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Matériel et Méthodes — Nous avons utilisé dans cette étude un
modele de cardiomyocytes de rats nouveau-nés soumis a une séquence
d’ischémie-reperfusion simulées. Les cellules ont été isolées a partir
de ventricules de rats nouveau nés. Les myocytes cardiaques ont été
purifiés par attachements différentiels puis cultivés en présence d’un
milieu de culture supplémenté en cytosine arabinoside (Ara C, 10um).
Les cardiomyocytes et les fibroblastes ont été cultivés séparément
puis placés en contact direct (cultures mixtes) ou indirect (insert).
Ces co-cultures ont subi une ischémie de 3H en absence de nutriments
et d’02 suivie d’une reperfusion de 20H en présence de nutriments
et d’02. Des tests de viabilité (test MTT) et de mortalité cellulaire
(dosage de ’activité LDH et Troponine |) ont été effectués a la fin de
la reperfusion.

Résultats — Nous avons montré qu’il était possible de simuler des
séquences d’ischémie reperfusion et d’induire une souffrance cellulaire
détectable pour une durée d’ischémie de 3H et de reperfusion de 20H.
Dans les cultures mixtes (cardiomyocytes + fibroblastes), les tests MTT
et LDH ont montré une amélioration de la viabilité cellulaire globale
en comparaison avec la viabilité spécifique de chaque type cellulaire
seul. Pour les cultures placées en insert, les tests MTT et Troponine |
ont montré une amélioration de la viabilité des cardiomyocytes en
présence des fibroblastes (p < 0.001).

Conclusions — Nos résultats indiquent que les fibroblastes cardiaques
semblent étre impliqués dans une modulation de la cardioprotection
lors de Uischémie reperfusion. Cette modulation passe au moins en
partie par des mécanismes de type paracrine et elle est dépendante
de la quantité de fibroblastes en co-culture avec les cardiomyocytes.
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Backround — Angiopoietin-like 4 (ANGPTL4) is a secreted protein of the
Angiopoietins family involved in angiogenesis and vessel maintenance.
We identified angptl4 as a hypoxia induced gene in endothelial cells
in vitro. In humans, ANGPTL4 is expressed in hypoxic areas such as
vascular cells of human critical leg ischemia samples. In the heart,
focal expression in myocytes, vessels and infiltrating monocytes was
also evidenced in infarcted areas.

Material & Methods — We used C57/Bl6 angptl4 knock-out mice
(Regeneron pharmaceuticals, Tarrytown). The pattern of expression
of angptl4 was determined during development using Lac Z staining
allowed by the insertion of a beta-galactosidase cassette. At the
adult stage, myocardial infarction was induced by ligation of the left
coronary artery for 45mn. The hearts were analyzed 24h, 48h and 2
weeks after reperfusion.

Results — During embryonic development, angptl4 is expressed in
endothelial cells from intersomitic, limb bud (E10,5-E11,5) and heart
vessels (E12,5-E14,5). At later stages (from E15,5), angptl4 is also
expressed in skin vessels.

Angptl4 knock-out mice showed an increased infarcted area compared
to wild type littermates mice (+31%, p=0.01) 48h after reperfusion,
suggesting a cardioprotective role of ANGPTL4. Immunohistological
analyzes revealed dramatic tissue damages in the angptl4 knock-out
mice in term of oedema, hemorragies and necrosis correlated with an
increased circulating monocytes infiltration (+36%, p=0.004). PECAM-1
stainings revealed morphologically modified angiogenic capillaries
in angptl4KO mice compared to controls suggesting a modulated
vascular permeability. No difference was observed between isolated
cardiomyocytes from both groups submitted to a survival assay under
hypoxia.

Conclusion — Angptl4 is expressed by endothelial cells during
embryonic and during adult stage following hypoxic stress. Experiments
performed using the ischemia-reperfusion model show that ANGPTL4
has a cardioprotective role modulating both endothelium integrity
and post-ischaemic inflammation.
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Le postconditionnement est défini par la succession de cycles
d’occlusion et de reperfusion d’un vaisseau dans les premiers
instants de la reperfusion, faisant suite a une ischémie prolongée.
Il permet de diminuer la taille de Uinfarctus et protége la fonction
des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. Les études
ont été menées jusqu’a présent sur le myocarde et objectivent des
résultats encourageant. Notre objectif est d’évaluer ’effet protecteur
du postconditionnement sur les capacités oxydatives mitochondriales
du muscle squelettique.

40 rats Wistar on été utilisés pour [’étude, répartis en 4 groupes : un
groupe shams (C) (n = 14), un groupe subissant 2 heures d’ischémie et
2 heures de reperfusion (I2HR) (n = 6), un groupe subissant 3 heures
d’ischémie et 2 heures de reperfusion (I3HR) (n = 11), et un groupe
postconditionnement (PostC) (n = 9). Nous avons mis au point un
modele d’ischémie-reperfusion par clampage aortique sous-rénal chez
le rat Wistar, plus proche de la réalité clinique chez ’homme. Nous
avons établi qu’il était nécessaire de réaliser 3 heures d’ischémie
et 2 heures de reperfusion pour obtenir des lésions mitochondriales
significatives sur le muscle gastrocnémien (diminution de 27% des
capacités oxydatives maximales entre le groupe C et I3HR). Le muscle
soléaire oxydatif n’est pas touché.

Pour notre protocole de postconditionnement nous avons réalisé des
cycles 1, 2 et 4 minutes de déclampage, suivis a chaque fois de 5
minutes de réocclusion aortique.

On note une augmentation dans le muscle glycolytique des capacités
maximales d’oxydation dans le groupe PostC par rapport au groupe
I13HR (5,9 + 0,3 versus 4,76 + 0,5 pmol/min/g de poids sec, p = 0,07),
ce qui correspond a 25% d’augmentation. Il n’y a pas de différence
entre le groupe shams et postconditionnement. Des résultats similaires
sont observés au niveau du complexe Il. Ainsi nous avons démontré
que le postconditionnement joue un effet protecteur sur la chaine
respiratoire mitochondriale, au niveau des complexes | et Il, dans le
muscle gastrocnémien glycolytique
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