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RESUME

Les statines sont des médicaments tres efficaceslddraitement de I'hypercholestérolémie.
Cependant, elles entrainent des effets déléteriesequaduisent par I'apparition de douleurs
musculaires. Il a été clairement établi que la ohitmdrie était une cible privilégiée des
statines et était la principale source des radidéanes. Cependant, aucune étude n’'a été
consacrée sur I'effet de statines sur cette pramlucke radicaux libres.

La premiere partie de ma these a démontréiguatro, I'atorvastatine diminue la respiration
mitochondriale musculaire, quel que soit le phépetyet augmente la production de ROS.
Par contre, un entrainement en endurance préviemtetfets délétéres sur les muscles
squelettiques. Par ailleurs, nous avons démonté sy des rats traités chroniquement avec
I'atorvastatine, les capacités d’endurance sonirdiges.

La seconde partie de ma thése a montré que césestatgissent selon le concept du
« mitohormesis ». En effet, elles entrainent dansnuscle squelettique une augmentation
importante de radicaux libres débordant le systéntiexydant et entrainant une désactivation
de la biogenése mitochondriale et une altératicn adgacités oxydatives musculaires. Par
contre, dans le coeur ou les capacités antioxydamess importantes, elles entrainent une
augmentation modérée des ROS qui permet I'activat®voies de signalisation menant a la
biogenése mitochondriale.

Ces travaux ont permis de comprendre pourquoi ehnuent les statines agissaient
differemment dans le cceur et les muscle squelegigtid’ouvrir des pistes dans le traitement
des douleurs musculaires suite a un traitement degstatines.



ABSTRACT

Statins is very effective drugs in the treatmenthgpercholesterolemia. However, statins
induced deleterious effects including muscular pailt was clearly established that
mitochondria were a privileged target of statind arere the principal source of free radicals.
However, no study concerned the effect of statmthes ROS production.

The first part of my thesis demonstrated timawitro, atorvastatin decreased mitochondrial
respiration whatever the phenotype and increased®S production. On the other hand, a
chronically endurance training decreased thesdat@as effects in skeletal muscles. Besides,
we demonstrated that on treated rats chronicalti aiorvastatin, the endurance capacities
decreased.

The second part of my thesis showed that statinedaaccording to the concept of
“mitohormesis”. Indeed, statins induced in glycayiuscle an important increase of ROS
extending beyond the antioxidant system inducingleactivation of the mitochondrial
biogenesis and a decrease of muscular oxidativecdggs. On the other hand, in the cardiac
muscle where the antioxidant capacities are imptar&datins induced a moderate increase of
ROS which allowed to the activation of the mitoctioal biogenesis.

These works allowed understanding why and hownstagicted differently in cardiac and
skeletal muscles and opening perspectives in dantrent of the muscular pains following a
treatment with statins.
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INTRODUCTION GENERALE



PREAMBULE

Le muscle se caractérise par sa complexité et’papdrtante diversité de ses éléments
constitutifs. Cette diversité a pour but d’asslaespécialisation d’'un type de muscle dans un
réle fonctionnel bien précis et traduit aussi gaasticité » et ses propriétés d’adaptation aux
différents facteurs de son environnement immédiast également un tissu susceptible de
présenter des signes de désadaptation et de d&eondment en réponse a certaines
pathologies telle l'insuffisance cardiague. A unmandtion musculaire lente ou rapide
correspond une organisation cellulaire et des pigpes contractile et métabolique
particuliers, incluant les systémes enzymatiquepliqués dans la mise en place et la
régulation du métabolisme énergétique.

Les statines sont des médicaments tres efficaceslddraitement de I’hypercholestérolémie.
Ces médicaments présentent la particularité deeptésde nombreux effets « pléiotropes »
bénéfiques au niveau cardiovasculaire. Cependaat/% des patients présentent des effets
indésirables qui se caractérisent par I'appariiendouleurs musculaires, de myopathie et
'apparition de rhabdomyolyse entrainant la mort d&tains patients. Les mécanismes
responsables de ces effets restent mal connusel®signécanismes ont été proposés dont
une qui implique la mitochondrie. C’est cette oté&ion que nous avons privilégiée afin de
mieux comprendre les effets des statines sur letifimmitochondriale a la fois sur le muscle
squelettique et cardiaque, ce qui permettra d’étudies muscles avec des phénotypes
contractile et métabolique tres différents. Nousrsvessayé de mieux comprendre pourquoi
et comment une méme molécule peut entrainer dessalffférents en fonction du type de

muscle.

Dans ce manuscrit, nous avons tout d’abord expdeés les deux premiers chapitres de

l'introduction, les propriétés du muscle squelefticet cardiaque. Etant donné notre intérét
pour la mitochondrie, nous avons tout particulieeatrdéveloppé dans le deuxieme chapitre
la structure, la fonction et la biogenese mitochi@hel Nous avons ensuite expose, dans un
troisieme chapitre, la nature et les lieux de potidn des radicaux libres puis dans un

guatrieme chapitre une revue de la littératurelesieffets des statines sur les propriétés des
muscles squelettique et cardiaque. Puis suivergddages matériels et méthodes, nos résultats

et une discussion générale et pour terminer, lesppetives de ce travail de these.



1. LE MUSCLE

1.1. Le muscle squelettique

Les muscles forment 'ensemble de tissus le plysomant de I'organisme. lls représentent
environ la moitié du poids du corps. Les musclagktiques, a eux seuls, forment environ
40% du poids du corps chez I'homme et 32% chezmanfe. Chez les vertébrés, le role
principal des muscles squelettiques est de pemnédtrdéplacement dans I'espace. La
contraction musculaire est a l'origine de la miseneouvement des membres. Les muscles
squelettiques montrent des particularités fonctdies importantes, notamment au niveau des
vitesses de contraction, de la force développédeda résistance a la fatigue. De plus, ils
exposent une plasticité élevée en réponse auxaiotets environnementales, basée sur le
potentiel de la fibre musculaire a subir des chareggs dans sa cytoarchitecture et dans sa

composition en isoformes de protéines musculaires.

1.1.1. Organisation de I'appareil contractile

Les muscles squelettiques sont fixés sur le sdeeletseux par leurs deux extrémités
myotendineuses. Chaque muscle est composé dedaisde fibres musculaires, les cellules
musculaires, qui s’étendent d’'une extrémité a tadu muscle. Les cellules musculaires sont
entourées d’'une gaine conjonctive, I'endomysiumlesElsont rassemblées en plusieurs
faisceaux enrobés d’'une enveloppe commune a tdesedibres: le périmysium. Il y a
plusieurs faisceaux par muscle, compactés a lieiérd’une enveloppe aponévrotique:
I'épimysium. Le muscle est également entouré deidas Aux deux extrémités du muscle, le
fascia fusionne avec I'endomysium qui entoure champllule et forme les fibres tendineuses
qui se rassemblent ensuite en tendons.

Apres avoir traversé I'épimysium, les vaisseauxgsars qui assurent la vascularisation du
muscle donnent naissance a un fin réseau de degsllgui gagne le périmysium puis
'endomysium pour vasculariser chaque fibre muswmlaLes prolongements des nerfs
gagnent également le périmysium. lls se finissenadorisation dont les ramifications se

terminent dans la jonction neuromusculaire poueier les difféerentes fibres musculaires

(Figure 7.
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Figure 1: Organisation du muscle squelettigueSchéma adapté du site
http://academic.kellogg.cc.mi.us/

1.1.2. Organisation et fonctionnement du sarcomere

Chaque faisceau musculaire est formé d'un ensembldibres musculaires qui sont de
longues cellules cylindriques dont le diametre eade 10 a 100 um et la longueur de
plusieurs centaines de um a plusieurs dizaines me @lest un syncisium résultant de la
fusion de plusieurs cellules qui contient de nomkreoyaux situés a la périphérie, juste au-
dessous de la membrane plasmique ou sarcolemroentiee de la fibre étant occupé par les
myofibrilles. Le cytoplasme des cellules muscukif@u sarcoplasme) est occupé a 85%-90%
par les myofibrilles, composées de sarcomeresdas-unités contractiles du muscle (Figure
2A). Les sarcomeéres sont des assemblages de filarentst épais qui sont les protéines
contractiles du muscle strie. En microscopie ébentjue, ces filaments apparaissent sous
forme d’une alternance de bandes claires (bandestiopes) et de bandes sombres (bandes
A: anisotropes) (Figure 2)BUn sarcomeére est composé d’'une bande A et de diemies
bandes |, séparées en leur centre par la ligneeZ.blandes A sont composées de filaments
épais de myosine qui chevauchent les filamentsfim&ine. Les bandes | sont dépourvues de

myosine et sont composeées des filaments fins dacti
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Figure 2: La structure du muscle squelettique: du muscle alinité contractile. A. La fonction de
contraction du muscle est réalisée par les myd#fbril’appareil contractile des cellules muscudsjr
composées d’'une succession de sarcomadaptation de (Goll et al., 2008B. Trois sarcomeres
d’'une myofibrille de muscle squelettique de soaricoupe longitudinale observés au microscope
électronique. Les filaments épais de la bande Acmmstitués de myosine, les filaments fins de la
bande |, d’actine.

La myosine de la bande A est composée d'une ché@dee en forme de batonnet flexible et
de la queue de la chaine lourde de myosine que pesttétes de myosine (FigureeB violet).

La bande H correspond a la région ou les filaméptss de myosine ne chevauchent pas les
filaments fins d’actine. Au milieu de la bande Htsmive la ligne M, qui apparait sous forme
de trois a cing lignes en fonction du type de fithi@ bande M est composée, entre autres, de
myomésine (Figure,Zn jaune) et de protéine M (FigureeB vert), qui stabilisent la myosine
en connectant les filaments entre eux. Chaque difdnde myosine est entouré de six
filaments d’actine (Figure ,3en turquoise). Ces filaments d’actine (actine sbht des
polymeres d’actine globulaire (actine G), ils santangés en double hélice et centrés sur un
axe de tropomyosine a laquelle ils sont rattachés.flaments d’actine sont reliés a la ligne



Z, elle-méme composée d'un assemblage macromoiécwa se trouvent entre autres les
protéines a-actinine, téléthoniney-filamine, myotiline, obscurine, titine (en rougex
nébuline (en gris clair). La titine, avec ses 3@0@, est la plus grande protéine connue. Elle
s’étend sur la longueur d’'un demi-sarcomére (30itls2 a 1,5um), son domaine N-terminal
est dans la ligne Z et son C-terminal dans la ligné&a titine est une protéine qui confére des
propriétés élastiques aux sarcomeres. Le complesetrdponines est ancré a intervalles
réguliers sur la tropomyosine. Ce complexe est éode la troponine C (TnC) qui lie le
calcium (C&"), de la troponine | (Tnl, Inhibitrice) qui, au @H masque les sites de fixation
de la myosine sur l'actine, et de la troponine T)lresponsable de la liaison du complexe

avec la tropomyosine.
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Figure 3: Structure du sarcomére.Représentation schématique de I'organisation degipes
principales du sarcomére. Les filaments d’actimg aacrés a la ligne Z. L’extrémité N-terminal de |
titine est dans la ligne Z et la protéine s’étarstjj’a la ligne M.

Au repos, la tropomyosine et la Tnl (Figureeé vert clair) masquent les sites de fixation des
tétes de myosine sur l'actine. La contraction sedpit lorsque la TnC_(Figure £€n noir),
aprés avoir fixé du G4 change de conformation et déplace la Tnl etdpdmyosine. Les
tétes de myosine (en violet) ont alors acces & Isites de fixation sur I'actine (en turquoise).
Elles hydrolysent une molécule d’ATP et se replipour se rapprocher de leur site de
fixation et ne libérent le phosphate inorganiquiige fois la liaison établie. Le relargage de
'ADP permet aux tétes de myosine de se replier ptétament ce qui provoque le

raccourcissement des sarcomeres. Le décrochagééwssde myosine est induit par la



fixation d’'un nouvel ATP et par la libération du“Cae la TnC. Le sarcomére se rallonge, le

muscle se relache.

relaxation contraction
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Figure 4: La contraction musculaire nécessite de I'ATP etd Ca’*. La Tnl ne démasque les sites
de fixation de la myosine sur I'actine que lorsgu&nC a lié du C4 et change de conformation. Une
fois la tropomyosine déplacée avec le complexeotnoe, la myosine accede a son site de fixation sur
I'actine. L’hydrolyse d’'une molécule d’ATP permetrelachement de la téte de myosine qui vient
s’associer avec I'actine. La libération de 'ADRpoque le mouvement de la téte de myosine vers

I'extérieur du sarcomere, ce qui raccourcit la nityrdlfe et réalise la contraction musculaire. Apas,
la myosine est liée & une molécule d’ATP.

1.1.3. Classification des fibres musculaires strigguelettiques

A lintérieur d'un muscle, les fibres musculairagéss squelettiques ne sont pas toutes
identiques. Elles possédent des caractéristiquephuologiques et fonctionnelles variables.
Plusieurs classifications, basées sur la révélatempropriétés contractiles ou métaboliques,
ont été établies. L'activité ATPasique des fibrewat d’abord été utilisée pour les classer
selon leur vitesse de contraction. La combinaiserpldisieurs pH d’incubation des fibres
selon la méthode de Brooke et Kaiser (Brooke & &@i$970), a permis de distinguer 3 types
de fibres :

- les fibres | appelées fibres lentes,

- les fibres IIA et 1IB appelées fibres rapides.

D’autres auteurs ont combiné la révélation du typetractile par I'activité ATPasique, avec
le type métabolique par I'analyse de I'activité rdétabolisme oxydatif telle que la succinate
déshydrogénase (Nemeth & Pette, 1981). Enfin,liBation d’anticorps dirigés contre les
chaines lourdes de la myosine (MHC) a permis deraéter un quatrieme type de fibres de

type intermédiaire, les fibres 11X.



La composition en fibres de type | ou de type thvesiable d’'un muscle a l'autre et il existe
une certaine corrélation entre le type de cellulgsculaires striées et les propriétés
contractiles du muscle. La majorité des musclesgmtes environ 50% de chaque sorte d'unités.
Mais certains muscles sont plus riches en fibretete(les muscles posturaux) et d'autres en
fibres rapides (les muscles de l'activité gestiella proportion de chaque espéece de fibres
détermine, une fois I'age adulte atteint, I'apgtddin mammifere a réaliser un certain type de
performance. L'entrainement peut modifier spécéigant chaque type de fibre mais dans des
proportions toutes relatives. En effet, le détersmie géenétique joue également un réle
important.

L'ensemble des cellules musculaires striées quertignt d'un méme neurone moteur est
appelé une unité motrice. Ces cellules ont une ggmhie dispersée au sein du muscle.
Toutes les cellules musculaires d'une unité mosa® d'un méme type, et il semble que le
type des cellules musculaires soit déterminé paelale nerveuse qui exerce une influence

permanente sur elles.

Figure 5: Marquage au NADH sur une coupe transversale d’'umuscle squelettiqgueles fibres
trés colorées correspondent aux fibres de typers ajue les fibres peu colorées correspondent aux
fibres de type Il

a. Les fibres a contraction lente

La fibre de type |, également dénommeée S.T. (sleich) est une fibre rouge, a contraction
lente et & métabolisme essentiellement aérobie abky@@ableau ). A lintérieur de cette
fibre, 'ATP produit est essentiellement issue docessus de phosphorylation oxydative
intra-mitochondriale_(Figure)6Elle a une forte teneur en myoglobine. Elleesgburée d'un
riche réseau capillaire et elle est spécifiquenégpiipée pour un métabolisme aérobie et une

activité prolongée a faible tension. La vitessecdatraction et la force développée sont



faibles mais la fibre de type | est tres peu fdtiggSchiaffino, 2010). On retrouve ce type de

fibres notamment chez les marathoniens.

b. Les fibres a contraction rapide

- Lafibre de type IIA

C’est une classification basée sur le polymorphistae chaines lourdes de myosine du
muscle squelettique, également dénommeée F.T.A {fatth A). C’est une fibre blanche
rapide mais qui utilise a la fois un métabolismegdatif et glycolytique pour produire de
'ATP (Tableau 1).

Elle est riche en glycogéne et en enzymes glyaplg et dans une moindre mesure en
mitochondries (Figure )6 Elle est moins oxydative que la fibre de typeClest une fibre
relativement résistante a la fatigue, elle est ¢ééntpde départ d'une activité phasique

prolongée (Schiaffino, 2010).

- Lafibre de type IIB

Elle est également dénommée F.T.B (fast twitch@gst une fibre blanche phasique. Son
meétabolisme est essentiellement anaérobie. Ellpasire en mitochondries et en enzymes
oxydatives. Elle est riche en glycogene et a ueg fiorte activité glycolytique (Tableay. 1
Elle est trés sensible a la fatigue. Cette fibteagkorigine d'une puissante activité physique
développant une grande force mais de courte d@éadffino, 2010). On retrouve donc ce
type de fibres notamment chez les sprinters.

On évoque également des fibres de type Il X, auact@ristiques (métabolisme oxydatif /
glycolytique) intermédiaires entre les fibres daetyl A et Il B.

- Les fibres intermédiaires

Appelées aussi fibres de transition, d'autres tygesfibres musculaires sont trouvées a
l'intérieur du muscle : les fibres Il AB et lesréls II C. Ces fibres semblent davantage
correspondre a des étapes de transition d'un gfibré a un autre (Figure.6

Les fibres musculaires présentent en effet cettigcpkarité de pouvoir évoluer d'un type a un

autre, et ce, en fonction de la nature du travagjual le muscle est le plus fréquemment



soumis. Les fibres de type Il X, par exemple, smitouvées chez les jeunes sujets et

réapparaissent lors d'une immobilisation prolongée.

La plupart des muscles squelettiques, spécialeaeat 'Homme, sont mixtes et composés
de fibres oxydatives et glycolytiques.

Type de Fibre | ou ST Fibre Il A Fibre Il B
fibres/MHC ou FT-A ou FT-B
Couleur Rouge Blanche
Composition Mitochondries +++ Mitochondries +/-
intracellulaire Myoglobine ATPase de la myosine
dominante
Voie de synthése deg Aérobie Aéro-anaérobie Anaérobie
I'ATP
Capacité anaérobie Faible Moyenne Elevée
Métabolisme
glycolytique
Vitesse de Lente Rapide
contraction
Résistance a la Elevée Moyenne Faible
fatigue
Force développée Limitée Moyenne Importante
Taille motoneurone Petite Grande
Source énergétique| Glucose sanguin et Créatine phosphate
principale d’ATP acides gras libres Puis

Métabolisme
oxydatif aérobie

Glucose dérivé du glycogene musculaire
métabolisé par la glycolyse anaérobie

Utilisation du Lentement épuisé Rapidement épuisé
glycogene
musculaire
Effort type Marathon Sprint

et

Tableau 1: Caractéristiques des fibres de type | et de typk des muscles squelettiques et leurs
principales sources d'énergie



Figure 6: Section longitudinale des fibres rapides, intermdiaires et lentes d’'un muscle triceps
brachial d'une femme agée de 25 an€es trois types de muscles ont 2 mitochondriesadeep
d’autres de la bandea) la fibre rapide posséde des petites mitochondee3.3 um de diametrbp)
les fibres intermédiaires ont une taille intermédiavec une taille de 0.6 pi).les fibres lentes ont
de grandes mitochondries avec un diamétre de 0.9(jimé de I'article (Ogata & Yamasaki, 1997)

1.1.4. Les différents phénotypes métaboliques

Le muscle strié squelettique est constitué de lesllwu fibres musculaires hautement
différenciées, compartimentées et spécialisées kdaosntraction. Les myofibrilles assurent
la contraction, le réticulum sarcoplasmique pernteet régulation du calcium et les
mitochondries, ainsi que les complexes glycolytijuéa synthése d’ATP. Le muscle
squelettique est ainsi constitué d’'une variété idee$ ayant des propriétés fonctionnelles,
structurales, biochimiques et métaboliques adapdesr activité contractile (Schiaffino &
Reggiani, 1994; Schiaffino, 2010). Le muscle rapgigcolytique est adapté a un besoin
énergétique intense et bref grace a une dispaéilmtimédiate du stock d’énergie cytosolique
(phosphocréatine et ATP), grace a un effet tampaoportant et dépendant de la réaction
catalysée par la créatine kinase et enfin gracen& activité glycolytique importante
(Kushmerick et al, 1992). Il est également caractérisé par la préummee de fibres
contractiles rapides de type IIB (Brooke & Kais#®,70), contenant peu de mitochondries et
pauvres en myoglobine et en capillaires (ce qui teunnent un aspect blanc). Elles sont par
contre riches en glycogene. Ce type de muscle & donmétabolisme essentiellement
glycolytique basé sur d’importantes réserves eénignges rapidement mobilisables, une
fatigabilité importante et une récupération décalaes le temps et assez lente. Les muscles
lents a activité soutenue (muscle postural) ouigyel (caeur) sont essentiellement composés

de fibres a contraction lente de type | et a aéi¥TPasique lente. Ces muscles sont riches



en myoglobine (aspect rouge), présentent un résapillaire bien développé, une faible
réserve en phosphocréatine et un métabolisme edament oxydatif puisque les
phosphorylations oxydatives sont la source prideigiénergie chimique utilisée par les
myofibrilles durant la contraction. Il est aptecutenir un effort prolonge, ce qui implique un
couplage efficace entre l'utilisation et le rendie/aent énergétique et permet un flux
énergétique stable et bien ajusté (Ventura-Clapieal, 1998; Sakset al, 2001). Il existe

également des phénotypes intermédiaires comme delentapide-oxydatif composé de fibres

[IA et riche en mitochondries.

1.2. Muscle cardiague

1.2.1. Description générale

Le muscle cardiaque présente des caractéristiquessales et fonctionnelles remarquables.
Il est strié comme le muscle squelettique mais lovaire comme le muscle lisse. Comme
pour le muscle squelettique, ses contractions poamsantes et consomment une grande
guantité d’énergie, comme pour le muscle lissegseBont continues et initiees par des
mécanismes intrinseques.

Les fibres cardiaques se ramifient librement ett getiées par des disques intercalaires
(épaississements transversaux irréguliers de la hmara plasmique). Ces disques
intercalaires contiennent des desmosomes et dedigns ouvertes. Les desmosomes
empéchent les cellules cardiaques de se sépardamiela contraction. Quant aux jonctions
ouvertes, elles laissent passer librement les @uoee cellule a l'autre et permettent la
transmission directe du potentiel d’action dang teuissu cardiaque. Les jonctions ouvertes
couplent électriguement toutes les fibres cardiaquezmettant au myocarde de se comporter
comme un syncisium, c’est-a-dire fonctionne d'unulsebloc (électriguement et
mécaniquement). En outre, le cceur est égalemestiend’'1% de cellules non contractiles
ou cellules cardionectrices qui présentent un aateme leur permettant de déclencher
d’elles- mémes des potentiels d’action. Ces cealldtgment le systeme de conduction du
coeur ou systeme cardionecteur qui est composé dud reieusal, du nceud auriculo-
ventriculaire, du faisceau auriculo-ventriculaitede ses branches ainsi que des myofibres de
conduction cardiaque. Ce systéme coordonne la dépation et les battements du coeur.

Comme le nceud sinusal a la fréquence de dépolarisgiontanée la plus rapide, il constitue



le centre rythmogéne. Des hormones et divers nemsnetteurs du systéeme nerveux

autonome peuvent influer sur ce centre régulateen enodifier la fréquence cardiaque.

a. Anatomie microscopique du muscle cardiaque

La description parfaite de la structure des cdllaiardiaques a été faite par plusieurs équipes
scientifiques (Barthet al, 1992). Les mesures morphologiques quantitativescellules
cardiagues provenant d’espéces animales difféerentamontré que le sarcoplasme occupe 10
a 20% du volume cellulaire, les myofibrilles occop&0 a 60% et les mitochondries 25 a
35% du volume cellulaire (Schapeat al, 1985; Barthet al, 1992). Les myocytes
ventriculaires sont de longues cellules cylindrigug0 a 10um de longueur et 10 a 26n

de diametre. Les cardiomyocytes possedent égaleoreru deux noyaux situés en leur

centre et entourés de sarcomeres (Figure 7

Figure 7 : Image en microscopie électronique d’'un muscle cdiaque de chien Myo : myofibrille ;
mit : mitochondrie et Cyt : cytoplasme.

Le sarcolemme s’invagine pour former des tubulassierses qui pénetrent dans les fibres
musculaires. Ce systéme de tubules transversasbales T (Figure Bpermet la contraction
synchronisée de tous les sarcoméres d’'une fibrecutaige. Possédant une lumiere avec
'espace extracellulaire, il permet ainsi de rappey I'extérieur et I'intérieur de la cellule et
de faciliter les échanges ioniques.

Le réticulum sarcoplasmique (Figur¢ &8st un réseau de tubes étanches et flexibles qui
entourent les myofibrilles. Ces tubes sont dila@égurs extrémités et forment les citernes
terminales qui sont accolées aux tubules T. Lecuketin sarcoplasmique est le lieu de
stockage du G4
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Figure 8: Représentation schématique d’'une fibre muscula@ cardiaque.(Source: Vander et coll.
Physiologie humaine, Edition Maloine, 1989)

1.3. Phosphorylation oxydative

Les voies de dégradation des lipides et des hygltecarbones se rejoignent au niveau de la
mitochondrie avec 'acétyl CoA qui est métabolisécaurs du cycle de I'acide citrique ou
cycle de Krebs (Krebs & Johnson, 1937) (Figurefla fin du cycle, une molécule d'acétyl
CoA fournira 2 molécules de GO3 molécules de NADH, 1 molécule de FAPELt une
molécule d'ATP. Les transporteurs d'hydrogene éedtrons NADH et FADH réagissent
ensuite avec les enzymes de la chaine respirgtoineréduire I'oxygene en eau et synthétiser
de I'ATP : c’est la phosphorylation oxydative, leopessus majeur de fourniture d’énergie
pour les fibres des muscles squelettiques et qadiaCet aspect sera développé dans le

chapitre suivant consacré a la mitochondrie.
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Figure 9: Schéma général du cycle de Krebs.



1.4. Le couplage Excitation-Contraction

1.4.1. Dans le muscle squelettique

A la jonction entre les tubules T et le réticuluarcoplasmique, les deux membranes se
trouvent face a face, et forment une structure léppériade. Le couplage excitation-
contraction (couplage-EC) qui prend place a lad&jaest la transformation d'un signal
électrique en travail mécanique via une libératinassive de CGa & partir du réticulum
sarcoplasmique et vers le cytoplasme. Il estgéglar un assemblage macromoléculaire: le
complexe de relachement du calcium (CRC). Le CRiCcemposé, entre autre, de deux
canaux calciques couplés physiquement: le récepesudihydropyridines (DHPR), un canal
calcique voltage dépendant de la membrane plasndgueibule-transverse (Figure,1€n
vert) et le récepteur de la ryanodine (RyR) dansiéembrane du réticulum sarcoplasmique
qui lui fait face (Figure 10en orange).

La synapse entre le neurone moteur et la cellulecalaire est la jonction neuromusculaire.
L’acétylcholine (ACh) libérée par le neurone motaua jonction neuromusculaire se fixe sur
son récepteur au niveau de la membrane plasmiqlee adlule musculaire ce qui provoque
une entrée de Nadépolarisant ainsi la membrane. Cette dépol@isae propage sur toute
la surface de la cellule et jusqu’a I'intérieur @dle-ci grace aux tubules T, les invaginations
de la membrane plasmique. La dépolarisation progiichangement de conformation du
DHPR qui induit I'ouverture du RyR par couplage gique direct. L’'ouverture du RyR
permet au Cd de sortir du réticulum sarcoplasmique selon satignt électrochimique
(gradient de concentration du“al00uM dans le réticulum sarcoplasmique contre 100 nM
dans le cytoplasme). Le calcium libéré va se faswarla TnC dans le complexe des troponines
et ainsi déclencher la contraction musculaire. Lescte se relache lorsque le ZCast
repompé dans la citerne terminale du réticulumagaasmique par la pompe calcium ATPase
(Sarco-Endoplasmic Reticulum €aATPase, SERCA) localisée dans toute la membrane de
la citerne terminale du réticulum sarcoplasmiquef skans la partie jonctionnelle, face au
tubule-T.
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Figure 10 Le couplage excitation contraction au niveau dealtriade.

1.4.2. Dans le muscle cardiaque

Le couplage-EC du muscle squelettique fonctionnecdsur le mode « VICR »: (Voltage
Induced Calcium Release), par opposition au « C¥QRalcium Induced Calcium Release)
dans le muscle cardiaque. L'événement déclenclammntohtraction musculaire est une
augmentation de la concentration intracellulairealigsium. Au repos, cette concentration est
d'environ 0,1uM. Lors d'une stimulation, elle peut augmenter &dd.uM soit 10 fois plus.

La différence de potentiel transmembranaire ddsleslcardiaques « pacemaker », créée par
la sortie du K et I'entrée du N3 induit 'ouverture des canaux voltage-dépendent e
I'apparition du potentiel d'action sans intervemtidun neurone excitateur. Le potentiel
d'action est transmis aux autres cellules musadaiardiaques reliées les unes aux autres par
des jonctions communicantes. La vague de dépdiamnsde la membrane plasmique ouvre
les canaux CA des récepteurs de dihydropyridines (DHPR). Le ftakcique déclenche

'ouverture des récepteurs ryanodine du réticulancaplasmique, entrainant la libération du



Cd&* par un mécanisme spécifique (Libération du Caiclnduit par le Calcium” (calcium
induced calcium release, CICR). La concentratiaragellulaire en Cd est dépendant du
fonctionnement de quatre structures : 'influx daf'Ga travers le sarcolemme, la libération et
la séquestration du €a par le réticulum sarcoplasmique, la liaison dlifsociation du Ga

de la troponine et les flux calciques mitochondtiéBordonet al, 2001). La plupart du Ga
libéré dans le cytosol suite au potentiel d’actsenfixe a la troponine. Moins de 1% entre
dans la mitochondrie et moins de 1% reste eniétatdlans le cytosol (Yaniet al, 2008). Le
réle du réticulum sarcoplasmique ne se limite pées lbération du CZ, mais il participe &
I'évacuation du C& du milieu intracellulaire via la pompe ATP dépeniga la SERCA-
ATPase du réticulum sarcoplasmique. La SERCA-ATRasssfere le Cd dans le réticulum
sarcoplasmique contre le gradient de concentratioutilisant I'énergie libéré par I'hydrolyse
de I'ATP.



En résumé,

A la lumiere de la comparaison entre muscle sqtiglet et muscle cardiaque, il apparait que
leurs points communs permettent de les classer daesméme catégorie, celle des muscles
striés, mais que leurs différences, aussi bienctimales que fonctionnelles, imposent de les
séparer en deux sous-catégories. La production edie aérobie dans ces muscles est
dépendante de la capacité a produire de I'énergis Idu processus de la phosphorylation
oxydative qui se déroule a l'intérieur de la mitoadkrie. La mitochondrie est un organite
composé d’'une multitude de complexes protéiquesaguitous finement régulés en fonction
des besoins et des conditions du milieu celluldieemitochondrie qui a un rble fondamental
dans la production d’énergie est aussi un lieu if#gié de production de radicaux libres
oxygénes qui sont a l'origine de réactions bén&sqou deélétéres pour I'équilibre de la

cellule suite a un stress tel qu’un exercice odraitement avec des substances chimiques.



2. LA MITOCHONDRIE

La mitochondrie est un organite riche en composhigishimiques dont le role majeur est la
production d’énergie. Elle comporte plusieurs exkings de son propre ADN (mtADN)
distinct de 'ADN nucléaire (Wiesneat al, 1992). Cependant, le mtADN encode seulement
pour une fraction de 13 protéines fondamentales jpoudonction mitochondriale et plus
particulierement pour les complexes de la chaispira&oire (Taylor & Turnbull, 2005). Les
protéines restantes (environ 850) sont encodées Bamoyau et transportées dans la
mitochondrie. En plus d’assurer I'approvisionnemegitulaire en énergie, les mitochondries
ont d'autres rbles vitaux pour le bon fonctionnetmde la cellule. Elles participent a
’homéostasie calcique, a la régulation du pH cehalaire, a la synthese d’hormones
stéroides et des hemes, ainsi qu’a la régulatida tleermogenése. De plus, elles constituent
un des principaux sites de production des radiddu&s qui semble jouer un réle clé dans

plusieurs voies de signalisation intracellulaire.

2.1. Structure

La mitochondrie est un organite hautement spééialems la transformation d’énergie, elle
est de forme longitudinale et contient deux memésadfkigure 1)1

2.1.1. La membrane externe

C’est une membrane rigide dans laquelle un nombpmitant de protéines sont enchasseées.
Ces protéines permettent les échanges entre Isatydd I'espace inter-membranaire de la
mitochondrie en formant des pores qui autorisetted part, la translocation de protéines
(TOM), et d’autre part, permettent les échangemétabolites de petit poids moléculaire via
des porines. La porine, également appelée voltégeralant anion channel (VDAC) est la
principale voie par laquelle transitent les métabsirégulant la respiration mitochondriale.
Les trois isoformes dénombrés chez les mammif&BAC1, VDAC2, VDAC3) présentent
des différences de perméabilité et joueraient imdiférent dans la régulation de la fonction
mitochondriale (Anfloust al, 1998)



2.1.2. L'espace inter-membranaire

L’espace inter-membranaire se situe entre les deembranes et contient des protéines qui
jouent un réle majeur dans I'énergétique mitochm@helet la mort cellulaire (Duchen, 2004).
La créatine kinase mitochondriale (mi-CK) occuperéle prépondérant dans le transfert
d’énergie. Fixée sur la membrane interne, elle aaoes privilégié a 'ATP, généré dans la
matrice mitochondriale et transporté dans I'espaieg-membranaire par I'adénine nucléotide
translocase (ANT). La mi-CK, également couplée amlembrane externe, pourrait étre
impliquée dans la régulation de I'importation déatme dans I'espace inter-membranaire et

dans I'exportation de la phosphocréatine danstiesoy (Ventura-Clapieet al, 2004).

2.1.3. La membrane interne

La membrane interne présente une perméabilité tetdtisélective, elle forme la barriére la
plus distincte entre le cytosol et la matrice ntitmedriale. Cette perméabilité sélective permet
de maintenir un gradient de concentration poupleseines, les ions et les métabolites. Des
transporteurs permettent les échanges entre lesgpartiments et participent au bon
fonctionnement de la mitochondrie :

- Les complexes de la chaine respiratoire sont reptés par 5 complexes protéiques, dont
'ATP synthase, ancrés dans la membrane interseadsurent le maintien du gradient de
proton et la formation d’ATP.

- L'ANT est constituée de deux sous-unités de 32 &Ddiun site unique de liaison a 'ATP
ou I'ADP. Selon sa conformation, elle fait faceteahativement, a la matrice ou a I'espace
inter-membranaire. L’ATP mitochondriale est échangsar 'ADP cytosolique dans un
rapport 1:1. L’ANT est exprimé par trois isoforme&NT1, ANT2 et ANT3. Chez 'Homme

et le rat, ANT1 est I'isoforme exprimée de manigrédominante dans le muscle cardiaque et
squelettique, ANT2 est ubiquitaire, exprimée damsstles tissus en quantité variable en
fonction de l'activité respiratoire du tissu. ANEBun faible niveau d’expression dans le
cerveau, le foie, le rein, le cceur et les musdeglgttiques.

- Les protéines découplantes (UCPs) sont enchass#es ld membrane interne et
permettent le passage de protons de la matricespdte inter-membranaire. Ce phénomeéne
de fuite induit un couplage incomplet entre les gumrylations et les oxydations, appelé
respiration mitochondriale découplée. Une partid'@weergie est ainsi perdue sous forme de

chaleur. Concernant le réle physiologique de ceudage, il se pourrait que cette fuite des



protons permette de diminuer la production desceatd libres par une augmentation de
'oxydation de l'ubiquinone, et donc minimise lgests oxydant et les dégats inhérants au
niveau de 'ADN (Brand, 2000). Les UCPs joueraidohc un role de protection contre le

stress oxydant (Echtagt al, 2002).

2.1.4. La matrice mitochondriale

La matrice est le compartiment interne de la mibochiie délimité par la membrane interne,
et contient des centaines d’enzymes nécessaireychel de Krebs et a Ip-oxydation des
acides gras, ainsi que I'’ADN mitochondrial codantipdes protéines composant certaines
sous-unités des complexes |, Ill, IV et V de la iobarespiratoire, des ribosomes

mitochondriaux, des tRNA, des rRNA et des enzyngeessaires a I'expression de I'’ADN.

Particules d'ATP Synthase

Espace inter-membranaire
Matrice

Cristae
Ribesome

Granules

Mermbrane interne
Membrane externe

Figure 11: Structure d’une mitochondrie. La mitochondrie est composée de deux membranes,
externe et interne, délimitant un espace inter-nmandire et une matrice. Les replis caractéristiques
de la membrane interne sont appelés crétes mitddlades ou cristae.

2.2. Distribution des mitochondries dans la cellulenusculaire

L'utilisation de sondes fluorescentes a permis é&ice la mitochondrie comme un réticulum
ou un réseau dynamigue et continu qui entre coelfement en fusion ou en fission (Duchen,
2004). Cependant, une étude récente a montré guaitechondries des cellules cardiaques
adultes du rat en conditions physiologiques norsmake sont pas soumises aux processus de
fusion et fission (Beraudt al, 2009).

Ces analyses ont permis de regrouper les mitoclesndn deux groupes : les mitochondries

inter-fibrillaires et subsarcolemmales. Ces deuxputations présentent des propriétés



biochimiques et des niveaux d’activit¢ enzymatigdidférents et semblent répondre
differemment au stress métabolique (Lesnefsky & pébp2003). Les mitochondries sont
ancrées dans la cellule grace a des protéinestdaquielette et peuvent se déplacer grace a
des protéines dites motrices telles que les mysslaalynéine ou la kinésine.

Les mitochondries occupent environ 30 a 40 % dumel de la cellule cardiaque. Dans les
cellules musculaires oxydatives, les mitochondnmer-myofibrillaires ont un arrangement
cytoarchitectural assimilable a un cristal pernmgttd’optimiser le transfert d’énergie
(Vendelinet al, 2005).

Les muscles squelettiques possedent un contenabiearen mitochondries. Elles peuvent
occuper 1% du volume cellulaire dans les musclgsofitiques et jusqu'a 6 a 30 % dans les

muscles oxydatifs.

2.3. Fonctionnement de la mitochondrie

2.3.1. La chaine de transport des électrons

Les éléments clés constituants la mitochondrie dame part, les réactions enzymatiques

d’oxydation des substrats énergétiques et d’awdre [a chaine de transport des électrons ou
chaine respiratoire. L’'oxydation des substratdgaycle de Krebs ou [g-oxydation entraine

la réduction du NADen NADH et du FAD" en FADH. Ces intermédiaires sont appelés

equivalents réducteurs et fournissent des électtdaschaine respiratoire. Cette derniere est
composeée de cing complexes :

- le complexe | ou NADH déshydrogénase

- le complexe 1l ou succinate déshydrogénase

- le complexe 11l ou ubiquinol cytochrome c rédseta

- le complexe IV ou cytochrome c oxydase

- le complexe V ou ATP synthase

Tous sont composés de plusieurs sous-unités pueRigeul le complexe Il est entierement
codé dans le noyau tandis que les autres complésetent de I'association de protéines

codées par les ADN nucléaire et mitochondrial lfi{iet al, 2004).

2.3.2. La phosphorylation oxydative

Les électrons sont transportés par le NADH et I®RA respectivement aux complexes | et

Il qui transferent I'électron a I'ubisemiquinoneste derniere I'acheminant au complexe |il.



L’arrivée de I'électron au complexe IV constitue fla de la chaine d’oxydoréduction et
entraine la réduction de I'oxygéne moléculaire an. é.es réactions associées au passage de
I'électron au niveau des complexes |, lll et IVrairient le passage d’un proton vers I'espace
inter-membranaire a travers les complexes. Ce gassablit un gradient électrochimique de
protons qui crée une force proton-motrice utilipée le complexe V pour phosphoryler des
molécules d’ADP en ATP, assurant le couplage dehkine des oxydoréductions avec la
production d’ATP (Figure 1)2(Stocket al, 1999).

phadshmpEisEn B asEh A
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Figure 12: Chaine de transport des électrond.es électrons sont apportés au niveau de la chaine
respiratoire par les équivalents réducteurs : NABPbinplexe 1) et FADK (complexe II).
L'électron est ensuite amené au niveau du compkéxa! il est utilisé pour former de I'eau. Le
passage de I'électron au niveau des complexdset; IV entraine le passage de proton$) @#ns
I'espace inter-membranaire et crée un gradienbpigtie qui va permettre la formation ATP lors du
passage des protons au niveau de I'ATP synthase.

a. Complexe | : NADH déshydrogénase

C’est la premiere enzyme de la chaine respirathite.catalyse le transfert de deux électrons
du NADH a l'ubiquinone, couplé a la translocatioe duatre protons au travers de la
membrane, ce qui participe a la force proton-meti(iazanov, 2007). Cette enzyme est
constituée d’environ 45 sous-unités, la plupart) (881t codées par le génome nucléaire,
tandis que 7 autres sont codées par le génomehmitddal. Avec son poids moléculaire de
980 kDa environ, elle constitue I'un des plus gtosplexes protéiques membranaires. Le

domaine hydrophile de ce complexe contient le sliée liaison du NADH, la flavine



mononucléotide qui est le premier accepteur d'é@dest et neuf centres Fer/Soufre (FeS)
constituant le centre catalytique de I'enzyme (8aza2007). Le systéme de pompage des
protons est quant a lui localisé dans la partie bramaire du complexe (Kaat al, 2003).

b. Complexe Il : Succinate déshydrogénase

Il joue un réle important dans la mitochondrie purd fait & la fois partie de la chaine
respiratoire et du cycle de Krebs. Il est composé&jdatre sous-unités (A a D). Les sous-
unités A et B constituent le domaine hydrophild’dezyme dépassant dans la matrice tandis
gue les sous-unités C et D constituent le domameccage du complexe dans la membrane
interne mitochondriale. Les quatre génes codant pes quatre sous-unités font partie du
génome nucléaire. Ce complexe qui oxyde le suczieat fumarate peut cependant, dans
certaines conditions, fonctionner dans le sensrgeveDe plus, dans certains tissus tels que le
rein, la quantité de complexes Il est particuliézeatélevée par rapport a certaines autres
enzymes matricielles (la citrate synthase par ex@mpDans ce cas, la succinate
déshydrogénase délivre aux ubiquinones une quadiééctrons supérieure a ce que le
cytochrome ¢ peut transporter ce qui favorise unmxydation des ubiquinones. Ce
phénomeéne peut entrainer un flux réverse d’élesteantravers du complexe | (Favadral,
2005), entrainant une réduction plus importanteedeomplexe, ce qui favorise la production
de radicaux libres. Des défauts d’activité de cmmexe ont été corrélés au développement
de pathologies telles que I'ataxie de Friedrichti@et al, 1997), la maladie de Huntington
(Butterworth et al, 1985) ou certaines encéphalopathies infantilessréBourgeroret al,
1995). Des mutations de sous-unités du complexantllégalement été décrites a plusieurs

reprises comme étant un facteur important de tugaogse (Baysal, 2006).

c. Complexe Ill : Complexe b-c1 ou ubiquinone-dytome c réductase

Il contient quatre groupes prosthétiques redoxfsacti2 cytochromes b (bL et bH), le

cytochrome cl et un centre Fer/Soufre. Ce complesie composé de 11 sous-unités
protéigues parmi lesquelles les sous-unités lll,etW constituent les groupes redox, les 8
autres sous-unités ne comportant pas de groupgmasthétique. La majorité de ces sous-
unités est codée par le génome nucléaire, sewdeus-unité comprenant les cytochromes b
est codée par le génome mitochondrial (Borisov2200ette enzyme catalyse le transfert de

deux électrons de l'ubiquinol au cytochrome c. €ditape est associée au transfert de 4



protons de la matrice vers I'espace inter-membrangiace au cycle Q décrit par Mitchell
(1975). Ainsi, des électrons dérivant de I'oxydatide I'ubiquinol sont recyclés par le site
ubiquinol réductase de cette enzyme ce qui permabinpage des protons (Mitchell, 1975).

d. Complexe IV : cytochrome c oxydase

Il appartient & la superfamille des oxydases a hemege. Son isoforme humaine est
composeée de 13 sous-unités dont trois (Cox I, Cex Cox Ill) sont codées par le génome
mitochondrial (Borisov, 2002). Les électrons cégés le cytochrome c entrent dans ce
complexe protéique par le centre cuivre CuA purs s@nsférés successivement a I’'héme a
puis au site actif binucléaire ou s’effectue laslam de I'oxygéne et sa réduction en eau
(Abramson, 2001). Durant cette étape, 4 protons mmsommeés et 4 autres sont transloqués
de la matrice vers I'espace inter-membranaire. d#guts d’activité de cette enzyme ont été

associées au développement de différentes myopgRésnaret al, 1999).

e. ATP synthase

Elle est composée de deux sous-complexes (FigurelLB3partie ki est insérée dans la
membrane interne mitochondriale et conduit lesgm®tdepuis I'espace inter-membranaire
vers la matrice. Cette partie, chez les mammiféste@mposée de 5 sous-unités (A6, b, c, d et
Oligomycin Sensitivity Conferral Protein). Le segmd~ est matriciel, au contact de la
membrane interne et utilise le gradient de profamg convertir TADP en ATP et vice versa.
Il est composé de 5 sous-unités f, v, 8, € dans un ratio 3, 3, 1, 1, 1). Des protéines
accessoires (e, f, g et F6) sont également asso@iée complexe. Le fonctionnement de ce
dernier repose sur les sous-unités ¢ (au nombrEOylele la partie ~qui, connectées a la
sous-unitéy de R, agissent comme un rotor qui utilise le passagepietons a travers le
stator (sous-unités A6, b, d et OSCP) pour fonaonLa sous-unitg¢ cause, quant a elle, un
changement conformationnel dans le trimére ciroellde sous-unités et de la partie Fet
permet ainsi successivement la liaison de I'ADPspla réaction avec le phosphate

inorganique pour générer I'ATP et enfin le relargag I'ATP.



Figure 13: Structure de I'ATP synthase kF;-ATPase.
Tiré de l'article (Wang & Oster, 1998).

2.3.3. Rendement de la phosphorylation oxydative

Les équivalents réduits, NADH, "Het FADH, sont respectivement oxydés au niveau des
complexes | et Il de la chaine respiratoire. Cauduitant le complexe I, le nombre de
protons expulsés par molécule d'oxygene durantydlation du FADH est plus faible que
celui de l'oxydation du NADH, H Ainsi, le rendement de la phosphorylation oxydgtiqui
peut étre mesuré par le rapport entre les flux B'AT d’'oxygene (3r/Jo), est plus faible
avec FADH qu'avec NADH, H. De ce fait, la différence essentielle entre talsalisme du
glucose et celui des acides gras tient a la prigporelative des équivalents réduits fournis a
la chaine respiratoire : le rapport NADH, ldur FADH est respectivement de 4 lors de
I'oxydation du glucose et de 2 pour celle des acgias. Cette différence est donc a l'origine
de la perte de rendement de la phosphorylationaii@lpour les acides gras.

Chance conclut que le premier facteur du contr@dadphosphorylation oxydative est la
concentration d'ADP extra-mitochondriale (Chanc@65). En effet, il observe une relation
hyperbolique entre le niveau de respiration mitochi@le et cette concentration en ADP.
Ceci implique que l'adénine nucléotide transloq@g€T), qui permet la sortie de I'ATP et
I'entrée de I'ADP dans la mitochondrie, contribgalément a la régulation de la respiration.
Toutefois, I'ADP extra-mitochondriale n'est pas #&eul paramétre contrélant Ila
phosphorylation oxydative. En effet, d'autres fardgouent des réles déterminants :

1°) la concentration extra-mitochondriale en phasplnorganique (Pi)

2°) l'approvisionnement en*Hfourni par les différents substrats



3°) l'activité du cytochrome c oxydase (complexg (Vageret al, 1983).
Dans les conditions de métabolisme basal, 90% @e d5t consommé au niveau de la
mitochondrie. De cette consommation mitochondri8@% sont utilisés pour la synthése
d'ATP et 20% lors de la fuite de protons. La fudte protons est caractérisée par le retour
passif de protons dans la matrice (proton lealdeet sans passer par 'ATP synthase donc
sans générer d’ATP. Ces fuites membranaires diminlaeforce protomotrice et induisent
une baisse de l'efficacité de I'oxydation phosphemie (Murphy, 1989).
Le cytochrome c oxydase (Cox), accepteur finalettbns de la chaine respiratoire (Weibel
et al, 1991), est une enzyme cruciale pour la respiatiitochondriale. Elle fait partie du
complexe IV de la chaine respiratoire, et permatadalyser la réaction suivante :

B 4H+4€-->2H0
Cette réaction représente une étape participant dintitation de la vitesse de la

phosphorylation oxydative.

2.3.4. Régulation de la phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est régulée au nivdausa vitesse de synthese d'ATP, et donc
de respiration, et au niveau de son efficacité.

Deux facteurs principaux peuvent étre impliqués sdd@ contrdle de la respiration
mitochondriale : les substrats de I'oxydation stdebstrats et produits de la phosphorylation
(ADP et ATP).

a. Les substrats de I'oxydation

Une part importante du contrble de la respiratieh exercée au niveau de l'apport en
coenzymes réduits (NADH et FADBH Une augmentation de l'apport en substrats
respiratoires stimule la respiration mitochondriaMéanmoins cette stimulation de la
respiration par l'augmentation de la concentraéinrsubstrats est tissu-dépendante. En effet,
une modification du rapport NADH/NAD mitochondrial via un changement de la
concentration en substrats respiratoires entraieeaugmentation de la vitesse de respiration
et de la synthése d'ATP sur mitochondries isoléefoid (Koretsky & Balaban, 1987), et de
cceur (Moreno-Sanchext al, 1990), mais ces résultats n'ont pas été retrodaas le muscle
cardiaquen vivo (Jobsis & Stainsby, 1968), ni dans le muscle sdjige in vivo (Wendt &

Chapman, 1976) o situsur fibres perméabilisées (Kuptal, 1993). De la méme maniere,



en fonction du substrat utilisé (pyruvate, acideas) la vitesse maximale de respiration
mitochondriale varie au sein d’'un méme muscle att@int pas le méme niveau en fonction
du type de muscles (Ponsgital, 2005).

b. ADP et ATP

Les premiers travaux sur mitochondries isolées gy Lardy et Wellman (1952) ont
montré que la vitesse de respiration mitochondeatefortement augmentée en présence d'un
systeme de régénération de I'ADP (hexokinase +togkjc(Lardy & Wellman, 1952; Chance,
1965). Ces observations aboutirent a la notioncoattéle respiratoire”, défini comme étant
le contréle de la vitesse de transport des élestterilong de la chaine respiratoire par la
concentration cytosolique en ADP. La théorie chsmotique permet d'expliquer ce
phénomene puisque I'ajout d'ADP stimule le fonectement de I'ATP synthase et induit ainsi
une augmentation de la consommation du gradieqral®ns. La diminution de ce gradient
stimule alors le fonctionnement des pompes a psotsitochondriales et donc la respiration.

2.4. Reégulation transcriptionnelle mitochondriale

La mitochondrie possede son propre génome, mais-acehe code que pour une partie des
protéines de la chaine respiratoire. Les autretipes mitochondriales sont codées par le
génome nucléaire. Cette double origine des pra@mchondriales nécessite une régulation
fine et coordonnée de leur expression (ScarpullagR Par conséquent, il existe des facteurs
régulateurs clés codés par le génome nucléaireaqnti permettre d'une part la transcription
du génome mitochondrial et d'autre part I'expressies genes nucléaires codant pour des

protéines mitochondriales.

2.4.1. L'ADN mitochondrial

L'ADN mitochondrial (mtADN) humain est une moléculeaténaire circulaire d'environ 16
kilobases dépourvue d'introns et d'histones. Chagtazhondrie posséde un nombre variable
de copies (2 a 10) et une mutation de cet ADN [@re présente sur toutes les copies
(homoplasmie) ou seulement sur une partie des sdpé&éroplasmie).

L’ADNmt code pour 13 protéines de la chaine respira mitochondriale, 22 ARN de

transfert et 2 ARN ribosomiques.



2.4.2. Contrdle transcriptionnel de la biogenes®chiondriale

a. Peroxisome proliferator —activated receptor gaaeo-activator 1 (PGC-1)

> PGC-In

La découverte de PGGilfut un évenement majeur dans la compréhensiooméesanismes

de la biogenése mitochondriale. PG&#&st considéré comme un des cofacteurs centraux de
la régulation de la biogenése mitochondriale (Wu al, 1999). L’augmentation de
I'expression de PGCa-dans le muscle squelettique est induite par l@geraussi bien chez
les rongeurs que 'Homme (Baetral, 2002; Russelkt al, 2003).

La compréhension de la fonction de PG&Lans la biogenese mitochondriale a été
améliorée par l'utilisation de modéles animaux pettemt un gain ou une perte de fonction de
ce facteur.

Lin etal. ont réalisé la surexpression de PGC3ous le contrble du promoteur de la créatine
kinase, spécifiquement dans les fibres rapides dacla squelettique (Liret al, 2002b).
Cette surexpression résulte en une conversiorbdesfrapides IIB en fibres de type IIA ainsi
gu’en fibres lentes de type | (20 et 10 % respeatient) dans le plantaris. A l'inverse, des
souris déficientes pour PGGl-présentent une diminution du nombre de mitochieadet
une diminution des capacités oxydatives dans lesclas lents (Leonest al, 2005).
Récemment, Handschin &t ont montré que des souris, chez lesquelles P&Est-inactivé
spécifiguement dans le muscle squelettique présantane conversion de fibres lentes en
fibres rapides, étaient moins résistantes a I'ezeravec des dommages au niveau des fibres
musculaires suite a I'exercice (Handscéiral, 2007).

Il a été également démontré que PGCifhduisait une surexpression de la Cox et du
cytochrome c. PGCelpourrait également étre associé a une intensditate la production

de ROS. Or, une publication récente montre gquepfession des enzymes détoxifiantes
s’accroit parallélement avec celle de PGLC(&t-Pierreet al, 2006).

Mais les modifications post-traductionnelles oceupégalement une place prépondérante
dans la régulation de cette activité. Il a été mbgte la désacétylation de PGE&dugmente
son activité transactivatrice au niveau de geneatigues impliqués dans la néoglucogenése
(Rodgers et al, 2005) et, plus récemment, au niveau de genesiqug§d dans le

fonctionnement mitochondrial du tissu adipeux betidu muscle squelettique (Rodgetsl,



2005). Ces travaux rapportent que la désaceétylaioRGC-& s’effectue par l'intermédiaire
de SIRT1, un des sept orthologues chez les manesités la protéine Si@ilent information
regulator 2)de S.cerevisiag membre fondateur de la famille des sirtuins (Fiy99). SIRT1
est une désacétylase dépendante du NADI exerce son activité enzymatique sur les
histones mais également sur des régulateurs trptisonels, modulant par ce biais leur
activité. Elle est ainsi impliguée dans de nombrguacessus cellulaires. En particulier,
SIRT1 est capable de moduler la longévité chezwdiffts organismes. Certes SIRT1 n'a pas
PGC-1 pour seule cible. Il a notamment été démanieéles facteurs de transcription de la
famille Forkhead de classe O (FoxO) sont capabéesedondre a la présence d’'un stress
oxydant lorsqu’ils sont activés par une désacétylattribuée a SIRT1 (Brunet al, 2004).

lls induisent alors le ralentissement des proceapogtotiques et favorisent la détoxification
cellulaire par l'activation des genes codant la 2@Dla catalase, mais ils n'ont en revanche
jamais été identifiés, au contraire de PGC-1, conmteevenant dans I'énergétique cellulaire.
Enfin, PGC-& serait plus impligué dans la biogenése mitochafelridans le muscle
squelettique (Scarpulla, 2002). Le resveratrolpalyphénol présent dans le raison noir et ses
produits dérivés, est connu pour ses propriétéexutantes et il induit une activation de
SIRT1 et PGCXx (Lagougeet al, 2006).

> PGC-B

Ce co-activateur transcriptionnel présente uneeftidmologie de structure avec celle de
PGC-1u (Lin et al, 2002a). PGC{ coactive en partie les mémes facteurs de transerip
gue PGC-i pour induire I'expression de géenes cibles comnteissque les genes impliqués
dans la régulation du métabolisme énergétique matodrial (Kressleet al, 2002; Linet al,
2002a). Cependant, PG@-fiégule d'autres facteurs de transcription quiam pas des cibles
de PGC-&. Il semblerait que le role de PGG-4oit moins prépondérant que celui de PGC-
1. Cependant, PGCBlpossede la capacité d’'interagir avec NRF1 et dshaire régulateur
potentiel de I'activité de facteur de transcriptidea NRF1 (Linet al, 2005). De plus, la
surexpression de PG@-Entraine une augmentation de la consommation déng/et de la
biogenése mitochondriale dans le muscle (St-Peatred, 2003). Enfin, PGC{1semble jouer
un réle plus important dans le cceur que P@GHL niveau de la biogenese mitochondriale
(Scarpulla, 2002; Ventura-Clapiezt al, 2008). Par ailleurs, il semble que I'exercice
n’entraine pas d’activation de PG@-@lans le muscle squelettique contrairement a P&C1-
(Meirhaegheet al, 2003).



b. Nuclear respiratory factors (NRFs)

NRF1 a été identifié pour la premiére fois par BrahScarpulla (Evans & Scarpulla, 1989)
comme le principal activateur transcriptionnel dang du cytochrome c¢ de rat. Par la suite,
des éléments de liaison a NRF1 ont été trouvés legmomoteur de plusieurs génes codant
pour des sous-unités de la chaine respiratoirechtadriale ainsi que dans le promoteur de
genes impliqués dans la réplication de la trangoripde I'’ADN mitochondrial (Garesse &
Vallejo, 2001). Par son large réle de régulateamdcriptionnel, NRF1 est un élément majeur
des processus de biogenese mitochondriale.

NRF2 se fixe sous forme de tétramere sur le pramnotke plusieurs sous-unités du
cytochrome c oxydase et régule ainsi leur transonpScarpulla, 2002). Les facteurs NRF1
et NRF2 régulent en aval deux facteurs impliquéssda réplication et la transcription
mitochondriale : TFAmM permettant ainsi une exp@ssioordonnée des genes nucléaires et
mitochondriaux afin d’assurer un fonctionnementoetitondrial correct.

Il a été montré que NRF1 était particulierementligy# dans la régulation de I'expression de
la Cox mais aussi dans la régulation de la voisyiiéhese de 'heme. Un deuxiéme facteur de
transcription nucléaire, NRF2, est également imygligans la régulation de I'expression des
géenes liés au métabolisme mitochondrial, notamraaet sous-unité du complexe IV de la
chaine respiratoire (Cox4) (Scarpulla, 2008). Cdpaty la régulation de la synthése des
protéines mitochondriales par différents facteuestr@nscription implique qu’il existe un
facteur prépondérant qui contréle a lui seul I\&atdi de ces différents facteurs de transcription.
Parmi 'ensemble des co-activateurs associés a POORF1 et NRF2 sont ceux qui sont le
plus impliqués dans la régulation de I'expressies dénes codant pour des protéines de la
chaine respiratoire. Le couple de co-activateursFNRt NRF2 est ainsi associé a la
régulation de genes qui codent pour des protéinesamposent les complexes de la chaine

respiratoire et ce chez le rat, la souris maisefgaht ’'homme (Scarpulla, 2008).
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Figure 14: Schéma représentant les cibles de NRF1 et NRF2
Tiré de l'article (Scarpulla, 2006).

c. Le facteur de transcription mitochondriale AFAmM)

Le facteur TFAm est également une protéine bi-fonceielle. Il assure un réle de facteur de
transcription (Fisher & Clayton, 1988) et il estlispensable au maintien et a la réplication du
génome mitochondrial (Ekstramed al, 2004).

A présent, il est établi que le facteur mitochoaldrfFAm (Transcription factor A,
mitochondrial) ainsi que les facteurs NRF1 et 2t sequis pour la réplication de I'’'ADN
mitochondrial (Scarpulla, 1997).

L’expression de ces facteurs est observée suitee&xpression ectopique de PGG-flans
des cellules &1, mais le ou les partenaire(s) de PG&-dans cette régulation
transcriptionnelle sont encore mal connus (&val, 1999). Cependant, il a été montré que
NRF1 et NRF2 peuvent tous deux induire I'expressierm FAm (Scarpulla, 2006) et I'équipe
de Wu a mis en évidence qu’une interaction diremere PGC-d& et NRF1 permettait
l'induction de I'expression de TFAm (Wet al, 1999).

A son role essentiel dans la transcription mitochate, s’ajoute un réle la stabilisation et la
réplication de I’ADN mitochondriale (Ekstrarad al, 2004).



Figure 15: Schéma représentant la biogenése mitochondriale.



En résumé

La production d’énergie aérobie dans le muscledégtendante de la capacité a produire de
I'énergie lors du processus de la phosphorylatiagdative qui se déroule a I'intérieur de la
mitochondrie. La mitochondrie est un organite cos®al’une multitude de complexes
protéiques qui sont tous finement régulés en fonaties besoins et des conditions du milieu
cellulaire. La mitochondrie qui a un réle fondamandans la production d’énergie est aussi
un lieu privilégié de production de radicaux libresygénés qui sont a l'origine de réactions
délétéres pour I'équilibre de la cellule.

La biogenése mitochondriale est régulée par de memb co-activateurs, il semblerait
cependant que PGC-% et £ ait un role prépondérant dans la régulation dectiaité de ces
cofacteurs. Les cofacteurs PGC-1s se trouvent anscentre d’'un systeme complexe de
régulation du métabolisme énergétique. Son actimrde nombreux co-activateurs permet de
réguler I'expression de génes liés a de nombrefmegions métaboliques impliquées dans la
réponse aux besoins énergétiques cellulaires. P&Ge€L trouvent ainsi au centre de la
régulation de l'apport en substrat et de leur sttiion au sein de la cellule. PGC-1s sont
egalement au centre de la régulation de I'exprassie protéines constituantes de la chaine
respiratoire et donc régulent par ce biais l'utdison des substrats et la synthése de I'ATP.
Par cette faculté, les PGC-1s apparaissent ainsioe les acteurs centraux de I'adaptation

du métabolisme énergétique aux besoins énergétmpliegaires.



3. LE STRESS OXYDANT

3.1. Introduction

Les organismes multicellulaires possedent touséssaux complexes de signalisation intra-
et extracellulaire qui contrdlent et harmoniserst fenctions cellulaires dans les différents

processus physiologiques tels que I'organogén@éstsgrité et I’'hnoméostasie tissulaire, et la

réponse aux événements pathologiques.

Les especes réactives oxygénées (Reactive OxygmrieSp ROS) produites par les cellules
ont été traditionnellement considérées comme deduis toxiques du métabolisme. Le stress
oxydant intracellulaire peut étre deéfini comme ués@huilibre de la balance entre la

production des ROS d’'un coté et son éliminatior’algtre. La capacité a éliminer les ROS

est appelée « capacité antioxydante » de la celelepermet d’empécher les lésions

oxydatives. Une surproduction de ROS et/ou un dédit systemes protecteurs antioxydants
est d’ailleurs fortement impliqué dans les mécaesmphysiopathologiques de nombreuses

maladies tels que le diabéte, la maladie d’Alzheiowela maladie de Parkinson.

3.2. Différentes formes de radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atomemolécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, ce composé peutrréaagc les molécules les plus stables
pour apparier son électron. Il peut soit arracherélectron (se comportant comme un
oxydant), soit en céder un (agissant alors commeédncteur). Cette premiére réaction
conduit généralement a la formation en chaine desux radicaux ; ceci explique que la
production d'un premier radical libre puisse caukemportantes lésions dans une cellule.
L'O, est une molécule biradicalaire formée de deux esomrésentant sur leurs orbites
externes deux électrons non appariés. Il est dosceptible de capter facilement 1 puis 2
électrons pour étre partiellement réduit epr-@uis en HO,. Il est ainsi a l'origine de la
formation des ROS.

L’appellation ROS inclut les radicaux libres déswde 'oxygene : anion superoxydex{<),
radical hydroxyle (OHe) mais aussi certains dérig¥ggénés non radicalaires dont la toxicité
est importante tel que le peroxyde d’hydrogengOgi

L'anion superoxyde (£-) est un radical chargé négativement provenantade2duction

monovalente de I'oxygéne moléculaire qui capte lect@®n. La dismutation de cet,©



entraine la formation d'oxygene fondamental et dmyyde d'hydrogéne ¢,). L'H.O-
n'est pas un radical libre au sens propre maistikegtrémement réactif et posséde un fort
pouvoir oxydant. De plus, sa capacité a traveesrniembranes biologiques fait qu’il peut se
retrouver a une grande distance de son lieu deuptioa.
Selon la réaction de Fenton, 4B se décompose, en présence d'ions ferretX)(lea un ion
OH- et un radical hydroxyle (OHe) :

H,0, + F&€* — OHe + OH- + Fe**
Cette réaction s'interrompt rapidement par épuiserda fer ferreux, excepté en présence
d'anion superoxyde (®) qui régénére Péen Fé" selon la réaction d'Haber-Weiss :

Ooe- + FE" — O, + F&*

Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydredébO,), d'anion superoxyde (®) et
de fer permet la production de radical hydroxyléi$D L'OHe, avec une demi-vie de I'ordre
de la nanoseconde, est la plus instable et larmglastive de toutes les especes dérivées de
I'oxygene. La diffusion limitée de ce radical lutnmet de réagir avec de nombreuses espéces
moléculaires se trouvant a proximité (protéingsdés, ADN...) entrainant ainsi de multiples
dommages cellulaires. L'OHe apparait comme |'espadealaire ayant un réle majeur dans
la cytotoxicité des ROS (Tableay 2

ROS Origine Demi-vie (seconde)
Radical hydroxyle (OH-) Réaction de Fenton ~10
Anion superoxyde (&) Chaine respiratoire 10*

Xanthine oxydase
NADPH oxydase

Oxygéne singlet'Q,) Photolyse 19
Radical peroxyle (ROO-) Peroxydation des lipides 10
Peroxyde d’hydrogéne ¢a@,) Chaine respiratoire 1

Xanthine oxydase
NADPH oxydase

Tableau 2: Identité moléculaire, origine et demi-vie des pncipales especes oxygénées réactives
(ROS) pouvant influencer le muscle squelettiqué€Adapté de (Lawleet al, 1998)

3.3. Source cellulaire des radicaux libres

Dans l'organisme, il existe de nombreuses soured?@iS parmi lesquelles I'auto-oxydation
des petites molécules, la xanthine oxydase et IBRIA oxydase, le réticulum endoplasmique,
les peroxysomes et les mitochondries.



3.3.1. La xanthine oxydase

La xanthine oxydase catalyse la dégradation d@dkgnthine en acide urique en condition
de forte demande d'ATP et de déficit en oxygeneisMdle peut également catalyser
'oxydation de la xanthine en acide uriqgue, notammiers d'ischémie-reperfusion ou
d'hypoxie. Dans cette réaction, I'oxygéne molécalaigit comme un accepteur d'électron

produisant ainsi I'@- (McKelveyet al, 1988).
3.3.2. La NADPH oxydase

La NADPH oxydase joue un role fondamental dans dponse immunitaire et plus
précisément dans la lutte contre les micro-orgaessiiBabior, 1999). En effet, lors de la
phagocytose, cette enzyme présente dans la memiiemmique des phagocytes, catalyse la
formation d'Qe- au niveau des vaisseaux. Il existe aussi une RIADxydase dans des

cellules non phagocytaires dont le réle seraitédgiler la croissance cellulaire (Krause, 2004).
3.3.3. Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse contient des emsyqui catalysent une série de réactions
pour détoxifier les molécules liposolubles et desiproduits métaboliques toxiques (Turrens,
2003). La plus connue de ces enzymes est le cyioehiP450 qui oxyde les acides gras
insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsiR®S (Morel & Barouki, 1999). Il semble

gue cette production radicalaire régule certainastfons du réticulum.
3.3.4. Les peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de giodud'HO, cellulaire (Boveriset al,
1972). Toutefois, 'O, est utilisé comme substrat de la catalase peroxgo (enzyme
antioxydante) afin de réaliser des réactions dexyelation d'autres substrats. Ces réactions
sont importantes dans le processus de détoxificgtiésent dans le foie et le rein. Seule une

faible quantité d'kO, produit au niveau du peroxysome pourrait échapparcatalase.



3.3.5. La mitochondrie

La principale source de ROS est la mitochondriplet précisément au niveau de sa chaine
respiratoire. Elle produirait en effet 90% des R@fulaires (Balabaet al, 2005).

La chaine respiratoire est une source permanen®O& Selon certains auteurs, environ 1 a
3% de l'oxygene utilisée par la mitochondrie sorwbmpletement réduits et produisent des
ROS (Boveris & Chance, 1973). Mais ces estimatsmmg réalisées a partir de mesimeitro

sur des mitochondries isolées en présence d'unssipmne partielle en oxygéne non
physiologique et de concentration saturante en tsaibs Il est vraisemblable que la
production mitochondriale de RQ$ vivo soit beaucoup plus faible (0,4 a 0,8%) (Hansttrd
al., 1997). Il existe deux sites de production de R@S complexes | et Il (Figure 16

Le complexe Il a longtemps été considéré comnpmus important site de production ¢©

et le complexe | comme un acteur secondaire Cepndes premiéeres études utilisaient
comme substrat respiratoire du succinate (fouraisde FADH) combiné a de la roténone
(inhibiteur du complexe 1). Or, en ajoutant suctessent le succinate puis la roténone, de
récentes mesures ont permis de mettre en évidemcgdnce d'un flux inverse d'électrons.

Ce flux d’électrons issus de I'oxydation du FAPmonte du complexe Il vers le complexe
| atteignant ainsi le site de production de ROSadmplexe I. Il a alors été clairement défini
gue la source majeure de ROS était le complexa tiflux inverse d'électrons (Hansfad
al., 1997; Barja, 1999). Ce flux d'électrons entraggalement la réduction du NADen
NADH (Liu et al, 2002).

Ceci implique que la production de ROS est direeteniépendante des équivalents réduits
fournis aux mitochondries. La quantité g4 produite en présence de substrat fournissant du
FADH, au complexe Il (succinate, flux inverse d'e-) essteffet plus importante qu'avec des
substrats fournissant du NADH, ldu complexe | (glutamate/malate ou pyruvate/mafate
normal d'e-) (Votyakova & Reynolds, 2001; Liet al, 2002; Sanzet al, 2004)
Concernant la production de ROS liee au flux nord'électrons, elle est plus élevée avec du
glutamate/malate qu'avec du pyruvate/malate biem cgs deux substrats fournissent du
NADH, H" (Sanzet al, 2004). Cette différence pourrait s'expliquer pes propriétés
antioxydantes du pyruvate.

A ce jour, le site exact de la production de ROS®almplexe | reste encore controverse.

Trois hypothéses sont émises : cette producticaitdieu au niveau :

1°) des quinones (Q)



2°) du groupe des flavines mononucléotides (FMN) @t al, 2002)

3°) du groupe fer-soufre [Fe/S] (Genaataal, 2001)

Comme ces trois structures sont trés proches les des autres et interagissent les unes avec
les autres (Herrero & Barja, 2000), il est diffecile dire laguelle intervient spécifiguement
dans la production de ROS.

La production de ROS au niveau du complexe lllnaeelle, résulte de la réduction partielle
de l'ubiquinone. L’électron libre provenant du sfemt a travers la chaine respiratoire
s’apparie avec l'ubiquinone (Ub) formant le radisami-ubiquinone (UbHe) qui est instable.
Un deuxieme électron est donc nécessaire poualidiser et permettre le transfert de proton
grace a lintermédiaire ubiquinol (UbH Toutefois, il existe une probabilité pour que le
radical semi-ubiquinone rencontre une molécule ytjgxne avant d’étre stabilisé par le
deuxieme électron. La molécule d’oxygene va alaqster I'électron libre générant ainsi un
anion superoxyde (Turrems al, 1985).

La production de ROS au niveau du complexe | au@gquement dans la matrice alors que la
production au niveau du complexe lll a lieu daasdace matricielle ainsi que dans l'espace
inter-membranaire (Chegt al, 2003; Turrens, 2003; St-Piereal, 2006).

L’O.e- généré dans la matrice est éliminé dans ce cdimggnt par la superoxyde dismutase
mitochondriale (Mn-SOD), I'HO, alors produit peut diffuser rapidement a traveas |
membrane jusqu’au cytoplasme. L¥produit dans I'espace inter-membranaire est:soit

1°) transformé par I'enzyme antioxydante superoxjideutase cytoplasmique (Cu/Zn-SOD)
2°) détoxifié par le cytochrome ¢

3°) transféré dans le cytoplasme via un canal geltéépendant VDAC

L’O ,- est alors pris en charge par la Cu/Zn-SOD (klaal, 2003).
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Figure 16: Sites de production de ROS au niveau de la chamespiratoire. Deux sites de
production d'Qe- sont reconnus : le complexe | et le complexelllitilisation de laoténone (Rot) et
de l'antimycine A (AA) a permis de localiser la guation de ROS au niveau de cesnplexes et de
mettre en évidence le flux inverse d'électrons reamtt du complexe Il au complexe I.

La vitesse de production de ROS est fonction dx diélectrons dans la chaine respiratoire et
du degré de réduction des transporteurs d'élect@@gendant, cette production radicalaire
semble également liée au potentiel redox et aunfietede membraneA{y). D'une part,
laugmentation du potentiel redox entraine une amation de la production de ROS
(Ksenzenkoeet al, 1984). D'autre part, dans leur étude, Korshurial €1997) montrent une
relation directe entre la respiration mitochondrjd¢ Ay et la production de ROS (Korshunov
et al, 1997). Ainsi, une diminution du potentiel de mearte s'accompagne d'une
augmentation de la respiration et d'une diminutierta production de ROS.

Puisque la consommation basale d'oxygéne est assaain potentiel de membrane élevé et
donc a un état plus réduit des transporteurs tfétes; la production de ROS dans ces
conditions est la plus importante. Par contre, efie drastiqguement diminuée en condition
d’oxydation phosphorylante (apres ajout d'ADP). difet, la présence d'ADP, stimulant la
respiration, augmente l'oxydation des transportdigiectrons et ainsi diminue fortement le
flux d'électrons s'échappant de la chaine resjpieafur réduire I'Q en Qe- (Boveris &
Chance, 1973; Herrero & Barja, 2000).

Néanmoins, la corrélation entre le potentiel de hrame et la production de ROS est a
nuancer. La production de ROS liée a 'oxydationNcRDH, H* au niveau du complexe |
ainsi que celle générée au niveau du complexeoht peu sensibles aux variations Ay

(Korshunovet al, 1997). Starkov & Fiskum en 2003 confirment cesrd®s en observant



une quantité significative d4@, produite en présence de substrats fournissantAddHy H*
méme en absence dey (30% de la valeur obtenue &w maximal) (Starkov & Fiskum,
2003). Ainsi, seul le flux inverse d'électrons esllement sensible aly (Korshunovet al,
1997); une légére dépolarisation étant suffisantg jhiber completement la production de
ROS par cette voie (Votyakova & Reynolds, 2001kxiste donc deux mécanismes dans la
production de ROS : un mécanisme dépendant du fpeltde membrane de la mitochondrie

et un mécanisme indépendant de ce potentiel.

3.4. Systemes antioxydants

Les radicaux libres sont produits spontanémenteetmdniere continue au sein de notre
organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxigeeROS est assuré par des systemes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement des systémes engendre une
augmentation des dommages tissulaires. Les antimkydont des systémes enzymatiques ou
non-enzymatiques (Powees al, 1999).

3.4.1. Systémes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dsseut la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion reductase) sont corégdgomme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les ROS (Figurg 17

a. Superoxyde dismutase (SOD)

Cette enzyme catalyse la dismutation de+@n HO,. La SOD existe sous trois isoformes
qui se différencient par leur localisation celltdagét par leur cofacteur métallique : une forme
cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivmne (Cu/Zn-SOD ou SOD1), une forme
mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD owyéiune forme extracellulaire (EC-
SOD ou SOD3). Il a été montré que la Cu/Zn-SODt également présente dans I'espace
inter-membranaire (Okado-Matsumoto & Fridovich, 208turtzet al, 2001). La distribution

de ces différentes isoformes varie selon le ti§¥ans le muscle, environ 65 a 85% de
l'activité de la SOD se trouvent dans le cytosotlis.que les 15 a 35% restants sont localisés
dans les mitochondries. Cependant, la Mn-SOD sermmdlispensable a la vie puisque sa

mutation est non viable ; I'espérance de vie maeipaur des souris Mn-SOD-/- n'est que de



22 jours pour certains types de mutations (Huetngl, 2001). Ceci n’est pas le cas pour la
forme cytosolique bien que l'espérance de vie cw®szsouris transgéniques Cu/Zn-SOD-/-
soit plus faible que celle de souris Cu/Zn-SODH3Q(semaines vs 180 semaines) (Sentman
et al, 2006).

b. Glutathion peroxydase (GPx) et reductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie daae&OD puisque son rble est d’accélérer
la dismutation du kD, en HO et Q. Lors de cette réaction deux molécules de gludathi
réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfuBSEG) (Mateset al, 1999). Il existe
€galement une glutathion peroxydase associée a dmbnane mitochondriale, la
phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydas®HGPx) qui est spécifiquement
impliquée dans la diminution de la peroxydationdigue (Mate<et al, 1999).

La glutathion réductase, quant a elle, a pour déleégénérer le GSH a partir du GSSG grace
au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrdirs effet, la concentration cellulaire en
glutathion étant limitée, il est nécessaire de dduire constamment pour que la GPx
maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont mesedans le cytosol et dans les

mitochondries.

c. Catalase

La catalase est également responsable de I'élioindtH,O, par une transformation en,@
et .. Contrairement a la GPx, l'affinité de la catalasar I'HO, est élevée seulement
lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogéne seniex (Matest al, 1999; Power®t al,
1999). Cette enzyme est abondante dans le foieseglbbules rouges. Elle se retrouve

préférentiellement dans les peroxysomes et enfailble quantité dans le cytosol.

3.4.2. Systémes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plugartces composants ne sont pas
synthétisés par I'organisme et doivent étre appqgo I'alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoélémentgligathion réduit (GSH), I'ubiquinone, le
cytochrome c et les vitamines E et C (Figurg 17



a. Oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn)s&énium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le sixggant. Toutes les enzymes antioxydantes
requierent un cofacteur pour maintenir leur ackiaatalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale
a besoin de manganese, la SOD cytosolique de ceiwde zinc, la catalase de fer et la GPx
de sélénium. Cependant, certains oligoélémentsmmuoent le fer, lorsqu'ils sont en exces
dans l'organisme et sous leur forme réduite, pdusnir une action pro-oxydante (réaction
de Fenton, d'Haber-Weiss).

b. Glutathion

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde difpgéne et/ou les peroxydes organiques
grace a la réaction catalysée par la glutathiomxyelase (GPx). Il peut aussi réduire les
radicaux formés par l'oxydation des vitamines ECet baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique (Matest al, 1999). Le rapport glutathion réduit/glutathionyd&
(GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueustokss oxydant car plus le flux
d'H,O, est important, plus le glutathion réduit est cons@ et le glutathion oxydé augmenté
(Jietal, 1991).

c. Ubiquinones et cytochrome ¢

Il a été décrit précédemment que les ubiquinormss feur forme semi-radicalaire, jouaient
un réle fondamental dans la production de ROS.rberaent, il a pu étre défini que la forme
"ubiquinol” agissait comme antioxydant. L’ubiquingdrotege les membranes de la
peroxydation lipidique par une diminution de lanfation et de la propagation de radicaux
peroxyls. L'ubiquinone est également impliquée danggénération de la vitamine E ce qui
amplifie son role protecteur contre les ROS (Paoetdal, 1996).

Le cytochrome c présent dans l'espace inter-meralbeam un réle de détoxification en

captant I'électron libre d'§®- produit au niveau de la chaine respiratoire.sAraduit, il cede

cet électron au complexe IV formant du cytochronosydé et de I'kO (Skulachev, 1998).

d. Vitamine E et vitamine C



Les vitamines E do-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent @ ® plus importantes
dans la lutte contre le stress oxydant. La vitanth&tant liposoluble, elle se fixe aux
membranes et peut ainsi séquestrer les radicaws ldmpéchant la propagation des réactions
de peroxydation lipidique.

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le spt@t dans le fluide extracellulaire ; elle
peut capter directement 12 et 'OHe. Elle peut aussi réduire le radieatocophérol et ainsi

permettre une meilleure efficacité de la vitamine E
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Figure 17: Localisation des systemes antioxydants enzymatigs et non enzymatiques dans la
cellule musculaire.GP, glutathione peroxidase; SOD1, superoxide disneuta$SOD2, superoxide
dismutase 2. (Tiré de I'article de (Powetsal, 2008)

3.5. Dégats cellulaires

Les dommages induits par les ROS sont : une peatixyddes lipides, une oxydation des
protéines, des mutations de I'ADN. Ces altératfpesvent conduire a des pertes de fonction
et d'intégrité, voire a la mort cellulaire notammear l'intermédiaire de l'apoptose (mort
cellulaire programmeée). Les ROS initient égalenfiapbptose en activant I'ouverture du pore

de transition de perméabilite¢ (mPTP).

3.5.1. Peroxydation lipidique

Les premieres cibles des ROS sont les lipidespmont ceux présents dans les membranes

cellulaires et subcellulaires. Les membranes ridreacides gras polyinsaturés (AGPI) sont



tres sensibles a l'oxydation en raison de leur &@egevé d'insaturation. L'oxydation des
lipides génére des peroxydes lipidiques qui sortreémes tres réactifs. La peroxydation de
lipides induit une modification de la fluidité, da perméabilité et de I'excitabilité des
membranes. Elle fournit également une grande éadétproduits qui peuvent réagir avec les
protéines et 'ADN (Marnett, 1999). Parmi les pritslformés lors de la peroxydation
lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA acides thiobarbiturique (TBARS) et le
4-hydroxynonenal (4-HNE) sont étudiés comme marpiele la peroxydation lipidique.
Cependant, le 4-HNE peut activer directement ledglage mitochondrial par action directe
sur les UCP et pourrait ainsi réduire la productioiochondriale de ROS (Echtast al,
2002). Ce mécanisme pourrait étre un moyen deeétpproduction de ROS.

3.5.2. Oxydation des protéines

De facon comparable a l'oxydation des lipides,destéines sont aussi susceptibles d'étre
oxydées par les ROS. Cette oxydation provoquediitiction d'un groupe carbonyl dans la
protéine (Stadtman & Levine, 2002). Ces réactidasydation, frequemment influencées par
les cations métalliqgues comme le’Cat le F&*, peuvent étre classées en deux catégories :
1°) celles qui cassent les liaisons peptidiquesaatifient la chaine protéique

2°) celles qui modifient les peptides par l'additide produits issus de la peroxydation
lipidique. Ces changements sont tels qu'ils comaiiss une modification structurale des
protéines dont les conséquences sont majeures @efonction catalytigue, augmentation de
la sensibilité aux protéases...) (Stadtman & Levati)2). L'oxydation des protéines peut étre
un signal pour les "protéines de stress" (Heat SiRrotein, HSP) connus pour leur réle
cytoprotecteur. Ainsi, les membres de la famille d8P70 ont un réle de protéines
chaperonnes. Elles prennent en charge les protdéregurées (participation a la restauration
de la fonction de ces protéines) mais aussi lefipies en cours de maturation (participation
a leur synthése, a leur importation vers le réticulendoplasmique et la mitochondrie). La
synthése des HSP pourrait ainsi compléter les dépate défenses antioxydantes lorsque les
protéines intracellulaires sont endommagées pRGS.

3.5.3. Dommage de 'ADN

Le stress oxydant étant principalement d'origingogtiondriale, ces organites sont les
premieres cibles des ROS. En effet, le génome hutadrial présente une susceptibilité au



stress oxydant qui est 10 fois supérieure a cellg@ome nucléaire (Richtet al, 1988).
Les mécanismes explicatifs proposés sont :

1°) I'absence d'histones protectrices autour dBNAnitochondrial

2°) sa localisation proche de la membrane interne,

3°) des mécanismes de réparations frustres

4°) une structure circulaire sans introns, augmenggatistiquement le risque de mutations
pathogénes (Richtet al, 1988).

L’idée d'un "cercle vicieux" ou d’'une théorie avea feed-backpositif est avancée pour
expliquer les altérations mitochondriales dansapees pathologies : delysfonctionnements
de la chaine respiratoire pourraient augmenterréayction de ROS enduire ainsi une
augmentation progressive des mutations du génom®choindrial et desprotéines
synthétisées. Comme le génome mitochondrial code goelques sous-unités geotéines
impliquées dans la phosphorylation oxydative (semiis-unités du complexe |, urtki
complexe lll, trois du complexe IV et deux de 'ATnthase), leur défaut d’expression
pourrait exacerber la fuite d’électrons de la chakspiratoire au profit de la production de
ROS. Ainsi, plus la fuite d’électrons est imporgntlus la formation de ROS provoquant de
nombreuses mutations mitochondriales aggravergghéaomene (Beckman & Ames, 1998).
Les fonctions de la mitochondrie sont donc parigcement exposées aux dommages
oxydatifs provoquant principalement une diminutda la synthése d'ATP mais engageant
egalement la cellule dans un programme de mortleek par apoptose avec l'induction de

'ouverture du pore de transition de perméabiliittonhondriale (MPTP).

3.5.4. Activation du pore de transition de permiggmitochondriale (mPTP)

Bien que la nature moléculaire du mPTP reste engare jour inconnue, il apparait que le
mPTP est un complexe multiprotéique avec de norseseyrotéines candidates dont le
VDAC, I'ANT, la cyclophiline D (Bossy-Wetzeét al, 1998) (Figure 18 le complexe |
(Fontaineet al, 1998). La cyclosporine A, inhibiteur de référerdi@ mPTP, retarde le
processus d’apoptose (Fontaieeal, 1998) confirmant le role clé du mPTP dans la mort
cellulaire.

Succinctement, I'ouverture du mPTP provoque un lgamént mitochondrial résultant de
I'entrée dans la matrice de composés osmotiquemetifs. Suite a ce gonflement, la
membrane externe peut se rompre et entrainer ke ste molécules pro-apoptotiques
(cytochrome c, AIF (Apoptose Inducting Factor).



L'ouverture du mPTP est tres finement régulée. dleiwmn matriciel apparait comme étant
son inducteur le plus puissant, nécessaire esautfiBernardi, 1999).

Les ROS agissent directement sur lI'ouverture dufmPore qui intervient dans le processus
d'apoptose _(Figure )}9Skulachev, 1996; Chenrt al, 2009). Selon I'équipe de Vercesi,
l'ouverture du mPTP induit par les ROS serait com$ée a I'oxydation d'un groupement thiol
constituant ce pore (Vercest al, 1997).

Il se peut également que ce pore s’ouvre de fagositoire conduisant a la diffusion d'ions
de petite taille, tels G4 dépendant du pH et déclenchant la fermeture del @ette situation
protégerait les cellules d'une Iésion irréversidmeévitant le gonflement et la libération dans

le cytosol de facteurs pro-apoptotiques tels quytechrome ¢ (Hausenlast al, 2004).
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Figure 18: Structure du mPTP. Il est formé par le complexe VDAC—-ANT-CyP-D. 'héinase Il
(HKI1I), la créatine kinase mitochondriale (CK),ricepteur au benzodiazepine (PBR), et la famille
Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x, and Bax) sont considérés comme des élementsatégrsd de ce complexe.
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Figure 19: Production de ROS, ouverture du mPTP et apoptosé'aprés (Skulachev, 1996).
(1) L'augmentation de la production de ROS entrdtnevérture du pore de transition de
perméabilité (mMPTP)2j Un déséquilibre osmotique entre la matrice spbee
intermembranaire se crée, ayant pour conséquemmamflement de la matrice et la
fragmentation de la membrane exter8el{a mitochondrie est alors dégradée (sélection
mitochondriale).4) Les protéines pro-apoptotiques séquestrées dmspate
intermembranaire sont libérées dans le cytosoaitiune cascade de réactions qui aboutit a
I'apoptose (sélection cellulaire).

3.6. L’apoptose

On distingue 2 grandes voies de signalisation akearnt a la mort cellulaire. La premiére,
appelé voie intrinséque, met en jeu la mitochondtieoccupe une place centrale dans les
mécanismes de l'apoptose. La deuxiéme voie eséend la surface de la cellule par des
récepteurs membranaires, c’est la voie extrinsequeie des récepteurs de mort.

Quel que soit le mode d'induction (intrinseque oxtrieseque), les caractéristiques
morphologiques de I'apoptose sont similaires, disawne réduction de la taille de la cellule,
une condensation de la chromatine, un clivage desmosomes, une rupture de la membrane
plasmique et une transformation des organites laets en vésicules appelées corps
apoptotiqgues. Nous allons durant ce chapitre noansacrer uniquement a la voie intrinséque
(mitochondriale) (Figure 20

Depuis une dizaine d’années, il est clairementliégaie la mitochondrie joue un role clé dans
'apoptose. Son intervention dans ce processusexlgue pas par une « simple perte de

fonction » ayant pour conséquence un déficit eniepge mais est reconnue plutdt comme un



meécanisme actif s’accompagnant de profonds remamtmOnN observe une modification de
la perméabilité membranaire mitochondriale — liéeurse dissipation du potentiel de
membranaire mitochondrialAm) — et la libération dans le cytoplasme de pre®in
apoptogenes comme le cytochrome c.

Plusieurs modeles ont été proposés pour expligoerment, lors d’'un signal de mort,
'ouverture du pore de transition et la dissipatidum AYm peuvent étre impliqguées dans
I'induction du relargage de molécules apoptogehgs( al, 2003).

De nombreuses molécules participent a I'apoptosent® les caspases mais aussi le pore de
transition de perméabilité mitochondrial (MPTP).sLeaspases constituent deux groupes.
D’un c6té les caspases initiatrices (tels que Espases 2, 8 et 9) qui clivent et activent
plusieurs enzymes ou protéines impliquées dansptase. L'ouverture du mPTP semble étre
contrblée par les protéines de la famille Bcl-2up® cell leukemia/lymphoma-2). Cette
famille regroupe des protéines pro-apoptotiquesm(oe Bax, Bad et Bid) et anti-
apoptotiques (tels que Bcl-2 et Bcl-xL). L'activati intrinseque de l'apoptose conduit a
l'insertion de protéines pro-apoptotiques dans lemiorane des mitochondries ou elles
s’oligomérisent. Ces complexes multimériques prosoq la rupture des membranes
mitochondriales et I'ouverture du mPTP. La conséqaeest d’'une part la perte du gradient
électrochimique entre la membrane interne et larioeatD’autre part, des protéines pro-
apoptotiques sont libérées dans le cytoplasme comtRe(Apoptosis-Inducing Factor),
Smac/DIABLO (Second Mitochondria-Derived Activatof Caspase, Direct Inhibitor of
Apoptosis protein Binding protein with Low pl) &t ¢ytochrome c.

Le cytochrome c libéré dans le cytoplasme s’assibdeaf-1 (Apoptotic Protease Activating
Factor-1). Le complexe ainsi formé ou apoptosoriee et active la pro-caspase 9.

Il est important de noter que Bossy-Wetzel et al @gcrit un systeme ou la libération du
cytochrome c et I'activation de caspases pouvaenir eu lieu sans aucune dissipation du
A¥m et dans lequel I'ouverture du mPTP est conséquengeformation de I'apoptosome
(Bossy-Wetzekt al, 1998).
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Figure 20: Schéma représentant la voie intrinséque (mitochmlriale) de I'apoptose.

3.7. Le concept de 'hormése mitochondriale ou mitmrmesis

L’hormesis est défini comme l'activation des prépés cellulaires protectrice et réparatrice
induite par un stress physiologique modéré (SclawértSack, 2008). Depuis quelques
décennies, il était admis que 'augmentation degcaax libres était le principal responsable
du processus du vieillissement et de la diminutieria durée de vie des organismes (Harman,
1956). Durant ces années, un certain nombre d’stseesont efforcées de diminuer le stress
oxydant a l'aide de molécules antioxydantes. Cepetides résultats de ces études furent
surprenants. En effet, elles ont démontré que @gaules antioxydantes avaient peu ou pas
d’effets mais surtout que les ROS étaient essendidlactivation de voies de signalisation
aboutissant a une augmentation de la durée de eseodjanismes. Par ailleurs, il a été
démontré qu’une supplémentation en molécules aydamtes inhibe les effets bénéfiques de
l'activité physique (Gomez-Cabreet al, 2008; Ristowet al, 2009). Par ailleurs, Piantadosi
et al. ont démontré un lien entre la production de RO%ochondriaux et la biogenéese
mitochondriale (Piantadost al, 2008).

Ces difféerentes études ont permis de mettre a jonr nouveau concept nommeé
« mitohormesis ». En effet, la génération de RO®cahondriaux peut activer la biogenese
mitochondriale et la défense contre ces radicawedi Ce concept nous permis d'avoir un

autre regard sur les radicaux libres qui furengtemps associés a des pathologies.



En conclusion

L’émergence du réle des ROS dans la modulatiora ééghalisation intracellulaire, et de ce
fait dans celle de certaines fonctions cellulaiest reconnue par de nombreux travaux
réalisés ces quinze dernieres annees. Elle estépay des données bien établies: de
nombreux ligands de récepteurs cellulaires généigefarmation intracellulaire de ROS ; les
molécules antioxydantes ou inhibant les systéemmgmatiques pro-oxydants partiellement ou
totalement ces effets ; I'addition par voie exogélee molécules pro-oxydantes reproduit
partiellement ou totalement 'effet de la fixatidas ligands a leur récepteur spécifique. Les
études expérimentales poursuivent I'exploration méganismes impliquant les ROS dans la
cellule, et font progresser les connaissances, réaigrtains écueils liés a I'approche in vitro
parmi lesquels : la difficulté de doser spécifigeemune espece radicalaire donnée sans
interférence d’'une autre et d’apprécier les modifions de compartimentalisation cellulaire
des ROS. Cependant, certaines questions restentrépaonse a I’heure actuelle et font I'objet
d’études approfondies. Quelles sont, par exemgg, spécificités d’action des différents
radicaux libres in vivo ? Le champ d’investigatiest donc encore vaste, mais tout indique
aujourd’hui que ces molécules simples mais tréestiées que sont les ROS sont des
modulateurs majeurs des fonctions cellulaires, daur | régulation en conditions

physiologiques et des dysfonctionnements celldairéorigine des pathologies.



4. STATINES ET MUSCLES CARDIAQUE ET SQUELETTIQUE

4.1. Définition

Les maladies cardiovasculaires sont la premiéresecade mortalité en France et
I'hypercholestérolémie est un facteur de risque enmajdans le développement de ces
pathologies. Il est donc essentiel de diminuerhelestérol chez ces patients, et parmi les
médicaments développés pour réduire la concentradtiocholestérol plasmatique, on trouve
les statines, inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methytiayryl coenzyme A (HMG-CoA) réductase,
qui réduisent la production de cholestérol en bdogua synthése de mévalonate, une étape
intermédiaire de la biosynthese du cholestérol ffsmet al, 1999). Ce traitement permet

de réduire le « mauvais » cholestérol a savoirDé-Cholesterol (Low Density Lipoprotein ;

Figure 2).
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Figure 21 : Action des statines sur la voie de synthese dhalestérol.
Tiré de l'article (Sirventet al, 2008).

Actuellement environ 3 millions de patients en Emnsont traités par statines
guotidiennement (source Afssaps). Cing statinest smyuramment utilisées et sont
commercialisées sous différents noms : atorvastafifehor®), fluvastatine (Lescol®),
lovastatine (Mevacor®), pravastatine (Pravachol®jimvastatine (Zocor®).



Molécules Nom Année de Posologie Diminution du
commerciale mise en mg/j cholestérol LDL (%)
marché
Simvastatine Zocor 1998 5-40 15-40
Pravastatine Pravachol 1989 10-40 15-35
Fluvastatine Lescol 1996 20-40 20-30
Atorvastatine Tahor 1997 10-80 25-60
Lovastatine Mevacor 1991 20-40 20-30

Tableau 3: Liste des différentes statines et leurs caracté&iiques.

Les HDL-C (High density Lipoprotein-Cholesterol) sagent le captage du cholestérol
excédentaire de I'organisme en I'apportant au foige quantité trop élevée de LDL-C (Low
density Lipoprotein-Cholesterol) aura des conségeemegatives. En effet, s'il y a plus de
cholestérol transporté par les LDL que les cellulesn ont besoin, ces LDL ne seront pas
utilisées par les cellules et resteront dans Ig gpuisqu’elles ne sont plus internalisées par
endocytose). En conséquence, elles vont se déepasdes parois des vaisseaux sanguins,
formant des plagues d’athéromes qui diminuent Eméire des vaisseaux ce qui peut
provoquer un accident vasculaire. C'est pourquai IL-C sont appelées « mauvais
cholestérol ».

L’efficacité des statines dans la réduction du tdexLDL-C et la prévention des accidents
cardiovasculaires est trés largement démontrée ldditterature. La Rosa etl. ont reporté
les résultats d’'une méga analyse de 3 des 6 saine30000 participants sur une durée de 5
ans (LaRosat al, 1999). Ces résultats indiquent que les statinggi@ent une diminution du
cholestérol total de 18% a 28%, une diminution dDLIC de 25% a 36% et une
augmentation du ‘bon ‘ cholestérol ou (HDL-C) de &%%.

Ainsi, l'utilisation de statines permet une rédantides accidents coronariens de 30% sans
distinction de sexe ou d’age (Pierebal, 1995).

4.1.1. Effets « pléiotropes » des statines

Les inhibiteurs de 'HMG-CoA réductase statines ont été initialement développés dans le

traitement de I'’hypercholestérolémie. De nombrewtades ont mis en évidence des effets

pléiotropes notamment dans le domaine cardiovaseuéasavoir (Davignoet al, 2004):



- une réduction de linflammation, probablement ganinution des molécules d’adhésion
intercellulaire participant au recrutement des ¢eytes.

- un effet antioxydant, lié majoritairement a laevde la NADPH oxydase.

- une modulation de l'activation du systéme rérangiotensine, par diminution du nombre
de récepteurs de l'angiotensine Il de type 1 et unigbition directe de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine.

- une stabilisation de la plague athéromateuse,dpamution de linflammation et une
inhibition de I'activité des métalloprotéinasesla@enatrice produite par les macrophages.

- une protection vis-a-vis de la dysfonction enét#te, par activation de la NOS 3.

- une diminution de la thrombogénicité, par sonoacsur la dysfonction endothéliale et la
plague athéromateuse.

- une augmentation du taux de cellules progéngrieadothéliales circulantes, et donc
potentiellement une action d’activation de la népagenese.

- un effet anti-arrythmique.

- une diminution du remodelage et de I'hypertropraatriculaires.

La majorité des effets bénéfiques suscités peutpktpier par le mécanisme d’action
moléculaire des statines (Adam & Laufs, 2008). &gines inhibent de maniére réversible
I'HMG-CoA reductase en se liant a son site actiiMG-CoA ne peut donc étre convertie en
acide mévalonique, précurseur du cholestérol. hiesmédiaires de la voie de biosynthése du
cholestérol a partir de lI'acide mévalonique comgrartde nombreux isoprénoides. Ces
derniers sont des lipides nécessaires aux modditatpost-traductionnelles de protéines
variées, dont les protéines d’attachement du guaaasi-phosphate : Rho, Ras et Rac.
L’isoprénylation de ces protéines est nécessaitg fgur translocation du cytoplasme, ou
elles sont sous forme inactive, vers la membrahelaiee, leur site d’activation.

La protéine RhoA est impliquée dans [Iactivations deytokines et chémokines pro-
inflammatoires, ainsi que dans I'expression desgéat la stabilisation des ARN messagers,
dont ceux de la eNOS. La protéine Ras est resplensibla prolifération cellulaire. La
protéine Racl joue un role dans l'assemblage diéérehites sous-unités de la NADPH
oxydase.

Les statines inhibent ainsi I'isoprénylation de pestéines, menant a I'accumulation de leur
forme inactive dans le cytoplasme et la régulatiégative de leur voie de signalisation.
L’'absence de synthése de I'acide mévalonique emtnaar ailleurs I'activation de la voie du

phosphatidyl-inositol-3 phosphate kinase / protéikmmase Akt, aboutissant a la



phosphorylation et l'activation de la NOS 3, airmpie la promotion de l'angiogénése
(Kureishiet al, 2000).
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Figure 22 : Effets pléiotropes vasculaires des statineRAI-1: inhibiteur des activateurs du
plasminogéne de type [; t-PA: activateur du plasmgéme tissulaire; FT: facteur tissulaire; CAM:
cellular adhesion molecules; MCP-1: facteur chiatitvacteur des monocytes; CRP: protéine C

réactive; PCE: progéniteurs de cellules endotledjaiMP: métalloprotéases matricielles.

Par contre, a I'’heure actuelle, aucune investigatia été menée pour caractériser les effets
des statines sur les mitochondries cardiaquesffef) sachant que 30% en volume du cceur
est occupé par des mitochondries, l'intérét de meette étude nous parait primordial pour

caractériser les effets des statines sur la fometitochondriale dans I'hypothése de mettre a

jour de nouveaux effets bénéfiques.

4.1.2. Symptémes cliniques

Bien que ces statines soient tres efficaces, utainenombre d’effets secondaires ont été
identifiés chez environ 5 a 7% de ces patients. é@fess déléteres se caractérisent par des
douleurs musculaires, mais peuvent également dueiteapar le développement de véritables
myopathies, allant jusqu'a la rhabdomyolyse erardira mort de certains patients (Liao,

2002). Ces effets secondaires peuvent apparaige @y sans augmentation du niveau de
créatine kinase, qui est une enzyme mesurée dapkgena caractérisant les dommages

causeés aux muscles (Ballantyeteal, 2003).



a. Myalgie

La myalgie est caractérisée par des douleurs maisesildiffuses et une faiblesse musculaire.
Les muscles des extrémités sont le plus souveattéff et le niveau de créatinine kinase est
normal ou légerement augmenté. Il s’agit de I'effélétere le plus retrouvé chez les patients

qui sont traités avec des statines (Evans 2002).

b. Myopathie

La myopathie est définie comme une douleur ou ésd® musculaire qui nécessite une
consultation chez un médecin. Elle est caracténm#eune augmentation anormale de la
créatinine kinase (> 3 fois la normale supérieUuede est associée a des douleurs notamment
au niveau des extrémités des membres supérieusexamens histologiques peuvent révéler
une infiltration des cellules inflammatoires. L'idence pour les patients qui sont traités
uniquement avec des statines se trouve entre %oefThompsonet al, 2003). Ce chiffre
s’éleve rapidement jusqu’a 10% pour les patienisgot en polymédication et cela augmente

le risque d’apparition des effets déléteres (Biyiamet al, 2003).

c. Faiblesse musculaire

Elle est associée ou non a une augmentation daunidge créatinine kinase. Les biopsies ont
révélé une variation de la taille des fibres agsoé une nécrose et une infiltration de cellules

inflammatoires.

d. Rhabdomyolyse

La rhabdomyolyse est caractérisée par une destrudas fibres de muscle squelettique. Elle
est caractérisée par une augmentation anormale ciéatinine kinase (> 10 fois la normale
supérieure). Elle est également caractérisée parnuyoglobinurie et une faiblesse, des
douleurs et des crampes au niveau musculaire. Laglolyine relargée par les muscles en
guantité importante cause un changement de cowans l'urine. Elle peut également

provoquer d’autres pathologies comme une cardiorsiyop et des difficultés respiratoires.

L’incidence est tres faible (0.1 a 0.2%) (Tomling&Mangione, 2005).



4.2. Etat actuel des connaissances
4.2.1. Etudes préliminaires

Initialement, lors d'étudeis vivo chez des animaux recevant de fortes doses produlsa
niveaux sanguins trés élevés de lovastatine, aeffahde la lovastatine sur le muscle n’a été
constate, et ce aussi bien apres une évaluatiartidonelle (niveaux sériques de créatine
kinase (CK) que morphologique (sections histologgdu muscle squelettique) (MacDonald
et al, 1988) Depuis, des études vitro ont démontré qu'un traitement avec des statines
pouvait étre associé a des myopathies dans desasile myotubes squelettiques de ranhet,
vivo, a des myopathies et rhabdomyolyse chez le rdapie et chez I'numain (Belet al,
1993; Flintet al, 1997; Nakaharat al, 1998).In vitro, la pravastatine s'est avérée moins
myotoxique que la lovastatine ou la simvastatine@miet al, 1993; Nakaharat al, 1994;
Masterset al, 1995; Pierncet al, 1995). Un plus grand effet myotoxique de la sistatine a
€galement rapporté dans les myocytes squelettijeests nouveau-nés, comparé avec la
pravastatine (Masterst al, 1995). On cite l'inhibition du mécanisme de ré@tan des
myotubes comme mécanisme de myopathie. Ces dojumdedies a la réversibilité de la
toxicité par l'acide mévalonique soutiennent I'htiyggse que l'inhibition de I'HMG-CoA

réductase est le facteur le plus important datsxiaité musculaire induite par les statines.
4.2.2. Aspects mécanistiques

Les mécanismes induisant ces effets délétéres rmahtconnus. Le mévalonate, dont la
synthese est réduite suite a la prise de statestsin précurseur important, non seulement
pour le cholestérol mais également pour I'ubiquanenhd’autres isoprénoides (Evans & Rees,
2002), qui sont des composés impligués dans desidas cellulaires essentielles. Ainsi, la
diminution de la synthése d’'un de ces composés petriiiner une augmentation de la
vulnérabilité de certaines fonctions cellulairesptamment suite a des événements
myotoxiques. Cette hypothése est renforcée paohservation indiquant que la myotoxicité
des statines sur des myocytasvitro est diminuée par addition de mévalonate (Fdinal,
1997; Guijarrcet al, 1999). Plusieurs mécanismes ont été exploréstpater d'expliquer les
différences observées (Soncetaal, 1994; Pierncet al, 1995; Fujioka & Tsujita, 1997). A
cet effet, on a rapporté que la lovastatine inthitmifusion des myoblastes en affectant la
synthése du dolichol (Belet al, 1993) Cette inhibition pourrait constituer un facteur

additionnel prédisposant aux myopathies observdesieaurement. Il a également été



démontré que la simvastatine induisait une rédoati® la conduction membraneuse chez le
rat. Il a été montré qu’un traitement chroniqueca@esimvastatine augmente la concentration
calcique dans la fibre musculaire (Pierabal, 2009). Il a également été montré qu’une
application en aigu d’'une dose de statine provamqeesortie massive de calcium a partir du
réticulum sarcoplasmique via les récepteurs a daagline et ceci de facon dose-dépendant
(Inoue et al, 2003; Sacheet al, 2005). Mais il semble que cette libération decicah ait
pour origine une dépolarisation des membranes hotwdriales conduisant a la libération du
calcium mitochondriale, ce qui participerait a ilbétation massive de calcium a partir du
réticulum sarcoplasmique (Sirveet al, 2005a; Sirvenet al, 2005b). Ce qui voudrait dire

gue les perturbations calciques auraient, au nmemrgrtie, la mitochondrie pour origine.
4.2.3. Interactions avec d’autres médicaments

L'incidence de myopathie associée a une rhabdommgopouvant mener a une insuffisance
rénale (Prendergast & George, 1993), est accrue lgsesujets prenant en association de
I'acide nicotinique et des fibrates (Spa&ttal, 1991) Le mibefradil a été retiré du marché en

raison des cas de rhabdomyolyse rapportés lorsradministration concomitante avec une
statine. Il y a une augmentation de myosite, et en@&@® rhabdomyolyse chez des sujets
prenant de la cyclosporine en concomitaf@erpieret al, 1988). Des interprétations ont été

suggérées pour expliquer certaines de ces interactinétiques. L'utilisation concomitante

de cyclosporine altere la clairance des statinesilte en une exposition tissulaire plus
élevée (Smitket al, 1992). On rapporte que l'acide mévalonique a ianééles Iésions tandis

gu'il n'y a pas eu de changement avec l'ubiquinone.

4 .3. Statines et mitochondries

4.3.1. Effets des statines sur I'ubiquinone ou ¢oQ

Parmi les composés dont la synthése est diminuée &ua prise de statines, I'ubiquinone
nous intéresse particulierement. En effet, 'ubigme est essentiel pour le transport des
électrons entre les différents complexes de langhadspiratoire. Lors de la prise de statine, il
a été observé une réduction du taux d’ubiquinonkoddre de 40% (Ghirlandat al, 1993).

De facon intéressante, une diminution d’'ubiquineseprésente dans des formes spécifiques
de myopathies résultant d’altérations de la chai@dransport des électrons au sein de la

mitochondrie, ce qui a pour conséquence une dimimutle la synthése d’adénosine



triphosphate (Ogasahaet al, 1989; Di Giovanniet al, 2001), essentielle pour le bon
fonctionnement cellulaire. Par ailleurs, des étualemicroscope électronique ont été réalisées
sur des biopsies de muscle de patients atteintaydgathies mitochondriales et de patients
atteints de myopathies suite a un traitement aatinsts et ont présenté une diminution de la
taille des fibres, une nécrose et une infiltratidantique des cellules inflammatoires dans
'endomysium (Giordanet al, 1997). Par ailleurs, une étude récente a moegéadomalies
biochimiques d’origine génétique dans le musclesktique chez 50% des patients atteints
de myopathies associées aux statines. Ceci suggeae moins une partie des patients
atteints de troubles musculaires, suite a la piesetatines, puisse avoir des prédispositions
génétiques (Vladutitet al, 2006). Néanmoins, si les prédispositions génésigsemblent
jouer un rdle important dans le développement dmgepathie suite a la prise de statines, les
causes et les mécanismes responsables de I'appaiii ces altérations musculaires restent

trés mal connus.

4.3.2. Effets des statines sur la chaine de regpirmitochondriale musculaire

Dans une étude réalis@evitro, Sirvent etal. ont mesuré les effets directs de la simvastatine
sur la consommation d’oxygene d’un muscle glycglyg humain et de rat par polarographie.
lls ont montré que cette statine bloque le complede la chaine respiratoire et bloque ainsi
le transfert d’électrons entre les complexes, abissi chez 'homme que I'animal. Les effets
délétéres de la simvastatine semblent donc imposdan la fonction mitochondriale des
muscles squelettiques (Sirvegital, 2005a). Les auteurs suggérent que les statinesapent
induire une transition de perméabilité mitochondriaprovoquant un changement
morphologique de la mitochondrie ainsi que I'adima des voies apoptotiques (Bergmetn
al., 2003). Par ailleurs, Kaufmann at. ont démontré clairement sur des mitochondries
isolées, que les différentes statines entrainemtdiminution de la respiration mitochondriale
sauf pour la pravastatine (Kaufmaehal, 2006). Ces altérations mitochondriales seraient
dues a une dissipation du potentiel électriqueagets la membrane interne mitochondriale.
Une diminution du potentiel de membrane mitochadseut mener a une perméabilisation
de cette membrane, ce qui est considéré commeifg ge non-retour a linitiation de
'apoptose (19, 20). Par contre, les effets diréets statines sur la respiration mitochondriale
des fibres cardiaques n’'ont, a notre connaissgagis été étudiés. Nous posons I'hypothése
gue le muscle cardiaque est mieux protégé desseflététeres des statines, puisque

premierement les statines sont décrites comme @r@téectrices au niveau cardiaque, et



deuxiemement aucune myopathie cardiaque n’a étdaldans la littérature contrairement au

muscle squelettique.

4.3.3. Statines et exercice

a. Effets bénéfiques de I'exercice

Il a été clairement établi que I'entrainement pdrohe mettre en place une séquence de
processus adaptatifs par laquelle le muscle adgues caractéristigues structurales,
physiologiques et biochimiques qui permettent ausaiau entrainé de produire une plus
importante puissance mécanique en aérobie. Aisifrdinement, qui augmente de facon
chronique l'activité contractile, active la biogeeemitochondriale dans le muscle. Cette
biogenése mitochondriale est une conséquence degefmm@&nts dans le métabolisme
musculaire se produisant au cours de I'exercicas Pd quantité de mitochondries sera
importante par gramme de muscle, et plus I'inténdi¢ I'exercice pourra étre importante,
avant que les mitochondries ne se rapprochentutevilesse maximale de fonctionnement,
diminuant ainsi la part de la glycolyse anaérobledd, 2001). Ces adaptations aboutissent
donc a un changement conséquent du meétabolismgébigeie, avec comme principale
conséquence I'amélioration de la résistance atiguie Structurellement, il a été clairement
démontré une densité volumétrique mitochondriales @levée dans les muscles de sujets
entrainés en endurance comparé a des sujets esntbautre part, le volume mitochondrial
dans les muscles squelettiques augmente en prapditecte de la consommation d’oxygéne
globale dans les espéces athlétiques, comparéesspages normales. Taylor propose que ce
serait uniqguement 'augmentation du nombre de rhiiadries qui, ayant toutes la méme
structure, permettraient d’ajuster la productioéngrgie a la demande plutdt que la variation
des vitesses de réaction des enzymes de la chedpeatoire (Taylor, 1987). De plus, les
changements dans les activités d’enzymes oxydasieat proportionnels aux changements
dans la densité volumétrique des mitochondries fidlgw, 1986). Plus précisément, Hoppeler
et al. (1985) demontrerent que I'entrainement eduemce provoque préférentiellement la
prolifération des mitochondries sous-sarcolemmajesnormalement représentent seulement
10 a 15% du volume total mais peuvent atteindreguids 30% chez les cyclistes
professionnels (Hoppeler & Lindstedt, 1985). Lomstjan regarde les adaptations en fonction
du type de fibre, on s’apercoit que ce sont lesefibde type IIA qui montrent une
augmentation relative de leur volume mitochondvlak importante par rapport aux fibres de
type | ou IIX (Howaldet al, 1985), méme si le type de protocole d’entraingnfietensité



élevée en intermittent ou faible intensité pendam longue période) peut faire varier les
proportions (Dudleyet al, 1982). Seuls les muscles voyant leur productinargetique
augmentée au cours de I'exercice sont affecté$gdrainement en endurance alors que les
autres muscles ont méme plutét tendance a dimleuevolume mitochondrial (Saltiet al,
1976). Au vu de ces différents éléments, nous é@mett’hypothese qu’un entrainement
physique préventif pourrait rendre le muscle sdtiglee plus résistant aux effets déléteres

des statines.

b. Effets des statines sur I'exercice physique

Il a été clairement établi que les statines peuyovoquer des problémes musculaires.
Thompson et al. ont été les premiers a décriréviean de créatine kinase suite a un exercice
apres un traitement avec la lovastatine (Thompgstat, 1991). Cette observation est associée
a une élévation de la créatine kinase. La prévaleles douleurs musculaires pendant un
traitement avec des statines augmente avec I'@eerEin effet, les patients traités avec des
statines présentent des probléemes musculairestdetraprés un exercice (Fraecal, 2003).

Par ailleurs, il est reporté que sur un groupe 2lathlétes professionnels, seulement 20%
tolerent les statines en raison de I'apparitionddaeleurs musculaires pendant et aprés un
exercice physique et ces effets secondaires peapgatraitre avec ou sans augmentation du
niveau de créatine kinase, qui est une enzyme éesdans le plasma caractérisant les
dommages causés aux muscles (Sinzinger & O'Gr&i)2Thompson «dl. ont examiné le
taux de CK apres un exercice physique chez 59 henawec un niveau de LDL-C élevé qui
recoivent soit 40mg/j de lovastatine soit un plac€bhompsoret al, 2006). Le taux de CK
dans le groupe traité avec la lovastatine augmespeement dans les 24h qui suivent
I'exercice physique comparé au groupe non traigps, 25% des patients sous statines qui
font de I'exercice ont eu une expérience de fatiguesculaire, de faiblesse musculaire et de
crampes (Tomlinson & Mangione, 2005). Ces résultatslent a démontrer que 'ajout d’'un
stress comme celui de I'exercice physique, en aatane la contrainte musculaire et/ou la
demande énergétigue, provoque une augmentatiosalierd’apparition des symptémes. Ces
problemes musculaires impactent la qualité de e mhtients en diminuant la réalisation de
certains gestes de la vie quotidienne ainsi quardiique de leurs activités physiques. Les
mécanismes qui entrainent des problemes muscyldireant et apres un exercice, induits par

les statines restent encore inconnus.



En résumé

Les statines sont des molécules qui bloquent kyhibhese de novo de cholestérol. lls sont les
médicaments les plus communément prescrits danscadre du traitement de
I'hyperlipidémie. lls permettent la diminution disque de survenue (prévention primaire) ou
de récidive (prévention secondaire) de maladiesultésts du rétrécissement ou de
I'occlusion d'arteres. lls présentent égalemenpiapriété d’avoir des effets « pléiotropes »
bénéfiques notamment au niveau cardiovasculairanNé@ins, un certain nombre d'effets
secondaires ont été identifiés chez environ 5 ad&ces patients. Ces effets déléteres se
caractérisent par des douleurs musculaires, maigvpet également se traduire par le
développement de véritables myopathies, allantujasiga rhabdomyolyse entrainant la mort
de certains patients. Les causes et les mécanises®nsables de I'apparition de ces

altérations musculaires restent bien mal connus.



PROBLEMATIQUES



1. Problématique générale

Les statines exercent des effets bénéfiques daneele mais des effets délétéres dans le
muscle squelettigue. Comment la méme molécule glliexercer des effets opposés sur le
muscle ? Par ailleurs, nous voulions savoir pourguoant un traitement avec des statines,
les patients souffrent fréquemment de douleurs olases et de myalgies. Notre hypothese
s’est focalisée sur la mitochondrie dans ces msséa effet, la mitochondrie produit des

radicaux libres qui sont tamponnés par le systemiexgdant. Quelle est le réle joué par le

stress oxydant et les capacités antioxydantes tilgatraitement avec des statines ? Un
entrainement permet-il de rendre le muscle plustedg aux effets délétéres des statines?

Quelle est I'effet d’'un exercice aigu sur le mudcéété avec des statines ?

2. Etude 1: Effets de I'atorvastatinein vitro sur la fonction mitochondriale
de muscles contrbles et entrainés

La mitochondrie joue un réle central a la fois démproduction énergétique du muscle et
dans la production de ROS. Plusieurs études ontréngmar ailleurs que I'une des cibles
privilégiées des statines était la mitochondrie.effet, les statines entrainent une diminution

de la synthése d’ubiquinone et inhibent la resjpinamitochondriale.

Il a été clairement établi que I'entrainement pdrohe mettre en place une séquence de
processus adaptatifs par laquelle le muscle adgues caractéristiques structurales,
physiologiques et biochimiques qui permettent ausciau entrainé de produire une plus
importante puissance meécanique en aérobie. Ailsifrdinement qui augmente de facon
chronique I'activité contractile, active la biogeeemitochondriale dans le muscle. Cette
biogenése mitochondriale est une conséquence degemma&nts dans le métabolisme
musculaire se produisant au cours de I'exercicie. g#rmet une amélioration des capacités

antioxydantes.

Dans la premiere partie de cette these, nous a¥atisé une étudm vitro sur les effets de
I'atorvastatine sur la fonction mitochondriale deigtles contrbles et entrainés ayant des
phénotypes différents : le soléaire (muscle sqtiglet oxydatif) et le plantaris (muscle
squelettique glycolytique). Nous voulions savoiusimuscle entrainé est moins sensible aux
effets des statines. Notre objectif était donc deaciériser les dysfonctionnements

mitochondriaux en fonction du phénotype musculaimeexplorant précisément les atteintes



au niveau de la chaine respiratoire. Notre hypethestravail est que I'entrainement améliore

la fonction mitochondriale et qu’il protege deset$fdéléteres de I'atorvastatimevitro.

3. Etude 2: Effet d'un traitement avec I'atorvastatine sur un exercice
exhaustif

Dans I'étude précédente, nous avons voulu étudiéess muscles entrainés étaient plus
résistants aux statines au niveau des muscledestipuees et si une cible importante des
statines était bien la mitochondrie. Il a été elaient établi que les patients qui sont traités
avec des statines ont beaucoup de difficultés seéaun exercice physique. Une étude a
montré que 25% des patients traités avec des edapiresentent des myalgies suite a un
exercice physique, sans que les causes en so#&rgnoént établies. Pour cela, nous avons
réalisé un exercice aigu sur des animaux traitésnadjuement avec de I'atorvastatine. Notre
objectif était de caractériser les capacités &ltexe et les atteintes au niveau de la fonction

mitochondriale sur les animaux traités et qui s&ait cet exercice aigu.

4. Etude 3: Effet d'un traitement avec I'atorvastatine sur la fonction
mitochondriale : mise en évidence du concept de «twhormesis »

La troisieme partie de cette these en représegtigde centrale. Dans les études précédentes,
nous avons montré que les statines induisent diésate libres. A présent, nous voulions
comprendre pourquoi les statines sont bénéfiques acceur et déléteres dans le muscle ?
Notre objectif était de démontrer le rdle central diress oxydant dans les effets
contradictoires. Pour cela, nous avons utilisé éddiits modeles (humain, animal et
cellulaire). Notre hypothése de travail est quechésts contradictoires observés au niveau du
muscle cardiaque et des muscles squelettiquesiasrit la production des ROS qui influence
la biogenése mitochondriale, de facon positive égative suivant son niveau de production
nette. Les statines agiraient donc selon le condept mitohormesis ». Les statines auraient

donc des effets différents differemment selon lénaitype musculaire :

- soient elles augmentent modérément les radidbwesl: cela entraine une activation de la

biogenése mitochondriale. On retrouve ces effets tacaoeur.



- soient elles augmentent les radicaux libres dmrfaexagérée et comme le systeme
antioxydant ne peut faire face, cela va entrainee uiminution de la biogenése

mitochondriale. On retrouve ces effets dans le teuspuelettique.



MATERIELS ET METHODES



1. Modeles utilisés durant cette these

1.1. Modéle humain

1.1.1. Biopsies d’oreillettes humaines

Les biopsies proviennent de patients opérés dasesrlgce de chirurgie cardiague du Nouvel
Hépital Civil de Strasbourg. Les opérations étaigéalisées par sternotomie médiane et sous
circulation extra-corporelle (CEC) par le DocteuricMel Kindo. De I'héparine était
administrée a la dose de 300 Ul/kg IV. La canuratastérielle était réalisée via l'aorte
ascendante distale. Un fragment de I'auricule d¥tait systématiquement prélevé permettant
la canulation veineuse avant le démarrage de la &@Egit immédiatement conservé dans de
la solution S (voir ci-dessous pour la compositiand°C (Seppeét al, 2005). Durant une
intervention de chirurgie cardiaque, la mise ercglde canules est nécessaire, avec ablation
obligatoire d'un fragment d’oreillette, considéréemme déchet opératoire. Cette étude
n'engendre ainsi ni geste ni risque supplémenthirant 'opération, la partie récupérée étant
le fragment d’oreillette nécessairement enlevé fouervention. Tous les patients ont signé
un consentement éclair@in de donner leur accord pour participer a cetiele.

14 biopsies d’oreillettes ont ainsi été recueillees deux groupes : groupe CONT (n=6) de
patients non traites avec des statines et group®T Sh=8) de patients traités avec des
statines. Environ 100 mg d’oreillettes étaient p&rés, dont une partie a été congelée dans
'azote liquide pour les études ultérieures et tfaupartie est utilisée pour I'étude des

parametres de la respiration mitochondriale eagedduction d’HO; (voir ci-dessous).

1.1.2. Biopsies du muscle deltoide

Ces biopsies musculaires du deltoide ont été préfe\sous anesthésie locale, par le Docteur
Andoni Echaniz-Laguna dans le service de neuroldgiblouvel Hopital Civil de Strasbourg.
Nous avons pu étudier les biopsies musculaires dmtkents (groupe M-STAT) ayant
développés une myopathie aux statines et pour édlequles atteintes s’estompent apres
larrét du traitement. Les patients ayant une mpgpanon induite par les statines ont été
exclus du protocole. Le groupe contrble était cosépde 5 sujets (groupe M-CONT) chez

lesquels toute atteinte musculaire a pu étre levée.



Environ 50 mg de muscles étaient récupérés, danpartie est congelée dans 'azote liquide
pour les études ultérieures et l'autre partie sédéi pour I'étude des parameétres de la
respiration mitochondriale et de la production gki(voir ci-dessous). Tous les patients ont

signé un consentement éclairé afin de donner lmord pour participer a cette étude.

1.2. Modéle animal

L’ensemble de [I'expérimentation animale de cetteidét a été réalisé selon les
recommandations en recherche animale en vigueapréss obtention des autorisations du

comité d’éthique en recherche animale de I'Unitérsouis Pasteur de Strasbourg.

1.2.1. Protocole expérimental

a. Effets de I'atorvastatine in vitro sur la forarti mitochondriale sur les muscles contrbles et
entrainés.

Cette expérience a été réalisée sur 20 rats répamti2 groupes : un groupe de 10 rats
contrbles (Cont) et un autre groupe de 10 ratsaews (Training). Les rats du groupe
Training ont réalisées un entrainement sur un tapidant (Treadmill Control, Letica,
Espagne). lls sont préalablement acclimatés a ridoe une semaine avant le début du
protocole. Pour contrdler les effets du bruit et @deitres stress associés a l'exercice, ce
protocole a lieu dans une cage close. L'acclimaadi consisté en un exercice de 10 minutes
par jour a une vitesse de 20 cm/s. Durant I'étlee rats ont réalisé un exercice durant 30
minutes a une vitesse de 40 cm/s avec une penid%ependant 10 jours. Les rats sont
stimulés a I'exercice par des chocs électriquesiagau d’'une grille métallique. Le critére
d’arrét de I'exercice est la présence de I'animalcette grille.

b. Effet d’'un exercice exhaustif sur les muscéeratk traités avec I'atorvastatine

2 groupes de 10 rats traités (ATO+EXE) ou non (C®BRXE) avec l'atorvastatine pendant
14 jours a une dose de 10 mg/kg/jour sont soumis @xercice exhaustif sur tapis roulant le
jour du sacrifice a savoir un exercice soutenu mud4® min a une vitesse de 40 cm/s suivi
d’'une augmentation par pallier de 5 cm/s toutesdEs< minutes jusqu’a 60 cm/s. A l'aide

d'un scalpel, on réalise une petite incision autbde la queue. La mesure du lactate



s’effectue par le placement d’'une goutte de samguea bandelette reliée a un lactométre

(Lactate Pro Test, Meter, Japan), avant et apeasitice physique.

c. Etude de I'effet d'un co-traitement avec I'atastatine et la quercétine sur la fonction
mitochondriale

Pour I'étude chronique, 32 rats adultes males W({#t&&A CREDO, France) pesant 250-300g
ont été utilisés. Apres une semaine d’acclimataties rats sont subdivisés en 4 groupes : un
groupe de 8 rats controles (CONT), un groupe desBtraités a 10 mg/kg/jour d’atorvastatine
(ATO), un groupe de 8 rats traités a 25 mg/kg/jauec un antioxydant, la quercétine
(QUERC), et un groupe de 8 rats traités I'atorvastaet la quercétine aux mémes doses
(QUERC+ATO).

L’atorvastatine (Tahor®) nous a été généreusememinie par le laboratoire Pfizer. Le
traitement a été administré aux rats par gavagandéacanule une fois par jour. Le traitement
avec l'atorvastatine a duré 14 jours et celui daeguercétine 19 jours. En effet, le traitement

préventif avec la quercétine a commencé 5 jourataselui de I'atorvastatine.

1.2.2. Prélevements musculaires

Le jour du sacrifice, les rats sont anesthésiépeatobarbital (0,1 mL/100g). Le ventricule
gauche (tres oxydatif), le muscle soléaire (oxyilat la partie superficielle du muscle
plantaris (glycolytique) ont été prélevés et emsuiis dans les différentes solutions a 4°C
pour réalisation des différentes expériences. Uartigpdes muscles ainsi que le plasma ont
été congelés pour des études ultérieures.

1.3. Modéle cellulaire

1.3.1. Cardiomyocytesd@,

Les cardiomyocytes ¢€, ont été mis en culture a 37°C et 5% de DMEM d&t tle FCS
(Feetal Calf Serum).

Nous avons réalisé deux protocoles avec ces cellule

1) Les cellules sont cultivées en présence d'asiatine (1umol/L) avec ou sans un
antioxydant, la N-AcetylCystéine (NAC ; Immol/L)yichnt 48 heures.



2) Les cellules sont cultivées en présence d’attatime pendant 48H puis de la doxorubicine
(0.5umol/L), qui est connue pour sa cardiotoxicg@ulaire, est ajouté au milieu pendant une
heure. Les cellules ont ensuite été marquées yardéthidium pour caractériser le stress
oxydant, pour le marquage au TMRE pour caractérigerpotentiel de membrane

mitochondriale et a la g-RT-PCR (quantitative Reeeilranscription Polymerase Chain

Reaction) pour quantifier le niveau d’expressiorrdascrits.

1.3.2. Myotubes ¢ Woody

Les myocytes $ Woody ont été mis en culture a 37°C et 5% de DMiEvis 20% de FCS.

Ces myocytes sont considérés comme des myotubes Bypours de différenciation induit par
un remplacement du milieu de culture avec du DMEM)A. glucose contenant 2.5% de FCS.
L’adénovirus codant pour PGGrhous a été généreusement fourni par le Pr Johareiku
(Cantoet al, 2010). Les myotubes ont été lavés avec du PB&sses pendant 1 heure dans
du DMEM contenant la quantité appropriée de pdeguirales. Ces myotubes, surexprimant
ou non PGC-4, ont été incubés avec latorvastatine (lupmol/L)eavou sans la
NAC (Immol/L) durant 48 heures. Les cellules ordwgte eté marquées a la dihydroéthidium
pour caractériser le stress oxydant et a la g-RR-PQur quantifier le niveau d’expression de

transcrits.

2. Techniques

2.1. Protocole d’étude de la respiration mitochondale

2.1.1. Solutions

Les solutions de pelage (S) et de respiration (fisées reconstituent le contenu en ions
intracellulaire de la fibre musculaire. Les sologoS et R ont une base commune :
Cak.EGTA 2.77 mM, KEGTA 7,23 mM (100 nM de Galibre), MgCh 6,56 mM (1mM de
Mg** libre), imidazole 20 mM, taurine 20 mM, dithiotita# 0,5 mM, K-sulfonate de méthane
50mM (160mM de force ionique). Le pH des solutiamg été ajusté a 7. La solution S
contient également : MATP 5,7 mM et PCr 15 mM. La solution R contient qua elle : 5
mM de glutamate, 2 mM de malate, 3 mM de phosplatiequelle est ajoutée 2 mg/ml
d’albumine (BSA).



2.1.2. Préparation des fibres

Aprés prélevement musculaire, I'échantillon tisgeld30-50mg) est immédiatement placé
dans la solution S, permettant ainsi de maintezsrfibores musculaires dans des conditions
physiologiques. Ces fibres sont ensuite disseqad@sde de pinces de précision, sous loupe
binoculaire. Cette étape est essentielle afin dengire l'accés de la saponine aux
membranes des fibres musculaires. Puis, interliape de perméabilisation, les fibres étant
placées dans un tube de solution S + saponine dBflusous agitation durant 30 minutes a
4°C (Kuznetsowet al, 2008). Cette étape permet de détruire sélectimetmeesarcolemme
sans endommager les membranes mitochondriales,smicimes en cholestérol. Les fibres
sont ensuite replacées dans un tube de soluti@n&apt 10 minutes, toujours sous agitation,
afin d’éliminer la saponine. Finalement, elles splacées dans des tubes contenant de la
solution R (2x5 minutes), afin d’éliminer 'ATP,ADP et la PCr, tout en maintenant

I’'hnoméostasie cellulaire.

2.1.3. Protocole d’étude de la chaine de respiratidochondriale

Les analyses se font dans des chambres oxygraghiogmnostatées reliées a un bain-marie a
22,1°C (Strathkelvin Instruments, Glasgow, ScotJarRbur mesurer la décroissance de la
concentration d’oxygene dans les chambres, des@des de Clark sont utilisées, reliées a un
logiciel qui analyse les variations de concentraten oxygéne (Oxygen 571 Ceci va
permettre de calculer la vitesse de consommatioxydene pour les différentes chambres qui
est un reflet de l'activité de la chaine de resiramitochondriale. Différents substrats sont
injectés pour activer les différents complexesadehlaine de respiration mitochondriale :

- Initialement, les fibres musculaires sont placéass la solution R, contenant les substrats
qui vont générer du NADH, équivalent réducteur danne ces électrons au complexe | :
glutamate (5mM) et malate (2mM). La consommatiooxggene ainsi mesurée correspond a
l'activité de base de la chaine de respiration chismdriale au travers des complexes I, Il et
IV (Vo).

- on injecte ensuite de I'’ADP (2mM), permettant wtienulation maximale de la chaine de
respiration mitochondriale au travers de ces corgslé, Il et IV (Vmnax-

- l'adjonction d’amytal (0,02mM) va bloquer le colepe | et entrainer un arrét du

fonctionnement de la chaine de respiration mitodhate.



- l'adjonction de succinate (25mM), substrat quigémérer du FADE grace a la succinate
déshydrogénase, va permettre de stimuler la cha&giratoire a partir du complexe |,
(activation des complexes II, Il et IV (V).

- L’adjonction du TMPD (0,5mM) et de I'ascorbate5MmM) stimule I'activité du complexe
IV a son maximum, ce qui permet son étude indépantant du fonctionnement des autres
complexes (Wnpaasy- A la fin de la manipulation, les fibres sontupérées, déshydratées et
pesées. Toutes les vitesses sont ainsi exprimgesmehG/min/g de fibres en poids sec.

2.2. Protocole de détection des ROS par résonancargamagnétique électronique
(RPE)

2.2.1. Solutions

La solution tampon utilisée est du Krebs-Hepesotitient : NaCl 99 mM, KCI 4,69 mM,
CaCb 2,5 mM, MgSQ 1,2 mM, NaHCQ 25 mM, KHPO, 1,03 mM, D(+) Glucose 5,6 mM,
Na-Hepes 20 mM. Il a été ajouté a cette solutionN%le déféroxamine et 5uM de DETC,
afin d’éviter une auto-oxydation de la CMH par tdusion de Krebs. La CMH (1-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-2, 2, 5, 5-tetramethylpyrrolidineCIH est une sonde moléculaire qui
s’oxyde en présence des électrons non appariésspeses réactives de I'oxygéne, sous une

forme stable dans le temps. C’est cette CMH oxypieel’'on va ensuite mesurer.

2.2.2. Préparation des fibres

Apres prélevement musculaire, I'échantillon tisgelg20-30mg) est immédiatement placé
dans la solution de Krebs, permettant ainsi de teain les fibres musculaires dans des
conditions physiologiques. Ces fibres sont engligséquées et coupées en fragments de 1 a 2
mm®, sous loupe binoculaire & 4°C. Les fragments lagms sont finalement rincés deux fois

dans la solution de Krebs.

2.2.3. Protocole d’étude de la production des edidibres dérivés de
'oxygene

L’incubation du tissu avec la CMH est réalisée dansincubateur thermo-régulé et sous

atmosphére controlée (NOXYGENAllemagne). Les fragments tissulaires sont gifesiés



dans une plague multi-puits, en présence de Krette EMH (2001M). La plaque est mise a
incuber pendant 30 minutes a 37°C, avec comme pdrasnatmosphériques » 97,8%, Q
2,8% et +20mmHg de pression pour reproduire laspraspartielle d’oxygéne présente au
niveau tissulaire. La quantification des radicabxels dérivés de I'oxygene est réalisée sur un
aliquot de 40uL de surnageant par résonance pargati@qge €lectronique thermoréegulé a
15°C (Noxygefi, Allemagne).

Ainsi, 40ul de surnageant sont prélevés sur la ugdlagt analysés par résonance
paramagnétique électronique. Les parametres dageglpermettant de détecter la CMH
oxydée sont les suivants : center field g = 2dfielveep 60 G, microwave power 60 mW,
modulation amplitude 2,48 G, conversion time 104} time constant 40,96 ms.

La quantité de CMH oxydée, et donc la productios idelicaux libres dérivés de I'oxygene,
est mesurée par l'intensité du signal de résoneemerilli. A la fin de la manipulation, les
fragments tissulaires sont récupéres, déshydratgssés. La production des radicaux libres

dérivés de I'oxygene est exprimée en pmol/min/mijlies en poids sec.

2.3. Protocole de mesure de la production d’¥#0, mitochondriale

2.3.1. Solution

On utilise la solution Z comme tampon. Elle contieK-MES 110 mM, KCI 35 mM, EGTA
1 mM, KeHPO, 5 mM, MgChk 3 mM, glutamate 5mM, malate 2mM avec 0,5 mg/ml BSA.

2.3.2. Préparation des fibres

L’échantillon tissulaire est disséqué et permésbilile maniére identique au protocole de
respiration mitochondriale. Les fibres sont ensyitecées dans des bains successifs de

solution Z (3x9 minutes), sous agitation et a 4°C.

2.3.3. Protocole d’étude de la production gl mitochondriale

Les analyses se font au travers d'une cuve en zjdacée dans un spectrofluorometre
thermostaté relié a un bain-marie a 37°C (FLUOROMAXpectrophotometer, HORIBA
JOBIN YVON®, New Jersey, Etats-Unis). La production d04 est mesurée par la réaction
entre 'Amplex Red et I'HO, (produite par les mitochondries) catalysé par PHR



(horseradish peroxidase) pour donner de la résmudit de I'oxygene moléculaire, sous
agitation magnétique et température controlée & 374 fluorescence est mesurée en continu.
La résorufine est excitée a une longueur d’'ondbG&Bnm et émet a une longueur d’'onde de
587 nm. Initialement, les fibres sont placées dames cuve contenant la solution Z (0.6ml),
'HRP (0,5 U/ml) et TAmplex Red (f1M). On injecte alors du glutamate (5mM) et du nalat
(2mM), substrats du complexe |, permettant d’actlaechaine de respiration mitochondriale
au travers des complexes I, lll et IV. Une partie ftix d’électrons créé au niveau des
complexes | et Il va réagir avec I'oxygene pournier de I'Q-. Cet Q- réagit avec la
superoxide dismutase mitochondriale pour donndHi©, :

20+ Q- > HO + O + 2H
A la fin de la manipulation, les fibres sont réades, déshydratées et pesées. Toutes les

vitesses sont ainsi exprimées en pmgDimin/mg de fibres en poids sec.

2.4. Evaluation du niveau d’expression des ARNm pay-RT-PCR

2.4.1. Extraction de 'ARN

L’ARN total est extrait avec le TRIzol® selon leopocole du fournisseur Invitrogen. Le
TRIzol® est une solution mono-phasique de phénall'isbthiocyanate de guanidine qui
maintient l'intégrité de I'ARN tout en détruisangsl cellules et en dissolvant les autres
composes cellulaires. Les échantillons tissulgdeasiron 50 mg) sont broyés mécaniquement
dans l'azote liquide puis placés immédiatement damsl de TRIzol®. Afin d’assurer une
dissociation des complexes nucléoprotéiques, lbanditions sont ensuite laissés au repos
pendant 5 minutes a température ambiante. L'admmctle chloroforme (0,2 ml par
échantillon) est suivie d’'une agitation vigoureysmndant 15 secondes puis d’'un contact
prolongé a température ambiante (5 & 10 minutesy).échantillons sont centrifugés a 11000
rpm pendant 15 minutes a 4°C ce qui sépare le cordes tubes en trois phases distinctes :
une phase inférieure organique contenant les peggune interphase renfermant 'ADN et
une phase supérieure aqueuse transparente conex@nsivement 'ARN. On récupére
uniguement la phase supérieure. L'ARN est ensuitecipité dans la phase aqueuse
supérieure par addition de 0,5 volume d’isopropalbed tubes sont ensuite agités pendant 30
secondes, laissés a température ambiante pendamntirites puis centrifugés a 11000 rpm
pendant 10 minutes a 4°C. Le culot d’ARN est laaé pne solution d’éthanol a 75 % et

centrifugé pendant 5 minutes a 7000 rpm a 4°C. let @st récupéré et séché a l'air puis



remis en suspension dans 10 ul d’eau a 0,1% deybi@rocarbonate (DEPC), un inhibiteur
de nucléase. La pureté des échantillons d’ARN aktutée par le rapport des densités
optiques a 260 et 280 nm (Nanodrop). Un rapport @gaupérieur a 1,7 indique I'absence de

contamination de la préparation d’ARN par ’ADN.

2.4.2. Synthese de I’'ADNCc par transcription révéRE€)

Cette étape est realisé a l'aide d'un enzyme : upeEScript Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen). La transcription réverse (RT) estlisgge dans un volume de 20 en présence
de 2ug d’ARN dans 10ul d’eau DEPC, 5ul Buffer 5X, 0.5j¢l transcriptase réverse, 2l de
DTT (0.1M), 1.5 ul désoxynucléotides triphosphate8 mM) et 1uL d'héxameres p(di)
(200uM). Ce mélange réactionnel est incubé a 658@dant 5 minutes pour dénaturer
'TARNmM. L’ADNCc est ensuite synthétisé a 42°C penida@ minutes. La transcription réverse

est stoppée en chauffant les échantillons a 72~@g 15 minutes.

2.4.3. Amplification de I'ADNc par PCR quantitatie@ temps réel

L’ADNc a été amplifié par le LightCycler (Roche @izostic, Meylan, France), en utilisant le
kit Invitrogen. La PCR quantitative est égaleméatisée dans un volume deul8en présence
d’amorces spécifiques sens et antisens du gener@tn(10uM) mais cette fois-ci avec 4 pl
tampon de réaction MasterMix (Roche) et @2.5'’ADNc. Apres une premiéere dénaturation a
95°C pendant 10 min, la PCR est réalisée en 45%esyde dénaturation (10 s a 95°C),
d’amorcage (5 s a 60°C) et de polymérisation (2272°C). Chaque échantillon a été analysé
en triple et quantifié selon le protocole du foasaur (Roche Diagnostics). L'expression
relative des différents génes a été calculée grorggmt les taux d’ARNmM a ceux deflaactin

considérée comme le géne domestique.

2.5. Marquage des radicaux libres avec le dihydrokidium

Des coupes cryostat de muscles d’'une épaisselr denlsont incubées pendant 30 minutes a
37°C avec la DHE (dihydroéthidium ; 2.5 uM). La DHifoduit une fluorescence rouge



guand elle est oxydée en éthidium bromide par @S RMulschet al, 2001). Les coupes
sont ensuite montées dans du Vectashield® (Veabotatories Inc., Burlingame, CA). On
examine ensuite les coupes sous un microscope flaogpscence avec un objectif X20
(Nikon Eclipse E800).

Sur les cellules, le protocole est identique sauidrpa concentration en DHE (5uM) et

I'objectif du microscope X40.

2.6. Mesure du glutathion GSH

Le GSH est mesurée sur les différents tissus $eloréthode d’Akerboom et Sies (Akerboom
& Sies, 1981). Elle est basée sur la réduction’dlitbio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) en
5-thio-2-nitrobenzoate (TNB) par le GSH a une loawgud’onde a 412 nm.

2.7. Analyse du potentiel de membrane mitochondrial

Le potentiel de membrane mitochondriatayf,) est évalué par le tetramethylrhodamine ethyl
ester (TMRE ; Molecular Probes). Le TMRE (100 nrapl/est appliqué sur les
cardiomyocytes bC, pendant 20 minutes dans le noir a 37°C. On exanlas
cardiomyocytes sur un microscope a épifluorescavee un objectif X40 (Nikon Eclipse
E800) et un filtre Zeiss 573-637 nm. On a mesuiriehsité de fluorescence sur 20-25
cardiomyocytes isolés pour chaque condition (AdBhetoshop 6.0, USA). On observe un
marquage de la membrane mitochondriale. Une dissipalu potentiel de membrane

mitochondriale se traduit par une diminution dédarescence.



RESULTATS



1. Etude 1 : Effets de I'atorvastatinan vitro sur la fonction mitochondriale
sur les muscles contrbéles et entrainés

Il a été clairement établi que I'exercice physigxerce des effets bénéfiques sur la fonction
mitochondriale. Cependant, I'analyse du bénéfisgire du traitement avec des statines est
compliquée par le fait que I'exercice semble augerele risque de myopathies induite par
les statines. Les mécanismes par lesquels lesedgiroduisent des symptémes myopathiques
restent inconnus. Le but de cette étude a été ldéwvkes effetsn vitro de I'atorvastatine sur

la fonction mitochondriale sur le plantaris (glygidue) de rats sédentaires et entrainés. Nous
émettons I'hypothése que I'entrainement physiqupateses effets bénéfiques sur la fonction
mitochondriale protégerait ce muscle apres exmosdvec I'atorvastatine.

Cette étude a montré que l'entrainement physiqugmeante les capacités oxydatives
maximales dans le plantaris, que ces capacitédatixgs maximales sont diminuées apres
exposition avec l'atorvastatine et cette diminutiest dose-dépendante, que cet exercice
permet de réduire cette diminution de la respimatiitochondriale et que cette protection est
probablement due a cette augmentation de la réspiraitochondriale et des capacités
antioxydantes.

Ces résultats ont également montré qu’un stredslaie® comme I'exercice induit des
adaptations musculaires qui rendent les mitocheadslus résistantes a un important stress

métaboligue comme I'exposition avec I'atorvastatine
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Abstract

Background and purpose: Statins protect against cardiovascular-related atityrtbut are
associated with adverse skeletal muscle effects.olfjective of this study was to determine
if exercise training reduce deleterious effectsaofite exposure to atorvastatin in skeletal
muscle.

Experimental approach: 20 rats were divided in 2 groups: a control grouplQ; Cont) and

a 10 days training group (n=10; Training). Usingnpeabilized fibers we explored the
mitochondrial function (mitochondrial respirationdaH,O, production).

Results: In cont group,atorvastatin exposure increased mitochondrigdHroduction and
decreased maximal mitochondrial respiration,{¥ and this diminution was dose dependant.
Ten days of endurance training increasegaVwithout altering HO, production.
Interestingly, the half maximal inhibitory conceation (IGo) of atorvastatin was higher in
Training group than Cont group (238. 73 uM respectively, p<0.05). On the other hand,
mitochondrial HO, production was higher in trained muscle after \&statin exposure
suggesting a higher detoxifying capacity of thissgia. Indeed, mRNA levels of catalase,
Cox1 and Cox4il were higher in skeletal muscle @ifing group compared to Cont group
(P<0.05, P<0.001 and P<0.05 respectively).

Conclusions and implications: In conclusion, these results suggested that enderan
training, by inducing improvements of oxidative aapies as well as antioxidant capacities,
could induce some adaptations protecting skeletascte against deleterious effects of

atorvastatin on mitochondrial function.

Keywords: glycolytic musclestatins; mitochondrial respiration; oxidative stres



Introduction

Statins (HMG-CoA reductase inhibitors) are the nmm#tscribed medications in developed
countries. They impair hepatocellular cholestenadpction by inhibiting the synthesis of
mevalonate, a critical intermediary product in thelesterol pathway (25). Statins reduce the
cardiovascular-related morbidity and mortality iatipnts with or without coronary artery
disease (10). It is generally well-accepted thatirst have pleiotropic beneficial effects at the
cardiovascular level (2, 26). However, even ifieatare generally well-tolerated, they could
provoke a variety of dose-dependent adverse reetioanging from muscle pain to
rhabdomyolysis (17).

Little is known regarding the mechanisms by whitdtiss altered skeletal muscles. Some
experiments suggested that lipophilic statins &figanitochondrial function, affecting the
electron transport chain and the dissipation of &bectric potential across the inner
mitochondrial membrane (12). Sirvent al. showed that simvastatin interfered with
mitochondrial calcium homeostasis and inhibited plax | of the electron transport chain in
human skeletal muscle (24). These studies cleadicated that mitochondrial function of
skeletal muscles was impaired by statins exposwriethe mechanism of these mitochondrial
alterations remained elusive.

Maintenance of mitochondrial integrity is crucia the preservation of cellular energy
homeostasis. Mitochondria is also responsibletermajority of the reactive oxygen species
(ROS) production in cells (14). The ROS formatiatws when unpaired electrons escape
the electron transport chain and react with mokecuwxygen, generating superoxide.
Superoxide is then rapidly dismutated into hydrogeroxide (H0,) by superoxide dismutase
(MnSOD). HO, can be further reduced to water by catalase dafijione peroxidase, or
alternatively to the hydroxyl radical in the preserof reduced copper or iron (5). The effects
of ROS on DNA, protein, and/or lipid oxidation caause irreversible cellular damage that
has been associated with the underlying pathogeonési wide variety of diseases (9). Recent
studies have suggested that oxidative stress nagyapltole in the cytotoxic activity of statins
(21). Subsequently, we hypothesized that statingteyfering with mitochondrial respiration
could induce an augmentation of ROS production usctes which could be the mechanism
by which statins provoke adverse effects in skefatascles.

Physical training leads to biochemical and phygjmal adaptations that permit humans and
animals to increase their exercise capacity befatigue occurs (3). Resistance to muscle

fatigue is partly related to the ability of skeletauscle to sustain ATP levels through



increased oxidative metabolism and it was cleasialdished that physical exercise exerts
beneficialeffects on mitochondrial function and antioxidaafehse systems (31, 33).

The risk/benefit analysis of statin therapy andimtpss further complicated by the common
finding that exercise seems to increase the rislst@in-induced myopathy. The prevalence
of muscle pains dramatically rises to as high & 2B ong statin users who also exercise (18,
28) and it may be over 75% in statin-treated adisl¢23). It is clear that exercise generate free
radicals and that prolonged and intense exercigeresult in oxidative damage to cellular
constituents (20). On the other hand, degeneratduced by statin treatment was specific to
fast-glycolytic muscles, leaving slow-oxidative roles, such as the soleus, unaffected (22,
30). Because endurance training is known to indtemesition from fast-glycolytic to slow-
oxidative muscle (20), we hypothesized that a é@imuscle could be more resistant to toxic
effects of statins than untrained muscle due tbéngxidative and antioxidant capacities.

The aim of this study was to evaluate thevitro effects of atorvastatin on mitochondrial
function (mitochondrial respiration and ROS prodwutt in plantaris skeletal muscle of

sedentary and trained rats.



Methods

Animals

Experiments were performed on adult male Wistes (Bepré, France) weighirg 250-300

g. They housed in neutral temperature environm2ft £ 2°C) on a 12:12 hour photoperiod

and were provided food and watat libitum. After one week of acclimation, 20 rats were
randomly divided into two groups as follows: (1)nt@l animals (Cont, n=10); (2) animals

realizing exercise training (Training, n=10). Tmsestigation was carried out in accordance
with the Helsinki Recommendations for Humane Treatim of Animals during

Experimentation.

Exercise training protocol

Animals were acclimated to treadmill (LE 8710, BibsFrance) one week before initiation of
study using three sessions at a speed of 40 cB¥s gtadient, during 5 min. Three days after,
animals were exercised for 30 min at 40 cm/s, 1586lignt during 10 days. Rats exhibiting
difficulty in running were removed promptly fromethireadmill. Non exercised controls were
handled daily. To control for effects of noise anber stresses associated with treadmill use,

treadmills were operated in close proximity to cagkthe sedentary animals.

Tissue Processing

16h after the last training session, animals werwesthetized with isoflurane (Aerane, SAS
Baxter). The superficial part of the plantaris wascised and cleaned of adipose and
connective tissues. Muscles were immediately usethe study of respiratory parameters. A
part of each muscle tissue was immediately fromdadpentane cooled by liquid nitrogen and

then stored in the latter until required for anelys

Study of mitochondrial respiration

This technique ensured determination of global amtmdrial function, reflecting both the
density as well as the functional properties ofgkeletal muscle mitochondria (15, 32). The
mitochondrial respiration was studied in saponimis&d fibers in order to keep mitochondria
in their architectural environment. Briefly, filsewere separated under binocular microscope
in S solution at 4°C (see below). After dissectifibers were transferred into S solution
containing 5Qg/mL of saponin and incubated at 4°C under inteshsd&king during 30 minutes

for complete permeabilization of the sarcolemmanteabilized (skinned) fibers were then



washed in S solution for 10 minutes under interdskisg to completely remove saponin.
Before oxygraphic measurements, the fibers werdnahswice in the respiration R solution
for 5 minutes to remove any trace amount of higbrgy phosphates and were transferred in a
3-mL water-jacketed oxygraphic cell (Strathkelvirstruments, Glasgow, Scotland) equipped
with a Clark electrode. R and S solution contai@ed7 mM calcium potassium (CaK
ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 7.23 mMEGTA (100 nM free Cd), 6.56 mM
magnesium chloride (1mM free |\%r'g 20 mM taurine, 0.5 mM dithiothreitol, 50 mM K-
methane sulfonate (160 mM ionic strength), and 20 imidazole (pH 7.1). S solution also
contained 5.7 mM NATP, and 15 mM creatine phosphate, and solutiomained 5 mM
glutamate, 2 mM malate, 3 mM phosphate and 2 mdhattl-acid-free bovine serum. After
the determination of the basal oxygen consumptity), he maximal fibers respiration rates
were measured at 22°C under continuous stirrinthén presence of saturating amount of
adenosine diphosphate (ADP; 2mM) as a phosphatptc(Mnay. After the experiments,
fibers were harvested and dried for 15 minutes #i°@, and the respiration rates were
expressed agmol O,/min/g dry weight. The results were also reportedpercentage to

control group.

In vitro effects of atorvastatin in animal’s tissise

The pure form of atorvastatin was obtained gendyohg Pfizer (USA). \hax was first
determined in the presence of 2 mM ADP with glutemand malate as substrates and then
increasing concentrations of atorvastatin wereraglth the solution of respiration. The range

of atorvastatin concentrations was: 4-10-40-100-200 M.

H,0O, production in permeabilized fibers

The permeabilized bundles were then placed in ate@-buffer Z containing 110 mM K-
methane sulfonate, 35 mM KCI, 1 mM EGTA, 5 mMHPO,, and 3 mM MgCJ, 6 mM HO,
0.05 mM glutamate, and 0.02 mM malate with 0.5 md@®A (pH 7.1, 295 mosmol/kg 10).
Permeabilized fibers remained in buffer Z on atwtat 4°C until analysis without any
deterioration in mitochondrial function..8, production was measured with Amplex Red
(Invitrogen) which reacted with @, in a 1:1 stoichiometry catalyzed by HRP (HorseiBad
Peroxidase; Invitrogen) to yield the fluorescentnpound resorufin and molar equivalent O
(1, 19). Resorufin has excitation/emission chargttes of 563 nm/587 nm and is extremely
stable once formed. Fluorescence was measurednaonsly with a Fluoromax 3 (Jobin

Yvon) spectrofluorometer with temperature contrad anagnetic stirring. After baseline



(reactants only) was established, the reaction iniéisted by addition of a permeabilized
fibers bundle to 600 puL of buffer Z containing 5 niWhplex Red and 0.5 U/ml HRP, with 5
mM glutamate and 2 mM malate for complex | substedt37°C.

H,O, production rate was calculated from the slopeslefsecafter subtracting background,
from a standard curve establishvéth the appropriate reaction conditions. At thedasion

of each experiment, fibers were harvested and doietl5 minutes at 150°C. The results were
reported in pmol/min/mg dry weight and in perceetégcontrol group.

In vitro effects of atorvastatin in animal’s tissise
H,0, production was first determined with glutamate analate as substrates. We added
atorvastatin (100uM) in buffer Z with glutamate andlate as substrates.

Quantitative Real Time Polymerase Chain ReactionRd-PCR)

Total RNA was obtained from the heart using Trimzgent™ (Invitrogen Life Technologies,
Rockville, MD, USA). RNA was stored at —70°C urtill the reverse transcription reaction
being performed. cDNA was synthetized from total RNith the SuperScript First-Strand
Synthesis System (Invitrogen) and random hexamergps (29). To perform the real time
PCR reaction, 2)3_ of cDNA was used in a final volume ofiB, containing 1QuM of each
primer (sense and antisense), and SYBR greenr@geih Life Technologies, Rockville, MD,
USA) as fluorescent dye and®l. The real-time PCR measurement of individual cBNvas
performed in triplicate using SYBR green dye to suga duplex DNA formation with the
LightCycler System (Roche Diagnostics, Meylan, EegnThe sequences of the primers were
designed using information contained in the putiéitabase GeneBank of the National Center

for Biotechnology Information (NCBI). The followingrimer sets were used: Catalase

forward, 5 -ACTCAGGTGCGGACATTC-3_, and Catalase  verse,

5 GGAGTTGTACTGGTCCAGAAGAGCC-3_; Cox1_ forward, 5 -
CCCAGAGTCATGAGTCGAAGGAG-3_, and Cox1_ reverse, 5
CAGGCGCATGAGTACTTCTCGG-3_; Cox4il_ forward, 5 -
GTTGGCTACCAGGGCACTTA-3 , and Cox4il_ reverse, 5
CACATCAGGCAAGGGGTAGT-3_; B-actin forward, 5 -
TTCAATTCCATCATGAAGTGTG-3_, and B-actin reverse,

5 CTGATCCACATCTGCTGGAAGGTG -3. Quantification of ge expression was carried

out usingp-actin gene as inner control, which is the modblstgene for real time RT-PCR



measurements in muscles. Relative mRNA levels waleulated using th&./ACT method
(16).

Statistical analysis

Data are presented as mean+SEBVatistical analyses were performed using Studernést,
1-way or 2-way ANOVA followed by a Tukey post tg€&raphPad Prism 5, Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Statisticgrsficance was displayed as?*< 0.05 or
** P <0.01 or *** P <0.001.



Results

1) Atorvastatin decreased maximal oxidative capacgit and enhanced mitochondrial
H202 production in glycolytic muscle (Figure 1).

We first examined the effects of atorvastatin ortoohiondrial respiration rates g\ in
presence of 2mM ADP) in plantaris muscles from mdnénimals. Since in permeabilized
fibers the whole mitochondrial population partidgsin the measured oxygen consumption,
when normalized to fiber dry weight, represents the maximal oxidative capacities in
tissue. Vhax Was reduced by atorvastatin, and this reductios w@ncentration-dependant
(Figure 1A). This diminution became significantrfrégluM (P<0.01).

Figure 1B represents mitochondriab®4 production from permeabilized plantaris fibers
bundles. Addition of atorvastatin (100uM) in comtpdantaris increased 4@, production
from 215% (4.9+2.@s. 15.4+3.4 pmol/min/mg dry weight; p<0.05).

2) Exercise training increased maximal oxidative gaacities (Figure 2).

Figure 2 represents the effects of exercise trgimin Viyhax in plantaris. Wax increased in
training group compared to Cont group (10.4+0s38.0+0.8 umol @min/g dry weight;
p<0.05).

3) Exercise training protected skeletal muscle agast atorvastatin deleterious effects
(Figure 3).

We examined the effects of atorvastatin on maxin#s (M of skinned fibers from
plantaris. The effects of increased concentratanstorvastatin (from 4 to 400uM) onn\

in plantaris are presented in Figure 3A.

In order to test the possible protecting effeatxdrcise training against atorvastatin, rats were
trained during 10 days in order to induce muscwadaptations. Interestingly, the half
maximal inhibitory concentration (g of atorvastatin in Training group was higher than
Cont group (238s. 73 uM respectively, p<0.05).

In training muscles, it appeared that.W was less affected by atorvastatin in glycolytic
muscles. Furthermore, the difference became sagmififrom 100 uM between both groups
(P<0.001).

In order to understand why we observed differemc® .« at 100uM between groups, we
added atorvastatin so as to measurg,Hproduction. This addition increased,®3
production from 215% in Cont and from 375% in Tmagn group (p<0.05 and p<0.001

respectively; Figure 3B) and this augmentation Wagher in Training group compared to
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Cont group showing that training increased the ciépato detoxify ROS production

following atorvastatin exposure.

4) Exercise training increased skeletal muscle amtxidant defense and mitochondrial
metabolism (Figure 4).

To approach the antioxidant defense and to furtimelerstand the molecular basis of these
effects, we analyzed the transcript level of catlay g-RT-PCR in plantaris.

We found that catalase mMRNA level was increased®jold in Training group compared to
Cont group (p<0.05; Figure 4A).

We next analysed the transcript levels of Cox1l &@uk4il implicated in mitochondrial
metabolism. Cox1 and Cox4il mRNA levels increasedraining group compared to Cont
group (P<0.001 and P<0.05 respectively; Figuread®C respectively).
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Discussion

The results of the present study show that (1) &sertraining improved oxidative capacities
as well as antioxidant capacities in plantaris fays@) Oxidative capacities were reduced
after statin exposure, and this reduction was diegendant; (3) Exercise training allows to
reduce the inhibition of mitochondrial respiratiafter atorvastatin exposure in glycolytic
muscle; (4) This protection could be link to sorde@atations at the level of the mitochondrial

function following exercise training.

1) Acute atorvastatin exposure impaired skeletal mscle mitochondrial function

Tissue oxidative capacity is determined by the nemmand size of mitochondria.€
mitochondrial volume density) and by the respinatoinction of individual mitochondria. By
using a permeabilized fiber approach on plantasis, showed that maximal oxidative
capacities were reduced after statin exposure tl@adeduction was dose-dependant. These
results are in accordance with a study carriedvotlt biopsies from human skeletal muscle
showing that mitochondria are impaired after acsti@ins exposure. In this study they
showed that simvastatin-induced mitochondria impaits result from inhibition of
respiratory chain complex | (24). But the mechamsigiym which simvastatin inhibited complex
| remained to be elucidated. Compared with thiglgtatorvastatin inhibited mitochondrial
respiration for a lower concentration (4uM) thamgstatin (L0uM). This could be explained
by the fact that chemicals properties of the ssatiere different, especially in term of
lipophilic nature (11). Indeed, Kaufmann et. reported that lipophilic statinsi.€
atorvastatin) were toxic for mitochondria, affegtirthe electron transport chain, and
decoupling oxidative phosphorylation and/or mitaothagal B-oxidation. These impairments
of mitochondrial function seems to be associateth wlissipation of the electric potential
across the inner mitochondrial membrane (12). éstamgly, statins increased 04
production in skeletal muscle. This could be duethe fact that atorvastatin inhibited
mitochondrial complexes | and Ill, phenomenon whigtknown to induce ROS formation
(1). This augmentation ROS activated antioxidanferge in order to maintain ROS at
tolerable physiological levels. Then® production reflected both the increase productibn
ROS following statin exposition as well as the \ation of antioxidant defense. Indeed, we
detected O2- production originating from the mitoctiria after conversion to ;8. by
endogenous matrix SOD. But this augmentation of Rg§28eration could surpass the
antioxidant capacities and then induce oxidativenalge to mitochondria at the level of

proteins, lipid and DNA, altering maximal mitochaiad respiration.
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2) Exercise training protected mitochondrial functon against acute atorvastatin
exposure

It was clearly established that physical exercigerts beneficiakffects on metabolism,
mitochondrial function and antioxidant defense eyst (6, 7, 32, 33). However, exercise
appears to increase the likelihood for the deveknof myopathy in patients taking statins
(23).

In this report, exercise training during ten daygioved maximal mitochondrial respiration
(Vmax in plantaris muscle. When we exposed musclesctdeadose of atorvastatin, we
showed that mitochondrial respirations of all thaghmuscles were well-protected as shown
by the large increase of 4 Moreover, whereas exercise training did not iasecbasal 0,
production, acute exposure to atorvastatin largelseased it in trained muscle, exceeding the
H,0, production of the control skeletal muscle. Thessults, together with the fact that
MRNA level of antioxidant enzyme was increaseddatiid that trained muscle improved its
capacity to detoxified ROS, suggesting a reductbnntracellular oxidative stress in this
trained muscle after statin exposition. Our resalts in line with the fact that exercise
training provides muscular protection due to sevahemical/molecular changes including
induction of muscular heat shock proteins, nitéde production, improvement of function
of sarcolemma and mitochondrial adenosine triphatgpATP)-sensitive potassium channels
and increased antioxidant capacities (13, 20). Thencan postulate that cellular adaptations
notably at the level of antioxidant capacitiesdaling exercise training allowed to strengthen
mitochondrial function against deleterious effesftatorvastatin.

On the other hand, 25% of statin users who exerosg experience muscle complaints due
to statin therapy and potentially dismissed by ph&ent and physician (27). In fact, it has
been postulated that statins may adversely afffiectrtuscle’s ability to appropriately respond
to physical exertion (8). In clinical practice hias been reported that the incidence of muscle
pain increases with the level of physical activityith a great number of patients avoiding
even moderate exertion during every day activif®s It is also well known that the great
majority of professional athletes with severe fahihypercholesterolemia do not tolerate any
of the statins available because of muscle sideceff(23). Then, even if exercise training
prevents from the deleterious acute mitochondrifécts of atorvastatin, it seems that
physical exercise, when coupled to statins treatjega not well-tolerated. Because exercise
as well as statins exposure increased ROS produatioglycolytic skeletal muscle (i.e.
plantaris muscle), this suggests that muscular RO&centration could overwhelm the

antioxidant capacities of this vulnerable musclé #ren triggering some deleterious effects at
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the cellular level responsible of muscle pain anghlgia. But these adverse reactions have
been shown in specific populations of patients §ezlentary patients taken statins as well as
athletes who trained several hours every day). ,Ttvencan hypothesize that an endurance
training well-calibrated at low or moderate intépseven if coupled with statins treatment,
could be beneficial by inducing muscular adaptatjoreducing the potential muscular
deleterious effect of statins treatment, but wititbe overwhelm of antioxidant capacities.

In summary, we showed that acute exposure to atatma impaired mitochondrial function
of glycolytic muscles in rats. On the other handreise training reduced these mitochondrial
impairments. Then, a chronic cellular stress asogses training could induce some muscular
adaptations making mitochondria more resistant o i@portant metabolic stress as
atorvastatin exposure. Because current evidenoaghyr supports a systematic use of high
doses statins prior to cardiac intervention, ibfiirst importance to find strategy in order to
limit side effects of these molecules, notablyhat level of mitochondria. Our results suggest

that well-calibrated exercise training seem to lge@d candidate.
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Figures legends

Figure 1

Atorvastatin decreased skeletal muscle mitochondrlamaximal oxidative capacity and
enhanced mitochondrial HO, production. Oxygen consumption and H202 emission were
measured in saponin permeabilized muscle fibers glittamate (5mM) and malate (2mM)
as substrates. Values in figure 1A are expressednal/min/g dry weight and pmol/min/mg
dry weight in figure 1B.

Values are means = SEM of 8 independent experim&iis0.01 and ***P<0.001 compared

to Vmaxin figure 1A; *P<0.05 compared to Glu+Mal conditiohthe same group.

Figure 2
Exercise training increased maximal oxidative capaties. Values are expressed as
percentage of Wax0f Cont group. Values are means + SEM of 8 indepehéxperiments;

*P<0.05 compared to Cont.

Figure 3

Exercise training protected skeletal muscle againshtorvastatin deleterious effects
Values are means = SEM of 8 independent experim¥iatses in figure 3A are expressed in
percentage of Ma0f each group; *P<0.01 and **P<0.001 comparedvigag *P<0.05,**
P<0.01 and®®¥P<0.001 between groups in the same atorvastatinectration. Values in
figure 3B are expressed in percentage of Glu+Maldiemn; *P<0.05 and ***P<0.001

compared to Glu+Mal condition of the same group.

Figure 4

Exercise training increased antioxidant defense antdhitochondrial metabolism. Relative
MRNA expression level from catalage)( Cox1 B8) and Cox4il ) in plantaris measured by
g-RT-PCR. Values are means + SEM of 8 experimemisach group. *P<0.05 and
***P<(0.001 compared to Cont group.



Figure 1

A

H,0, emission
(pmol/min/mg dw)

Vmax
(umol Oy/min/g dw)

Vmax 4 10 40 100 200 400
Atorvastatin (UM)

20 *

Glu+Mal Glu+Mal+Ator g,y

19



20

Figure 2

) )
(=) [Te)

1501

(dnoub |01uo9 JO %)
XNE>

Training

Cont



Figure 3

A

Maximal oxidative capacities

H,0, production
(% of Glu+Mal)

N
o
e

(% Of Vina)

120+

100+

80-

- Cont
-=- Training
\\\\\\\ *kk
~‘i\\\:k**; $$$
i\\\***; $
*; $$9

600-

4004

04

Vmax 4 10 40 100 200 400
Atorvastatin (uM)

*kk Il Cont
-_ [ Training

Glu+Mal G|U+MaI+At0r1 00uM

21



22

Figure 4

<

|19A9)
uoissaldxa YNYW asejejen

Training

*k%k

< (3] N -

1oA9)
uoissaidxa YNYW |Lx09H

Training

Cont

O

T

S ®w o w 9o
N - - o o
IELE]
Co_wwmhﬂxw VNyW Liyxo)

Training

Cont



2. Etude 2 : Effet d'un traitement avec I'atorvastdine sur un exercice
exhaustif

Les statines sont des médicaments tres efficageslddraitement de I'hypercholestérolémie
et présentent de nombreux effets pléiotropes beuedi notamment au niveau
cardiovasculaire. Par contre, ce bénéfice devienmptiqué du faite que I'exercice semble
augmenter le risque de myopathies induites pastimes. En effet, la prévalence augmente
dramatiquement a 25 % des patients sous statingerude I'exercice et atteint 75 % des
athletes professionnels sous statines. Dans datie,énous avons montré qu’un traitement de
deux semaines avec de l'atorvastatine a une dos®wmg/kg/jour diminue les capacités a
'exercice de rats. Ce traitement entraine égalémea dysfonction mitochondriale et induit
une augmentation importante de ROS. L’'exercice agtraine une augmentation de la
respiration mitochondriale qui est abolie par lfatstatine.

Ces résultats nous indiquent clairement que lededmi musculaires consécutives a un

exercice chez les patients sous statines ont p@in®, en partie, la fonction mitochondriale.
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Abstract

Background and purpose: Statins protect against cardiovascular-related atityrtbut are
associated with adverse skeletal muscle effects.olfjective of this study was to determine
if exercise training reduce deleterious effectsaofite exposure to atorvastatin in skeletal
muscle.

Experimental approach: 20 rats were divided in 2 groups: a control grouplQ; Cont) and

a 10 days training group (n=10; Training). Usingnpeabilized fibers we explored the
mitochondrial function (mitochondrial respirationdaH,O, production).

Results: In cont group,atorvastatin exposure increased mitochondrigdHroduction and
decreased maximal mitochondrial respiration,{¥ and this diminution was dose dependant.
Ten days of endurance training increasegaVwithout altering HO, production.
Interestingly, the half maximal inhibitory conceation (IGo) of atorvastatin was higher in
Training group than Cont group (238. 73 uM respectively, p<0.05). On the other hand,
mitochondrial HO, production was higher in trained muscle after \&statin exposure
suggesting a higher detoxifying capacity of thissgia. Indeed, mRNA levels of catalase,
Cox1 and Cox4il were higher in skeletal muscle @ifing group compared to Cont group
(P<0.05, P<0.001 and P<0.05 respectively).

Conclusions and implications: In conclusion, these results suggested that enderan
training, by inducing improvements of oxidative aapies as well as antioxidant capacities,
could induce some adaptations protecting skeletascte against deleterious effects of

atorvastatin on mitochondrial function.

Keywords: glycolytic musclestatins; mitochondrial respiration; oxidative stres



Introduction

Statins (HMG-CoA reductase inhibitors) are the nmm#tscribed medications in developed
countries. They impair hepatocellular cholestenadpction by inhibiting the synthesis of
mevalonate, a critical intermediary product in thelesterol pathway (25). Statins reduce the
cardiovascular-related morbidity and mortality iatipnts with or without coronary artery
disease (10). It is generally well-accepted thatirst have pleiotropic beneficial effects at the
cardiovascular level (2, 26). However, even ifieatare generally well-tolerated, they could
provoke a variety of dose-dependent adverse reetioanging from muscle pain to
rhabdomyolysis (17).

Little is known regarding the mechanisms by whitdtiss altered skeletal muscles. Some
experiments suggested that lipophilic statins &figanitochondrial function, affecting the
electron transport chain and the dissipation of &bectric potential across the inner
mitochondrial membrane (12). Sirvent al. showed that simvastatin interfered with
mitochondrial calcium homeostasis and inhibited plax | of the electron transport chain in
human skeletal muscle (24). These studies cleadicated that mitochondrial function of
skeletal muscles was impaired by statins exposwriethe mechanism of these mitochondrial
alterations remained elusive.

Maintenance of mitochondrial integrity is crucia the preservation of cellular energy
homeostasis. Mitochondria is also responsibletermajority of the reactive oxygen species
(ROS) production in cells (14). The ROS formatiatws when unpaired electrons escape
the electron transport chain and react with mokecuwxygen, generating superoxide.
Superoxide is then rapidly dismutated into hydrogeroxide (H0,) by superoxide dismutase
(MnSOD). HO, can be further reduced to water by catalase dafijione peroxidase, or
alternatively to the hydroxyl radical in the preserof reduced copper or iron (5). The effects
of ROS on DNA, protein, and/or lipid oxidation caause irreversible cellular damage that
has been associated with the underlying pathogeonési wide variety of diseases (9). Recent
studies have suggested that oxidative stress nagyapltole in the cytotoxic activity of statins
(21). Subsequently, we hypothesized that statingteyfering with mitochondrial respiration
could induce an augmentation of ROS production usctes which could be the mechanism
by which statins provoke adverse effects in skefatascles.

Physical training leads to biochemical and phygjmal adaptations that permit humans and
animals to increase their exercise capacity befatigue occurs (3). Resistance to muscle

fatigue is partly related to the ability of skeletauscle to sustain ATP levels through



increased oxidative metabolism and it was cleasialdished that physical exercise exerts
beneficialeffects on mitochondrial function and antioxidaafehse systems (31, 33).

The risk/benefit analysis of statin therapy andimtpss further complicated by the common
finding that exercise seems to increase the rislst@in-induced myopathy. The prevalence
of muscle pains dramatically rises to as high & 2B ong statin users who also exercise (18,
28) and it may be over 75% in statin-treated adisl¢23). It is clear that exercise generate free
radicals and that prolonged and intense exercigeresult in oxidative damage to cellular
constituents (20). On the other hand, degeneratduced by statin treatment was specific to
fast-glycolytic muscles, leaving slow-oxidative roles, such as the soleus, unaffected (22,
30). Because endurance training is known to indtemesition from fast-glycolytic to slow-
oxidative muscle (20), we hypothesized that a é@imuscle could be more resistant to toxic
effects of statins than untrained muscle due tbéngxidative and antioxidant capacities.

The aim of this study was to evaluate thevitro effects of atorvastatin on mitochondrial
function (mitochondrial respiration and ROS prodwutt in plantaris skeletal muscle of

sedentary and trained rats.



Methods

Animals

Experiments were performed on adult male Wistes (Bepré, France) weighirg 250-300

g. They housed in neutral temperature environm2ft £ 2°C) on a 12:12 hour photoperiod

and were provided food and watat libitum. After one week of acclimation, 20 rats were
randomly divided into two groups as follows: (1)nt@l animals (Cont, n=10); (2) animals

realizing exercise training (Training, n=10). Tmsestigation was carried out in accordance
with the Helsinki Recommendations for Humane Treatim of Animals during

Experimentation.

Exercise training protocol

Animals were acclimated to treadmill (LE 8710, BibsFrance) one week before initiation of
study using three sessions at a speed of 40 cB¥s gtadient, during 5 min. Three days after,
animals were exercised for 30 min at 40 cm/s, 1586lignt during 10 days. Rats exhibiting
difficulty in running were removed promptly fromethireadmill. Non exercised controls were
handled daily. To control for effects of noise anber stresses associated with treadmill use,

treadmills were operated in close proximity to cagkthe sedentary animals.

Tissue Processing

16h after the last training session, animals werwesthetized with isoflurane (Aerane, SAS
Baxter). The superficial part of the plantaris wascised and cleaned of adipose and
connective tissues. Muscles were immediately usethe study of respiratory parameters. A
part of each muscle tissue was immediately fromdadpentane cooled by liquid nitrogen and

then stored in the latter until required for anelys

Study of mitochondrial respiration

This technique ensured determination of global amtmdrial function, reflecting both the
density as well as the functional properties ofgkeletal muscle mitochondria (15, 32). The
mitochondrial respiration was studied in saponimis&d fibers in order to keep mitochondria
in their architectural environment. Briefly, filsewere separated under binocular microscope
in S solution at 4°C (see below). After dissectifibers were transferred into S solution
containing 5Qg/mL of saponin and incubated at 4°C under inteshsd&king during 30 minutes

for complete permeabilization of the sarcolemmanteabilized (skinned) fibers were then



washed in S solution for 10 minutes under interdskisg to completely remove saponin.
Before oxygraphic measurements, the fibers werdnahswice in the respiration R solution
for 5 minutes to remove any trace amount of higbrgy phosphates and were transferred in a
3-mL water-jacketed oxygraphic cell (Strathkelvirstruments, Glasgow, Scotland) equipped
with a Clark electrode. R and S solution contai@ed7 mM calcium potassium (CaK
ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 7.23 mMEGTA (100 nM free Cd), 6.56 mM
magnesium chloride (1mM free |\%r'g 20 mM taurine, 0.5 mM dithiothreitol, 50 mM K-
methane sulfonate (160 mM ionic strength), and 20 imidazole (pH 7.1). S solution also
contained 5.7 mM NATP, and 15 mM creatine phosphate, and solutiomained 5 mM
glutamate, 2 mM malate, 3 mM phosphate and 2 mdhattl-acid-free bovine serum. After
the determination of the basal oxygen consumptity), he maximal fibers respiration rates
were measured at 22°C under continuous stirrinthén presence of saturating amount of
adenosine diphosphate (ADP; 2mM) as a phosphatptc(Mnay. After the experiments,
fibers were harvested and dried for 15 minutes #i°@, and the respiration rates were
expressed agmol O,/min/g dry weight. The results were also reportedpercentage to

control group.

In vitro effects of atorvastatin in animal’s tissise

The pure form of atorvastatin was obtained gendyohg Pfizer (USA). \hax was first
determined in the presence of 2 mM ADP with glutemand malate as substrates and then
increasing concentrations of atorvastatin wereraglth the solution of respiration. The range

of atorvastatin concentrations was: 4-10-40-100-200 M.

H,0O, production in permeabilized fibers

The permeabilized bundles were then placed in ate@-buffer Z containing 110 mM K-
methane sulfonate, 35 mM KCI, 1 mM EGTA, 5 mMHPO,, and 3 mM MgCJ, 6 mM HO,
0.05 mM glutamate, and 0.02 mM malate with 0.5 md@®A (pH 7.1, 295 mosmol/kg 10).
Permeabilized fibers remained in buffer Z on atwtat 4°C until analysis without any
deterioration in mitochondrial function..8, production was measured with Amplex Red
(Invitrogen) which reacted with @, in a 1:1 stoichiometry catalyzed by HRP (HorseiBad
Peroxidase; Invitrogen) to yield the fluorescentnpound resorufin and molar equivalent O
(1, 19). Resorufin has excitation/emission chargttes of 563 nm/587 nm and is extremely
stable once formed. Fluorescence was measurednaonsly with a Fluoromax 3 (Jobin

Yvon) spectrofluorometer with temperature contrad anagnetic stirring. After baseline



(reactants only) was established, the reaction iniéisted by addition of a permeabilized
fibers bundle to 600 puL of buffer Z containing 5 niWhplex Red and 0.5 U/ml HRP, with 5
mM glutamate and 2 mM malate for complex | substedt37°C.

H,O, production rate was calculated from the slopeslefsecafter subtracting background,
from a standard curve establishvéth the appropriate reaction conditions. At thedasion

of each experiment, fibers were harvested and doietl5 minutes at 150°C. The results were
reported in pmol/min/mg dry weight and in perceetégcontrol group.

In vitro effects of atorvastatin in animal’s tissise
H,0, production was first determined with glutamate analate as substrates. We added
atorvastatin (100uM) in buffer Z with glutamate andlate as substrates.

Quantitative Real Time Polymerase Chain ReactionRd-PCR)

Total RNA was obtained from the heart using Trimzgent™ (Invitrogen Life Technologies,
Rockville, MD, USA). RNA was stored at —70°C urtill the reverse transcription reaction
being performed. cDNA was synthetized from total RNith the SuperScript First-Strand
Synthesis System (Invitrogen) and random hexamergps (29). To perform the real time
PCR reaction, 2)3_ of cDNA was used in a final volume ofiB, containing 1QuM of each
primer (sense and antisense), and SYBR greenr@geih Life Technologies, Rockville, MD,
USA) as fluorescent dye and®l. The real-time PCR measurement of individual cBNvas
performed in triplicate using SYBR green dye to suga duplex DNA formation with the
LightCycler System (Roche Diagnostics, Meylan, EegnThe sequences of the primers were
designed using information contained in the putiéitabase GeneBank of the National Center

for Biotechnology Information (NCBI). The followingrimer sets were used: Catalase

forward, 5 -ACTCAGGTGCGGACATTC-3_, and Catalase  verse,

5 GGAGTTGTACTGGTCCAGAAGAGCC-3_; Cox1_ forward, 5 -
CCCAGAGTCATGAGTCGAAGGAG-3_, and Cox1_ reverse, 5
CAGGCGCATGAGTACTTCTCGG-3_; Cox4il_ forward, 5 -
GTTGGCTACCAGGGCACTTA-3 , and Cox4il_ reverse, 5
CACATCAGGCAAGGGGTAGT-3_; B-actin forward, 5 -
TTCAATTCCATCATGAAGTGTG-3_, and B-actin reverse,

5 CTGATCCACATCTGCTGGAAGGTG -3. Quantification of ge expression was carried

out usingp-actin gene as inner control, which is the modblstgene for real time RT-PCR



measurements in muscles. Relative mRNA levels waleulated using th&./ACT method
(16).

Statistical analysis

Data are presented as mean+SEBVatistical analyses were performed using Studernést,
1-way or 2-way ANOVA followed by a Tukey post tg€&raphPad Prism 5, Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Statisticgrsficance was displayed as?*< 0.05 or
** P <0.01 or *** P <0.001.



Results

1) Atorvastatin decreased maximal oxidative capacgit and enhanced mitochondrial
H202 production in glycolytic muscle (Figure 1).

We first examined the effects of atorvastatin ortoohiondrial respiration rates g\ in
presence of 2mM ADP) in plantaris muscles from mdnénimals. Since in permeabilized
fibers the whole mitochondrial population partidgsin the measured oxygen consumption,
when normalized to fiber dry weight, represents the maximal oxidative capacities in
tissue. Vhax Was reduced by atorvastatin, and this reductios w@ncentration-dependant
(Figure 1A). This diminution became significantrfrégluM (P<0.01).

Figure 1B represents mitochondriab®4 production from permeabilized plantaris fibers
bundles. Addition of atorvastatin (100uM) in comtpdantaris increased 4@, production
from 215% (4.9+2.@s. 15.4+3.4 pmol/min/mg dry weight; p<0.05).

2) Exercise training increased maximal oxidative gaacities (Figure 2).

Figure 2 represents the effects of exercise trgimin Viyhax in plantaris. Wax increased in
training group compared to Cont group (10.4+0s38.0+0.8 umol @min/g dry weight;
p<0.05).

3) Exercise training protected skeletal muscle agast atorvastatin deleterious effects
(Figure 3).

We examined the effects of atorvastatin on maxin#s (M of skinned fibers from
plantaris. The effects of increased concentratanstorvastatin (from 4 to 400uM) onn\

in plantaris are presented in Figure 3A.

In order to test the possible protecting effeatxdrcise training against atorvastatin, rats were
trained during 10 days in order to induce muscwadaptations. Interestingly, the half
maximal inhibitory concentration (g of atorvastatin in Training group was higher than
Cont group (238s. 73 uM respectively, p<0.05).

In training muscles, it appeared that.W was less affected by atorvastatin in glycolytic
muscles. Furthermore, the difference became sagmififrom 100 uM between both groups
(P<0.001).

In order to understand why we observed differemc® .« at 100uM between groups, we
added atorvastatin so as to measurg,Hproduction. This addition increased,®3
production from 215% in Cont and from 375% in Tmagn group (p<0.05 and p<0.001

respectively; Figure 3B) and this augmentation Wagher in Training group compared to
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Cont group showing that training increased the ciépato detoxify ROS production

following atorvastatin exposure.

4) Exercise training increased skeletal muscle amtxidant defense and mitochondrial
metabolism (Figure 4).

To approach the antioxidant defense and to furtimelerstand the molecular basis of these
effects, we analyzed the transcript level of catlay g-RT-PCR in plantaris.

We found that catalase mMRNA level was increased®jold in Training group compared to
Cont group (p<0.05; Figure 4A).

We next analysed the transcript levels of Cox1l &@uk4il implicated in mitochondrial
metabolism. Cox1 and Cox4il mRNA levels increasedraining group compared to Cont
group (P<0.001 and P<0.05 respectively; Figuread®C respectively).
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Discussion

The results of the present study show that (1) &sertraining improved oxidative capacities
as well as antioxidant capacities in plantaris fays@) Oxidative capacities were reduced
after statin exposure, and this reduction was diegendant; (3) Exercise training allows to
reduce the inhibition of mitochondrial respiratiafter atorvastatin exposure in glycolytic
muscle; (4) This protection could be link to sorde@atations at the level of the mitochondrial

function following exercise training.

1) Acute atorvastatin exposure impaired skeletal mscle mitochondrial function

Tissue oxidative capacity is determined by the nemmand size of mitochondria.€
mitochondrial volume density) and by the respinatoinction of individual mitochondria. By
using a permeabilized fiber approach on plantasis, showed that maximal oxidative
capacities were reduced after statin exposure tl@adeduction was dose-dependant. These
results are in accordance with a study carriedvotlt biopsies from human skeletal muscle
showing that mitochondria are impaired after acsti@ins exposure. In this study they
showed that simvastatin-induced mitochondria impaits result from inhibition of
respiratory chain complex | (24). But the mechamsigiym which simvastatin inhibited complex
| remained to be elucidated. Compared with thiglgtatorvastatin inhibited mitochondrial
respiration for a lower concentration (4uM) thamgstatin (L0uM). This could be explained
by the fact that chemicals properties of the ssatiere different, especially in term of
lipophilic nature (11). Indeed, Kaufmann et. reported that lipophilic statinsi.€
atorvastatin) were toxic for mitochondria, affegtirthe electron transport chain, and
decoupling oxidative phosphorylation and/or mitaothagal B-oxidation. These impairments
of mitochondrial function seems to be associateth wlissipation of the electric potential
across the inner mitochondrial membrane (12). éstamgly, statins increased 04
production in skeletal muscle. This could be duethe fact that atorvastatin inhibited
mitochondrial complexes | and Ill, phenomenon whigtknown to induce ROS formation
(1). This augmentation ROS activated antioxidanferge in order to maintain ROS at
tolerable physiological levels. Then® production reflected both the increase productibn
ROS following statin exposition as well as the \ation of antioxidant defense. Indeed, we
detected O2- production originating from the mitoctiria after conversion to ;8. by
endogenous matrix SOD. But this augmentation of Rg§28eration could surpass the
antioxidant capacities and then induce oxidativenalge to mitochondria at the level of

proteins, lipid and DNA, altering maximal mitochaiad respiration.
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2) Exercise training protected mitochondrial functon against acute atorvastatin
exposure

It was clearly established that physical exercigerts beneficiakffects on metabolism,
mitochondrial function and antioxidant defense eyst (6, 7, 32, 33). However, exercise
appears to increase the likelihood for the deveknof myopathy in patients taking statins
(23).

In this report, exercise training during ten daygioved maximal mitochondrial respiration
(Vmax in plantaris muscle. When we exposed musclesctdeadose of atorvastatin, we
showed that mitochondrial respirations of all thaghmuscles were well-protected as shown
by the large increase of 4 Moreover, whereas exercise training did not iasecbasal 0,
production, acute exposure to atorvastatin largelseased it in trained muscle, exceeding the
H,0, production of the control skeletal muscle. Thessults, together with the fact that
MRNA level of antioxidant enzyme was increaseddatiid that trained muscle improved its
capacity to detoxified ROS, suggesting a reductbnntracellular oxidative stress in this
trained muscle after statin exposition. Our resalts in line with the fact that exercise
training provides muscular protection due to sevahemical/molecular changes including
induction of muscular heat shock proteins, nitéde production, improvement of function
of sarcolemma and mitochondrial adenosine triphatgpATP)-sensitive potassium channels
and increased antioxidant capacities (13, 20). Thencan postulate that cellular adaptations
notably at the level of antioxidant capacitiesdaling exercise training allowed to strengthen
mitochondrial function against deleterious effesftatorvastatin.

On the other hand, 25% of statin users who exerosg experience muscle complaints due
to statin therapy and potentially dismissed by ph&ent and physician (27). In fact, it has
been postulated that statins may adversely afffiectrtuscle’s ability to appropriately respond
to physical exertion (8). In clinical practice hias been reported that the incidence of muscle
pain increases with the level of physical activityith a great number of patients avoiding
even moderate exertion during every day activif®s It is also well known that the great
majority of professional athletes with severe fahihypercholesterolemia do not tolerate any
of the statins available because of muscle sideceff(23). Then, even if exercise training
prevents from the deleterious acute mitochondrifécts of atorvastatin, it seems that
physical exercise, when coupled to statins treatjega not well-tolerated. Because exercise
as well as statins exposure increased ROS produatioglycolytic skeletal muscle (i.e.
plantaris muscle), this suggests that muscular RO&centration could overwhelm the

antioxidant capacities of this vulnerable musclé #ren triggering some deleterious effects at
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the cellular level responsible of muscle pain anghlgia. But these adverse reactions have
been shown in specific populations of patients §ezlentary patients taken statins as well as
athletes who trained several hours every day). ,Ttvencan hypothesize that an endurance
training well-calibrated at low or moderate intépseven if coupled with statins treatment,
could be beneficial by inducing muscular adaptatjoreducing the potential muscular
deleterious effect of statins treatment, but wititbe overwhelm of antioxidant capacities.

In summary, we showed that acute exposure to atatma impaired mitochondrial function
of glycolytic muscles in rats. On the other handreise training reduced these mitochondrial
impairments. Then, a chronic cellular stress asogses training could induce some muscular
adaptations making mitochondria more resistant o i@portant metabolic stress as
atorvastatin exposure. Because current evidenoaghyr supports a systematic use of high
doses statins prior to cardiac intervention, ibfiirst importance to find strategy in order to
limit side effects of these molecules, notablyhat level of mitochondria. Our results suggest

that well-calibrated exercise training seem to lge@d candidate.
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Figures legends

Figure 1

Atorvastatin decreased skeletal muscle mitochondrlamaximal oxidative capacity and
enhanced mitochondrial HO, production. Oxygen consumption and H202 emission were
measured in saponin permeabilized muscle fibers glittamate (5mM) and malate (2mM)
as substrates. Values in figure 1A are expressednal/min/g dry weight and pmol/min/mg
dry weight in figure 1B.

Values are means = SEM of 8 independent experim&iis0.01 and ***P<0.001 compared

to Vmaxin figure 1A; *P<0.05 compared to Glu+Mal conditiohthe same group.

Figure 2
Exercise training increased maximal oxidative capaties. Values are expressed as
percentage of Wax0f Cont group. Values are means + SEM of 8 indepehéxperiments;

*P<0.05 compared to Cont.

Figure 3

Exercise training protected skeletal muscle againshtorvastatin deleterious effects
Values are means = SEM of 8 independent experim¥iatses in figure 3A are expressed in
percentage of Ma0f each group; *P<0.01 and **P<0.001 comparedvigag *P<0.05,**
P<0.01 and®®¥P<0.001 between groups in the same atorvastatinectration. Values in
figure 3B are expressed in percentage of Glu+Maldiemn; *P<0.05 and ***P<0.001

compared to Glu+Mal condition of the same group.

Figure 4

Exercise training increased antioxidant defense antdhitochondrial metabolism. Relative
MRNA expression level from catalage)( Cox1 B8) and Cox4il ) in plantaris measured by
g-RT-PCR. Values are means + SEM of 8 experimemisach group. *P<0.05 and
***P<(0.001 compared to Cont group.
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3. Etude 3 : Effet d'un traitement avec I'atorvastdine sur la fonction
mitochondriale : mise en évidence du concept de «twhormesis »

Dans les deux premiéres études, nous avons monérdeg statines avaient pour cible la

mitochondrie. L'objectif suivant a été de comprendourquoi une méme molécule avait des
effets bénéfiques dans le coeur mais délétereselamsscle squelettique.

Dans cette étude, nous avons donc étudié les eff@tstraitement avec des statines sur la
production de ROS et la biogenése mitochondriates da muscle cardiaque er squelettique
chez 'Homme, I'animal et sur des modéles de cafigellulaires.

Nous avons démontré que les statines induisenaugmentation modérée des ROS dans le
muscle cardiaque qui a son tour active la biogenmggehondriale et le systeme antioxydant

par la voie de signalisation impliquant PGC-1. Pantre, dans le muscle squelettique, les
statines induisent une augmentation intense dedduption de ROS qui va désactiver la

biogenése mitochondriale et entrainer les effditelé&s sur la fonction mitochondriale.

Ces résultats ont démontré que les statines agissiem le mécanisme du « mitohormesis »
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Abstract

Aims: Statins protect against cardiovascular-relatedatty but induce skeletal muscle
toxicity. To investigate mechanisms of statins,tested the hypothesis that statins optimized
cardiac mitochondrial function but impaired vulideaskeletal muscle by inducing different
level of reactive oxygen species (ROS).

Methods and results In atrium of patients treated with statins, R@8doiction was

decreased and oxidative capacities were enhangeth&r with an extensive augmentation of
MRNAS expression of PGC-1 family. However, in deltoiopsies from patients with statin-
induced muscular myopathy, oxidative capacitiesevagcreased together with ROS increase
and a collapse of PGC-1 mRNA expression. Severalarand cell culture experiments were
conducted and showed by using ROS scavernbat®ROS production was the triggering
factor responsible of atorvastatin-induced actoratf mitochondrial biogenesis pathway as
well as improvement of antioxidant capacities. Gasely, in skeletal muscle, the large ROS
production augmentation following treatment induogtbchondrial impairments, and
reduced mitochondrial biogenesis mechanisms. Qtileres antioxidant molecule, was able
to counteract skeletal muscle deleterious effecegavastatin in rat.

Conclusion Statins actedla a “mitohormesis mechanism”: when they induced R@S
production as in cardiac muscle, they activate@ohibndrial biogenesis and protected them,
whereas when they highly increased ROS producsan glycolytic skeletal muscle, they
impaired muscular oxidative capacities, and deat#ny mitochondrial biogenesis. These
findings identify statins as a new activating faabcardiac mitochondrial biogenesis and
showed importance of ROS/PGC-1 signalling pathveag key element in regulation of

muscular mitochondrial function.



Introduction

Statins (HMG-CoA reductase inhibitors) are theshfrequently prescribed medication in
developed countries. They impair cholesterol sysithRy inhibiting the synthesis of
mevalonate, the rate-limiting step in cholesterokpnthetic pathway (1). Statins reduce
cardiovascular-related morbidity and mortality atipnts with or without coronary artery
disease (2). It is widely-accepted that statinehaeiotropic beneficial effects at the
cardiovascular level (3, 4), particularly by enhagahe bioavailability of vascular NOS-
derived NO. Statins are generally well toleratetidauin provoke a variety of skeletal muscle-
associated, dose-dependant adverse reactionsngangm muscle pain to rhabdomyolysis
that sometimes persist several months after tredtmi¢éhdrawal (5). As a result, less than
half of patients with an indication of statin tneant currently receive this therapy (3).

Little is known about the molecular mechanismswhich statins protect against
cardiovascular-related morbidity but lead to skaletuscle injuryln vivo studies
documenting the effects of statins on cardiac rhibociria are rare. In cardiomyocytes
cultures, Jones at. showed that simvastatin protected mitochondoanfoxidative stress
(6). At the skeletal muscle leveh vitro investigations have shown that simvastatin inbibit
complex | of the mitochondrialectron transport chain (7). Moreover, severalistihave
shown that mitochondrial impairments could be largaplicated in the deleterious effects of
statins (8, 9).

The role of mitochondria also extends far beyenergy production (10), as they are
important generators of reactive oxygen speciesSR®hich can act either as second
messengers or as a source of cellular damage, diegern the produced amount (11-14). As
a vital organ rich in mitochondria and with highygen use, the heart is prone to oxidative

damage. Furthermore, metabolic and apoptotic patloeaverge on mitochondria and are



both recognized as playing a major role in dis€¢45e16). It is thus crucial to clearly
characterize the mechanisms of statin-associatextihmndrial modifications in different
muscle phenotypes (7, 9, 17, 18).

Advances in molecular biology have started twielate the transcriptional events
governingmitochondrial biogenesis. Peroxisome proliferatctivated receptor gamma co-
activator (PGC-t) is considered to be the major regulator of mitoatrial biogenesis (19).
Interestingly, a new concept proposes that mitodhahbiogenesis could be triggered by low
doses of mitochondrial ROS to counteract stredsaltenges and to re-establish homeostasis.
This concept called mitochondrial hormesis or “rhdomesis” (13, 20, 21).

However, the effects of statin treatment on theemalar events controlling mitochondrial
biogenesis have never been investigated accordittgetmuscular metabolic phenotype,
although this may be a potential mechanism to cbmuscular mitochondrial function.

In the present study, we investigated the effetstatin treatment on ROS production-
induced mitochondrial biogenesis in cardiac andes&abmuscles in humans, animals and cell
culture models. We demonstrated that statin treattmp@duced a low amount of ROS in
cardiac muscle, which activated mechanisms of rhdadrial biogenesis and the antioxidant
systemvia the PGC-1 signalling pathway. In contrast, ingya$ with statin-induced
myopathy as well as in skeletal muscle of ratargd amount of ROS following statin
treatment down-regulated mitochondrial biogenesig, triggered deleterious effects on
mitochondrial function. Altogether, our results demtrated that statins acted a
“mitohormesis” mechanism in order to activate niitmiedrial biogenesis and protected

cardiac metabolism.



Methods

Surgical procedure and human atrial appendage samjig

All surgeries were performed through a full medségrnotomy incision and under
cardiopulmonary bypass. Heparin (300 U/kg IV) wa®g. Arterial cannulation was
performedvia the distal ascending aorta. Single venous canaoalatith a cavoatrial cannula
was introducedia the right atrial appendage. The right atrial aplage was systematically
harvested allowing the venous cannulation befa#risg cardiopulmonary bypass and was
immediately rinsed in ice-cold Buffer S solutior2f2Excess buffer was removed and
subendocardial myocardial layer was harvested.mptawas immediately frozen in liquid
nitrogen. Right atrial biopsies were obtained frématients treated with statins and 8 patients
not treated with statins (Supplemental Table Ifprimed consent was obtained from all
patients and the study was approved by the institat ethical review board of Strasbourg

University.

Human deltoid biopsies

We studied biopsies from deltoid muscles in 5 pasievith statin-induced myopathy, i.e.
patients who developed muscle weakness and/or onajaulysis while treated with a statin,
in whom muscle weakness and rhabdomyolysis regtedter statin treatment
discontinuation, and in whom other causes of myopatere excluded. Muscle biopsy
parameters were compared to those of 5 normal terlpsubjects (Supplemental Table 2).
All subjects signed a consent form approved byrikgtutional review board of New Civil

Hospital of Strasbourg.



Animal experiments

Experiments were performed on adult male Wistar {@epré, France) weighing250-300g.
They housed in neutral temperature environment£22°C) on a 12:12 hour photoperiod
and were provided food and wasgellibitum. Animal procedures were conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki andenegoproved by our local ethic committee.
Atorvastatin (Tahor®) was generously provided bg&fand quercetin was kindly provided
by C. Damgé and D. Betbeder (Lille, France). Atire week of acclimation, 32 rats were
randomly divided into four groups as followed: é&himals treated with water (CONT, n=8);
(2) animals treated with atorvastatin (ATO, n=8m@kg/day); (3) animals treated with
guercetin (QUERC, n=8, 25 mg/kg/day) and (4) angniedated with atorvastatin and
guercetin (QUERC+ATO; n=8; 25 mg/kg/day and 10 rgglky respectively). ATO animals
were treated with atorvastatin during two week®kal gavage and animals treated with

guercetin began the treatment five days beforevastaitin treatment.

Statistical analysis

Data are presented as meanzSEBhttistical analyses were performed using Studeémd'st,
1-way or 2-way ANOVA followed by a Tukey post té&raphPad Prism 5, Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Statisticglrsiicance was displayed a$?*< 0.05 or

** P <0.01 or *** P <0.001.



Results

Statins promoted mitochondrial function and mitochandrial biogenesis in human
cardiac muscle

The patient’s population underwent surgery for uédv aortic stenosis. The clinical
characteristics are similar in both groups (Supgletal Table 1). We studied different
parameters in atrial muscles of 14 patients tre@te@l, STAT group) or not (n=8, CONT
group) with statins. Dihydroethidium staining shaWkat ROS content was reduced in STAT
group (- 51 %, Figure 1A). PGGeland PGC-f mRNA expression levels, both crucial
transcriptional co-activators of numerous genesngpfibr mitochondrial proteins, were
higher in STAT group compared to CONT group (Figut8). Cytosolic SOD1 and
mitochondrial SOD2 mRNA levels were increased irdize muscle of patients treated with
statins (Figures 1C). Maximal oxidative capaci{iésa.,) were increased in these patients

(Figure 1D).

Mitochondrial function and biogenesis were impairedand ROS production increased in
muscle biopsies of patients with statin-induced myaathy.

We analyzed different parameters in deltoid muscfgmtients (n=5, M-STAT group)
suffering from statin-induced myopathy as wellmage-matched control subjects (n=5, M-
CONT group). Plasmatic creatine kinase level wgsiicantly higher in M-STAT group
compared to CONT group (Supplemental Table 2). R@8uction measured with DHE
staining was highly enhanced in M-STAT patientg(@fe 1A). PGC-d& and PGC-f (Figure
1B) as well as SOD1 and SOD2 mRNA levels (Figurgueére reduced in biopsies of these
patients. Vhaxwas largely lower in M-STAT group (Figure 1D).dnder to characterize and

to explore the mechanisms responsible of thesmttias, we studied the effects of two-week

atorvastatin treatment with or without antioxidemetatment in rats.



Atorvastatin decreased total cholesterol in rats.
Total Cholesterol (TC) decreased by 20% in ATO @uERC+ATO groups compared to
CONT and QUERC groups (Supplemental Figure 1A),red® HDL-cholesterol level was

not significantly different between groups (Suppéertal Figure 1B).

Atorvastatin treatment altered molecular pathways ontrolling mitochondrial biogenesis

in muscles and antioxidant treatment abolished it.

We explored the principal factors governing mitaathaal biogenesis mechanisms in two
muscle types (oxidative cardiac and glycolytic skal muscles) after two-week treatment
with atorvastatin. A co-treatment with antioxidapiercetin was used in order to demonstrate
the role played by ROS production. Expression wéssd genes implicated in mitochondrial
biogenesis was analyzed by g-RT-PCR (SupplemeataET3).

PGC-Ir mRNA level was not modified in cardiac muscle laugely decreased in skeletal
muscle after treatment with atorvastatin (Figurg.ZXpression of the co-activator PG@-1
MRNA which is a central factor controlling mitoctial biogenesis was largely increased in
cardiac muscle but significantly reduced in skéletascle after atorvastatin treatment (Figure
2B).

The nuclear respiratory factor 1 (NRF1) mRNA expi@s, which is implicated in
mitochondrial biogenesis downstream from PGCathd PGC-[, and cytochrome oxidase 1
(Cox1) mRNA expression implicated in mitochondriatabolism were both increased in
cardiac muscle but were largely decreased in siataiscle after atorvastatin treatment
(Figures 2C and 2D respectively). Interestinglyewlguercetin treatment was added to the
atorvastatin treatment, alterations of all theseNARXpression levels were abolished.

These data clearly demonstrated that atorvastetivedéed the mechanisms of mitochondrial

biogenesis in cardiac muscle but inhibited it ipcglytic skeletal muscle. These alterations



were largely prevented by an antioxidant treatnseggesting that modifications of redox
potential could be responsible of the beneficialvalf as deleterious effects of statins. In
order to verify this hypothesis we firstly explordnd effects of statins as well as antioxidant

treatment on ROS concentration in different musgbes.

ROS were reduced in cardiac muscle, but largely imeased in glycolytic skeletal muscle
after chronic atorvastatin treatment.

Total ROS production was measured in muscles lotrele paramagnetic resonance (EPR).
Interestingly, total ROS production was reducedardiac muscle of rats treated with
atorvastatin and/or quercetin (Figure 3A). On ttleephand, in glycolytic plantaris muscle
treated with statin, total ROS production was iasegl and co-treatment with quercetin
abolished this effect (Figure 3A).

The dihydroethidium staining indicated that ROSaamiration was decreased in cardiac
muscle treated with atorvastatin and quercetinuff@@B). In plantaris muscle, ROS
concentration was increased after statin treatmedthis effect was abolished by antioxidant

treatment (Figure 3B).

Antioxidant capacities were improved in cardiac musle but importantly reduced in
glycolytic skeletal muscle following atorvastatin teatment and antioxidant treatment
prevented this reduction.

GSH (reduced glutathione) was 3-fold higher in @rdnuscle compared to glycolytic
skeletal muscle (Figure 3C). In this skeletal meisatorvastatin reduced GSH content, but
co-treatment with quercetin prevented this deleteviatorvastatin effect (Figure 3C).

Superoxide dismutase (SOD2) mRNA level was increéaseardiac muscle after both



treatments (Figure 3D) but in plantaris muscldetreased by ~2-fold after atorvastatin

treatment and co-treatment with quercetin prevetitese alterations (Figure 3D).

Quercetin protected mitochondrial respiration of glycolytic muscle against deleterious
effects of atorvastatin in rats.

Vmax and \,,ccwere neither modified nor by statins nor by quenceeeatment or both in
cardiac muscle (Figures 4A and 4B respectivelyplémtaris muscle, ¥ax and Vsyccwere
lower in rats treated with atorvastatin, and catimeent with quercetin prevented these

deleterious effects (Figures 4A and 4B respectjvely

Atorvastatin activated mitochondrial biogenesis andorotected mitochondria by a ROS-
mechanism in HC, cardiomyocytes.

To further understand the mechanisms explainindi@abeneficial effects of atorvastatin, we
used a cell culture model. First, ROS productios ealuated with dihydroethidium staining
method in HC, cardiomyocytes after acute exposure with atortastaumol/L, 48 hours).
Short term exposure with atorvastatin enhanced pO©&uction and when NAC (1mmol/L),
a ROS scavenger, was added to the medium durihgdi®, it largely prevented this
augmentation (Figure 5A). PGQCrAnd citrate synthase mRNA expression levels iseta
after atorvastatin incubation, but NAC abolisheekstheffects (Figures 5B and 5C
respectively).

Interestingly, we showed that cellular adaptatifmiswing 48 hours atorvastatin exposure
(1umol/L) protected these cardiomyocytes from dakain treatment (Dox; 0.5umol/L;
Figure 5D). Dox toxicity was characterized by ardase of TMRE fluorescence intensity,
suggesting a loss of mitochondrial membrane pakrand 48 hours of atorvastatin pre-

treatment prevented this deleterious effect.
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Statin impaired mitochondria by a ROS-mechanism in_g myotubes.

The same protocol was realized with skeletal myesutifferentiated from dmyoblasts and
divided in 6 groups. Control myotubes, myotubesibated with NAC (Lmmol/L), or
atorvastatin or both, myotubes infected with ad@osvencoding PGCelincubated or not
with atorvastatin (1umol/L) during 48 hours. Acatervastatin treatment largely enhanced
ROS production and when NAC was added to the medidargely decreased this
production. Overexpression of PG@-ih myotubes also abolished ROS augmentation
following acute treatment with atorvastatin (Figé®). Interestingly, PGC-d mRNA
expression decreased after atorvastatin incubdiitiNAC abolished these alterations
(Figure 6B). As expected, PGG-bverexpression efficiently increased PGLCMRNA

expression (Figure 6B).

In vitro addition of atorvastatin increased mitochondrial HO, production lightly in
cardiac but largely in glycolytic fibers of rats.

We measured tha vitro capacity of atorvastatin to directly induce mitontdrial ROS in
function of muscle phenotype. During thedsimeasurement, atorvastatin (100pmol/L) was
added in presence of muscle fibers from rat caraingcplantaris muscles. Interestingly,
atorvastatin enhanced mitochondrialdd production in cardiac muscle (+97 %, Figure 7A)
whereas KO, production increased robustly in plantaris (+215Fgure 7B) with an

increase significantly higher in skeletal musclenpared to myocardium.
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Discussion

This study provides two major findings: 1) in hunanwell as in rat, statins triggered
transcriptional activation of mitochondrial biogerein myocardium (increase of PG@-1

and f expression levels) as well as antioxidant capesita a mechanism implicating ROS
signalling pathway, 2) in skeletal muscle of patsenith statin-induced myopathy as well as
in rat skeletal muscle with low antioxidant cap&sit these molecules induced high oxidative
stress, responsible of transcriptional deactivatibmitochondrial biogenesis as well as
mitochondrial dysfunctions. Altogetheve showed that statins increased ROS production
differently in heart and skeletal muscle and cdaddepresent as a double-edged sword: they
are beneficial by playing an important role in afjnalling involved in antioxidant defence
network in cardiac muscle, but could be harmfuirucing excessive oxidative stress in
vulnerable skeletal muscle (21). We proposed tbatation of PGC-1 expression could be
triggered by low doses of mitochondrial ROS genenafiollowing atorvastatin treatment, in
order to counteract stressor challenges and herestablish homeostasis. This phenomenon
was called mitochondrial hormesis or “mitohormegis3, 20). Our data clearly demonstrated
that statins acted through this mitohormesis meshan

With atrial tissues obtained during coronary bypmasgery of patients treated or not with
statins, we studied the mitochondrial respiratioskinned atrial fibers (22). Interestingly,
maximal mitochondrial respiration as well as gesgzression of antioxidant enzymes and
factors controlling mitochondrial biogenesis waghar in myocardium of treated patients. In
particular our results showed for the first timatthtatins treatment activated PG&€and
which were considered as the major regulators wérsé crucial aspects of energy
metabolism. By increasing these central factoeging could strengthen human cardiac
muscle defence against metabolic stress by impgoamioxidant defence, which seems to be

the case since expression of SOD1 and SOD2 wehetrhig atrium of patients treated with
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statins. However, in deltoid biopsies of patienithwtatin-induced myopathy, mitochondrial
function was impaired together with an abnormalfghhinduction of ROS production. In
addition, PGC-4 and PGC-ff mRNA expressions were downregulated suggesting
deactivation of mitochondrial biogenesis signallpaghway. These results are in accordance
with some studies showing that skeletal musclechiadria are impaired after statins
treatment or in acute conditions (7, 9) and givecakecular details of these muscular
abnormalities. Sirvent . showed that simvastatin-induced mitochondrialampent
resulting from inhibition of the respiratory chaiomplex | in human skeletal muscle (7).
Concerning genes expression, a recent study shiovaeletal muscle from statin-treated but
non-myopathic patients, that expression of gengsoresible for mitochondrial function was
unaffected, suggesting that regulation of mitochi@idiogenesis was specifically impaired
in skeletal muscle of patients with statin-inducegbpathy (23).

In order to clearly demonstrate and explain why laow statins could induce opposite effects
in muscles with different phenotypes (i.e. cardisglycolytic skeletal muscle), we carried
out several experiments with animal and cell madelparticular, we studied the role played
by muscular ROS production as well as the rolegadyy co-factors PGCeland PGC-f in

the mechanisms of muscular mitochondrial adaptataod impairments following statin
treatment.

In cardiac muscle of rats, chronic treatment withnzastatin activated PGB kxpression,
improved antioxidant capacities and decreasedlaelROS concentration, confirming the
effects observed in human patients treated witimstaBecause it has been shown that PGC-
1B plays an important role in controlling mitochoradfiunction and induce antioxidant
enzymes (24, 25), we can postulate that molecaidovway by which statins induced

improvement of ROS detoxification capacities indiac muscle could be controlled by this
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transcriptional co-factor. These results are iroed@nce with St-Pierre at. which
demonstrated that PGGrivas a broad and powerful regulator of ROS metabo(R5).
Interestingly, when cardiomyocytes in culture ompeabilized cardiac fibers were acutely
exposed to atorvastatin, it induced an increasaitmichondrial ROS production, whereas
two-week treatment with statins reduced basal R@fsentration in cardiac muscle of rats.
These results suggested that it was this initighsntation of ROS production following
statins treatment which could trigger the improvatd antioxidant capacities and
mitochondrial function allowing to reduced the H&8@S concentration in the following
weeks. In order to verify these hypothesize, wel @eantioxidant molecule in addition to
atorvastatin treatment and tested it in imwivo andin vitro models (quercetin and NAC
treatments, respectively). We found that thesdrtreats, by reducing the initial augmentation
of ROS, prevented the enhancement of PGC1 expreasiwell as mRNA expression of
antioxidant enzymes in cardiac cells. Altogethes,faund that atorvastatin increased ROS
production which initiated expression of PG&dnd £, leading to mitochondrial biogenesis
and the augmentation of oxidative capacities inliearmuscle. Moreover, this activation of
PGC-1s initiated an anti-ROS program that preveatade in intracellular ROS levels,
suggesting that statins, by a PGC-1s dependantaneeh, could play a key role in the ROS
homeostatic cycle in cardiac muscle. Next steptovaketermine if atorvastatin treatment
were able to protect cardiomyocytes from a chenstaks. Toxic effects of doxorubicin was
explored in cardiomyocytes, and showed that attatiasncubation prevented mitochondrial
cardiotoxicity by reducing the loss of mitochontir@mbrane potential and inducing
mitochondrial biogenesis pathways. This is in adaoce with studies showing that statins
have antioxidant properties (26) and attenuatedahdndrial membrane depolarization after

exposure to oxidant stress in cardiac myocytesI{®@n, statins treatment, by inducing
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mitochondrial adaptations, reduced metabolic texiects of this molecule frequently used in
clinical setting.

In glycolytic skeletal muscle with low glutathiomentent, statins robustly increased
production of mitochondrial RO vitro as well asn vivo confirming the effects observed in
deltoid biopsies of patients with statin-inducedopagthy. These results and the fact that
antioxidant treatments prevented skeletal musola fileleterious effects of statins, suggested
that high oxidative stress could be the triggefangor inducing mitochondrial dysfunction
and downregulation of mitochondrial biogenesis naat$ms. Moreover, when PGG-tvas
overexpressed ingimyotubes, ROS production was decreased and deletezffects were
prevented, showing the central role played byttaisscriptional co-factor in order to prevent
deleterious effect of statins. Interestingly, thetfthat quercetin treatment which is a powerful
and natural antioxidant molecule (27), protect chtundria of skeletal muscle in animals,
suggest that it is possible to find therapeutitr@tegies consisting of reducing oxidative
stress in skeletal muscle of patients with stasiseaiated myopathy.

In conclusion, our study clarified contradictorydies from the literature showing beneficial
effects of statins in cardiac muscle while sevstatlies demonstrated deleterious effects in
skeletal muscle (8). We showed that statins a¢texigh a “mitohormesis mechanism” and
protected cardiac muscles, by stimulating mitoch@aht#hiogenesis and antioxidant defence
through ROS-induced PGC-1 family expression (Fi@)reConversely, when ROS-
detoxifying constituents were not sufficient to tese the initial statin induced ROS
production, as in glycolytic skeletal muscle ofaad in deltoid muscle of some patients,
statins could be toxic for mitochondria and theradaquate antioxidant therapy should be

applied.
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Figure legends

Figure 1.

Exploration of cardiac atrial muscle biopsies frompatients treated (STAT group) or not
(CONT group) with statins and of human muscle biopgs from patients with statin
myopathy (M-STAT group) compared to control subjecs (M-CONT group). (A)

Intensity of ROS fluorescence labelled with dihyettedium. (B) PGC-& and PGC-f

MRNA expression levels. (C) SOD1 and SOD2 mRNA esgion levels. (D) Maximal
mitochondrial respiration measured in presence@PAnd glutamate/malate as substrates
(Vmay- PGC-1r and -B: Peroxisome proliferator-activated receptor gancowactivator 1
alpha and beta; SODL1: superoxide dismutase 1; S@Wp&roxide dismutase 2.

Values were represented as mean+SEM; n=5 to 8paiie each group, P<0.05; **

P<0.01.

Figure 2.

Atorvastatin treatment altered molecular pathway of mitochondrial biogenesis in

muscles and antioxidant treatment abolished itPGC-k. (A), PGC-B (B), NRF1 (C) and
Cox1 (D) mRNA expression levels in cardiac and faea muscles. Values were represented

as mean + SEM; n=8; P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 between groups.

Figure 3.

Reactive oxygen species were reduced in cardiac nalesafter chronic atorvastatin
treatment, but were largely increased in glycolytione.(A) Total ROS production
measured by EPR in cardiac and plantaris mus@&gdn{ensity of ROS fluorescence labelled

with dihydroethidium in cardiac and plantaris mescl(C) GSH measurement in cardiac and
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plantaris muscles. (D) Relative mRNA level of mhoadrial SOD2 in cardiac and plantaris
muscles. Values were represented as meantSEM*r28).05; ** P<0.01; *** P<0.001

between groups.

Figure 4.

Quercetin protected mitochondrial respiration of glycolytic muscle against deleterious
effects of atorvastatin treatment in rats.Maximal mitochondrial respiration measured in
presence of ADP and glutamate/malatg £/ Figure A) and succinate (Ms Figure B) as
substrates in cardiac muscle and plantaris resgdgti Results were expressed as

mean+SEM; n=8; P<0.05; ** P<0.01 between groups.

Figure 5.

Atorvastatin induced expression of both citrate sythase and PGC-&r mRNA expression
levels by a mechanism implicating ROS production itHgC, cardiomyocytes.(A)
Dihydroethidium staining in §C, cardiomyocytes treated with atorvastatin (1pumodfw)ing
48 hours in the presence or not of the antioxidaolecule N-AcetylCysteine (NAC;
1mmol/L). (B-C) mRNA expression level of PGG-(B) and citrate synthase (C) in different
conditions. (D) TMRE-fluorescence intensity leweHyC, cardiomyocytes exposed to
doxorubicin (0.5pmol/L) pre-treated or not with @tastatin (Lumol/L). Values were

represented as meantSEM; n=3; *P<0.05; **P<0.0veen groups.

Figure 6.
Atorvastatin decreased PGC-& mRNA expression levels due to the increase of ROS
level in Le Woody myotubes.(A) Dihydroethidium staining in myotubes infected or not

with adenovirus encoding PGGr1reated with atorvastatin (1pmol/L) in the preseocnot
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of Immol/L of N-AcetylCysteine (NAC). (B) PGCaImMRNA expression in myotubes treated
with atorvastatin (1uM) in the presence or notmiiol/L of N-AcetylCysteine (NAC).
Values were represented as meanzSEM; n=3; *P<@0Otpared to all others conditions;

$1P<0.01 compared to all others conditions and &B8<€ompared to all others conditions.

Figure 7.

In vitro atorvastatin increased slightly ROS production in ardiac muscle whereas it
highly increased in plantaris muscle. Mitochondrial HO, emission in permeabilized fibers
prepared from cardiac (A) and plantaris (B) muselésr addition of 100 umol/L atorvastatin.

Values represented mean+SEM; n=8-16.05 and ***<0.001.

Figure 8.

Scheme illustrating the action of statins accordingo muscular phenotype.Statins acted
through a “mitohormesis mechanism” and protectadaiiwe cardiac muscle, by stimulating
the mitochondrial biogenesis through mild oxidateess and improved metabolic health.
Conversely, when ROS-detoxifying constituents weresufficient to decrease the initial
statin induced high oxidative stress in glycolykeletal muscle, they induced mitochondrial

dysfunctions, downregulation of mitochondrial bingsis and muscular pains or myopathy.
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Figure 2
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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SUPPLEMENTAL MATERIALS

Supplemental methods

Tissue processing

Animals were anesthetized with intraperitonealatign of sodium pentobarbital 0.1ml/100g
body weight. Left ventricle and the superficial fpafrthe plantaris were excised and cleaned
of adipose and connective tissues. Muscles arsifitasin function of mitochondrial content,
myoglobin, lipid and glycogen content. Oxidativediac muscle is a muscle with high
mitochondrial content whereas glycolytic plantanigscle is a muscle with low mitochondrial
content. A part of each muscle tissue was immegiftazen in isopentane cooled by liquid

nitrogen, and stored for a later analysis.

Total Cholesterol and HDL-Cholesterol determination

Blood was collected by cardiac puncture, soon leefil@ath, in ethylenediaminetetracetic acid
(EDTA) rinsed tubes and then centrifuged at 3400 fpr 15 min at 4°C. The plasma was
separated and stored at -20°C until assay. Thgsisaf plasma biochemical parameters
were performed on randomly selected plasma sampi¢al cholesterol and HDL-cholesterol
were performed by standard spectrophotometric arsaby using diagnostic kit (Biomerieux,

Marcy I'Etoile, France).

Study of muscle mitochondrial respiration

This technique ensured determination of global aehiémdrial function, reflecting both the
density as well as the functional properties ofrthescle mitochondria (1, 2). The
mitochondrial respiration was studied from sapakimned fibers that keeping mitochondria
in their architectural environment. After the det@ration of the basal oxygen consumption

(Vo), the maximal respiration rate was measured dt’22under continuous stirring in the



presence of saturating amount of adenosine diplatsgADP; 2 mmol/L), a phosphate
acceptor (Wax with glutamate (5mmol/L) and malate (2mmol/L)sabstrates. When\x
was recorded, electron flow went through compldxdg and IV. Complex | was blocked
with amytal (2 mmol/L) and complex Il was stimuldteith succinate (25 mmol/L).
Mitochondrial respiration in these conditions alemhdetermining complexes II, I, IV
activities (Msucd- After the experiments, fibers were harvestedauet for 15 minutes at

150°C and respiration rates were expressedrasd O,/min/g dry weight.

H,0O, Production in Permeabilized Fibers

H,O, production was measured with Amplex Red reagemit(bgen), whiclreacted with
H,0, in a 1:1 stoichiometry catalyzed by HRP (HorseiBladeroxidase; Fluka Biochemika)
toyield the fluorescent compound resorufin and metarivalenO, ). Resorufin has
excitation/emission characteristics of 563/587 mu &was extremely stable once formed.
Fluorescenceras measured continuously [change in fluorescenEg¢ec] witha Fluoromax
4 (Jobin Yvon) spectrofluorometer with temperatostrol and magnetic stirring. After a
baseline AF (reactants onlyyas established; the reaction was initiated bytamdof a
permeabilized fiber bundle to 600 ul of buffer Zlwglutamate (5 mmol/L) and malate (2
mmol/L) as substrates.,B, production rate was calculated from the slopaefsecafter
subtracting background, from a standard curve bskedalwith the appropriate reaction
conditions. At the conclusiarf each experiment, fibers were harvested and doietl5

minutes at 150°C. ¥D, production was expressed as pmol/min/mg dry weight

Electron paramagnetic resonance (EPR)
Small portions (15-20 mg) of different muscles freacth animal were minced and placed

into a 24-well plate with Krebs Hepes Buffer contag 25 pmol/L deferoxamin and 5



pmol/L DETC. Tissues were then washed twice withdame buffer and incubated at 37°C
with the spin probe CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbbBy2, 5, 5-tetramethylpyrrolidine
HCI) for 30 minutes under 20 mmHg of oxygen panpdssure using Gas-Controller
(Noxygen Sciences Transfer, Elzach, Germany). mbehation of tissues was stopped by
placing the plate on ice. All tissue EPR experiraenéasuring the concentration of oxidized
CM- were conducted at 15°C in disposable capillaryswdsepreviously described (4).
Detection of ROS was conducted under the follovERIR settings: center field g = 2.002 ;
field sweep 60G; microwave power 21.85mW; modutaamplitude 2.48G; conversion time

10.24ms; time constant 40.96 ms.

Dihydroethidium staining

Frozen muscles were cut on serial sectiongu(t@hicks) with a cryostat microtome and
thaw mounted into glass slides. After air-dryingless were incubated (30 min at 37°C) with
dihydroethidium (DHE; 2.5umol/L). DHE produced red fluorescence when oxiditmed
ethidium bromide (EtBr) by superoxide anion (5)tekfstaining, sections were rinsed, air
dried, mounted in Vectashield® (Vector Laboratoti®s, Burlingame, CA) and
coverslipped.

For isolated cells, ROS production was measureldibl¢ staining (10pmol/L). We measured
the fluorescence intensity of 20—24 isolated dellseach condition and then averaged values.
They examined under an epifluorescence microsdd®ii Eclipse ES00) with a 20X
epifluorescence objective for tissues and 40X &isand emission signal was recorded with
a Zeiss 573-637 nm filter. We analyzed micrograptis Adobe Photoshop 6.0 (USA). The

results were reported in percentage of control grou



Measurement of GSH

GSH was measured in different tissues accordinlgeg@®kerboom and Sies method (6) by
monitoring the reduction of 5,5’-dithio-bis-2-nitvenzoic acid (DTNB) to 5-thio-2-
nitrobenzoate (TNB) by GSH at 412 nm. To deterntivgetotal glutathione content, tissue
samples were mixed with cold 5% 5-sulfosalicylicdaafter 10-min incubation on ice, the
mixture was centrifuged at 4000 rpm for 10 min &€ 40 remove proteins. The samples was
then diluted (1/10) in 0.1 mol/L cold MOPS buffemtaining 1 mmol/L EDTA, 0.3 mmol/L
NADPH, 0.22 mmol/L DTNB, and thereafter diluted anere times (1/2 to 1/10) in MOPS,
at ambient temperature. The diluted sample wasdatide mixture of 1@l glutathione
reductase (24 units/ml) and 1QDMOPS (0.1 mol/L). The absorbance was continuously

monitored for 1 min, as an index of DTNB reductimpnGSH.

Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction {@RT-PCR)

Total RNA was obtained from muscles and cardiomi@xysing Trizol reagent™
(Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD, USAgs previously described (7) and
following manufacturer indications. RNA was stoegd-70°C until to the reverse
transcription reaction being performed. cDNA wastkgtized from total RNA with the
SuperScript First-Strand Synthesis System (Invérmgand random hexamer primers. To
perform the real time PCR reaction, 2.5f cDNA was used in a final volume ofiB,
containing 1Qumol/L of each primer (sense and antisense), andrRSy@en (Invitrogen Life
Technologies, Rockville, MD, USA) as fluorescenednd HO. The real-time PCR
measurement of individual cDNAs was performed iplitate using SYBR green dye to
measure duplex DNA formation with the LightCyclgisg&m (Roche Diagnostics, Meylan,
France). The sequences of the primers were desiggieg information contained in the

public database GeneBank of the National CenteBifatiechnology Information (NCBI). The



sequences of the primer sets used are listed gplSupntal Data Table 3. Quantification of
gene expression was carried out by the methodideddny (8), using glucocerebroside
(GCB) gene as inner control, which is the mostlstgkene for real time RT-PCR
measurements in muscles. Amplification efficienEgach sample was calculated as

described by (9).

Cell culture

HoC, and Ls Woody cells were cultured at 37°C and 5%,@0ODMEM media with 10% and
20% fetal calf serum (FCS) respectively. They weoaibated with atorvastatin (1pmol/L)
with or not N-AcetylCysteine (Immol/L; Sigma) duyid8 hours. KC; cells were incubated

with doxorubicin (0.5pmol/L) during one hour.

Adenoviral infection of myotubes

The adenoviral expression vector for PG&wlas kindly provided by Dr. J. Auwerx (10)s L
Woody skeletal muscle cells were considered as uvgst after 5 days of differentiation.
Differentiation was induced by switching to DMEM/ILglucose containing 2.5% fetal calf
serum (FCS). Then, cells were washed with PBS etfihdior 1 hr in serum-free DMEM 1g/I
glucose containing the appropriate amount of \peaticles (moi = 100 per each virus used).
Media was replaced with fresh differentiation mefdiaan additional 48 hr before any

treatment took place. The differentiation was aonéid by g-RT-PCR.

Analysis of mitochondrial membrane potential
Mitochondrial membrane potentiad ) was assessed by tetramethylrhodamine ethyl ester
(TMRE; Molecular Probes). TMRE (100 nmol/L) wasded for 20 minutes in the dark at

37°C. Cardiac myocytes were subjected to an epédkaence microscope (Nikon Eclipse



E800) with a 40X epifluorescence objective and smrssignal was recorded with a Zeiss
573-637 nm filter. We measured TMRE fluorescentensity in 20-25 isolated

cardiomyocytes from each condition (Adobe PhotoshOp USA).



Supplemental Figures Legends

Supplemental Figure 1
Plasma analysisTotal cholesterol (A), HDL (B) and CPK (C) measunedlifferent groups.

Values were represented as meantSEM; n=8 animailglgP<0.05; ** P<0.01.
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Supplemental Tables

Supplemental Table 1. Human Atrial Muscle Biopsie$rom Patients.

Group Age Sex Statin Pre-operative Clinical LVEF
(years) molecule and medications characteristics (%)
dosing
84 F Atorvastatin Diuretic Hypertension 58
10 mg/d ARB
66 M Atorvastatin  Beta-blocker Smoking 57
10 mg/d ACE inhibitor
Insulin
Patients Aspirin
treated 89 F Rosuvastatin  ACE inhibitor  Hypertension 61
with 10 mg/d Diuretic
statins 61 M Simvastatin ~ Beta-blocker Smoking 64
(STAT) 20 mg/d Aspirin
68 M Simvastatin ~ Beta-blocker Hypertension 62
10 mg/d ACE inhibitor Smoking
Aspirin
74 M Atorvastatin  Beta-blocker Hypertension 59
80 mg/ ACE inhibitor
ARB
76 M NA NA Hypertension 75
53 M NA NA Smoking 60
Patients
non 51 M NA ACE inhibitor NA 41
treated Diuretic
with 68 M NA NA Smoking 66
statins 65 M NA Hypertension 70
(CONT) ARB Smoking
73 M NA Diuretic Hypertension 45
77 M NA NA NA 62
69 M NA ARB Hypertension 60

ARB: Angiotensin Il Receptor Blockers; ACE inhibitéAngiotensin Converting Enzyme
Inhibitor; LVEF: Left Ventricular Ejection Fractior: female; M: male; N: normal; NA: not

applicable.



Supplemental Table 2. Human Deltoid Muscle Biopsieisom Patients.

Group Sex Age Symptoms CK levels EMG Muscle  Statin molecule,
(years) (U/L) pathology dosing, and
treatment
duration
F 58 Muscle pain 180 Myogenic N Pravastatin
and features 20 mg/d
weakness 6 months
M 82 Muscle pain 1200 Myogenic  Myopathic Simvastatin
and features changes 20 mg/d
weakness 24 months
Patients F 66  Muscle pain 190 N Myopathic ~ Rosuvastatin
with statin- and changes 10 mg/d
induced weakness 60 months
myopathy
(M-STAT) F 41  Muscle pain 5000 N N Atorvastatin
and 20 mg/d
weakness 48 months
M 53  Muscle pain 340 Myogenic  Myopathic Simvastatin
and features changes 20 mg/d
weakness 48 months
M 69 NA N N N NA
F 60 NA N N N NA
Normal
subjects F 49 NA N N N NA
(M-CONT)
M 47 NA N N N NA
M 46 NA N N N NA

CK: creatine kinase; EMG: electromyography; F: feam®l: male; N: normal; NA: not

applicable; Normal CK levels: < 200 U/L.
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Supplemental Table. 3 Primer Sequences Used for Quiitative Real-Time PCR

Amplification.
Target gene Organism Forward primer 5' --------- >3' Accession number
Reverse primer 5' --------- >3
PGC-L human GCTGACAGATGGAGACGTGA NM 013261
TAGCTGAGTGTTGGCTGGTG
PGC-B human TTATGCCTCCCTCACACCTC NM 133263
TGAAGCTGCGATCCTTACCT
SOD1 human TGGCCGATGTGTCTATTGAA NM 000454
ACCTTTGCCCAAGTCATCTG
SOD2 human GGTTGTTCACGTAGGCCG NM 001024466
CAGCAGGCAGCTGGCT
GCB human TGGGCATTAAAGGGACAGAG M19285
GGGAAAGTGAGTCACCCAAA
PGC-L rat CACCAAACCCACAGAGAACAG NM 031347
GCAGTTCCAGAGAGTTCCACA
PGC-B rat CCCCAGTGTCTGAAGTGGAT NM 176075
TCTGGAACTGAGGCTGGTCT
NRF1 rat GGCCCTTAACAGTGAAGCTG NM 001100708
CATCTGGGCCATTAGCATCT
SOD2 rat CTGGACAAACCTGAGCCCTA NM 017051
GAACCTTGGACTCCCACAGA
Citrate synthase rat TATGGCATGACGGAGATGAA DQ 403126
CATGGACTTGGGCCTTTCTA
Cox1l rat CCAGAGTCATGAGTCGAAGGA YP 665631
AGGCGCATGAGTACTTCTCGG
GCB rat GCACAACTTCAGCCTCCCAGA BC 166732

CTTCCCATTCACCGCTCCATT

11
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DISCUSSION GENERALE

Chapitre :




Les statines représentent la principale classepdlipémiants qui diminuent le cholestérol
total et le LDL-cholestérol. Elles sont tres souverescrites et ont démontré une trés grande
efficacité pour prévenir les maladies cardiovasoesa Il est important de noter que les
maladies cardiovasculaires restent la premiereecdesmortalité dans la plupart des pays
industrialisés. Elles résultent entre autres dueldppement de l'athérosclérose sous
l'influence de multiples facteurs de risque doihtypercholestérolémie. Cette pathologie est
traitée par les statines qui ont progressivementpretfondément modifié la facon
d’appréhender la prévention des complications oaediculaires ischémiques.

Cependant, elles sont aussi connues pour indusepdeblemes musculaires allant de la
myalgie a la myopathie avec une incidence de 5 gMé&bon, 2000; Sirventt al., 2008). Si

le traitement est maintenu, une nécrose musclgamee rhabdomyolyse peut apparaitre avec
une incidence de 0.04-0.2% (Ballantyne et al., 2003

La problématique qui se pose est donc la suivaotenment une méme molécule peut-elle
avoir des actions contradictoires sur des musttiEs ¥ En effet, elle est décrite comme étant

protectrice au niveau du muscle cardiague maidé&téléans le muscle squelettique.

1) Statines et exercice physique : est-ce une bonmghose pour la
mitochondrie musculaire ?

Il a été clairement établi que I'exercice permes défets bénéfiques sur le métabolisme, la
fonction mitochondriale et les systemes de défamsexydant (Zollet al., 2002; Zollet al.,
2006; Daussiret al., 2007; Daussiret al., 2008). Par ailleurs, I'exercice semble également
augmenter le développement de myopathies chez disnis traités avec des statines
(Sinzinger & O'Grady, 2004). Nous avons pu mongrgun entrainement modéré durant 10
jours aboutit a une augmentation des capacitésatixygd maximales uniquement dans le
muscle plantaris. Ce résultat corrobore un cenmimbre d’études qui démontrent que le
muscle oxydatif n'est pas sensible a I'entrainenf&€atblanchest al., 2001; Matielloet al.,
2010) alors que d’autres etudes montrent une augiem des capacités oxydatives dans le
muscle glycolytique (Lumini-Oliveir&t al., 2009). Par ailleurs, il protege partiellement des
effets déléteres de l'atorvastatine sur les capaaiydatives maximales dans les muscles
oxydatifs et glycolytique. Ceci se démontre pdaleque la concentration qui inhibe 50% desrz
capacités oxydatives maximales {flCaugmente chez les rats entrainés. Cela nous engumy é
'entrainement en préventif permet de se défendnére les effets déléteres des statines. NOLE

)
pensons que cet effet passerait par des adaptatehgaires notamment au niveau des3
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capacités antioxydantes induites par l'entrainemerdg qui protégerait la fonction
mitochondriale contre les effets déléteres demstat

Ainsi, dans la deuxieme partie de notre étude, rM@ms comparé un groupe de rats traités
avec de l'atorvastatine a 10mg/kg/jour sur une @@ 14 jours avec un autre groupe de rats
contrble. lls étaient également soumis a une éprehysique exhaustive le jour du sacrifice
pour observer les effets de I'exercice aigu suila grise de statine. En effet, les patients
traités avec des statines présentent des problémsesulaires durant et aprés un exercice
(Francet al., 2003). Par ailleurs, il est reporté que sur wupge de 22 athletes professionnels,
seulement 20% tolérent les statines en raisonaggdrition de douleurs musculaires pendant
et aprés un exercice physique et ces effets setesdacuvent apparaitre avec ou sans
augmentation du niveau de créatine kinase, quiuestenzyme mesurée dans le plasma
caractérisant les dommages causés aux musclesn@&@nz O'Grady, 2004). Dans notre
étude, les rats traités avec l'atorvastatine oet durée d’épreuve d’effort inférieure aux rats
contrbles alors qu'aucune différence n’est obsep@# le lactate avant et apres I'épreuve
d’effort entre ces deux groupes. Des différencgsificatives ont été observées pour certains
de ces mémes parametres suite a un traitementudtesdmaines mais avec une autre statine,
la cérivastatine, qui a été retiré du marché erl 20e a une cinquantaine de rhabdomyolyse
(Ballantyneet al., 2003). En effet, suite a ce traitement, le paldsmuscle gastrocnémien
(muscle glycolytique) avait diminué significativenta@lors que le soléaire restait protégé. Par
ailleurs, le lactate avait augmenté significativam¢p<0,05) chez les rats traités a la
cérivastatine (1mg/kg/jour) comparés au rats ctegréCeci s’explique par le fait que le
lactate s’est accumulé dans le muscle et le coimpart sanguin plus rapidement chez les
rats traités a la cérivastatine suite a des dysfameements des mitochondries, ce qui pourrait
contribuer a Il'apparition plus rapide de la fatiglees de la réalisation d’'un exercice.
Cependant, les propriétés spécifiques de ces nmédida qui menent a des effets différents
sur la mitochondrie musculaire sont inconnues. @ssltats contradictoires existent sur le
fait que I'exercice accentue ou pas les dommagasésaaux muscles (Reust et al., 1991,
Thompson et al.,, 1991; Thompson et al., 1997).stl gossible que I'exercice physique
augmente l'incidence des dommages aux musclesalatprise de statines car il augmente le
flux sanguin et par conséquent augmente la corat@rirde ce médicament dans les tissu<§E
musculaires actifs. La cérivastatine semble acegnés dommages causés aux muscles sui@

. . , . ~ . , . . . , . L
a une épreuve d’effort. Ceci a pu étre mis en égadear microscopique électronique, par lao
=2
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visualisation des dégats au niveau de la struaesefibres musculaires et notamment au
niveau de la mitochondrie.

Par contre, nous avons mis en évidence une active# la fonction mitochondriale suite a la
réalisation de I'exercice, ce qui avait déja étsepbe dans des études réalisées chez 'Homme
ou les capacités oxydatives musculaires étaiemhantges d’environ 20% apres la réalisation
d’un exercice intense (Tonkonogi et al., 1998).f&@n intéressante, I'atorvastatine empéche
laugmentation de la Ma, Ce qui n'avait jamais été démontré. Nous pouvéneettre
'hypothese que la statine empéche [l'activation la@erespiration mitochondriale lors de
I'exercice en inhibant I'activation des complexes ld chaine respiratoire, et notamment le
complexe |, ce qui pourrait contribuer a la dimiontde la capacité a I'exercice que nous

observons chez les rats traités a I'atorvastatine.
2) Les statines ont des effets différents en fonati du type de muscle

Dans I'étude suivante, notre but était de démomjuer I'atorvastatine (Tah® avait comme
cible la mitochondrie. Nous avons mis en évidenaasdle protocole aigu une altération
globale de la fonction mitochondriale suite & Biction de I'atorvastatinén vitro. Cette
altération est dose dépendante et elle touche epitssimuscles ayant des phénotypes
meétaboliques différents. Par ailleurs, la conceioimaqui inhibe 50% (Igy) des capacités
oxydatives maximales (M est supérieure dans les muscles oxydatives. éestaits nous
indiguent que ces muscles sont mieux protégésequauscle glycolytique des effets déléteres
des statinem vitro. De plus, I'effet délétere de la statine ne serplle spécifique de telle ou
telle enzyme mais semble toucher I'ensemble desple®s de la chaine respiratoire
mitochondriale Cependant, dans la littérature il avait été déngogtre la simvastatine bloque
spécifiguement le complexe | de la chaine respma{8irventet al., 2005a) et ceci aussi bien
chez 'homme que chez le rat. Si on compare notueleéa celle de Sirvent et al.,
I'atorvastatine inhibe la respiration mitochondeigour des faibles concentrations a partir de
4uM alors la simvastatine l'inhibe a partir de 10uGktte difference pourrait s’expliquer par
les propriétés physico-chimiques qui existent eng® 2 molécules notamment en terme de
lipophilicité (Katsikiet al., 2010). De facon intéressante, il a été démontedl'qtorvastatine é
est plus néfaste que la simvastatine avec cetteemi@amnique mais sur des mitochondrieg
isolées (Kaufmann et al., 2006). Par ailleurs, éngle menée sur 18 biopsies musculaireg

. " : i . , . R @
humaines traitées avec deux statines différentesomiré que la simvastatine posséde u;
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faible taux d’apparition de myalgie alors qu’il edevé avec l'atorvastatine (Silva et al.,
2006). Ceci pourrait également expliquer les dififées observées entre ces deux statines
lipophiles.

En plus de l'effet direct de I'atorvastatine queus@vons donc pu mettre en évidence dans
cette premiere partie, il est connu qu’un tel énaént va inhiber le mévalonate et donc la
synthése de cholestérol ainsi que de l'ubiquinaeequi va potentiellement entrainer une
fragilisation de la membrane musculaire et provoglés dysfonctionnements des complexes
de la chaine respiratoire (Evans & Rees, 2002)r Besayer de comprendre a quel niveau
I'atorvastatine inhibe la fonction mitochondrialeyus avons étudié quels étaient les effets de
'atorvastatine sur la production des radicaux egr Pour cela, nous avons choisi une
concentration de 100 uM d’atorvastatine, afin deiger a la concentration qui provoque une
inhibition d’environ 50% de la vitesse de respoatimitochondriale dans les différents
muscles. Nous avons mis en évidence une augmentiida production de radicaux libres
uniquement dans le muscle glycolytique alors qumilsscle cardiaque semble étre protégé.
Ceci s’explique par le fait que les capacités aytiantes sont plus importantes dans les
muscles oxydatifs. Donc, ces résultats suggeremiapistatines agissent differemment selon
le phénotype musculaire en fonction du capitalewytiant présent dans ce muscle.

Ces deux premieres études ont permis de distinggeeffets des statines en fonction du
phénotype musculaire. Ces effets délétéres s'exenpeeférentiellement dans le muscle
glycolytique et un entrainement en endurance pmévigu moins en partie, de ces effets

délétéres dans ce type musculaire.
3) Les statines agissent selon le concept du « nhitomesis »

Plusieurs études précédentes ont montré des afdé&diéres des statines sur le muscle
squelettique alors qu’il a été clairement étabhigik littérature que les statines ont des effets
bénéfiques dans le muscle cardiaque. L'objectiVemti a été de comprendre pourquoi une
méme molécule pouvait avoir des effets bénéfiquesieeau cardiaque et délétere au niveau
du muscle squelettique.

Sur des groupes de patients traités ou non avestdéeses, nous avons montré que dan§
I'oreillette humaine (muscle oxydatif), ce traitemheactive la biogenese mitochondriale,g
augmente des capacités oxydatives maximales. Ementgnt les facteurs contrélant cette§

biogenése, les statines protegent le muscle cargliagmain contre le stress métabolique e%
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augmentant les capacités antioxydantes et en danirla production de radicaux libres. Par
contre dans le muscle deltoide humain de patieniffrant de myopathies induites par les
statines (muscle mixte a majorité de fibres glytiqlyes (Fayetet al., 2001), nous avons
montré que ce traitement désactive la biogenesechandriale en diminuant les niveaux
d’expression de PGCalet PGC-B. Ce traitement va diminuer les capacités oxydative
maximales, va diminuer les capacités antioxydamtesa augmenter la production des
radicaux libres. Il semblerait donc que [I'atorvéisg® exerce son action délétére
préférentiellement sur des muscles squelettiqugsolyttiques. Ceci confirme des études
indiqguant que les muscles oxydatifs seraient iribls aux dommages engendrés par la
cérivastatine (Seachrist et al., 2005). Une étustnte a montré qu’un traitement chez
'Homme a une forte dose de simvastatine (80mgdkig)jinduit une augmentation du stress
oxydant dans les fibres du muscle gastrocnémigmedbitique), menant a la destruction des
mitochondries et a la réduction du niveau de I’ABiNochondrial (Schick et al., 2007). Par
ailleurs, il a été montré que, dans le muscle sftiglie de patients traités avec des statines
n'ayant pas induit de myopathies, les niveaux d’egpion de génes impliqués dans la
fonction mitochondriale n’étaient pas changés saite traitement. Ces résultats suggerent
gue la régulation de la biogenése mitochondrialaitsgpécifiguement altérée dans le muscle
squelettique de patients souffrant de myopathidgiies par les statines.

Pour rentrer un peu plus dans les mécanismes ngsietans ces effets, nous avons réalisé un
protocole animal. L’hypotheése de notre travailgst ces effets contradictoires dans ces deux
phénotypes musculaires avaient pour dénominateommum le stress oxydant qui serait
différent suite au traitement avec 'atorvastatideus avons démontré dans cette étude que le
traitement de deux semaines avec I'atorvastatineeadose de 10mg/kg/jour entraine sur le
muscle cardiaque une activation de la biogenésechundriale, une augmentation des
capacités antioxydantes, une diminution du streggant et une conservation des capacités
oxydatives. Ces résultats confirment ceux obseché&z I'Homme. Pour démontrer le role
central du stress oxydant, nous avons co-traitéatesavec la querceétine, un antioxydant qui
est un flavonoide présent chez les plantes comntebwigée secondaire. De fagon trés
intéressante, tous les effets bénéfiques obseres lé muscle cardiague disparaissent avec
ce co-traitement avec l'antioxydant. Pour rentracoee plus dans la mécanistique ei’é"’
comprendre le schéma d’action des statines dansigssles, nous avons utilisé des culture%ﬂ
cellulaires de cardiomyocytesg€h. Nous avons démontré que l'atorvastatine entraime o

=2
augmentation de la production de radicaux libresdes cardiomyocytes, ce qui va activer |82
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biogenése mitochondriale puisque lorsque nous mtsilces cellules avec un antioxydant, la
NAC, on ne retrouve pas cette activation.

Ces résultats suggérent qu’une exposition auxnswtugmente la production de ROS alors
gue par contre, apres deux semaines de traitenhesit,capacités antioxydantes sont
augmentées et la concentration de ROS dans le enastldiminuée. Ainsi, il semble donc
gue l'augmentation de la production des ROS en siie a la prise de statines améliorerait
la fonction mitochondriale et les capacités antdantes ce qui permettrait de réduire la
concentration des ROS apreés plusieurs jours dermant. Ensuite, nous voulions démontrer
I'effet protecteur de ces statines sur des cardomyilgs suite a un stress chimique avec la
doxorubicine connue pour sa cardiotoxicité. Nou®nav montré que lincubation des
cardiomyocytes avec de l'atorvastatine prévientcdadiotoxicité de la doxorubicine en
réduisant la diminution du potentiel de membran¢oahiondriale. Ces résultats sont en
accordance avec des études qui ont démontré questdtimes avaient des propriétés
antioxydantes (Davignoret al., 2004) et atténuaient la dépolarisation de la ram®
mitochondriale aprés une exposition a un stresdamydans des cardiomyocytes (Jogtes.,
2003).

A l'opposé dans le muscle plantaris (glycolytigueg, méme traitement chez le rat entraine
une désactivation de la biogenése mitochondriale , diminution des capacités antioxydantes,
une augmentation du stress oxydant et une dimimutes capacités oxydatives. Par contre,
tous les effets délétéres disparaissent avec ¢mitement avec la quercétine. Ces résultats
suggerent que la quercétine protege la fonctiomahdndriale du muscle glycolytique des
effets déléteres de l'atorvastatine. Ce traitensmc un antioxydant démontre clairement
pour la premiére fois le role central des radicllores dans les phénoménes observés dans le
muscle cardiaque et squelettique. Sur des myobld&torvastatine en aigu va augmenter les
radicaux libres de facon excessive, ce qui va di#sada biogenese mitochondriale. Lorsque
nous incubons ces cellules avec la NAC, on inhdteetfet délétére. En surexprimant PGC-
la dans ces myotubes, nous n’observons plus ces dfftdtéres.

Cette étude a clarifié les études contradictoirassda littérature en démontrant que les
statines agissent selon le concept de « mitohosmwesl’hormesis est défini comme
'activation des propriétés cellulaires protectsicet réparatrices induites par un stres§
physiologique modéré (Schwartz & Sack, 2008).dt@retrouvé pour la premiére fois dans |af325
restriction calorique qui a permis une augmentatieria capacité de réparation de I'ADN,

des défenses antioxydantes et une activation deofgenése mitochondriale (Nisadt al.,
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2005). Dans une publication récente, Piantadosil.ebnt mis en évidence de nouveaux
mécanismes d'intéractions entre les ROS produitslgm mitochondries et la biogenese
mitochondriale (Piantadost al., 2008). L’hydropéroxydation des lipides régulexpeession

de TFAm a travers la phosphorylation de NR#=LI'activation Akt qui induit la translocation
nucléaire de NRF1 et se lie au promoteur de TFAeta @ permis de mettre en évidence que
les ROS peuvent constituer une épée a double @ahctbien que les ROS puissent étre
toxiques pour les cellules, ils peuvent jouer ue portant dans la signalisation cellulaire
impliquant notamment les défenses antioxydantesfaDen intéressante, il a été démontré
gu’une supplémentation en vitamine C diminue l&tité de I'entrainementa la réduction

de la biogenese mitochondriale induite par I'exarcfGomez-Cabrerat al., 2008). Cette
observation suggeéere que les ROS ne peuvent étigdénée uniguement que comme des
molécules toxiques. Elles peuvent également jomerble important dans la régulation de
'expression de genes impliqués dans la biogené®emondriale. Les effets des statines dans
le muscle strié rentrent complétement dans ce gbdnce

En effet, dans le muscle cardiaque, les statingaiaent en aigu une augmentation modérée
des radicaux libres, ce qui a leur tour active ilegbnese mitochondriale qui a son tour

augmente les capacités antioxydantes qui se trpduitine diminution des radicaux libres en

chronique (Figure 23

Diminution )
ROS Systeme
antioxydant

Figure 23: Schéma mécanistique proposeé des statines sumtgochondrie du muscle
cardiaque.

Chapitre : DISCUSSION GENERALE



Par contre, dans le muscle squelettique glycolgtides statines entrainent une importante
augmentation des radicaux libres qui entrainent d@sactivation de la biogenese
mitochondriale d’ou une diminution des capacitésoagdantes (Figure 24

Glutathion Systeme

antioxydant

Figure 24 : Schéma mécanistique proposé des statines sumtétochondrie du muscle
squelettique glycolytique.
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La conservation de lintégrité des fonctions muaiek est essentielle a 'homéostasie de
'organisme. Les statines ont démontré des avastagportants, en termes de protection
cardiovasculaire. lls ont un nombre important atffpléiotropes et ont des effets bénéfiques
dans le cadre du traitement de diverses patholofjleamment les statines sont utilisés
fregquemment dans le cadre du traitement des argthwentriculaire, chez les artéritiques,
dans différents types de cardiomyopathies, le galiostéoporose, le diabéte. En 2004, plus
de 100 millions de patients étaient traités quetidement avec des statines, et ce chiffre ne
cesse d’augmenter puisque les maladies cardioasEsilsont en constante augmentation.
Durant cette these, nous avons trouvé un nouvdalpkiotrope des statines qui consiste en
une activation de la biogenése mitochondriale dansceur, permettant d’améliorer le
métabolisme cardiaque et les défenses antioxyda@teite these a également permis de
mettre en exergue le role central des ROS mitoateund dans la cardioprotection suite au
traitement par les statines. La modulation de laction mitochondriale cardiaque a été
proposée comme une nouvelle stratégie dans lenraitt de l'insuffisance cardiaque et les
statines rentrent completement dans cette stratBigiss pensons que les efforts apportés
pour la protection de la biogenese mitochondriatkiite par les statines pourront améliorer
'index thérapeutique. Cependant, méme si lesngatsont généralement bien tolérées, elles
peuvent entrainer une variété d'effets indésiralakbant de la douleur musculaire a la
rhabdomyolyse. Nous avons montré que ces statiugsplusieurs modeles, induisent une
production accrue de radicaux libres et une dysfoncmitochondriale, ce qui pourrait
expliquer les complications retrouvés suite audraent par les statines. Nous pensons que
I'exercice physique serait un moyen efficace depsstéger des effets indésirables des
statines. Ceci fera I'objet d’'une étude ou I'ondétwa les effets protecteurs de I'entrainement
physique sur ces effets néfastes. Par ailleurgoumaitement avec la quercétine qui est une
molecule antioxydante naturelle permet de reduie effets déléteres dans le muscle,
squelettique. Ces résultats nous donnent beaucesapair afin de trouver une molécule qui%
nous permette en plus de garder tous les effetéfigéies et pléiotropes des statines, dé

réduire également les effets indésirables retrodaés le muscle.
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