Na,K-ATPase usingface plasmon resonance (SPR) and
looked for their effects on cell viability usingpfy cytometry techniques (FACS).

Results

Na,K-ATPase activity

Activity of purified Na,K-ATPase from pig brain clslbe inhibited with digoxin as assessed
by ATP luminescence assay (1M ; figure 1) (and Fiske and Subbarow method'@010°

M) : résultats complémentaires figure 33). Insutl®> mg/ml) had no effect on purified
Na,K-ATPase activity but could blunt (2®1) the enzyme inhibition by digoxin (Figure 1).

Na,K-ATPase subunits’ immunoreactivities using Wesi blotting

Na,K-ATPasea; subunit immunoreactivity did not change (20 pglhwvelth either digoxin
(10° M) or ouabain (18 M) pre-incubation. In contrast, insulin (£eng/ml) pre-incubation
resulted in a decrease, not yet significanthyjrsubunit immunoreactivity. This suggests a
direct interaction between insulin and Na,K-ATPaseubunit (figure 2 A & B).
Pre-incubation with digoxin (IDM) resulted in a decrease of Na,K-ATPge subunit
immunoreactivity. The latter was not observed iresence of insulin (I mg/ml).
Interestingly, while insulin (I®mg/ml) alone decreased in the same manner asidigox
ouabain Na,K-ATPas@; subunit immunoreactivity, it failed to counter abe inhibitory
effect of ouabain (IBM). Taken together one would speculate on the tirgeraction of

insulin with either or both Na,K-ATPase subunits.

SPR study of insulin and digoxin interaction witNa,K-ATPase

Using Biacore we could capture Na,K-ATPase eitheougha, or 1 subunit using specific
antibodies. Digoxin could bind to Na,K-ATPase (KAIK2.01x18/4.98x10°% only when it
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was captured through anti-antibodies (tablel, figure 4). Insulin could bindrified Na,K-
ATPase captured either through or ; subunits, but with a higher affinity with the latte
(KA/KD of 9.21x1(/1.09x10° M, and 8.09x18Y1.24x10* M, respectively; table 1, figure 6
and 7). Insulin appeared to bind to the enzymenialbor non manner. This might be due to a
saturated response because of too high doses.efe tbxperiments, digoxin and insulin
concentrations were chosen based on their effectenayme activity using the Fiske and
Subarrow method. Thus, further experiments woulddzpiired to find an optimal insulin

concentration range for which a clear dose respefiset would be observed.

Tablel: Biacore kinetic values for digoxin and imswbinding to Na,K-ATPase captured
either with antie,; or B; subunits antibodies.

Antibody/Drug  ka (1/Ms) kd (1/s) Rmax (RU) KA (/M) X(M)

Anti-a1/Digoxin 1,32 x18 6,60 x10° 65,1 2,01 x1b 4,98 x10°
Anti-B1/Insulin 4,28 x1® 5,30 x10° 79,3 8,09 x18" 1,24 x10"
Anti-al/lnsulin 9,61 x1®  0,0104 44,1 9,21 xf0 1,09 x10°

Cell viability studies using DIOg/ FACS analysis
Digoxin altered both neonatal (Figure 8a) and atkiljure 8b) rat cardiomyocytes viability.

In neonatal rat cardiomyocytes, digoxin a M ameliorated cell viability as compared to the
control. In presence of Tamg/ml of insulin, it decreased cell viability. Imrgsence of 18
and 10" mg/ml of insulin, it improved cell viability. Theptimal beneficial effect of
digoxin/insulin co-treatment was with at ¥ng/ml of insulin (Figure 8a).

In adult cardiomyocytes, digoxin at 4™ induced cell death. In presence of insulin (0.1,
0.87 and 1.75 mg/ml), it improved cell viability.h@ optimal beneficial effect of
digoxin/insulin co-treatment was with 1.75 mg/mlimgulin (Figure 8b).

Ouabain at 18 M did alter neither neonatal (Figure 8c) nor ad(figure 8d) rat
cardiomyocytes viability. In neonatal cardiocytes; treatment with ouabain £ and

insulin (either 0.1, 0.87 or 1.75 mg/ml) did nogrsficantly alter cell viability (Figure 7c).
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Unexpectedly, in adult rat cardiomyocytes, co- ttremt with ouabain I®M and insulin
(either 0.1, 0.87 or 1.75 mg/ml) did decreased\aalbility. Here, no clear dose response was

observed (Figure 8d).

Immunocytochemistry

Pretreatment of neonatal rat cardiomyocytes witheei10° M of digoxin or 10° mg/ml of
insulin decreased Na,K-ATPasg and ; subunits immunoreactivities. This was observed
already after 1 h of incubation. However, theseaf differed to some extent over time.
Treatment of cells with digoxin decreased bath (yellow) and Bi (green) subunits
immunoreactivities after 1 and 24h compared to losigaal. When cardiomyocytes were co-
treated with digoxin (1® M) and insulin 16 mg/ml, Na,K-ATPasex; and p; subunits
immunoreactivities blossomed after 24 h as comparigal digoxin and insulin alone. No
comparable “antagonism” was observed when cell® wertreated with ouabain and insulin
(Figure 9).

Discussion

The Na,K-ATPase is formed of two non-covalentlykéd subunits, one-subunit, which
contains the binding sites for ATP, Nand K; and oneB-subunit that is required for the
proper membrane insertion of thesubunit. Rodent heart expressgsanda, as well ag;
andp, subunits (45).

Cardiac Na,K-ATPase is involved in excitation—cantion coupling through Nabalance
against C& (46). The heart of heterozygous mice lackingsubunits are hypocontractile.
The heart of heterozygous mice lackiagsubunits are hypercontractile (47). The Na,K-
ATPasef, homozygous knockout mice have enlarged ventricieno reduction in Na,K-
ATPase activity (48).

The enzyme’soy-subunit is the pharmacological receptor for cardigycosides such as
digoxin (49). Digoxin is a selective inhibitor fdda,K-ATPase that is used for treatment of
congestive heart failure and certain arrhythmiasabsence of medical control, the risk of
digoxin intoxication is important. Recently, we ebged a case of digoxin and insulin self-
poisoning without cardiac repercussion (43). Thigeeain a rat model, we observed glucose-
insulin infusion in pre and post-treatment to detaydiac arrhythmia/failure occurrence and
increase survival after an acute digoxin poisor(v). Therefore, we sought to test for a

direct interaction of digoxin with the Na,K-ATPase.
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In this study, we have on one hand used pig pdrifia,K-ATPase to study the direct
interaction of digoxin, ouabain and insulin witretNa,K-ATPase. Thereafter, we explored
these interactions at the cellular level using bodonatal and adult rat cardiomyocytes
primary cultures, and a rat enterocyte cell lineDME-K) (complementary results figures 35
and 36). Digoxin was observed to bind directly N&KPase in accordance with previous
reports. Insulin upon its binding directly Na,K-Adse could alter the latter. When the
enzyme was captured with tlhe-subunit, digoxin could bind the enzyme with ratihéegh
affinity. The latter was also true with insulin. @re contrary, when the enzyme was captured
from B subunit no interaction between digoxin and the emegould be observed. This could
partially be due to the importance [&f subunit as adhesion molecule both in cell membrane
and as gap junction (50) that would upon its bigdio the specific anfi;-antibody induce
conformational changes on the rest of Na,K-ATPadrusit preventing digoxin to bind the
enzyme. Another plausible explanation would be that interaction of digoxin with the
enzyme is ATP dependent. The latter would be nacgder its interaction with the enzyme
az subunit (51-53). The SPR assay buffer was in alesefithe ATP. This would suggest that
digoxin would be able to bind Na,K-ATPage-subunit in absence of ATP. There is an
enormous body of literature on the cardiac glyoesidstructure/activity relationship
highlighting their heterogeneous binding mechanityrsardiac Na,K-ATPase (54-56).

Insulin was observed to bind likely to both Na,Kdsex; andp; subunits. Whether there is
a preference for one of the subunits remains edudifis interaction with Na,K-ATPase was
independent of ATP. Western blot analyses (in atessen ATP) confirmed these SPR results.
Digoxin, ouabain and insulin could decrease Na,KRPA3ef;1-subunit immunoreactivity. Co-
incubation of digoxin and insulin resulted in submal B;-subunit immunoreactivity. Neither
digoxin nor ouabain changed.-subunit immunoreactivity while insulin decreaskd latter
alone as well as in co-incubation with digoxin aabain.

Discrepancies between digoxin and ouabain werealiserved in cell viability experiments
using FACS technology. Both neonatal and adult gatdiomyocytes were sensitive to
digoxin but not ouabain. In neonatal cardiomyocytégoxin at 10 M improved cell
viability. This is in line with already publishe@ports underlining the lack of digoxin and
ouabain toxicity in myocardium of neonatal rat (5Zp-treatment with I®M digoxin and
the highest dose of insulin (@ng/ml) was toxic. On the contrary, digoxin™®l with 10°
and 10" mg/ml insulin improved cell viability. In adult taardiomyocytes, the same dose of
digoxin (10° M) induced cell death and only high doses of ims(i.1, 0.85 and 1.75 mg/ml)

prevented this effect. Ouabain has no toxic effecth in neonatal and adult rat
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cardiomyocytes. This could be due to a protectifeceof ouabain. In fact, ouabain prevents
starved or stressed cells from autophagy and dézfh Cardiomyocytes 24 h before
experiments were harvested mechanically and traesféo treated FACS tubes in order to
prevent cell adherence which puts the cells unaehlemical and physical stress. This might
also be due to different binding sides, one withhaffinity competing with digoxin to bind
Na,K-ATPase and one with low affinity with allosterbinding properties inhibiting in
addition the enzyme activity. This has already bseown with ouabain binding with
different affinities to different sites of Na,K-ABBe pump (57).

In adult cardiomyocytes, digoxin, but not insulinecdeased o; and p;-subunits
immunoreactivities 1h after incubation. Co-incubatwith digoxin and insulin restored the
latter but probably only due to insulin functiordfect. In contrast co-incubation of cells with
digoxin and insulin Na,K- ATPase;-subunit immunoreactivity blossomed after 24 h as
compared with digoxin and insulin alone. While teanges of signal after 1h might indicate
changes i andBi-subunits immunoreactivities, the blossoming sigledected in particular
for az-subunit might involve protein turnover. Intereglyy the effect of coincubation with
digoxin and insulin was mainly on Na,K-ATPasesubunit immunoreactivity. This could be
on one hand due the methodology. We are usingecdimmune-read out i.e. the protein
expression is evaluated indirectly with a spedintibody. The quality of signal is somehow
dependent on the nature and physico-chemical piepef the antibody. Overalp;-subunit
immune-detection was weak. Another plausible exgdlan would be the presence of ATP,
which would improve the interaction of cardiac giges with the enzyme;-subunit.
Denatured insulin failed to prevent the effect ajodin. It had neither any effect on cells
treated with ouabain.

One of the major issues of this work is the differes in doses used and the lack of dose
response relationships. These could be explaindgtejact that Na,K-ATPase conformation
and expression differ between brain and heart. &#hi direct interactions between digoxin,
ouabain and insulin with Na,K-ATPase were studiadparified enzyme from pig brain, the
physiological studies were performed on rat cargiocytes. Another important point to
consider is also the difference in “maturity” of KaATPase regarding cardiac glycoside
sensitivity between neonatal and adult cardiomyesyAnother important point is that the
working doses from initially were determined basedNa,K-ATPase activity experiments,
which has later shown to be a rather insufficigggraach and has needed to be corrected for

each single experiment.
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Taken together, the present results confirmed thdirgy of cardiac glycosides to Na,K-
ATPase and, for the first time, showed a directdinig of insulin to Na,K-ATPase. Insulin
could hinder or prevent the effects of digoxin (anck versa) but not of ouabain. Whether
insulin could bind preferentiall$;-subunit remained elusive. Digoxin, oubain and linsu
bind all to the enzyme yet not onto the same bipdide. All these data appear of particular
interest for elaboration of new therapeutics fogodin cardio-toxicity in particular and

cardiac diseases in general

Methods
Adult male (250-300 g body weight) and neonate @8 old) Wistar rats were purchased

from Centre d’élevage Depré (Saint Doulchard, Feanthey were housed in CEED animal
care facilities with controlled photoperiod (12ight / 12 h darkness, light on from 07:00 to
19:00) and temperature (23-25°C) with free acceswsdter and food. All animals received
human care in compliance with the Recommendatiom fthe Guiding Principles in the Care
and Use of Laboratory Animals. All procedures anatenals prepared from animals were

performed in accordance with institutional policéasl guidelines.

Drugs and reagents

Lyophilized, purified (single band electrophoreligaouabain-sensitive Na,K-ATPase from
membrane fractions of porcine cerebral cortex. Kigo ouabain, insulin from bovine
pancreas and trypsine were purchased from SigmacAlI€himie. Antibodies against Na,K-
ATPasea; (mouse monoclonal, clone C-464.6) ghd(mouse monoclonal, clone 1-464.8)
subunits were purchased from Millipore. Antibodagginst actiro-smooth muscle (mouse
monoclonal, clone A4) were purchased from Sigmarahd Chimie. Collagenase IV and
DNase were purchased from Roche diagnostics.

Na,K-ATPase activity assay

Na,K-ATPase activity is determined using a bioluesicence assay. This assay uses
recombinant firefly luciferase and its substratéubDiferin for quantitative determination of
ATP. Itis based on ATP requirement for lucifer&s@roduce light (emission maximum ~560

nm at pH 7.8) through the reaction:
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Mg2+
luciferin + ATP+O, ———»
luciferase

oxyluciferin + AMP +
pyrophosphate + CO, + light

The activity of the Na,K-ATPase is studied withuaninometer (luciferase test) following the
consumption of ATP by the isolated enzyme from paraortex. Digoxin was desolved in
water and methanol (80% / 20%) at concentrationSNIODifferent concentration of bovine
brain Na,K-ATPase enzyme was incubated either atoneith digoxin solvent, digoxin 19

M, insulin 10° mg/ml or both digoxin and insulin together in luméitence microtitre plate.
The reaction was read after 5min of incubatioroahr temperature.

To verify, whether the interaction of digoxin withe enzyme is reversible a second sett of
experiment were performed. Different concentratimfsdigoxin 10° O 10*> M were
incubated with the fixed concentration of purifiéth,K-ATPase (18 M) in absence or
presence of insulin (Idmg/ml). After 5 min incubation at room temperat®@ul of each
mixture from each assy tube was isolated kept @tG2The rest was dialysed against TBS
over night at 4°C. The day after enzyme’s activitgs measured using the same method as

above.

Na,K-ATPase subunits’ immunoreactivities using West blotting

Twenty pug of whole pig brain purified Na,K-ATPasere incubated either with digoxin (10
® M), ouabain (18 M), insulin (10°® mg/ml), digoxin (16 M) plus insulin (1¢® mg/ml) or
ouabain (18 M) plus insulin (16 mg/ml) for 1h in Tris buffer saline (pH 7.4) at°&7 Na,K-
ATPasea andp-subunits were separated in absence of sodium gosi@iphate (SDS) and 2-
B mercaptoethanol on 10% polyacrylamide gel accgrttinthe procedure of Laemmli, 1970;
Moseleyet al, 1996 and Tamiyat al, 2003 (60-62). After running, proteins were transéd

to polyvinyl d-fluore (PVDF) membrane at 100 V &0 minutes in transfer buffer containing
Tris-HCI (25 mM), glycine (192 mM) and 20% methanal pH 8.3. Thereafter, the
membranes were incubated in Tris saline buffertewlusupplemented with 0.1% Tween 20
(TBS-T) overnight at 4°C. Non specific binding walecked by incubating the membrane 1h
at room temperature with a solution containing 38 ffee milk in TBS-T with blocking
buffer. The membrane were thereafter incubatedlfdr at room temperature either with
mouse monoclonal antibody specific to the Na,K-A3éxg-subunit (0.5ug/mL) or mouse

monoclonal antR;-subunit antibodies at room temperature for 1h.nThiee membrane was
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washed 3 times in TBS-Tween 20 for 10 min and iatedb with horseradish peroxidase
conjugated secondary antibodies rat anti-mouse gaspeeific IgG (dilution 1:10 000) for 1

h at room temperature on and end over end bleftier membranes were then washed with
TBS-T 4 times for 5 min. A Biorad bio-imager chemmiinescence apparatus was used to
reveal the bound antibodies by incubating the PVDfembrane with enhanced
chemiluminescence substrates (ECL, Millipore) fanih.

SPR binding analysis of molecular interaction (Biam)

For surface Plasmon resonance (SPR) experimentsise@ a BIACORE 3000 device. A
CM5 chip was prepared as follow; flow cell 1 (FC&as activated with NHS/EDC and
saturated with ethanol amine. The FC1 served asatoRC2 was activated with NHS/EDC
in order to immobilise streptavidin. On to FC3 gssame covalent interaction Na,K-ATPase
(Sigma Aldrich Chimie) was immobilised. The FC4 waff as such, as a supplementary
control. Thereatfter, biotinylated anti-rabbit ortiamouse antibodies were injected only onto
FC1 and FC2. After performing a complete wash cotelatter was followed by a specific
anti-oy-subunit monoclonal antibody or specific aptisubunit rabbit polyclonal antibodies.
After a full wash without regeneration, whole pigim purified Na,K-ATPase was injected
over the flow cells. After a complete wash agaitheuit regeneration cycle, either digoxin
(10°, 10" and 1G* M) or insulin (10% 10* 10°and 1¢° mg/ml) were injected over the flow
cells. The specific binding was calculated from #udlelition of digoxin or insulin interaction
signal onto the specific signal obtained upon tapture of Na,K-ATPase by either ani-
subunit or antB;-subunit antibodies.

Cell culture and Fluorescence-activated cell somiiFACS) analysis of cell viability
Neonatal and adult cardiomyocytes were isolated eultred as previously reportedby

Chlopcikovéet al, 2001 (65) ; Poindexteat al, 2001 (66) ; Poindextaat al, 2006 (67) and
Stepeheret al, 2009 (68). Briefly, the hearts were removed aad/ésted ventricules were

washed in Dulbecco's modified essential medium (IN1BNnd glucose 1%. Thereafter, each
heart was finely minced and enzymatically digedteabtain single dissociated cells. The
enzymatic solution buffer was composed of DMEM Jagénase (type V) (0.02%), trypsine
(0.2%) and DNase (0.002%). The digestion was fatldwy repetitive pipetting for 10 min
and incubated for 15 min at 37°C.The digestion st@pped by diluting the mixture with
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DMEM supplemented with DNAse (0.002%) and gluco%e Cells were mixed by repetitive
pipetting for 15 min, and centrifuged thereafte@® g for 10 Min. Supernatant was isolated
and diluted in 15 ml of in complete culture mediuomposed of DMEM with L-glutamine
supplemented with 4.5 g/L glucose, 1% pyruvate Na& foetal calf serum (FCS) and
antibiotics (penicillin G 100 U/ml, streptomycin O.thg/ml, GIBCO). The cells were
thereafter dispatched at the density of Bxddlls/ well in a 24 well plate and incubated at
37°C under atmosphere of 5% &0r 72h. Myocytes began beating spontaneously &fdr
days.

Four or 5 days after incubation, the cells werailrated with digoxin 1®M or ouabain 16

M associated or not with different concentrationirefulin (1.75 to 18' mg/ml) in a final
volume of 1 ml complete DMEM. Cells incubated i thbsence of drugs but with the same
volume of corresponding solvents served as contidis cells were thereafter incubated for
24 h at 37°C and humidified atmosphere with 5%, C& the end of the incubation period,
cells were washed with PBS and stained with Dj@defly, following washing with PBS,
the cells were centrifuged and incubated in PBShwi#O nM DiOG(3) (3,3-
dihexyloxacarbocyanine iodide). The suspension wesbated in the dark at 37°C for 15
minutes before flow cytometric analysis. The changpethe inner mitochondrial membrane
potential A¥Wm) and cells fluorescence signals were determinedddiately after staining
using a FACScalibur flow cytometer (Becton DickingoThe analysis was performed using
CELLQUEST software (Becton Dickinson). For each gen10.000 cells were acquired and

analyzed.

Immunocytochemistry

Neonatal cardiomyocytes were isolated and cultuasd above mentioned for FACS
experiments. Cardiomyocytes were treated betwegrdBi@nd %' for 60 min or 24 h either
with digoxin 10° M, ouabain 18 M, insulin 10° mg/ml, co-treatment with insulin Tang/ml
+ digoxin 10° M or co-treatment insulin 1dmg/ml + ouabain 1®M. The control wells were
treated either with corresponding vehicles.
At the end of the incubation periathe cells were fixed in 4% formaldehyde solutiorPIBS
for 15 minutes at 37°C, washed 2 times with PB$&reepermeabilizing with PBS containing
0.1% Tritor? X-100 for 5 min at room temperature. Cells wererdlafter blocked for 30
minutes in PBS supplemented with 10% normal goains¢NGS). Meanwhile anti-smooth
muscle and anti Na,K-ATPase antibodies agamsandf; subunits were labelled with Zenon
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Labeling complex (Molecular Probes) according tonafacturer recommendatiomn the
Zenon Labeling complex, omoclonal anti-Na,K-ATPasel subunit was conjugated to the
Zenon Alexa fluor 488 mouse IgGabeling reagent, monoclonal anti-Na,K-ATPfdewas
conjugated to the Zenon Alexa fluor 555 mouse,ld&beling reagent and monoclonal anti-
actin a-smooth musclavas conjugated to the Zenon Alexa fluor 647 mouggJd labeling
reagentCells were thereafter incubated with fluorescemat®lled primary antibodies in PBS
containing 10% NGS at dilution 1:100DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole) was added to
stain the nuclei (1:200) for 60 min at room temp&e Images were taken using the 488-,
555-, and 647 nm laser lines of a Leica confocaérlascanning microscope (Leica
Microsystems) equipped with a 63x oil immersion ghje. Apotome images were taken
using Axiovision software (Zeiss). Microscope equad with Apotome for optical sectioning
and 63x Plan Apochromat oil immersion objectivesadies were prepared for presentation
with Adobe Photoshop.
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Legend to the figures
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Figure la: As assessed in an ATP luminescence assay, Na,K-ATPase activity
(purple) is inhibited with digoxin (10° M) (red). Insulin (102 mg/ml) blunts this
inhibitory effect of digoxin (blue). Insulin at this concentration did not modified Na,K-
ATPase activity (ochre). These results are the mean of three independent

experiments.
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Figure 1b : As assessed in an ATP luminescence assay, Na,K-ATPase activity (103
M) is inhibited with digoxin (10 O 10™? M). This interaction is reversible only at
lowest dose of digoxin. In presence of insulin (10° mg/ml) the inhibitory effect of
digoxin after dialysis remained unchanged. These results are the mean of three

independent experiments.
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Figure 2 A & B: Digoxin at 10°® M concentration does not change Na,K-ATPase ;-
subunit’'s immunoreactivity (lane 2). So is also the case for ouabain (10° M; lane 4).
Insulin (10° mg/ml) decreases a;-subunit immunoreactivity but is not significantly
(MW = molecular marker). These results are the mean of three independent
experiments.
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Figure 3 A & B: Digoxin (10° M) and, to a lesser extent, ouabain (10° M) decrease
Na,K-ATPase Bi-subunit’'s immunoreactivity. Insulin (10 mg/ml) blunts the effect of
digoxin (and vice versa) but not the one induced by ouabain. Insulin alone decreases
Bi-subunit’s immunoreactivity arguing for a direct interaction with Na,K-ATPase.
These results are the mean of three independent experiments (MW = molecular
marker).
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Figure 4: Interaction of digoxin with Na,K-ATPase captured through a;-subunit
(BIACORE). Digoxin binds the Na,K-ATPase directly (10° M, green; 107 M, blue; 10°®
M, red).
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Figure 5: Interaction of digoxin with Na,K-ATPase captured through {8 1-subunit

(BIACORE). Digoxin binds the Na,K-ATPase directly (10° M, green; 107 M, blue; 10®
M, red).
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Figure 6: Interaction of insulin with Na,K-ATPase captured through a;-subunit
(BIACORE). Insulin binds Na,K-ATPase directly, although there is no clear dose

response relationship at the doses tested (10 mg/ml, green; 10 mg/ml, yellow; 10°
mg/ml, sky blue; 10° mg/ml, red).
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Figure 7: Interaction of insulin with Na,K-ATPase captured trough Bi-subunit
(BIACORE). Insulin binds Na,K-ATPase with less affinity compared when captured
through a;-subunit. There is no clear dose response relationship at the doses tested
(10 mg/ml, green; 10 mg/ml, yellow; 10> mg/ml, sky blue; 10° mg/ml, red).
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Figure 8 a, b, ¢, d: Cell viability studies using DIOCs on rat cardiomyocytes. Digoxin altered both neonatal (a) and adult (b) rat cardiomyocytes viability
(Black = control, Red = digoxin 10° M). These effects could be prevented in adult rat cardiomyocytes with the highest doses of insulin which were used

(a: Green = digoxin 10° M + insulin 10™ mg/ml, Blue = digoxin 10° M + insulin 10®° mg/ml, Yellow = digoxin 10°® M+ insulin 10" mg/ml, Sky blue =
digoxin 10° M + insulin 10™ mg/ml) (b: Red = control, Black = digoxin 10° M, Green = digoxin 10° M + insulin 1.75 mg/ml, Blue = digoxin 10° M +
insulin 0.87 mg/ml, Purple = digoxin 10° M + insulin 0.1 mg/ml). Ouabain did not altered significantly neonatal (Black = control, Red = ouabain 10° M)

(c) and adult (d) rat cardiomyocytes viability (c Black = control Red = ouabain 10° M, Green = ouabain 10°M + insulin 10" mg/ml, Blue = ouabain 10°®

M + insulin 10°° mg/ml, YeIIow ouabain 10° M+ insulin 10" mg/ml, Sky blue = ouabain 10° M + insulin 10"** mg/ml) (d Red = control, Black = ouabain 11
10° M, Green = ouabain 10° M + insulin 1.75 mg/ml, Blue = ouabain 10°M + insulin 0.87 mg/ml, Purple = ouabain 10°M + insulin 0.1 mg/ml).

These results are representative of two independent experiments.
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Figure 9: Changes in Na,K-ATPase a; (yellow) and ; (green) subunits as well as a-
smooth muscle (red) expression after 1h (Figure 9A) and 24 h (Figure 9B) treatment
with either 10 mg/ml of insulin (Ins), 10° M of digoxin (Dig), 10° M of ouabain (Ouab),
co-treatment with insulin 10 mg/ml plus digoxin 1e® M (Ins+Dig) or co-treatment with
insulin 10 mg/ml plus ouabain 10° M (Ins+Ouab). Note the changes in Na,K-ATPase
immunoreactivity after treatment with insulin, digoxin and ouabain.

Figure 9 A: Insulin increased and digoxin decreased Na,K-ATPase a; (yellow) subunits
immunoreactivity, though immunoreactivity with ouabain remained unchanged
compared to the control. Furthermore, co-treatment with insulin and digoxin resulted in
same Na,K-ATPase a; (yellow) subunit immunoreactivities compared with insulin and
digoxin alone, however co-treatment with insulin and ouabain did not induced the
same modification.

Figure 9 B: While both insulin and digoxin decreased Na,K-ATPase a; (yellow)
subunits immunoreactivity immunoreactivity with ouabain remained unchanged
compared to the control. Furthermore, co-treatment with insulin and digoxin resulted in
increased Na,K-ATPase a; (yellow) subunit immunoreactivities compared with insulin
and digoxin alone, however co-treatment with insulin and ouabain did not induced the
same modification.
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2. Résultats complémentaires
Les résultats présentés ci-dessous sont des doissées des travaux préliminaires. lls ont
contribué a la démarche scientifique et ont aitkéraise en place des modéles expérimentaux.

2.1. Effet de l'insuline sur 'activité de la Na,kATPase
Afin de mettre en évidence une action directe desdline nous avons étudié l'activité de la
Na,K-ATPase. Cette activité a été mesurée par khaodé du réactif de Fiske & Subbarow.
Mais face a la difficulté de mise en évidence damultéts francs et significatifs avec cette
méthode, nous avons décidé de ne pas les intédiatiele mais de les mettre en données
complémentaires. Dans le papier en soumission figyre les données d’activités obtenues

avec une meéthode enzymatique utilisant la luciras

2.1.1. Matériels et méthodes

L'activité de la Na,K-ATPase est mesurée selondghode décrite pgHaddock etal., 1995 ;
Pocas efal., 2003] consistant a doser le phosphate inorganique (iBérg apres hydrolyse de
I'ATP. Brievement on préleve environ 5 U d’enzymeged’on solubilise dans 1,0 mL d’'une
solution de Tris buffer (10 mM, pH 7,4 a 37°C) camant 1mM d’EDTA. Un aliquote de cette
solution ainsi préparé (soit 10 pL) est additioar80 pL de la solution tampon qui se compose
de : Tris-HC1 50 mM, MgGI5 mM, NaC1 100 mM and KCI 15 mM. Aprés 15 min 8@y7la
réaction enzymatique est initiée par ajout de 10deLTris-ATP (50mM). La réaction est
arrétée apres 10 min par ajout de 100 uL d’aciddloroacétique glacé, ce qui permet de
provoqguer une précipitation de la protéine qui essuite séparée du surnageant par
centrifugation de 1200 g pendant 4 min. Le (Pi+)teou dans le surnageant est dosé selon la
technique déstanton, 1968 Elle consiste a additionner a 120 pL du surnageamenu dans
un ependorf, 420 pL d’'une solution contenant deida de molybdate a 0,1 M et du$0, a
1,2 M. On y ajoute 120 pL du réactif Fiske & Suldvar(Sigma Chemical Co., Poole, UK).
Apres 15 min d’incubation a température ambiartgHosphate inorganique (Pi~) libéré lors
de la réaction est dosé a une longueur d’'onde 8ent au moyen d’'un spectrophotometre
(Biotech Kineticalc software). La concentration @rosphate est déterminée par la réalisation
d’'une gamme étalon de phosphate de potassium &0 mM).
Plusieurs groupes ont été étudiés :

« le groupe 1, contenant seulement de la digoxinecgutrations : 16, 10°, 10° et

107 M) solubilisé dans un mélange eau/méthanol (80%%)2
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* le groupe 2, contenant uniguement de l'insulinecawee gamme de concentration

de 1 to 13 mg/ml,

« et le groupe 3, contenant le mélange a la foisigiexéhe (10%, 10°, 10° et 10’ M)

et d'insuline (1 & 16°* mg/ml).
La méme méthode a été réalisée en remplacantdxideypar 'ouabaine dans des conditions
identiques. L’ensemble de ces produits a été diskms la solution tampon avant d’étre ajouté
a l'enzyme. Le groupe contrble contient uniquemkenizyme et exempt des molécules

étudiées (insuline, digoxine, ouabaine).

2.1.2. Reésultats
L’activité de I'enzyme isolée, Na,K-ATPase est fooic de la quantité de molécules d’ATP
(Adénosine Triphosphate) qu’elle consomme par Hydeoobtenant ainsi deux produits de
réaction de 'ADP (Adénosine Triphosphate) et dypRosphate inorganique). Ce phosphate
libéré est corrélé a I'activité de cette enzymeudson dosage. La quantité de Pi libérée est
guantifiee par mesure de I'absorbance qu’il produitréaction avec le réactif de Fiske &
Subbarow. Ainsi plus l'activité de la pompe esemde plus la production de Pi augmente et

plus I'absorbance est élevée.

L’expérimentation du groupe 1 a permis de montexidtence d’'un effet dose de la digoxine
sur 'enzyme. Ainsi la concentration de’®i semble étre une concentration charniére. A cette
valeur, I'activité de la pompe semble assez impbetgpour étre dosée tout en restant sous le
plateau d’activité maximale. Cela vient égalemasrificmer le choix de cette concentration
dans les expérimentations réalisées en cytométrilene

L’étude du groupe 2, qui avait pour intérét d’éardieffet de I'insuline seule sur I'activité de

la pompe a montré I'existence d’'une variation @etivité de la Na,K-ATPase en présence ou
non d’insuline sans pour toutefois observer unteffse dépendant avec I'insuline.

L’étude de I'effet sur l'activité de la Na,K-ATPak®s de la combinaison des deux molécules
a savoir, I'insuline et la digoxine aux différentesnditions décrites est représentée dans la
figure 33. On observe notamment qu'en présencesulime il y a une augmentation de
I'activité de cette pompe par rapport a I'échaotillsans insuline (présence uniquement de la
digoxine). Cet effet stimulant de l'insuline semblieninuer l'inhibition de I'enzyme produite
par la digoxine, notamment lorsque cette derniétepeésente & une concentration d& I

Quant & I'insuline, son effet est maximal aux concgions de 18 et 10° mg/ml.
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Figure 33 : Activité de la Na,K-ATPase en préseteeligoxine en présence ou non d’'insuline
a différentes concentrations (n=10)

2.2. Effet de l'insuline face a l'intoxication a4 digoxine sur des cellules MODE-K
2.2.1. Choix du modéle

Les cellules MODE-K, sont une lignée cellulaireézntytaire de souris qui renferment dans
leur membrane la pompe Na,K-ATPase. Etant une digedlulaire, elles possedent 'avantage
d’étre plus facilement mises en culture. C’estltars pour cette souplesse, a I'inverse d’'une
culture de cardiomyocyte, que nous avons commemns axpérimentations par ce type
cellulaire. C’est avec les MODE-K que nous avons au point notre protocole d’étude
vitro des effets de l'insuline face a une intoxicatida digoxine. C’est grace a ce modele que
nous avons confirmé dans un premier temps l'effefique de I'insuline obsenné vivo lors

de la toxicité de la digoxine.

2.2.2. Reésultats
L'effet de I'insuline sur les cellules MODE-K, engsence de la digoxine a été analysé par
cytométrie en flux selon le méme principe que celiilisé pour les cardiomyocytes. Ces
cellules ont été mises en culture dans un mili@ssitiue (DMEM) supplémenté avec 1%
d’antibiotique/antimycotique (ABAM, Gibco) et 10% dérum de veau fcetal (SVF).
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L’expérimentation a consisté a soumettre des étloanst de ces cellules a différentes
conditions pharmacologiques. Apres la mise en miliet obtention d'un tapis cellulaire
uniforme, les cellules MODE-K sont traitées paraleliigoxine, de 'ouabaine et de I'insuline
selon différents schémas. L'objectif est d’évallienpact d’'une présence d’insuline sur ces
cellules soumises a une agression par de la digaxirde I'ouabaine. Le bénéfice de l'insuline
est mesuré par la quantité de cellules échappayaptose. En effet, la digoxine et 'ouabaine
a concentrations toxiques vont étre néfastes pesirckllules MODE-K, conduisant ces
dernieres vers I'apoptose cellulaire. Afin d’évitgre les concentrations utilisées en digoxine et
en ouabaine ne soit trop importantes et ne déituiee cellules de maniere irréversible, nous
avons déterminé la concentration de ces molécaeagitant d’avoir une action intermédiaire
entre I'absence d’effet (contréle) et un effet nmaai (mort de toutes les cellules).

Les résultats obtenus (figure 34) dans la rechedeheette valeur avec la digoxine, ont permis
de fixer & 10 M la concentration correspondant le mieux a nogrms. Cette valeur a
également été utilisée pour I'ouabaine afin de pouaire un comparatif/contréle entre I'effet

de ces deux produits sur les cellules.
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Figure 34 : Effet de la digoxine sur les cellule®DE-K
Résultats d’'une expérience représentative de dquériences.

Afin d’évaluer le bénéfice de l'insuline nous avossumis les cellules MODE-K a de la
digoxine (ou & I'ouabaine) & une dose fixe d& ) puis nous y avons associé un traitement
par l'insuline & différentes concentrations (8,¥0¢ ; 0,1 ; 0,87 et 1,75 mg/ml).

Pour chaque condition nous avons fait une mesurears@chantillon de 10 000 cellules. Les
résultats sont exprimés sous forme de graphiquée®icourbes représentent le nombre de

cellules en fonction de leur l'intensité de fluaresce. Plus les courbes se décalent vers la
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gauche plus les cellules entrent en apoptose enambinsuline a d’effet bénéfique.

Inversement, un effet protecteur de I'insuline dépta les courbes vers la droite du graphique.

Ainsi la figure 35, montre les résultats d’analgden traitement des cellules MODE-K par de
la digoxine et de I'insuline. On observe que loestps cellules sont traitées par de la digoxine
(10° M) seule, la molécule exerce ces effets néfasteeftet, les cellules entrent en apoptose
ce qui est schématisée sur le graphique par uradgecde la courbe (rouge) vers la gauche par
rapport & la courbe contréle (noir). Par ailleumssqu'a cette concentration de ™ de
digoxine on associe une forte concentration d’imgu{1,75 mg/ml), on observe une protection
de l'effet toxique de la digoxine. En effet noussetvons un déplacement de la courbe (vert)
vers la droite, ce qui suppose que l'insuline dgitmaniere bénéfique. On remarque également
gue cet effet de l'insuline est dose dépendangffen cette protection est observée de maniere
plus intense aux fortes concentrations alors ga’'sh minimise aux concentrations les plus
faibles. Ainsi I'effet néfaste de la digoxine tea@’amoindrir au fur et a mesure que la quantité

d’insuline augmente.

Légende MODE-K digoxine :
: digoxine 10-6 M + insuline 1,75 mg/mL
Courbe bleu digoxine 10-6 M + insuline 0,87 mg/mL
Courbe violet digoxine 10-6 M + insuline 0,1 mg/mL
: digoxine 10-6 M + insuline 8,7xTGng/mL
Courbe rouge digoxine 10-6 M
Courbe noir : contrble

312
|

Everts
1

FL1-H

Figure 35 : Effet de I'insuline sur les cellules MB-K en présence de la digoxine.
Résultats d’'une expérience représentative de dqueriences.
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Concernant la figure 36, elle montre l'effet d’'uraittment de l'insuline a différentes
concentrations sur des cellules soumises & uneentation fixe de I'ouabaine (foMm). A
l'inverse de I'expérimentation avec la digoxineguabaine n’induit pas d’apoptose précoce.
Cet effet peut étre di au stress auquel les cslarié été confrontées lors du prétraitement avec
I'ouabaine. En effet I'ouabaine présente un effetgeteur lorsque les cellules ce trouvent dans
un état de stress physigi€eolovi¢ et al.,2009. Quant & 'effet bénéfique de I'insuline observé
il est probablement di aux multiples fonctions desliline, sans un lien direct avec la pompe
Na,K-ATPase.

Légende MODE-K ouabaine :
. ouabaine 10-6 M + insuline 1,75 mg/mL
Courbe bleu ouabaine 10-6 M + insuline 0,87 mg/mL
e Courbe violet ouabaine 10-6 M + insuline 0,1 mg/mL
- ouabaine 10-6 M + insuline 8,7x1g/mL
Courbe rouge ouabaine 10-6 M
Courbe noir : contrble
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Figure 36 : Effet de l'insuline sur les cellules BMB-K en présence de I'ouabaine.
Résultats d’'une expérience représentative de dqueriences.

Ces données d’analyses de cytométrie en flux obtesur les cellules MODE-K, viennent
confirmer nos précédents résultats obtenus dane @tidein vivo réalisée chez les rats
soumis a une intoxication aigué a la digoxine prpaost-traités par une perfusion d’'insuline-
glucose. En effet, nous avons observé que lorsadeninistration d’une forte concentration
d’insuline (soit un état hyperinsulinique) I'effedxique de la digoxine se réduit et tend a

disparaitre.
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3. Discussion

Au cours de ces étudem vitro nous avons rassemblé un certains nombres de donnée
expérimentales qui seraient en faveur d’'une intenaadirecte entre I'insuline et la pompe
Na,K-ATPase. Cette action directe entre ces deatéjppres semble étre a l'origine des effets
protecteurs de l'insuline face aux effets néfagigexerce la digoxine lors de sa liaison a la
Na,K-ATPase. Les expérimentations ont été réaliadadoisin vitro sur I'enzyme isolée etx

vivosur des cellules intégrées a leurs environnemetitdaires.
Le choix des modéles expérimentaux s’est précidarat a mesure de I'avanceé des travaux.

3.1. L’enzyme isolée
3.1.1. Choix du modele
Face a la difficulté d'isoler I'activité spécifiquie la Na,K-ATPase dans la cellule, nous avons
décidé de faire nos expérimentations sur une soasx@mpte de toute autres activités
ATPasiques. Le modele choisi a été la pompe Na,lR#SE sous forme d’enzyme isolée et
purifiée provenant de chez Sigma. Cet isolat auéti&é pour les mesures d’activité (test au
réactif de Fiske & Subbarow, test a la luciférasejs aussi pour la mise en évidence des
interactions directes entre l'insuline et I'enzyifiechnique du BIACORE et western-blot).
L'intérét de cette formulation permet d’évaluerediiement les mécanismes et les effets de

I'insuline sur cette pompe, en excluant les effietsctionnels liés a l'activité propre de

I'insuline sur la cellule.

3.1.2. L’activité de la Na,K-ATPase
Concernant la mesure de l'activité de la Na,K-ATéPpar la méthode du réactif de Fiske &
Subbarow, elle n’a pas permis de conclure a umsuidiion certaine de cette enzyme par
I'insuline. En effet, les résultats obtenus sufdativité de la Na,K-ATPase lors de I'action de
linsuline aux concentrations de 1@ 10°® mg/ml montrent une stimulation modérée qui reste
néanmoins non significative. Cela peut certaineng&akpliquer par la sensibilité de la
méthode ou bien par le mode opératoire. Nous aeéfestivement rencontré des difficultés
guand a la solubilisation du lyophilisat de 'enzymolée acheté chez Sigma. Celle-ci formait
tres souvent des agrégats dans le produit de §shitlmn utilisant la solution tampon. Devant
cette difficulté, nous avons décidé d’abandonnemmi&hode colorimétrique de Fiske &

Subbarow pour une technique enzymatique plus dengilisant la luciférase.
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3.1.3. Larésonance plasmon de surface
L'existence possible d’'une interaction entre l'ifise et la pompe Na,K-ATPase est étudiée
grace au systeme BIACORE. Il analyse les interastianoléculaires par résonance
plasmonique de surface (RPS), méthodologie origird# mesure d'interactions entre les
moléculegMarkey, 1999].
Le systéme BIACORE permet de mesurer en temps réel, et sans margpegifique, les
caractéristiques d'interaction entre deux molécsalesune surface biospécifique. Pour cela,
une des molécules (le ligand) est immobilisée awsurface " sensor " et l'autre (I'analyte) est
injectée. Le principe (figure 37) de détection [BRIPS est basé sur la quantification des
changements de l'indice de réfraction prés derfasiliés a la variation de masse, a la surface
du biocapteur, due a la formation et a la dissmriaies complexes moléculairgsagerstam
et al., 1992] En effet, lorsqu'une lumiére monochromatique @tansée arrive a l'interface
entre deux milieux d'indice de réfraction difféenét que cette interface est recouverte d'une
fine couche métallique, l'intensité de la lumiegfléchie est nettement réduite pour un angle
d'incidence patrticulier : 'angle de résonance.uei varie notamment en fonction de l'indice
de réfraction, donc en fonction de la masse degcentds situées au voisinage de la surface.
Par conséquent, un suivi de l'angle de résonanderstion du temps permet de suivre en
temps réel I'association et la dissociation emtilgghnd et I'analyte.
Le signal obtenu est enregistré : c'est un sermonge (Figure 38). Il est quantifié en unités de
résonance (RU). Une variation de 1000 RU corresgond déplacement de I'angle de 0.1° et

équivaut & une fixation de 1 ng de protéine parfiftich et al., 2001; Nguyen eal., 2007]

Unité de détection
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Figure 37 : Schéma explicatif du principe de débegpar résonnance plasmonique de surface
[Nguyen etal., 2007]
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résonance (RLU)

Injection Fin de l'injection

Figure 38 : Schéma de principe du BIACORE, sensongre associant le phénomene
biochimique a la surface du capt¢gdNguyen etal., 2007]

La molécule A (ligand) immobilisée, est représergaerouge, et la molécule B (analyte) est
représentée en vert. Le sensorgramme est générdleamposé de 4 phases.

La phase de ligne de base correspond a une imedgotampon de course sur la surface
immobilisée en molécule A. La phase d’injection eststituée par l'injection de I'analyte B
sur la surface avec le phénoméne d’associationujasgturation, puis vient la phase de post-
injection correspondant a une injection de tampanla surface provoquant une dissociation
des molécules. Enfin la phase de régénération paetendissocier totalement les complexes, et

de revenir a la ligne de base initiale, gracergdition d’une solution régénérante.

Au cours de notre étude le systeme BIACORE a mdi@xéstence d’'une interaction directe
entre l'insuline et la pompe Na,K-ATPase. Cetteeriattion s’exercait sur 'enzyme lorsqu’
elle été captée avec un anticorps anti-sous-anit&is aussi sur lorsqu’elle été captée avec un
anticorps anti-sous-unitg. D’ailleurs I'analyse des données cinétiques natune liaison
préférentielle de I'insuline sur I'enzyme lorsquadle-ci est capturée par I'anticorps anti-sous-
unitéB. Il est a noter néanmoins que cette étude a élis&é avec une enzyme isolée ayant par
conséquent une conformation probablement différeletecelle contenue dans la membrane
plasmique. Par ailleurs la digoxine se lie a azigne uniquement lorsque cette derniere est

captée par un anticorps anti sous-unitéCela est certainement di a I'absence d’ATP dans |
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solution tampon. En effet la molécule d’ATP estessaire a la liaison de la digoxine sur la
sous unité alphfMatsui et al.,1967 ; 1968 ; Schwartzt al.,1968]

3.2. La culture cellulaire
Parallelement aux expérimentations sur I'enzymééésonous avons étudié les effets de

I'insuline sur la Na,K-ATPase présente dans unrenviement cellulaire : le cardiomyocyte.

3.2.1. Choix du modéle
Le cardiomyocyte isolé a partir des cceurs de mtligs et nouveaux nés), est utilisé car |l
représente le modéle cellulaire le plus adaptétade des phénomeénes de cardiotoxicité. Cette
préparation a ainsi permis de fournir des donnaeescomportement de l'insuline incubée en
présence de cardiomyocytes soumis a une agresaiota mligoxine agissant sur la Na,K-
ATPase.
Le recours aux cultures de cardiomyocytes est teygeémportante dans I'évaluation de la
cardiotoxicité et du potentiel thérapeutique quesliline pourrait avoir face a une intoxication
a la digoxine. Le modele du cardiomyocyte en caltoe peut cependant prétendre a une
extrapolation au cceur, qui est soumis a diversdisieilces vasculaires, nerveuses et
humorales. Toutefois, ce modeéle cellulaire perm&tvair un reflet assez proche du
comportement des cardiomyocytes se trouvant dangahe sain et pathologigfidthias et
al., 2006]
Au cours de notre travail le cardiomyocyte a peraesconfirmer une fois de plus l'effet
cardioprotecteur de l'insuline face a une intoXaaftpar la digoxine. Par ailleurs, au cours des
études d’'immunocytochimie, nous avons pu mettreéeidlence que cet effet bénéfique

s’exerce par la liaison de I'insuline aux sous-éside I'enzyme cible du digitalique.

3.2.2. Etude par cytométrie en flux
L’effet bénéfique de l'insuline sur les cardiomytey (et les cellules MODE-K) est évalué en
fonction de la potentialité a protéger I'entrée delules en apoptose précoce lorsqu’elles sont
mises en contact avec la digoxine. La mise en éacelele cet effet a été observé au moyen de
la cytométrie en flux qui mesure le pourcentagecelules entrées en apoptose précoce en
présence de DIOL(fluorochrome : 3,3—dihexyloxacarbocyanine iodidémission dans le
vert). Ce fluorochrome est une molécule lipophilé ftuoresce en vert. Lorsque la cellule est

viable, la charge négative établie par le potemiembranaire mitochondriabym) permet a
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ce fluorochrome chargé positivement de s’accumdéers la membrane lipidique. Dans les
cellules apoptotiques, le potentiel mitochondrlalte[Zamzami etal., 1996; Hu etal., 1999;
Murugavel et al., 2007; Tu etal., 2007] et cela de maniere tres précoce. Les cellules me so
donc plus marquées par le Dig)@t par conséquent, le fluorochrome ne peut paccsmuler
dans la membrane. On observe ainsi une diminut®nadfluorescence qui est mise en
évidence par cytométrie en flux.

C’est ainsi que nous avons pu mettre en évideno®as de nos travaux un effet bénéfique de
I'insuline sur les cellules lors d’'une intoxicatipar la digoxine. Cependant nous n’avons pas
observé d'effet propre de I'ouabaine. Cela estagetnent di a I'existence, pour I'ouabaine,
de sites de liaisons de haute et base affinitésivaau de I'enzyme. Il a également été établi
que sur des cellules en condition de stress I'donabavait un effet protecteur. Dans notre étude

le stress provenant du traitement et de I'expértatem réalisée sur ces cellules.

3.2.3. Etude par immunocytochimie
L'immunocytochimie réalisée par la microscopieuofescence permet d’étudier la dynamique
du cytosquelette. Pour cela les structures d'itdésdnt rendues fluorescentes par liaison
covalente avec un fluorophore (ou fluorochrome).
Dans notre travail la microscopie a fluorescendksatle microscope inversé Axiovert. Ce
microscope est équipé de 4 objectifs (grossissentent 10x ; 40x et 63 x) et de 4 filtres pour
la fluorescence (FITC, Rhodamine, DAPI, Cy5). i pgoté a I'aide d’un logiciel Axiovision
couplé au module Apotome. Ce dernier permet deéss¥ades sections optiques d’un objet en
utilisant le « principe de la projection sur grile qui consiste a effectuer trois photos
consécutives en décalant a chaque fois la grikedBement. Les trois coupes sont recombinées
pour donner une image de qualité confocale.
Ce microscope est un dispositif qui permet de Isealdes molécules spécifiques dans le
contexte cellulaire.
C’est ainsi que nous avons pu observer gu’'a laepeesde l'insuline 'immunoréactivité de la
sous-unitén; est augmentée au niveau de la Na,K-ATPase deoggrocytes nouveaux nés
soumis au stress toxique de la digoxine. CetterghBen a été permise grace au systeme de
traitement d'images ApoTome Zeiss.
Au cours de notre étude nous avons marqueé le nograle DAPI, la-smooth muscle (qui lie

I'actine) par le Cy5 et les antil et31 respectivement par le FITC et la Rhodamine.
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Cette technique a été réalisée sur des cardiomg®aye rats nouveau né, traités selon
différents schéma :

- en présence de la digoxine (ou de I'ouabaindpsead® M,

- en présence de l'insuline seule &10g/ml,

- en présence de la digoxine (ou de I'ouabain€)%M plus de Iinsuline & 16 mg/m,
Ces différentes conditions ont été réalisées ardifits temps (60 min et 24h).
Les données montrent que la digoxine, I'ouabain&nsuline, indépendamment les unes des
autres, diminuent 'immunoréactivité tandis queteeerniere augmente uniquement lorsque

les cardiomyocytes sont incubées pendant 24h eempcé de digoxine et d’insuline.

3.3. Difficultés et limites
3.3.1. L’activité Na,K-ATPasique

La difficulté de cette étude était d’attribuer tagsures d’activités obtenues spécifiquement a
la pompe Na,K-ATPase. Or au niveau des cellules E@®D l'activité mesurée par la
technique de Fiske & Subbarow donnait des vala@s lhasses. Une des explications a ses
résultats pourrait étre le faible contenu en poMpegK-ATPase sur cette lignée. Nous avons
alors mesuré l'activité de la Na,K-ATPase directetmau niveau des cardiomyocytes et
observé que les valeurs d’activités obtenues ét#ies élevées sans qu'il soit possible d’en
extraire I'activité propre a la pompe. En effet, masence de la digoxine censée diminuer la
part d’'activité spécifigue a la Na,K-ATPase, leseues d’activité mesurées étaient toujours
élevées. Cela suggere gu’une faible part de I'métimesurée est liée a la Na,K-ATPase ; le
reste de l'activité étant celui des autres ATPasemsnbranaires (Ga ATPases, H/K-
ATPases...). Face a ces éléments nous avons choisradailler sur I'enzyme isolée.
Cependant nous nous sommes heurtés a des probtEmeslubilisation mais aussi a des
différences dans la qualité de I'enzyme entre iégrdnts lots recus du fournisseur. C’est
pourquoi nous avons finalement fait le choix de unessl’activité de la Na,K-ATPase par une

technigue enzymatique.

3.3.2. Source enzymatique
Les études effectuées avaient pour cibles d’acliorNa,K-ATPase. Or celle-ci pouvait
présenter une structure modifiée selon le miliensdeequel elle se trouvait. En effet, la
conformation tertiaire de I'enzyme isolée présaniesolution et celle intégrée a la membrane
plasmique cellulaire sont difféerentes. La maniesatd’enzyme se déploie et interagit avec les

forces environnementales peut influencer I'accés difiérentes régions de la Na,K-ATPase.
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Dans la membrane plasmique I'enzyme présente unfrooation quaternaire qui est donc
différente de sa structure tertiaire. Ainsi la d@m aux sous-unitég et 3 sera fortement

conditionnée par ces différentes conformationsiaiest

3.3.3. Nature de l'isoforme

Les isoformes des sous-unités de la pompe Na,K-88,Psnt fonctions du tissu dans lequel il
se trouvent. Ainsi I'isoforme retrouvé dans le cqeeut-étre différent de celui isolé dans le
cerveau etc... Or dans notre travail nous avons @tiedi interactions avec la pompe Na,K-
ATPase provenant de différentes sources. L’enzysuk&e et purifiée provient du cortex de
porc, tandis que celle présente dans les cultuedlslaires provient des coeurs de rats
(cardiomyocytes) et des cellules entérocytairegatie (MODE-K). Ces origines différentes
peuvent également avoir influencées la liaison desanticorps (anti+ et 3;) utilisés pour

révéler le type et le site d’interaction.

Au niveau de la mise en évidence des sites d’astil@nl'insuline sur la pompe Na,K-ATPase,
nous avons obtenu des résultats différents selométaode expérimentale utilisée. Ainsi avec
le western-blot I'insuline semble agir préférefémient au niveau de la sous-unitétandis
gu’en immunocytochimie les résultats semblent indiqune interaction préférentielle avec la
sous-unité;. Au niveau du BIACORE, on constate une fixationles deux sous-unités, avec
toutefois une affinité plus forte spx.

Ces résultats restent néanmoins a confirmer p#lidation d’'un témoin négatif. Dans notre
étude, celui-ci est préparé en dénaturant I'insudivec du beta-mercapthoethanol associé a une
digestion enzymatique par la protéinase K. D’aibenous I'avons utilisé au cours de I'étude
d’immunocytochimie. L’insuline dénaturée perd séfete modulateurs. On observe en effet

aucune action protectrice lorsqu’elle est assocéen traitement a la digoxine, ni de

manifestations liées a ses effets propres.

3.3.4. Les concentrations des molécules utilisées
Les concentrations utilisées au cours de notraiirant été définies par rapport aux différentes
sources enzymatiques. En effet, au niveau desaraydicytes, selon qu'’ils soient issus de rats
adultes ou de nouveaux nés, ils avaient une sétésithifférente a la digoxine, I'ouabaine et a
I'insuline, d’'ou les différents schémas utilisésua@t a la concentration en ouabaine, nous

avons choisi d'utiliser la méme que celle utiliggaur la digoxine ceci afin de comparer les
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effets entre ces deux molécules qui sont toutes des inhibiteurs da la Na,K-ATPase. I
aurait été cependant intéressant d’utiliser uneceatnation en ouabaine différente afin de

s’affranchir de son affinité plus forte vis-a-vis Benzyme.

Malgré les difficultés rencontrées lors de ces @&sud vitro, un effet protecteur de
I'insuline a été mis en évidence a la fois surdigne isolée et sur le cardiomyocyte, les deux
modeles étant complémentaires. L'avantage de laureulréside dans les réponses
fonctionnelles du cardiomyocyte, qui sont directemattribuables a la cellule musculaire
cardiaque. En effet, la Na,K-ATPase purifiée etiésp présente un effet qui ne tient pas
compte de I'environnement structurale de la celldéanmoins, il existe une corrélation forte
entre les résultats de ces modeles : l'insulinebsamh agire directement sur la Na,K-ATPase,
et cette liaison contribuerait en partis a la agvditection observée lors de l'intoxication a la
digoxine.
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CONCLUSIONS - PERSPECTIVES

Sur la base d’'une observation clinique, suggémmtoksible effet cardioprotecteur de
I'insuline lors d’une intoxication aigué grave a diggoxine, notre travail c’est intéressé a
étudier cet effet au niveau expérimental, a la @@ss un modeélen vivo (chez le rat) mais

également eex vivo(culture cellulaire) ein vitro (enzyme isolée).

Aucun travail expérimental, qu’il soit clinique dondamental, n’est décrit dans la littérature
ayant étudié l'effet d’'une perfusion d’insuline-ghse en traitement d’une intoxication a la

digoxine.

Ainsi, malgré I'absence de modele expérimental srewons mis en évidenge vivo dans un
modele de rat adulte que la perfusion d’insulingzgke exerce un effet bénéfique et
cardioprotecteur lors d'une intoxication aigué adigoxine. Cet effet cardioprotecteur s’est
manifesté par un retard dans le délai d’appariti@s troubles cardiaques et par une
augmentation de la durée de survie des animauxrditement a I'insuline-glucose semble
également avoir une action sur le type de troublsliaques qui apparaissent, aucun bloc
auriculo-ventriculaire (BAV) n’a été constaté. Lénéfice observé a été identique lors d’'une

utilisation du traitement en pré et en post-tragata l'intoxication a la digoxine.

Au cours de notre étude nous avons utilisé un podéoconstitué d’insuline et de glucose
tandis que dans la littérature le protocole eughiegyperinsulinémie utilisé était
classiquement la triade « glucose — insuline —gsotian » ou GIK. En effet ce « cocktail » est
a la base du traitement utilisé lors de différeimésxications aux cardiotropes mais également
dans le traitement de I'hyperglycémie au cours’idéatctus du myocardgGrimaldi A et al.
2003} L’injection de forte dose d’insuline (correspontia un hyperinsulinisme) va par son
action accroitre la durée de I'hypoglycémique. €t de I'insuline est par ailleurs souvent
accompagné d’'une hypokaliémie de trandfepiller, 1998 ; Mégarbane etl., 2005]

L'intérét de ce protocole s’appuie sur les proggétnotropes positives de l'insuline qui
favorise I'entrée du glucose, du potassium maisialis calcium dans le myocyte. Cette action

est particulierement utile lors d’intoxications @&rtains cardiotropes (par exemple les
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inhibiteurs calciques) qui sont responsables dehibition des canaux calciques, d'une
hyperglycémie et d’'une acidose lactique.

En effet plusieurs observations cliniques ont monfficacité du protocole GIK dans les

intoxications par inhibiteurs calciques. || mangaecette nouvelle thérapeutique plusieurs
études multicentriqgues permettant de conforterelgmirs fondés par le GIK, d’en définir la

place dans I'arsenal thérapeutique, les doses éulegtes de traitement.

Néanmoins dans notre modele d’étude d’intoxicatiercomposé toxique est représenté par la
digoxine, connue également pour provoquer des kghémies témoins biologiques d'une
imprégnation digoxinique sur I'organisme intoxiqu&'est pourquoi le protocole, dans la
composition du cocktail employé doit égalementrteampte du type de toxique a traiter.

A travers cela se pose également la question gesfgonsabilité de I'effet bénéfique. En effet
parmi les éléments contenus dans le protocole imesglucose+ potassium, quelle est la
substance indispensable et permettant d’induire clrdioprotection: s’agit-il de
I'hyperinsulinisme, de I'euglycémie ou alors detanbinaison des deux ?

De nombreuses études cliniques et expérimentalésmamtré l'incidence bénéfique de
I'insuline-glucose (x potassium) sur la récupématotu myocarde soumis a des contraintes
ischémiques. Cette association diminuerait lesindt® métaboliques et fonctionnelles
responsables de certains troubles.

La premiere hypothese a l'origine de I'intérét depkrfusion insuline — glucose — potassium
lors d’un infarctus du myocarde chez le non-diahg&tj a été I'amélioration du métabolisme du
cardiomyocyte ischémigy&rimaldi A et al., 2003}

Parmi les études expérimentales certaines ont déénajue l'effet cardioprotecteur de
I'insuline était secondaire a 'activation d’'unesdenies de signalisation intracellulaire passant
par I'activation de la PKB et de la PI3 kinase. idfas ont noté chez le rat que l'effet anti-
apoptotique de linsuline sur les cellules myooguéis ischémiques, était secondaire a

I'activation par I'insuline de la NO synthase awmgmentation de la production de NO.

Au niveau moléculaire, I'insuline a été étudieezxhepatient en réanimation. Il a été observé
gque son action est meédié via au moins deux typesméeanismes : diminution de
'inflammation liée a I'accumulation d’acides gréibres dans les tissus dans un contexte
d’'insulinorésistance et diminution de la productiate radicaux libres induits par
I'hyperglycémie. Il a également été démontré gadministration d’insuline semblait agir en

dehors de ses effets sur le métabolisme du glueosdiminuant significativement la taille de
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I'infarctus lors de la reperfusiofirgaud L et al., 2004] L'insuline agit donc de multiples
manieregAndreelli F et al., 2006 ; Orban JC etal., 2006] en réduisant la toxicité des dépbts
lipidiques pathologiques (foie, muscle squelettjqredlule R-pancréatique) et les phénomenes
de glucotoxicité. Par ailleurs des travaux ont sugdincidence favorable du glucose dans un
modeéle in vitro reproduisant une séquence « Isoldteperfusion » sur le cardiomyocyte
[Tissier C etal., 2005}

Il semble toutefois que l'effet bénéfique de I'ifiea soi nécessairement associé a celui du

glucose de part la nature méme des effets de limesu.

Faisant suite aux résultats obtenus au cours teléén vivo, nous avons orienté nos travaux
vers une explication moléculaire du mécanisme wobactde I'effet cardioprotecteur de
l'insuline. Ce travail nous a permis d’apporter ddements en faveur d'une interaction
« directe » entre insuline et la digoxine sur |IgNATPase. Cette action directe de l'insuline
sur I'enzyme pourrait permettre un effet protectspécifique par rapport aux effets déléteres
de la digoxine. Cette action de l'insuline est @@@ment une synergie ou une résultante des
effets directs et indirects. Ces derniers ont é®&its dans la littérature comme exercant leurs
actions via plusieurs mécanismes : des phénomeém@gues, de transcription et/ou de
phosphorylation au niveau intracellulaire.

Les étudesn vitro ont été réalisés au moyen de différentes techaigypérimentales, chacune
contribuant par sa spécificité a la démarche stigue précisant la nature et le site
d’interactions entre l'insuline et la pompe Na,KfAdse.

L'ensemble de ces techniques forment un faisceaargdinent en faveur du role
cardioprotecteur de l'insuline lors d’'une intoxicat aigué a la digoxine. Celui-ci s’exerce par
action de l'insuline au niveau de la pompe Na,K-A3®. Il reste néanmoins a confirmer de
maniere exacte le site de liaison de l'insulinenaeau de cette enzyme.

C’est ainsi qu’au niveau de I'enzyme isolée, lahmde de mesure de I'activité de la Na,K-
ATPase (test a la luciférase) a permis de metti&vatence que I'insuline empéche I'inhibition
induite par la digoxine. Il reste néanmoins a catgslces données par la mesure de I'activité
de la Na,K-ATPase a la présence d’insuline sewdév@ ou dénaturée), puis en concomitance
avec I'ouabaine.

Le western-blot et la technique BIACORE ont perquant a eux de conclure a une interaction
directe entre l'insuline et les deux sous-unii¢®t 3; de I'enzyme provenant du cerveau de
porc. Toutefois au niveau de la mise en évidensesdes d’actions de I'insuline sur la pompe

Na,K-ATPase, nous avons obtenu des résultats e@iffeérselon la méthode expérimentale
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utilisée. Ainsi avec le western-blot 'insuline dela agir préférentiellement au niveau de la
sous-unitéB; tandis qu’en immunocytochimie les résultats sentbiediquer une interaction
préférentielle avec la sous-unii¢. Au niveau du BIACORE, on constate une fixation lss
deux sous-unités, avec toutefois une affinité fbue surps.

Ces résultats restent a confirmer et a complétefygdisation notamment d’un témoin négatif
(insuline dénaturée).

L’'analyse par western-blot des bandes de protémaesférées et marquées au niveau de la
membrane de transfert nécessite par ailleurs ungécaéon des dépdts. Il s’agit notamment
d’utiliser un témoin interne permettant de normalifes expériences afin de confirmer la
présence, lors de la réalisation du western-blat)y dépét de méme quantité de protéine dans
chacun des puits. La protéine communément utilksteant de témoin interne de dépbt est
I'actine (ou la tubuline) dont la concentration dé@e ne devrait pas varier entre les différents
puits (échantillons) du gel.

Afin de vérifier la présence, au niveau des diiiées bandes du gel, de la digoxine et de
I'insuline des études complémentaires semblent ssaies. Celles-ci consisteront en une
extraction des différentes bandes sur les quebes procéderons a une extraction des dites
molécules (digoxine et insuline). Le contenu dexttait sera ensuite analysé par
chromatographie HPLC afin de déterminer la présenceon des ces substances.

Quant aux résultats obtenus avec la technigue BREQOes doses de digoxine étudiées,
représentaient une gamme de concentration assaieéL’est pourquoi celle-ci devra étre
élargie avec de forte concentration, permettangi ale mettre en évidence I'existence d’un
eventuel effet dose/réponse. En effet lors de ngmrémentations nous n’avons constaté
d'effets qu'avec la plus forte concentration uélis(10° M). Cet élargissement de gamme de
concentrations devra concerner a la fois la digoxmais également I'ouabaine et bien

evidement I'insuline (native et dénaturée).

Néanmoins ces données sur I'enzyme Na,K-ATPadéeisestent trés spécifiques et ne sont
d’ailleurs pas transposables a la pompe intégréeaellule entiere au niveau de la membrane
plasmique. C’est pourquoi des étudesvivoont été réalisées aux niveaux de deux modeéles
cellulaires (MODE-K et cardiomyocytes). L'une (IBBODE-K) lignée cellulaire facilement
cultivable, a permis de mettre au point le protecaxpérimental. La seconde (le
cardiomyocyte) plus complexe, est une culture prienqui représente le modele cellulaire le
mieux adapté a I'étude des phénomeénes de cardigtesxi Cette culture permet d’étudier les

effets de linsuline, incubée en présence de cargixytes soumis a une agression par la
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digoxine, au niveau de la pompe Na,K-ATPase. Ereteflutilisation de cultures de
cardiomyocytes est une étape importante dans Uétiah de la cardiotoxicité et du bénéfice
thérapeutique que l'insuline pourrait avoir faceirge intoxication a la digoxine. Ce modele
cellulaire permet d’avoir un reflet assez similadie comportement des cardiomyocytes situés
au niveau de l'organe sain et pathologiffnias et al., 2006]

Notre travail a d’ailleurs permis de confirmer gré& [I'utilisation du cardiomyocyte I'effet
observéin vivo, a savoir un effet cardioprotecteur de l'insulfaee a une intoxication par la
digoxine. Par ailleurs, au cours des études d’inooytochimie, nous avons pu mettre en
évidence que cet effet bénéfique s’exerce pardmsdh de l'insuline aux sous-unités de
I'enzyme cible du digitalique. En effet, au niveallulaire, I'immunocytochimie couplée a la
technique ApoTome ont permis de montrer que lordguzyme est ancrée a sa membrane
plasmique linteraction entre I'insuline et la NaATPase, en présence de digoxine, s’effectue
au niveau de la sous-unitg . celle-ci appartenant a la Na,K-ATPase d'une celodsdiaque

(le cardiomyocyte).

Il reste a confirmer ces résultats par I'étude’eifelt de I'insuline dénaturée aux niveaux des

cardiomyocytes néonataux a la présence de digetide 'ouabaine.

Enfin I'analyse par cytométrie en flux réalisée s cardiomyocytes et les cellules MODE-K
confirme les donnée# vivo sur I'apport bénéfique protecteur de linsulinecdaa une
intoxication a la digoxine. Au cours de l'analysar gytométrie en flux, le groupe témoin
semblait présenter un taux assez important deleeio apoptose. Afin de vérifier I'état
cellulaire et la présence plus ou moins élevée alriles apoptotiques dans I'échantillon
témoin, une quantification au moyen d’autres arysmunocytochimique devra étre réalisé.
L’'apoptose peut étre en effet détecté en utilisdes marqueurs membranaires tel que
'annexine V. La membrane plasmique des cellulgscies est une bicouche lipidique
composeée de phospholipides distribués asymétriguieRarmi ceux-ci, la phosphatidylsérine
est localisée sur le feuillet interne de la memérafasmique et possede une forte affinité
spécifique pour l'annexine V. La membrane plasmigs¢ naturellement imperméable a
'annexine V, et sa fixation a la membrane celi@daraduit une détérioration de celle-ci (la
translocation de la phosphatidylsérine sur le Feuiexterne de la membrane plasmique,
processus apoptotique précoce ; perméabilisatioruaale la membrane plasmique lorsque la
cellule est nécrotique). L'analyse en cytométridlex des cellules apres double marquage par
I'annexine V couplée a un fluorochrome (le FITC)patr I'iodure de propidium (IP), utilisé

comme indicateur de la perméabilité membranairmpede différencier trois phénotypes : les
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cellules viables (annexine V—, IP-), les cellulps@otiques (annexine V+, IP-) et les cellules

(secondairement) nécrotiques (annexine V+, IP+).

Il est également important de noter que lors degtedesn vitro, les anticorps dirigés contre
les isoformes cibles des sous-unitése([3) ne sont peut étre pas appropriés a 'ensemble des
modeles. La différence des isoformes contenus tEmglifférentes sources d’ou provient
I'enzyme (isolée ou cellulaire) doit également dtodner le choix des anticorps.

En effet, selon que I'on soit dans le cortex ousdienmyocarde les isoformes principalement
isolés et dont I'expression est majoritaire, netgmas tout a fais identiques. Au niveau du
cerveau l'isoforme de la sous-uniiémajoritairement isolé est le type3, concernant la sous-
unité 3 I'isoforme principalement isolé est 8. Par contre, au niveau du cceur, les principaux

isoformes majoritairement retrouvés saidtetf31 respectivement pour la sous-uratét 3.

Ainsi pour une meilleure spécificité d’action destieorps sélectionnés, il faudrait que
'enzyme sous sa forme isolée et contenue dansnuimoenement cellulaire soit identique.
Dans notre travail la pompe Na,K-ATPase serait usteement d’origine cardiaque ou
corticale. Cela permettrait de retrouver les mésaformes des sous-unitéset 3 et donc de

pouvoir utiliser les méme anticorps.

Sur le plan fondamental le travail pourrait se paiure par un approfondissement des
mécanismes d'interactions de l'insuline avec la perNa,K-ATPase ; cela afin d’'identifier de
maniere plus précise le(s) site(s) d’action(s) 'desdline sur cette enzyme et de connaitre
également l'influence que pourraient avoir les asofes et la source enzymatique sur cette
liaison. Au cours de ces expérimentations, il s$eiaiéressant de tester différentes
concentrations de I'ouabaine sur I'enzyme isolésuetles cellules afin de pouvoir expliquer
I'absence d’effet de I'insuline en présence deeceil Afin de confirmer que les effets sont

propres a I'action de l'insuline, le témoin négagfait associé a chacune des expérimentations.

Le site de la liaison de I'insuline sur la Na,K-Adge reste donc a déterminer avec précision.
La confirmation du mécanisme d’'action de linsulipermet d’envisager de nouvelles
applications thérapeutiques dans le domaine deokegiion cardiovasculaire : utilisation en

cardioprotection contre des substances arythmogé@eHe liaison ouvre également la
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perspective de développer des ligands spécifiguesce site avec des applications

cardiologiques...

D’autres méthodes expérimentales peuvent serviuséfier I'existence d’une interaction
directe entre linsuline et la pompe Na,K-ATPaseneU méthode faisant appel a

I'électrophysiologie de la pompe peut-étre mises:@mnofit.

En effet la principale fonction physiologique du sule cardiaque est de nature contractile.
Cette fonction est intimement liée aux propriétéectéophysiologiques de ses cellules : en
effet, l'activité électrique précede et déclenchetivité contractile de la cellule cardiaque. Les
propriétés électrophysiologiques de ces cellulEveat en grande partie de la perméabilité de
la membrane plasmique aux ions. Celle-ci étantrassaux moyens de canaux ioniques mais
également par des structures protéigues transmaanit@s telles que les pompes ioniques
consommatrices d’adénosine triphosphate (ATP) mgke la pompe Na,K-ATPase.

Les cellules cardiaques sont des cellules excaald@st-a dire qu’elles sont capables de
générer un signal électrique en réponse a une lgtilou d’intensité suffisante. Dans le coeur
cette réponse est le potentiel d’action. Ce phémemésulte d’'une perméabilité de certaines
especes ioniques donnant lieu a l'apparition d'difiérence de potentiel entre l'intérieur et
I'extérieur de la cellule.

La pompe a sodium, Na,K-ATPase qui n’est pas ualdanique, assure un transport actif (par
consommation d’ATP) d’ions a travers la membrarlkilegre. Deux ions potassiques entrent
dans la cellule pour trois ions sodiques sortamitsasl total un courant sortant repolarisant. La
pompe a sodium intervient a la fin du potentielctian et tend a hyperpolariser la membrane.
Elle est activée en cas de surcharge sodique éllnbaire. La Na,K-ATPase génere, en fin de
potentiel d’action, un courant sortanisk) qui est hyperpolarisant rétablissant les gradieet
concentration ionique permettant la répétition 'detivité électrique c’est a dire du potentiel
d’action. Ce dernier étant caractérisé par qudies@s successives : la phase 1 correspond a la
repolarisation, la phase 2 a la dépolarisatiorpHase 3 a une hyperpolarisation et enfin la
phase 4 qui correspond au retour du potentiel desteCelui-ci étant récupéré grace a la
pompe Na,K-ATPase qui installe un gradient de comagon de part et d’autre de la
membrane plasmique. La pompe est dite électrogandecbilan des charges transportées
(sortie de 3 Naet entrée de 2 ¥ n’est pas nul. Ce transport contribue a la foiomat’une
différence de potentiel transmembranaire, créantaurant qui est alors mesural\éasilets

etal., 1992]
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La Na,K-ATPase assure le maintien, a l'intérieudadeellule, d’'une faible concentration en
sodium et d'une forte concentration en potassiumsiagu’une polarisation des tissus
excitables ou contractiles : la dépolarisatioragilpolarisation correspondent respectivement a
une entrée de sodium et une sortie de potassiumall&ATPase permet de rétablir I'eéquilibre
ionique antérieur et donc la polarité de la cellule

Or, l'enregistrement des courants ioniques dans ceikile cardiague isolée et celle de
I'activité d’un canal transmembranaire est posgilslela méthode dpatch clamp

Il s’agit d’isoler électriquement une partie infinde la membrane cellulaire a l'aide d’'une
pipette de verre dépoli trés fine appliguée sumkmbrane. Différentes configurations sont
possiblegSauvé, 1987]qui permettent a I'expérimentateur d’étudier : deitcourant global
(ou macroscopique), provenant de toute la populaties canaux ioniques activés dans une
cellule pour un potentiel donné ; soit le courdetréentaire (ou microscopique), conseéquence
de l'activité d’une protéine-canfBabuty et al., 2008] Le patch clamppermet d’analyser le
couplage entre canal ionique et stimuli externas.v@ pouvoir, grace a cette technique du
patch-clamp sur la pompe Na,K-ATPase, étudier émitons de courant qu’elle provoque au
sein de la cellule lorsque I'enzyme subit un stinpilarmacologique. Ainsi, aprés que le
courant de base gu’elle génére dans des condibysiologiques ait été identifié et mesuré,
on soumet cette pompe a différentes conditions rerpétales. L'enzyme sera traitée par
différentes substances pharmacologiques qui varsi @rovoquer en son sein des variations
d’activité du courant de la pompe. Et selon quederant électrique généré par la pompe est
similaire ou non a son activité éléctrophysiologigla substance mise en jeu aura des

propriétés simulatrices ou inhibitrices de I'enzyme

Sur le plan clinique notre travail, associé auxrams cliniques sur I'apport bénéfique de la
perfusion d’insuline-glucose lors des intoxicatiansx béta-bloquants et aux BCC, pourrait
contribuer a reconsidérer la place de la perfudiorsuline-glucose comme alternative dans la
prise en charge de l'intoxication aigué par la dige. Ceci notamment quand l'utilisation de
Fab (d'anticorps anti-digoxine) n'est pas possible souhaitée. En effet, la perfusion
d’insuline-glucose en comparaison aux antidotesifigges, est un traitement peu colteux
disponible dans tous les Hopitaux utilisant deggdes usuelles ne nécessitant pas d’'études
toxicologiques complémentaires. En cas de preuveoteefficacité, ce traitement pourrait

notamment s’étendre aux pays en voie de dévelopgeme
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Par ailleurs, au cours de ce travail nous avonsamigoint un modeéle expérimental sur le
cardiomyocyte et développé un outil d’analyse potnservir a I'étude de deux phénomeénes
bien que ces derniérs semblent ne pas faire imerlaepompe Na,K-ATPase :

- En effet ce travail constitue un modéle expéritaed’étude pour d’autres cardiotropes tels
que les inhibiteurs des canaux calciques, les létaiants et les anti-arythmiques de classe |
(flécain€). Ces molécules présentent en effet comme la digogbien que la cible soit
différente) une action sur le myocarde. Par aiflels traitement de lintoxication due a des
béta-bloquants et a des inhibiteurs de canauxquedsi a fait appel dans des observations
cliniques a I'utilisation de l'insuline-glucod&erns et al., 1997 ; Blais, 2001 ; Yuan eal.,
1999; Boyer etal., 2002 ; Megarbane etal., 2004] Cette approche est d’autant plus
importante qu’il n'existe pas actuellement pour oesdécules d’'antidote spécifique, rendant
ainsi leur intoxication aigué trés souvent mortelle

- Ce travail permettra également d’apporter uniegde supplémentaire aux études cliniques et
expérimentales déja réalisées, quant a l'impackinguline sur le cardiomyocyte soumis a
I'environnement toxique que représente I'hyperghgime Deux études cliniqug¢salmberg et

al., 1997 ; Van den Berghe eal., 2001] ont clairement démontré qu’'une insulinothérapie
intensive, qui a pour but de normaliser les glyanaugmente la survie, réduit les durées
d’hospitalisation et diminue significativement &lie de I'infarctus du myocarde, ceci grace a
une amelioration du métabolisme du cardiomyocytkémiquegArgaud et al., 2004 ;Wael et

al., 2003} D’autres travauxColeman etal., 1989]ont également démontré que l'insuline et le
glucose amélioraient l'index cardiaque chez degemtat en choc cardiogénique aprés un
pontage coronarien. Par ailleurs l'insulinothérapieninue la mortalité, et préviendrait
I'apparition des différentes complications en relatavec les hormones de stress chez le
malade en réanimatidingels etal., 2006 ; Capes eal., 2000 ; Bouraoui etal., 2005]

La pompe Na,K-ATPase semble également intervems dautres processus biologiques
notamment par l'interaction qui existe avec le pEpC et dans son implication dans les voies
de signalisation cellulaire.

A la découverte du peptide C, il a été admis, aphésieurs études, que ce peptide ne disposait
pas d’activité biologique particuliere et que senlgdle est sa participation a la synthése de
I'insuline. Cependant depuis une dizaine d’annéssiplrs études ont évoqué de nouveau le
peptide C comme une hormone peptidique active qiidee bioactif[Mavrakanas et al.,

2009] En effet il a été mis en évidence que la liaidarpeptide C a son récepteur atteint un
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plateau a des concentrations plasmatiques basSesn@/L) [Marques etal., 2004] d’ou une
probable saturation des récepteurs a la concemtratirmale du peptide C chez 'homme sain.
Cela est certainement a l'origine de la difficuli® mise en évidence d’'un rdle physiologique
du peptide C chez 'hnomme sain dans les étudegieuntés[Hoogwerf et al., 1986] En
revanche, dans une population ou la concentratiasnmatique en peptide C est effondrée
(animaux avec un diabéte expérimental ou des pattinbétiques de type 1) il a été décrit
I'existence d’'un effet de ce peptifi§oquist etal., 1998]

Ce peptide a réecemment été reconnu comme un ligandixant sur des récepteurs
membranairefRigler et al., 1999]

En général, les peptides bioactifs exercent leamstfons cellulaires lorsqu’une certaine partie
de leur molécule se lie de maniere spécifique suéaepteufWahren, 2004] Pour le peptide

C, les cing acides aminés de son extrémité C talmconstituent le segment responsable pour
son activitée[Ohtomo et al., 1998] Par ailleurs les expériences BRggler et al.,1999 ont
démontré I'existence d'un récepteur spécifique éptide-C couplé a une protéine G, qui
lorsqu’il est stimulé active ensuite des voies dgnalisations intracellulaires calcium-
dépendantes. Le résultat final au niveau cellulast la potentialisation de l'activité de la
pompe Na,K-ATPasg¢Othomo et al., 1996] Cette action a été observée dans les tubules
rénaux[Othomo et al., 1996] le nerf sciatique et les nerfs périphériq{fewrst et al., 2000 ;
Sima etal., 2001] les globules roug€gs-orst et al., 2000] et la branche ascendante épaisse
médullaire de I'anse de HerlEsimaratos etal., 2003]

L’action du peptide-C au niveau de la Na,K-ATPasmlsle faire intervenir des phénoménes
de phosphorylation. En effet le peptide-C se fixe i récepteur membranaire couplé a une
protéine G entrainant une augmentation du calcniragellulaire. Cette fixation du peptide-C
sur son récepteur entraine selon les protocoleériexgntaux soit une phosphorylation, soit
une déphosphorylation de la Na,K-ATPase; ces dmécanismes aboutissant a une
augmentation de I'activité de la Na,K-ATPd$eimaratos etal., 2005]

Le peptide-C entraine aussi une amélioration detdésse de conduction des nerfs sensitifs et
moteurs chez le rgfsimaratos etal., 2003]via un mécanisme medié par le NOotter et

al., 2003} En effet la concentration intracellulaire accrdie calcium stimule également
I'activité de la synthase endothéliale (eNOS) duinaxyde d’azote (NO) augmentant ainsi sa
production[Kitamura et al., 2003]

Ainsi la liaison spécifique du peptide-C sur la nieame plasmique induit un certain nombre

de réponses cellulaires dont 'augmentation dedacentration de G intracellulaire, la
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phosphorylation des MAPK (ERK1 et 2), l'activatide PKCa, et a terme I'activation de la
Na,K-ATPase et de la NO synthd3simaratos etal., 2005]

Parmi les effets observés lors d’'une admnistratiopeptide-C, il a été constaté une réduction
significativement I'hyperfiltration glomérulaire ra@i que la protéinurigRebsomen etal.,
2006] et augmentation de [utilisation du glucose et filuix sanguin musculaire. Ainsi
I'amélioration de la fonction rénale serait la adamsence de la stimulation de 'eNOS rénale et
de la Na,K-ATPase glomérulaif8joquist etal., 1998]

D’autres travaux ont également démontré I'existeddfets du peptide-C au niveau du
développement des Iésions vasculaires, notammenaction au niveau de la prolifération des
cellules musculaires lisses et, un effet pro-athe@mne qui a été observé chez les patients
diabétiques de type[Kurowska et al., 2008]

L’étude approfondie du mécanisme d’action du pepGdau niveau de la pompe Na,K-ATPase
semble ouvrir également des perspectives de déetopnt de thérapeutiques au niveau
notamment de pathologies rénales chez les dialestiftypes néphropathies) mais également

au niveau des certaines affections cardiovascslémérctus du myocarde).

La littérature récente suggere lI'existence de dgnaxipes de pompes a sodijKie et al.,
2002 ; 2003]Le premier est distribué de maniere aléatoireean de la membrane plasmique
et assure les échanges sodium-potassium absoluréeassaires a la vie de la cellule. Le
second se trouve dans les caveéoles et sembleipartians le contréle d’'un ensemble de voies
de signalisation liées a Src et au récepteur deFE

Les cavéoles sont des microdomaines enrichis ezrogiyyngolipides, cholestérol, caveoline
et autres structures impliquées dans la transdudieosignaux ou des protéines de signalisation
telles que la famille des Src-tyrosine kinaseethble que les pompes a sodium localisées dans
les cavéoles participent beaucoup moins aux éckaiogeques, et ce peut-étre en raison de
leur interaction avec la cavéolindliu et al., 2003]

Par ailleurs il a été mis en évidence que la lraide 'ouabaine au niveau de la pompe Na,K-
ATPase dans les cavéoles est associée a la madificu fonctionnement de diverses voies
de signalisatiorjLefranc, Mijatovic et al., 2008 ; Xie et al., 2003] En effet il a été observé
une activation (directe ou indirecte ?) de la Savpquant une phosphorylation des protéines a
activité tyrosine conduisant notamment a la tramsatton de récepteur aepidermal growth
factor (EGFR). L'ensemble de ces voies converge verstiVaiion de facteurs de

transcription : IR (Inositol 1,4,5-triphosphate), PLC (phospholip&e PKC (protéine kinase
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C), PI13-K (phosphatidylinositol 3-kinase), MARKitogen-activated protein kingsgtous ces
éléments jouant un rdéle primordial dans la pradifiém des cellules.

Il a également été mis en évidence que la liaison idhibiteur de la pompe Na,K-ATPase au
niveau de sa sous unitd diminue la concentration intracellulaire en ATdhs modification
significative des concentrations [Niaet [C&']i. Cette baisse du taux d’ATP intracellulaire
désorganise le cytosquelette d’actine, ce qui a ponséquence de perturber fortement le
processus de migration et de prolifération (au anivde la cytokinése) des certaines cellules
tumorales. Il s’en suit une mort cellulaire masgpae processus autophagidquefranc, Kiss,
2008 ; Lefranc, Mijatovic etal., 200§.

L’activation des kinases de la famille Src, suita &aison de I'ouabaine au niveau de la Na,K-
ATPase se produit dans différents types cellulaimyocytes cardiaques, musculaires lisses,
cellules épithéliales rénales, cellules cancéreuses

L’'action de I'ouabaine au niveau de la pompe sduitaégalement aprés une cascade de
réaction intracellulaire par une augmentation degrdaduction mitochondriale des espeéeces
réactives de l'oxygene (ROS) et régule la conctatrale calcium intracellulaire. Or les ROS
activent la voie mitogéne Ras/MAPK, et sont égalemmpliqués dans I'activation de voies

de stress et de survie cellulaiflegre-Salvayre etal., 2005}

Ces phénoménes de transduction de signal convengast I'activation de facteurs de
transcription, qui induisent a leur tour I'expresside génes et la synthése de protéines
responsables entre autres de I'’hypertrophie et’ldgdrplasie des myocytes vasculaires
(cellules musculaires lisses). Or la prolifératates ces derniers est associée a de nombreuses
pathologies vasculaires comme l'athérosclérosgpéntension artérielle systémique. Ainsi la
fixation de I'ouabaine sur I'enzyme stimule la ss@nce hypertrophique dans les myocytes
cardiaques et la prolifération des cellules musmsdalisses, et induit également I'apoptose
dans de nombreuses cellules malignes. L'activaiiercette voie conduit une stimulation de
plusieures protéines qui jouent un role dans lauleégn transcriptionnelle des genes, la
stimulation de synthése des protéines, mais égaker® la production de molécule pro-
apoptotiqudgXie et al., 2002]

Ces données ouvrent l'intérét d’'une inhibition dectivité de la pompe a sodium comme
nouvelle cible thérapeutique (notamment dans lesara). En effet le ligand en se liant a la
pompe a sodium inhibe fortement la prolifératiotagtigration des cellules tumorales et finit

par y induire une mort cellulaire massive de typ®mphagique. Par ailleurs la connaissance du
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mécanisme de la transactivation de 'lEGFR médiélapddta,K-ATPase au niveau d’un tissu
donné et dans une situation pathologique donnéergibws’avérer utile comme cible

d’inhibition pharmacologique.

Il semble donc intéressant d’étudier égalementecetiuvelle voie des effets de la Na,K-
ATPase. En effet ces études permettront d’identifés différents acteurs et les voies de
signalisation liées a la liaison d’'une moléculeilitnice au niveau de cette enzyme. Ces
travaux pouvant aboutire secondairement a dévetappeaiveau clinique des molécules ayant
des effets bénéfiques sur le développement de zameais également sur les pathologies

cardiovasculaires.
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Réle cardioprotecteur de l'insuline dans l'intoxicdion aigué a la digoxine : étuden vivo et
mécanisme d'action cellulaire

Le rapport d’une observation clinique d'une pageatimise en réanimation aprés auto-injection
d’insuline et de digoxine, chez qui la correctianlthypoglycémie a permis une évolution favoraple
sans complication, nous a amené a suggérer Idediefique d’'une perfusion d’insuline-glucose lprs
d’'une intoxication aigué a la digoxine. Bien quatilisation de I'insuline dans la prise en charge d
pathologies cardiaques graves soit évoquée dditgtature, a ce jour aucune étude expérimentale
n'a évalué l'effet d’'une perfusion d’'insuline-glgm lors d’'une intoxication aigué a la digoxine.
Ainsi, au cours de ce travail, nous nous sommesodthintéressés a la mise en évidence de I'effet
cardioprotecteur de I'insuline-glucose lors dee@ttoxication chez le rat, puis a l'identificatidies
mécanismes d’actions aux niveaux cellulaires.

L'étude de l'effet d’'un clamp euglycémique/hypetitisique, en pré- et post-traitement d’'une
intoxication aigué a la digoxine chez le rat, anierd’en observer l'effet protecteur. Il s’agissait
d’'une augmentation de la durée de survie ainsimqeetard dans I'apparition des troubles du rythme
a l'origine du déces. Les études cellulaires réabssur la pompe isolée et sur les cardiomyocwges d
rats ont permis de confirmer le role cardioprotectabtenuin vivo. L'insuline prévenait I'entrée en
apoptose induite par la digoxine et I'étude degramtions moléculaires a montré que cet effet
s’exerce par une action directe sur la pompe NaJl#se en se liant aux sous-unitéet 3 de
I'enzyme.

Ces données ouvrent la voie vers de nouvellesracfiossibles de l'insuline dans la cardioprotection
face a des agents arythmogenes.

Mots clés: digoxine, insuline, Na,K-ATPase, intoxicatiotamp, cardioprotection.

The cardio protective role of insulin on acute digrin toxicity : in vivo studies and cellular
mechanism of action

The case report of a patient admitted in intensivedical care after self-injecting insulin and

digoxin, in which intravenous infusion of glucosashnot induced cardiac repercussion, led us to
raise the hypothesis that insulin may have a cgvditective effect in case of digoxin toxicity.
Although the use of insulin in the management oioss heart diseases is based on several articles,
none study has evaluated the effect of glucosdimsuusion in acute digoxin toxicity. Thus in g
work we were interested in highlighting the cardaipctive effect of insulin-glucose against such
toxicity in rats and in identifing cellular mecham of action.
The study of the effect of glucose-insulin infusiom hyperinsulinemieuglycemic clamp, pre-and
post-treatment of acute digoxin toxicity in ratpwed showing protective effect. There were|an
improved survival and a delayed onset of arrhytlsneuse of death. The study on cellular isolated
pump and on rat's cardiomyocytes has proved thdimanotective effect observed in the vivo
study. Insulin prevented onset of way of apoptasikiced by digoxin in cells. Also the study |of
molecular interactions has shown that this effeexerted by direct interaction of insulin on the, N
K-ATPase though binding t@ andp subunits of this enzyme.
These results open the way for a new prospectiieraof cardioprotection for insulin against
arrhythmic agents.

Keywords : digoxin, insulin, Na,K-ATPase, poisoning, clancprdioprotection




	Rôle cardioprotecteur de l'insuline dansl'intoxication aiguë à la digoxine : étude in vivo et mécanisme d'action cellulaire
	SOMMAIRE
	ABREVIATIONS
	INTRODUCTION
	1ère PARTIE :ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
	I. Les intoxications médicamenteuses
	1. Epidémiologie
	2. Intoxication par les cardiotropes
	3. Les antidotes

	II. Effet de l’insuline au cours de l’intoxication aux cardiotropes
	1. Bêtabloquants
	1.1. Physiopathologie
	1.2. Perfusion d’insuline-glucose lors d’une intoxication par bêtabloquants

	2. Les bloqueurs de canaux calciques (BCC)
	2.1. Physiopathologie
	2.2. Perfusion d’insuline-glucose lors d’une intoxication par les bloqueurs de canaux calciques


	III. Epidémiologie de l’intoxication à la digoxine
	IV. Aspects pharmacologiques de la digoxine
	1. Structure et origine de la molécule
	2. Pharmacocinétique des digitaliques
	3. Mécanismes d’action
	3.1. Structure de la Na,K-ATPase
	3.2. Rôles de la Na,K-ATPase
	3.3. Sites et modes d’action des glycosides cardiotoniques

	4. Effets cliniques
	4.1. Action sur le myocarde
	4.2. Action vasculaire
	4.3. Action sur le système nerveux autonome (SNA)
	4.4. Manifestation électrocardiographique
	4.5. Action diurétiques

	5. Autres effets des glycosides cardiaques
	6. L'intoxication digitalique
	6.1. Incidence de l’intoxication aux digitaliques
	6.2. Description clinique de l’intoxication digitalique
	6.3. Physiopathologie de l’intoxication
	6.4. Le traitement de l’intoxication


	V. Aspects pharmacologiques de l’insuline
	1. Structure
	2. La sécrétion de l’insuline
	3. Récepteur à l’insuline (RI)
	4. Voies de signalisation
	5. Régulation endogène de la sécrétion d’insuline
	6. Effets généraux
	6.1. Effets métaboliques
	6.2. Effets non métaboliques

	7. Insuline et effets cardiovasculaires
	7.1. Effets sur l’endothélium
	7.2. Effets sur le myocyte


	VI. Effet de l’insuline au cours d’une intoxication à la digoxine

	OBJECTIFS
	2ème PARTIE :TRAVAUX DE RECHERCHE
	I. Mise en place d’un clamp euglycémique/hyperinsulinique
	1. Matériel
	1.1. Animaux et anesthésie
	1.2. Produits et matériels
	1.3. Kit de dosage

	2. Méthodes
	2.1. Conditionnement de l’animal
	2.2. Suivi biologique
	2.3. Clamp euglycémique/hyperinsulinique

	3. Résultats
	3.1. Perfusion de glucose et d’insuline
	3.2. Suivi de la kaliémie au cours du clamp euglycémique/hyperinsulinique


	II. Effet du clamp euglycémique/hyperinsulinique sur une intoxication aiguë à ladigoxine
	1. Travail publié dans Toxicology
	2. Discussion
	2.1. Choix du modèle expérimental
	2.2. Observations expérimentales


	III. Etude in vitro du mécanisme cellulaire des effets de l’insuline dans l’intoxication àla digoxine
	1. Travail en soumission dans PNAS (2009)
	2. Résultats complémentaires
	2.1. Effet de l’insuline sur l’activité de la Na,K-ATPase
	2.2. Effet de l’insuline face à l’intoxication à la digoxine sur des cellules MODE-K

	3. Discussion
	3.1. L’enzyme isolée
	3.2. La culture cellulaire
	3.3. Difficultés et limites



	CONCLUSIONS - PERSPECTIVES
	BIBLIOGRAPHIE
	LISTE DES FIGURES ET LISTE DES TABLEAUX
	LISTE DE FIGURES
	LISTE DES TABLEAUX

	TABLE DES MATIERES
	Résumé
	Mots clés
	Abstract
	Keywords

