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RESUME 

Cardiosensibilisation à l’ischémie-reperfusion induite par l’hypoxie intermittente : rôle de 

différents agents cardioprotecteurs 

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est connu pour être un facteur de risque 

indépendant de l’insuffisance coronarienne aiguë. Chez le rat, l’hypoxie intermittente (HI) aiguë ou 

chronique augmente la sensibilité du cœur à l’infarctus. En effet, l’exposition à l’HI (FiO2 5%) de 4 h 

ou de 14 jours aggrave les lésions myocardiques induites par une ischémie-reperfusion (I/R). Le but de 

ce travail est de déterminer si des agents connus pour leurs propriétés anti-ischémiques peuvent 

prévenir les conséquences cardiovasculaires délétères de l’HI chez le rat. Ainsi les effets de 

l’érythropoïétine (EPO), la trimétazidine (TMZ), le tempol et la mélatonine sur la cardiosensiblisation 

induite par l’HI ont été étudiés.L’administration d’EPO exogène, immédiatement avant ou après une 

I/R, prévient l’aggravation de l’infarctus induite par l’IH aiguë dans le cœur isolé de rat. Le tempol et 

la mélatonine préviennent également les effets délétères de l’HI via leurs propriétés antioxydantes. 

L’administration concomitante à une HI chronique de 14 jours de l’un de ces agents permet de réduire 

significativement l’aggravation de l’infarctus et l’élévation de la pression artérielle moyenne. De plus, 

le traitement par le tempol abolit la génération d’anions superoxyde (O2
.-
) et la surexpression de la 

sous-unité p47-phox de la NADPH oxydase, suggérant le rôle du stress oxydant dans les effets 

cardiovasculaires délétères de l’HI. En revanche, la TMZ, administrée durant les 14 jours d’HI, n’a 

pas d’effet significatif, suggérant que l’action anti-ischémique de la TMZ ne peut compenser les effets 

délétères de l’HI. Des études complémentaires sont nécessaires pour explorer les mécanismes 

impliqués dans la cardiosensibilisation et en particulier le rôle exact du stress oxydant. Ainsi, de 

nouvelles perspectives cliniques et thérapeutiques basées sur ces études pourraient être envisagées 

dans le SAOS. 

Mots clés : Hypoxie intermittente, Ischémie-reperfusion cardiaque, Infarctus myocardique, Stress 

oxydant, Agent cardioprotecteur 

 
 

ABSTRACT 

Deleterious cardiovascular consequences induced by intermittent hypoxia: role of several 

cardioprotective agents  

Obstructive sleep apnea (OSA) is known to be an independent risk factor for coronary heart disease. In 

the rat, acute and chronic intermittent hypoxia (IH) increases myocardial sensitivity to infarction. 

Indeed, a 4-h or a 14-day exposure to IH (5% FiO2) aggravates the myocardial lesions induced by an 

ischemia-reperfusion (I/R) sequence. The aim of this work was to determine whether agents known for 

their anti-ischemic properties could prevent the deleterious cardiovascular consequences of IH in the 

rat. Therefore, we have investigated the effects of erythropoietin (EPO), trimetazidine (TMZ), tempol 

and melatonin on IH-induced myocardial susceptibility to infarction. When administered immediately 

before or after I/R, exogenous EPO dose-dependently prevented the acute IH-induced increase in 

infarct size in the isolated rat heart.Tempol and melatonin were also able to prevent the deleterious 

cardiovascular effects of IH through their antioxidant properties. Indeed, when administered daily 

during a 14-day IH exposure, these treatments significantly abolished both the increase in infarct size 

and in mean arterial blood pressure. Moreover, tempol prevented myocardial superoxide anion 

generation and expression of the NADPH oxidase sub-unit p47-phox, suggesting a role for oxidative 

stress in the deleterious cardiac effects of IH in the rat. However, TMZ administration throughout IH 

exposure was without significant effects suggesting that the anti-ischemic actions of this agent are not 

sufficient to counteract the IH-induced myocardial susceptibility to infarction. Additional studies are 

now required to explore the mechanisms involved in these deleterious effects and in particular the 

exact contribution of oxidative stress. This will enable the development of clinical perspectives and of 

novel therapeutic strategies for OSA syndrome. 

Keywords : Intermittent hypoxia, Cardiac ischemia-reperfusion, Myocardial infarction, Oxidative 

stress, Cardioprotective agent
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Aujourd’hui, l’un des enjeux de la thérapeutique consiste à développer de nouveaux 

traitements afin de protéger et de limiter la dégénérescence des tissus cardiaques 

endommagés par une séquence d’ischémie-reperfusion (I/R), qui peut se produire suite à 

un infarctus du myocarde ou une chirurgie nécessitant la mise en place d'une circulation 

extracorporelle avec arrêt du cœur. 

 

Dans une première partie introductive de cette thèse, nous avons donc rappelé les 

phénomènes se produisant lors d’une I/R ainsi que les mécanismes cellulaires impliqués. 

Par ailleurs, nous nous sommes aussi intéressés à une pathologie influençant la sensibilité 

à l’I/R cardiaque, le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS), qui est connu 

pour être un facteur de risque indépendant de l’insuffisance coronarienne aiguë. Nous 

avons alors développé une des composantes de cette pathologie, l’hypoxie intermittente 

(HI) et ses effets cardiovasculaires. 

 

Nous avons ensuite abordé l’utilisation d’agents connus pour leurs propriétés anti-

ischémiques, potentiellement protecteurs des conséquences cardiovasculaires délétères 

d’une HI. 

 

La seconde partie de cette thèse a consisté à préciser les objectifs de travail avant de 

présenter le matériel et méthode utilisés en troisième partie et les résultats obtenus 

exposés en quatrième partie. 

 

En dernière partie, la synthèse des travaux expérimentaux a été présentée ainsi que les 

nouvelles études expérimentales et cliniques pouvant être envisagées suite à ces travaux 

ainsi que les perspectives thérapeutiques qui pourraient s’ensuivre dans le SAOS.  

 

1.1 Ischémie-reperfusion myocardique 

 

1.1.1 Généralités 

L'ischémie myocardique est classiquement définie comme un déficit de perfusion 

sanguine résultant en un déséquilibre entre les besoins et l’apport d’oxygène et nutriments 

nécessaires au bon fonctionnement du muscle cardiaque. Ce déséquilibre peut être dû à 
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une augmentation de la demande énergétique du cœur, comme observé lors d’une 

hypertrophie du ventricule gauche, d’une tachycardie ou d’un exercice physique.  

La demande énergétique accrue du myocarde peut également être associée à une 

diminution des apports en oxygène comme observé lors de l’angor d’effort. Ce 

déséquilibre peut également être dû à une diminution localisée de l’apport sanguin, 

comme par exemple lorsqu’une artère coronaire se trouve partiellement ou totalement 

obstruée par un caillot ou une plaque d’athérome. On parle alors d’infarctus du myocarde, 

une maladie d’insuffisance coronarienne aiguë survenant le plus souvent suite à 

l’occlusion d’une artère coronaire épicardique. L'ischémie myocardique concerne alors 

une seule région du cœur. Elle peut également concerner l'ensemble du muscle cardiaque, 

dans le cadre d'une chirurgie cardiaque ou suite à un choc hypovolémique. 

L’ischémie du myocarde va entrainer des dommages cellulaires, qui seront réversibles si 

la perfusion est rétablie à temps, mais qui deviendront irréversibles si l’ischémie est 

maintenue ou si la reperfusion est rétablie trop tardivement. 

 

1.1.2 L’ischémie myocardique 

Le muscle cardiaque a un besoin énergétique de base important. Cette énergie lui permet 

d’assurer sa fonction contractile et de subvenir aux besoins des ses systèmes cellulaires 

énergie-dépendants. L’énergie provient principalement de l’oxydation de substrats 

exogènes apportés au myocarde par la circulation coronaire. Dans les conditions 

physiologiques, l’oxydation des acides gras libres (AGL) représente 60 à 70% de la 

consommation en O2 et ceux-ci forment donc le substrat principal du cœur [1]. L’autre 

substrat majeur est le glucose qui participe pour environ 20% au métabolisme énergétique 

cardiaque. Des sources de moindre importance peuvent également participer comme le 

lactate, le pyruvate, les corps cétoniques et les acides aminés. Le métabolisme cardiaque 

est donc essentiellement aérobie. 

En situation normale, la principale voie d’utilisation des AGL pour la production 

d’énergie par le myocarde est la β-oxydation mitochondriale. Dans le cytoplasme, les 

AGL sont transformés en acyl-CoA par l’acyl-CoA synthase, puis entrent dans la 

mitochondrie au moyen de la navette carnitine. Les acyl-CoA sont alors β-oxydés en 

acétyl-CoA qui va alors entrer dans le cycle de Krebs. Les équivalents réduits, le 

nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et le flavine adénine dinucléotide (FADH2), 

produits durant le cycle vont permettre, via la chaine de respiration mitochondriale, la 
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phosphorylation oxydative produisant de l’adénosine triphosphate (ATP) à partir 

d’adénosine diphosphate (ADP), de phosphate et de dioxygène (O2). 

La quantité d’ATP produite par la β-oxydation est importante mais couteuse en oxygène.  

En parallèle à cette voie, le glucose qui entre dans la cellule par les transporteurs GLUT 1 

et GLUT 4,  est transformé en pyruvate par la glycolyse. Cette étape est anaérobie, et 

conduit une faible production d’ATP. Dans la mitochondrie, la pyruvate déshydrogénase 

(PDH) transforme le pyruvate produit en acétyl-CoA, qui alimente le cycle de Krebs 

comme décrit précédemment. La voie d’oxydation du glucose est moins gourmande en O2 

que celle des AGL.  

 

 

Figure 1 : Schéma du métabolisme énergétique cardiaque 

Le glucose entre dans le cardiomyocyte via les transporteurs GLUT 1 et GLUT 4 et subit la 

glycolyse, dont le produit final est le pyruvate. Celui-ci est transporté dans la mitochondrie où il 

est oxydé en acétyl-coA par la pyruvate déshydrogénase (PDH). L’acétyl-coA entre dans le cycle 

de Krebs, permettant de générer NADH et FADH2, nécessaires à la production d’ATP par 

phosphorylation oxydative. Les AGL entrent dans le cardiomyocyte par diffusion passive ou par 

l’intermédiaire d’une « fatty acid binding protein » de la membrane plasmique (FABP). Les AGL 

sont alors transformés en acyl-coA, qui est transporté dans la mitochondrie via la navette carnitine 

(CPT-1 et CPT-2), avant d’être oxydé en acétyl-coA, qui entre dans le cycle de Krebs. L’acétyl-

coA provenant de la β-oxydation inhibe la PDH. Le pyruvate produit par la glycolyse est alors 

transformé en lactate. 
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La PDH est un complexe enzymatique qui joue un rôle clé dans le métabolisme 

énergétique cardiaque. En effet celle-ci se retrouve au carrefour des deux voies 

métaboliques que représentent la β-oxydation des AGL et l’oxydation du glucose. Ce 

complexe se présente sous deux formes, l’une phosphorylée active, et l’autre 

déphosphorylée inactive. C’est l’équilibre entre ces deux formes qui régit l’importance de 

l’utilisation du glucose, et donc la balance glucose/AGL. En effet, le maintien de la forme 

inactive est favorisé par le NADH et l’acétyl-CoA provenant de la β-oxydation des AGL 

[2]. 

Grâce à la PDH, le myocyte peut s’adapter rapidement à toute variation de l’apport en 

substrat. Ainsi, après un repas riche en glucide, la forte activation des récepteurs GLUT 4 

par l’insuline induit une entrée significative de glucose dans la cellule au détriment de 

l’entrée des AGL. Il se produit alors une diminution de la β-oxydation et de ses produits 

(NADH et acétyl-CoA, favorisant l’inhibition de la PDH), permettant le couplage de la 

glycolyse avec l’étape d’oxydation du glucose, favorisant ainsi l’utilisation du glucose qui 

peut représenter jusqu’à 70% du métabolisme cardiaque. Au contraire, une forte 

concentration plasmatique d’AGL provoque une augmentation de leur captation par la 

cellule et induit une activation massive de la β-oxydation, et donc l’inhibition de la PDH. 

On observe donc un découplage de la glycolyse et des étapes d’oxydation du glucose, 

aboutissant à une contribution des AGL pouvant atteindre 100% de la production 

d’énergie par le myocyte. 

En situation d’ischémie, c’est la baisse d’apport en O2 plus que le manque de substrat qui 

va provoquer les premiers dysfonctionnements.  

Les AGL continuent de pénétrer dans la cellule, activant les premières étapes de la β-

oxydation, qui ne peut aboutir à la phosphorylation de l’ATP du fait du manque d’O2. 

L’accumulation d’acétyl-CoA provoque une inactivation de la PDH. De plus, 

l’accumulation de métabolites intermédiaires de la β-oxydation a des effets délétères sur 

les membranes cellulaires. En parallèle, la glycolyse continue de fonctionner 

normalement, puisqu’elle ne consomme pas d’O2, mais est découplée des étapes suivantes 

d’oxydation du glucose du fait du manque d’O2 et de l’inactivation de la PDH. Le 

pyruvate produit en excès ne peut rentrer dans le cycle de Krebs et s’accumule, favorisant 

sa transformation en lactate.  

La production d’énergie va considérablement chuter, ne permettant plus de subvenir aux 

besoins du myocarde. Si l’ischémie se prolonge, la glycolyse anaérobie sera 

complètement arrêtée, conduisant à un arrêt de la production d’ATP. 
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 De plus, les protons produits durant la glycolyse ne peuvent être réutilisés par l’oxydation 

du glucose, favorisant ainsi leur accumulation. On observe également une accumulation 

d’équivalents réduits et de lactate dans le myocyte. Tout ceci est à l’origine d’une acidose 

intracellulaire provoquant une inhibition des enzymes de la glycolyse, une importante 

surcharge calcique et une augmentation du déficit énergétique [3]. 

 

La diminution de la production d’ATP a pour conséquence immédiate la diminution de 

l’activité contractile du myocarde. De plus, la déplétion des réserves d’ATP est à l’origine 

de la perturbation de l’homéostasie ionique du myocyte. En effet, la pompe sodium (Na
+
) 

/ potassium (K
+
) ATP-dépendante est inhibée, ce qui entraine une accumulation de sodium 

intracellulaire [4], associée à une entrée d’eau responsable d’un œdème intracellulaire. 

Cette surcharge sodique provoque également l’inversion de l’échangeur calcium/sodium. 

Ceci conduit à une accumulation de calcium à l’intérieur de la cellule, et entraine des 

lésions au niveau des protéines contractiles, favorisant ainsi la contracture ischémique [5]. 

L'accumulation intracellulaire d'ions Na
+
 et calcium (Ca

2+
) provoque une importante 

souffrance cellulaire aboutissant à la mort de la plupart des cardiomyocytes de la zone 

infarcie. 

L’ouverture des canaux potassiques ATP-dépendants fait également suite à la diminution 

de la concentration en ATP. Il en résulte une accumulation d’ions K
+
 extracellulaires, 

responsable du raccourcissement du potentiel d’action. 

Ces lésions, apparaissant au niveau cellulaire, sont irréversibles après 30 minutes environ 

d’ischémie sévère, cette valeur dépendant énormément des espèces et aussi de la 

variabilité intra-individuelle, elle n’est donc qu’une moyenne. 

La figure ci-après schématise les événements conduisant à l’infarctus lors d’une ischémie.  
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Figure 2 : Mécanismes du développement de l’infarctus, d’après Opie [1] 

 

Si la perfusion coronaire est rétablie précocement, ces lésions sont réversibles et il n'y 

aura pas de nécrose myocytaire. Les cardiomyocytes peuvent retrouver un métabolisme et 

une fonction normaux, après une période variable au cours de laquelle ils n’ont qu’une 

activité mécanique et métabolique restreinte : c’est la période de sidération. 
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1.1.3 La reperfusion du myocarde ischémique 

Face à une occlusion coronaire, la reperfusion rapide du myocarde au moyen de 

techniques de thrombolyse et d’angioplastie reste le moyen le plus efficace pour réduire la 

taille de l’infarctus et améliorer la récupération d’un point de vue clinique. La 

récupération reste possible tant qu’il n’y a pas eu de lésions irréversibles. Cependant, la 

reperfusion, bien que nécessaire, va provoquer la survenue de divers événements qui vont 

interagir entre eux pour aboutir à une aggravation des lésions cellulaires évoluées, et 

provoquer des arythmies de reperfusion, la sidération myocardique, le phénomène de 

« no-reflow » et la nécrose cellulaire de reperfusion (accélération de la mort cellulaire).  

Plus la reperfusion sera tardive, plus celle-ci aura un effet délétère. Tous ces évènements 

interagissent entre eux, aboutissant à la mort du cardiomyocyte via l’ouverture du pore de 

transition de perméabilité mitochondrial (mPTP), et à l’induction d’une contracture du 

cardiomyocyte. 

 

L’ischémie induit l’accumulation intracellulaire d’ions Na
+
, H

+
 et Ca

2+
, responsable d’une 

acidose tissulaire. La reperfusion, à son tour, provoque des changements rapides des 

courants ioniques. Il semblerait qu’une restauration trop rapide du pH soit responsable 

d’une cytotoxicité accrue [6]. Les mécanismes de régulation du pH sodium dépendants, 

incluant l’échangeur Na
+
/H

+
 et le transporteur Na

+
/HCO3

-
 sont activés, ce qui conduit à 

une accumulation de Na
+
 intracellulaire. Cette augmentation de concentration de Na

+
 

provoque un afflux supplémentaire d’ions Ca
2+

. En effet la sortie dans le milieu 

intracellulaire du Ca
2+

 stocké dans le réticulum sarcoplasmique (RS) est due à l’inversion 

de l’échangeur Na
+
/Ca

2+
 [7]. De plus la génération d’espèces réactives de l’oxygène 

(ERO) au moment de l’I/R cause des dommages à la membrane du RS et des 

dysfonctionnements de ce système. La sortie du Ca
2+

 dans le cytosol par les canaux 

calciques sarcolemmaux L-type [8-10] et une baisse de la recapture du Ca
2+

 dans le RS 

par la calcium-adénosine-triphosphatase (Ca
2+

-ATPase) [11, 12] contribuent encore plus à 

la surcharge calcique. Tout ceci aboutit à une hypercontracture des myofibrilles, une 

déplétion en ATP, des dommages structurels mitochondriaux et au stunning du myocarde 

[13, 14]. 

 

Les cardiomyocytes consomment une grande quantité d’énergie, produite par une quantité 

importante de mitochondries. Le mPTP joue un rôle important dans les lésions d’I/R [15]. 
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La membrane interne de la mitochondrie, responsable du maintien du potentiel 

transmembranaire mitochondrial, est habituellement fermée, et donc imperméable aux 

ions et protéines. Au moment de la reperfusion, plusieurs phénomènes vont agir de 

concert pour induire l’ouverture de ce pore. En effet, sous l’influence de divers facteurs 

tels que la surcharge calcique [16], la restauration rapide du pH et le stress oxydant [17-

19], la conformation du PTP va passer de fermée à ouverte, créant ainsi un canal non 

sélectif entre la membrane interne de la mitochondrie et le sarcoplasme. Il s’ensuit une 

perte du gradient électro-chimique, le relargage d’ERO et la formation d’apoptosome, 

faisant suite à la sortie dans le cytosol du cytochrome C, un élément clé de la voie 

d’activation des caspases. 

Cette ouverture du mPTP est responsable de la mort des cardiomyocytes, en provoquant le 

découplage de la phosphorylation oxydative et en induisant le gonflement de la 

mitochondrie. 

 

 La majorité des ERO produites pendant l’I/R sont générées par la xanthine oxydase [20, 

21] et par la remise en route de la chaine de transport d’électron dans les mitochondries 

des cardiomyocytes. Plusieurs heures plus tard, la nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate réduit (NADPH) oxydase génère elle aussi des ERO, principalement via les 

neutrophiles [22]. 

En situation de stress tel qu’une I/R, les mécanismes endogènes de défense contre les 

ERO deviennent rapidement insuffisants. Les ERO sont responsables de nombreux 

dommages cellulaires, provoquant des peroxydations lipidiques qui vont endommager les 

membranes cellulaires, mais également des dénaturations enzymatiques et des dommages 

à l’ADN par oxydation directe. En plus des dommages cellulaires, les ERO participent à 

l’ouverture du mPTP [23]. Ceci conduit à une boucle de feedback positive favorisant la 

sortie dans le cytosol des ERO présents dans la mitochondrie, et favorisant donc encore 

plus l’ouverture du mPTP [24]. 

L’inflammation joue également un rôle non négligeable dans les lésions d’I/R. La 

libération de chémoattractants au moment de l’I/R (ERO, cytokines…) et l’expression de 

molécules d’adhérence par les cellules endothéliales [25] permet le recrutement de 

neutrophiles. Ces cellules sont particulièrement toxiques pour le myocarde, car elles 

sécrètent des protéases, des ERO et bloquent la microcirculation, exacerbant ainsi les 

effets délétères de l’ischémie.  
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L’endothélium joue lui aussi un rôle dans les lésions d’I/R. En temps normal, 

l’endothélium sécrète du monoxyde d’azote (NO), un gaz vasodilatateur ayant des effets 

protecteurs vis-à-vis de l’I/R jusqu’à une certaine concentration, probablement en agissant 

sur la consommation d’oxygène [26], l’agrégation plaquettaire [27], l’adhésion 

leucocytaire [28] et le « scavenging »  des ERO. Paradoxalement, à haute concentrations, 

le NO peut induire un stress oxydant supplémentaire en favorisant la formation d’espèces 

hautement radicalaires, telles que le peroxynitrite [29, 30]. C’est ce qui se produit lors 

d’une I/R où la concentration de NO augmente [31-33]. 

La figure suivante schématise les événements conduisant aux lésions de reperfusion, 

faisant suite à une ischémie.  
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Figure 3 : Mécanismes du développement des lésions de reperfusion 
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1.2  Hypoxie et tolérance à l’ischémie-reperfusion cardiaque 

 

1.2.1 Généralités sur l’hypoxie et le SAOS 

Le SAOS est une pathologie fréquente affectant 4 à 6% des sujets adultes d’âge moyen, et 

jusqu’à 20% de la population plus âgée [34, 35]. Le SAOS se caractérise par l’obstruction 

répétée des voies aériennes supérieures (VAS), de manière partielle ou complète pendant le 

sommeil. Un relâchement musculaire est responsable d’une baisse (hypopnée) ou d’un 

arrêt (apnée) de la ventilation par collapsus pharyngé (Figure 4A). Ceci se traduit, au 

niveau sanguin, par une baisse de la saturation artérielle en O2 (SaO2) et une augmentation 

de la pression partielle en dioxyde de carbone (pCO2). L’effort respiratoire engendré par le 

manque d’O2 est responsable de micro-éveils, permettant la reprise de la ventilation, mais 

étant surtout à l’origine de la fragmentation du sommeil. Une des principales 

manifestations cliniques du SAOS est la somnolence diurne excessive liée à la perturbation 

du sommeil [36]. 

La méthode de diagnostic de référence du SAOS est la polysomnographie (Figure 4B), 

effectuée dans un laboratoire du sommeil. Cette méthode permet l’enregistrement et 

l’évaluation de nombreux paramètres, tels que l’activité cérébrale, le flux d’air nasal, 

l’intensité sonore des ronflements, les mouvements thoraciques, la saturation du sang en 

O2. La sévérité du SAOS est définie à partir du nombre moyen d’apnées et d’hypopnées 

survenant par heure (indice apnées-hypopnées, IAH). A l’heure actuelle, le traitement de 

référence proposé au patient SAOS est l’application d’une pression positive continue 

(PPC) à l’aide d’un masque, afin d’éviter le collapsus répété des VAS. 
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Figure 4 : Evénements respiratoires lors d’un collapsus pharyngé et enregistrement 

polysomnographique, d’après Dematteis et al, 2009 [37] 

(A) Les différents stades de sévérité des événements respiratoires selon le degré de collapsus 

pharyngé. (B) Enregistrement polysomnographique : fragmentation du sommeil, désaturation en 

oxygène (SaO2), efforts respiratoires thoraco-abdominaux, fluctuations de la pression artérielle 

(PA) mesurés à chaque épisode d’apnée. EEG : électroencéphalogramme, EMG : 

électromyogramme. 

 

Le SAOS est associé à une augmentation de la morbidité et de la mortalité 

cardiovasculaires [38-40]. Les patients atteints de SAOS développent plus fréquemment 

des maladies cardiovasculaires telles que l’hypertension systémique [41], l’insuffisance 

coronarienne [42], les arythmies cardiaques [43] et l’accident vasculaire cérébral [44, 45], 

par rapport à des patients non SAOS. Les patients SAOS peuvent également présenter 

une dysfonction ventriculaire [46], ainsi qu’une atteinte athérosclérotique précoce [47]. 

De plus, les troubles respiratoires du sommeil sont fréquents chez les patients atteints de 

maladies cardiovasculaires et sont un facteur prédictif de maladie coronarienne [42].  

Dans un modèle canin du SAOS, il a été montré que les animaux subissant une occlusion 

intermittente des voies aériennes pendant leur sommeil, sur une période de 1 à 3 mois 

développent une hypertension artérielle (HTA). Des animaux contrôles subissant 

seulement une fragmentation du sommeil n’ont pas de modification de leur pression 

artérielle (PA) [48]. Cette étude souligne l’importance de l’alternance des épisodes 

d’hypoxie/réoxygénation ou HI, dans la physiopathologie du SAOS. Ainsi l’HI récurrente 

qui est une conséquence de l’apnée du sommeil, semble être le facteur clé impliqué dans 

les conséquences cardiovasculaires délétères aigues et chroniques associées au SAOS 

[49, 50].  

Le SAOS a de nombreuses conséquences cardiovasculaires, parmi lesquelles on retrouve 

l’HTA, les coronaropathies, ainsi qu’une sensibilité accrue à l’I/R. De nombreuses études 
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ont ainsi montré le lien entre ces pathologies et le SAOS. Plusieurs modèles animaux ont 

aussi été développés afin d’étudier les effets de l’HI sur le système cardiovasculaire [37].  

 

L’hypertension artérielle : 

L’HTA est un facteur de risque important en termes de mortalité cardiovasculaire [51]. 

En effet une pression artérielle trop élevée provoque des modifications de la paroi des 

vaisseaux et conduit à une hypertrophie ventriculaire gauche. L’HTA conduit ainsi à une 

atteinte des artères coronaires, à l’infarctus du myocarde et contribue de façon majeure à 

l’insuffisance cardiaque.  

L’association entre SAOS et HTA a été démontrée indépendamment de facteurs 

confondants tels que l’âge et l’obésité [34, 52]. De plus, la sévérité du SAOS et le 

développement de l’HTA semblent être corrélés [53, 54]. D’autre part, le traitement du 

SAOS améliore l’HTA. En effet, il a été montré une réduction faible mais significative de 

la PA chez des patients apnéiques traités par PPC. Cette réduction est d’autant plus 

marquée que les patients présentent un SAOS sévère [55, 56].  

La relation entre HI et PA a été démontrée à de nombreuses reprises dans divers modèles 

animaux. Ainsi chez le rongeur, l’exposition à l’HI entraine une augmentation de la 

pression artérielle moyenne (PAM) chez des animaux non sujets à l’HTA [57-59], 

comme chez le rat spontanément hypertendu (SHR) [60]. Différents mécanismes ont été 

proposés afin d’expliquer le lien entre HI et HTA : l’hyperactivité sympathique [61], la 

diminution du baroréflexe [62, 63], la dysfonction endothéliale se traduisant par une 

augmentation de la vasoconstriction et un remodelage vasculaire, ou encore l’altération 

des systèmes rénine-angiotensine [64] et endothéline [60, 65, 66]. Ces modifications 

fonctionnelles semblent dues au stress oxydant induit par l’HI [67-69]. L’augmentation 

de l’activité de la cyclo-oxygénase joue également un rôle dans ce phénomène [70]. 

Ainsi, la dysfonction endothéliale et la modification de la vasoréactivité induites par l’HI 

potentialise l’augmentation des résistances périphériques totales. 

 

Les coronaropathies : 

La maladie coronarienne qui s’instaure de façon progressive est initiée par des lésions au 

niveau des parois des artères coronaires. Ces lésions sont dues à un remodelage complexe 

lors du processus d’athérosclérose. Ce phénomène inflammatoire se traduit par un 

épaississement et une rigidité de la paroi artérielle. L’atteinte des vaisseaux coronaires 

peut conduire à une diminution de l’irrigation du cœur due à la présence d’une plaque 
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d’athérome et/ou à la formation d’un thrombus provenant de la rupture d’une plaque 

d’athérome instable. La complication la plus dangereuse et la plus fréquente de la 

maladie coronarienne est l’infarctus du myocarde. 

La prévalence des accidents coronariens chez les patients atteints de SAOS a été évaluée 

dans plusieurs études cliniques. Ainsi, un risque relatif d’angor a été mis en évidence 

chez des hommes ronfleurs, indépendamment de l’âge, de la PA et de l’indice de masse 

corporelle [71]. Une autre étude a montré un risque de mortalité augmenté chez des 

patients présentant une coronaropathie et souffrant du SAOS [72]. Il a également été 

montré que le risque relatif d’accidents coronariens augmente avec la sévérité du SAOS 

[73]. Le processus athéromateux observé dans le SAOS serait fortement lié au nombre de 

désaturations nocturnes [47, 74]. Chez les patients porteurs d’un SAOS sévère, le 

traitement par PPC permet de réduire de manière significative le risque d’événements 

cardiovasculaires [38]. 

 

La tolérance ischémique 

Il a aussi été observé que les patients en situation ischémique, comme lors d’un infarctus 

du myocarde, présentent fréquemment un SAOS. Le SAOS est donc reconnu comme un 

facteur prédisposant ou conduisant à la mort subite lors d’un infarctus myocardique [75, 

76]. 

Chez l’animal, l’exposition préalable à une HI peut-être soit protectrice soit délétère vis-

à-vis de la sensibilité à une I/R subséquente, en fonction de la nature du stimulus 

hypoxique. Ainsi, l’étude expérimentale des effets « contrastés » de l’HI sur la tolérance 

myocardique à l’ischémie, ainsi que les mécanismes sous-jacents impliqués, ont fait 

l’objet de nombreuses recherches afin de mieux les caractériser. La synthèse de ces 

recherches a conduit à la rédaction d’un chapitre de livre [77], présenté à la section 

suivante. 

 

1.2.2 Effets de l’hypoxie sur la tolérance ischémique  

Chez l’animal, l’HI, caractérisée par des épisodes répétés d’hypoxie/réoxygénation, a des 

effets marqués et très contrastés sur la susceptibilité du myocarde à l’I/R. De nombreux 

modèles animaux ont été développés afin d’étudier ces effets. Ces modèles varient 

énormément en termes de durée des cycles, du nombre d’épisodes hypoxiques par jour et 

du nombre de jour d’exposition. Parmi tous ceci, deux modes bien distincts d’exposition 
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à l’HI ont été préférentiellement étudiés : l’hypoxie intermittente chronique d’altitude 

(HICA), plus représentative de l’adaptation physiologique à l’altitude, et un modèle d’HI 

basé sur des cycles courts, permettant d’étudier des pathologies reliées à l’HI, telles que 

le SAOS. 

Généralement, après une exposition à une HICA ou bien à une HI cyclique aigue, on 

observe une résistance myocardique aux lésions ischémiques. Ainsi, nous avons 

démontré qu’une courte exposition à l’HI de 4 h, avec une FiO2 à 10%, permet, par un 

mécanisme de préconditionnement retardé, de prévenir les effets délétères d’une I/R [78]. 

Les mécanismes cardioprotecteurs mis en jeu sont les mêmes que ceux du 

préconditionnement, impliquant certaines kinases, la voie du NO, les canaux 

mitochondriaux potassiques ATP dépendants (mKATP), et la synthèse de nouveaux gènes. 

En revanche, l’exposition à un stress hypoxique plus sévère induit des lésions 

cardiovasculaires délétères conduisant à une diminution de la tolérance myocardique à 

l’ischémie. Ainsi nous avons montré qu’une exposition à l’HI de 4 h avec une  FiO2 à 

5%, augmente la susceptibilité des cardiomyocytes aux lésions d’I/R [79]. Les 

expositions prolongées altèrent aussi la tolérance myocardique face à une I/R [77]. Ainsi, 

nous avons montré que l’exposition de rats à l’HI pendant 14 ou 35 jours modifient la 

tolérance myocardique à l’I/R en augmentant la taille de l’infarctus [58, 60]. Cependant, 

les mécanismes exacts responsables de cette cardiosensibilisation restent inconnus.  

L’étude des mécanismes d’adaptation à l’HI cyclique chronique devrait permettre de 

comprendre comment un stimulus cardioprotecteur peut devenir délétère, fournissant à 

terme des outils permettant d’appréhender les mécanismes pathogènes associés aux 

pathologies liées à l’HI telles que le SAOS. 
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Chapitre publié dans l’ouvrage “Physiology and Pathophysiology of Intermittent 

Hypoxia”,  

édité par L Xi et TV Serebrovskaya, Nova Science Publishers, New-York, 2009. 
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1.3  Différents traitements protecteurs contre l’ischémie 

 

1.3.1 L’EPO 

Comme beaucoup d’autres tissus, le myocarde possède un système de protection endogène 

conduisant à une résistance à un stress ischémique après de brefs épisodes d’ischémie non 

toxique. Ce phénomène est appelé préconditionnement [80] et se déroule en deux phases : 

après quelques minutes d’ischémie, la réduction du métabolisme cellulaire induit une 

protection brève. Après plusieurs jours en revanche des protéines sont synthétisées, dont HIF-

1 (hypoxia inducible factor) [81] qui régule les gènes de sensibilité à l’hypoxie. Ceux-ci 

agissent pour améliorer les performances du tissu après un stress métabolique. Parmi les 

différents gènes activés on retrouve celui de la NO synthase inductible (iNOS ou NOS2). Le 

NO, bien qu’étant un radical de l’oxygène, a une action vasodilatatrice qui pourrait jouer un 

rôle dans la protection contre l’ischémie en permettant une meilleure reperfusion des tissus 

pendant et après celle-ci. HIF-1 permet également d’activer le gène de l'érythropoïétine 

(EPO), qui pourrait elle aussi intervenir dans la protection contre l’ischémie. 

Dans cette optique, l’EPO représente un grand intérêt cytoprotecteur pour les chercheurs, 

[82]. L’EPO est une hormone hématopoïétique produite par le rein en réponse à l’hypoxie. En 

se liant à son récepteur EPO-R présent sur les progéniteurs érythroïdes dans la moëlle 

osseuse, l'EPO permet leur survie en prévenant leur apoptose grâce à l'induction de la voie de 

signalisation STAT5 et du facteur de transcription GATA-1, nécessaire à l'expression du 

facteur anti-apoptotique Bcl-XL [83]. L'EPO stimule également la prolifération de ces 

progéniteurs et induit la différenciation vers des réticulocytes matures. Ceci favorise ainsi 

l’augmentation du nombre de globules rouges circulants, donc la capacité de transport de 

l’O2, dans le but de maintenir une oxygénation adéquate des tissus de l’organisme. 

Chez l'Homme adulte, l'expression de l'EPO et de EPO-R a été mise en évidence dans d'autres 

organes que le rein tels que le cerveau et le cœur [84, 85], suggérant ainsi que l’EPO joue un 

rôle potentiel autre que la stimulation de l’érythropoïèse. L'EPO-R, quant à lui, s'exprime 

dans tous les tissus de l'organisme [86]. Ces observations ont conduit à mettre en évidence un 

effet protecteur majeur de l’EPO sur la survie de neurones soumis à une ischémie. Ainsi 

l’administration d’EPO avant, pendant, ou même jusqu’à quelques heures après l’occlusion 
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réversible d’une artère cérébrale moyenne permet de diminuer le volume de l’infarctus 

jusqu’à 75% [84]. 

L'expression de l'EPO-R fonctionnel dans le tissu cardiaque adulte chez le rat [85] suggère 

que l’effet cytoprotecteur de l’EPO peut également être étendu au cœur. C'est ce qui a été 

observé dans diverses espèces [87]. Des approches sur des cœurs isolés de rats et de lapins 

ont montré que la perfusion d'EPO avant un épisode d'ischémie améliore la récupération 

fonctionnelle du cœur à la reperfusion [88-90]. D'autres études ont porté sur l'administration 

d'EPO lors de la reperfusion. Ainsi il a été montré chez le lapin in vivo, que l'injection d'EPO 

après 30 min d'ischémie régionale permet de diminuer la taille de l'infarctus après 3 jours de 

reperfusion [91]. De même, chez le rat in vivo, l'injection d'EPO après 45 min d'ischémie 

régionale permet non seulement de diminuer la taille de l'infarctus mais également 

d'améliorer la récupération fonctionnelle cardiaque [92]. Sur le cœur isolé de rat, la perfusion 

d'EPO pendant 15 min immédiatement après 35 min d'ischémie régionale permet de diminuer 

la taille de l'infarctus [93].  

 

Le potentiel cytoprotecteur de l’EPO est donc bien reconnu aujourd’hui et abondamment 

documenté dans la littérature. 

 

1.3.2 La trimétazidine 

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe 1.1, dans le cœur normal, l’énergie pour la 

synthèse d’ATP par la mitochondrie provient principalement de deux voies aérobiques, la β-

oxydation des AGL (2/3) et de l’oxydation du glucose (1/3). La glycolyse anaérobie peut 

également fournir une faible quantité d’ATP (de 1 à 3%) [1, 2]. Dans des conditions 

normales, le cœur consomme aussi du lactate. Cependant, en ischémie, la production 

mitochondriale d’ATP provenant de la voie aérobique diminue, en raison du manque d’O2, 

provoquant une stimulation de la glycolyse anaérobie. Le cœur ne consomme alors plus le 

lactate, mais en produit en excès. Chez le chien et le porc, il a été montré que lors d’une 

ischémie (réduction de 30 à 60% du flux sanguin coronaire), la voie de la β-oxydation des 

AGL continue de fournir la majorité de l’énergie produite [1, 2]. Ainsi, malgré le manque 

d’O2, le cœur continue d’utiliser cette voie pourtant très défavorable d’un point de vue 
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énergétique. Ceci va conduire à une accumulation d’acétyl-coA responsable de l’inhibition de 

la voie d’oxydation du glucose, et une accumulation de lactate. 

L’inhibition de la voie d’oxydation du glucose par la voie de la β-oxydation en situation 

d’ischémie, favorisant ainsi les lésions d’I/R, a conduit à l’exploration de nouvelles cibles 

thérapeutiques agissant sur ces voies métaboliques. 

La trimétazidine (TMZ, 1-[2,3,4-trimethoxybenzil] piperazine, dihydrocloride) est un agent 

cytoprotecteur anti-ischémique qui exerce son action au niveau cellulaire en inhibant la 3-

kétoacyl coenzyme A thiolase (3-KAT). Cette enzyme mitochondriale joue un rôle majeur 

dans la voie de β-oxydation des AGL dans le myocarde, puisqu’elle est en bout de chaine et 

permet la synthèse de l’acétyl-coA [94]. L’inhibition de la dernière étape de la β-oxydation 

des AGL induit une modification de la source d’acétyl-coA pour le cycle de Krebs, en 

favorisant la voie de l’oxydation du glucose. Ceci a pour conséquence une optimisation du 

métabolisme énergétique, puisque l’oxydation du glucose nécessite moins d’O2 pour produire 

la même quantité d’ATP [95]. L’équilibre entre ces deux voies de production énergétique est 

un élément clé dans un contexte de privation d’O2 tel que l’ischémie. 
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Figure 5 : Rôle de la trimétazidine dans le métabolisme énergétique cardiaque 

La trimétazidine inhibe la 3-ketoacyl-CoA (3-KAT), l’enzyme finale du processus de β-oxydation. La 

PDH n’est plus inhibée par l’acétyl-CoA en provenance de la β-oxydation des AGL. La voie de 

l’oxydation du glucose est favorisée. 

 

 

Ainsi la TMZ a pour rôle le maintien de l’homéostasie cellulaire en réduisant le métabolisme 

myocardique des AGL et en augmentant celui du glucose, permettant ainsi de limiter 

l’acidose et les surcharges calcique et sodique. Le taux intracellulaire d’ATP est maintenu, les 

fonctions mitochondriales préservées. La TMZ agit également sur la production d’ERO, 

puisqu’au moment de la reperfusion, on observe chez le rongeur la diminution du taux de 

malonedialdéhyde (MDA), un index de la péroxydation lipidique causée par les ERO générés 

à la reperfusion [96], ainsi qu’une augmentation de la superoxide dismutase (SOD) [97]. Les 

membranes plasmiques sont donc protégées, limitant le phénomène d’apoptose à la 

reperfusion. La protection conférée par la TMZ serait également due à son effet sur la 

Pyruvate

G
ly

co
ly

se

Acétyl CoA

PDH Acyl-CoA

3-KAT

Acyl-CoA

GLUCOSE

Glut-1 Glut-4

Glucose

AGL

AGL

M
e
m

b
ra

n
e
 m

it
o
c
h

o
n

d
ri

a
le

 i
n

te
rn

e

Cycle
de

Krebs
NADH

&
FADH2

O2

ADP + Pi ATP

Sarcolemme 

H2O

ATP

Cardiomyocyte

Milieu extracellulaire

FABP

Pyruvate

-

O
xy

d
a

ti
o

n
 d

u
 g

lu
co

se

M
e
m

b
ra

n
e
 m

it
o
c
h

o
n

d
ri

a
le

 e
x

te
rn

e

β
-o

xy
d

a
ti

o
n

 d
es

 A
G

L

PHOSPHORYLATION OXYDATIVE

CPT-1

CPT-2

β-ketoacyl-CoA

Trimétazidine 



57 
 

dysfonction endothéliale : chez le rat, la TMZ améliore la récupération post-ischémique du 

cœur isolé travaillant en préservant l’expression de la NO synthase endothéliale (eNOS ou 

NOS3) [98]. Chez l’homme, la TMZ permet une amélioration de la relaxation endothelium-

dépendante chez les insuffisants cardiaques [99]. Là encore, cet effet bénéfique serait dû à ses 

propriétés anti-oxydantes. 

La TMZ protège également le cœur post-ischémique en empêchant le recrutement des 

neutrophiles chez le lapin [100] et chez le rat [101]. 

La TMZ est un agent anti-ischémique reconnu, utilisée aujourd’hui en clinique dans le 

traitement prophylactique de la crise d'angine de poitrine. 

   

1.3.3 Le tempol  

Le tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-1-oxyl) fait partie de la famille des 

nitroxydes qui sont des radicaux libres stables et de puissants antioxydants. Ils protègent 

contre la toxicité des ERO autant in vitro que in vivo [102], pouvant prévenir les dommages 

causés par le stress oxydant [103, 104]. 

Le tempol mime les effets de la superoxyde dismutase (SOD) [105], en réduisant l’anion 

superoxyde (O2
.-
), comme illustré par la figure suivante.  
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Figure 6 : Propriétés chimiques du tempol, d’après Rak et al, 2000 [106]. 

(A)  Structure chimique du tempol. (B) Réaction du tempol avec O2
.-
, montrant le mécanisme de 

réduction du superoxyde. Le bilan final de la réaction est identique à celui de la réduction de O2
.-
 par 

la SOD. (C) Réaction de Haber-Weiss aboutissant à la production du radical hydroxyl. Le tempol 

oxyde le fer Fe
2+

, empêchant ainsi la seconde étape de cette réaction (réaction de Fenton). 

 

A la différence de la SOD, le tempol est perméable aux membranes biologiques, et ne 

requière pas la présence d’ions métalliques pour agir [107], et peut donc prévenir les effets 

délétères de l’O2
.-
 produit au niveau intracellulaire.  

Plusieurs études ont mis en évidence les effets protecteurs de cette molécule, in vivo et in 

vitro. Ainsi, un traitement de deux semaines par le tempol diminue la PAM chez le rat SHR 

[108], ainsi que chez le rat Sprague Dawley exposé à une HI chronique eucapnique [68]. Le 

prétraitement de cellules myocardique par du tempol atténue les altérations de la chaine de 

Tempol
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respiration mitochondriale induite par la production de peroxyde d’hydrogène (H2O2). 

Administré au moment de la reperfusion, le tempol réduit aussi la taille de l’infarctus après 

une ischémie régionale causée par l’occlusion de l’artère coronaire ascendante gauche, chez 

le rongeur (rat et lapin) in vivo [109]. On observe le même phénomène sur cœur isolé de rat, 

reperfusé avec du tempol [109]. 

Les propriétés antioxydantes du tempol en font donc un agent anti-ischémique efficace.  

 

1.3.4 La mélatonine 

La mélatonine, souvent appelée hormone du sommeil, est surtout connue comme étant 

l'hormone centrale de régulation des rythmes chronobiologique chez tous les mammifères. 

Elle est aujourd’hui utilisée en clinique dans le traitement à court terme de l'insomnie 

primaire.  

Cette neurohormone est synthétisée à partir d'un neurotransmetteur, la sérotonine, qui dérive 

elle-même du tryptophane, un acide aminé essentiel. Elle est excrétée dans le sang par 

la glande pinéale, ou épiphyse, de manière circadienne, et régule de nombreuses fonction 

neuroendocrines et physiologiques [110]. Récemment il a été démontré chez le rat que 

différents tissus, incluant le thymus, la rate, le foie, les reins et le cœur, ont la « machinerie » 

nécessaire pour synthétiser de la mélatonine [111]. Une synthèse endogène de mélatonine 

suggère un rôle physiologique potentiel pour cette hormone dans ces différents tissus. 

La mélatonine est connue depuis de nombreuses années pour ses capacités anti-oxydantes vis 

a vis par exemples des radicaux péroxynitrites, hydroxyles et péroxyles [112-114]. Cette 

hormone a aussi la capacité d’activer des enzymes anti-oxydantes et de moduler leur 

expression en interagissant spécifiquement avec des sites de régulation géniques [115, 116]. 

Ainsi, la mélatonine est efficace contre la production d’ERO dans de nombreuses conditions 

de stress telles que l’I/R. En effet il a été précédemment montré par notre équipe que la 

mélatonine peut prévenir les lésions d’I/R dans le cœur de rat isolé, en diminuant la survenue 

des arythmies de reperfusion et la taille de l’infarctus [117].  

Des études récentes ont montré que les effets cytoprotecteurs de la mélatonine sont en partie 

dus à son action au niveau mitochondrial [118].  En effet, Petrosillo et al. [119] ont montré 

que la mélatonine protège le cœur en inhibant l’ouverture du mPTP, un acteur majeur dans les 

lésions de reperfusion du myocarde [15]. De plus, la mélatonine est aussi capable de diminuer 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone
http://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9rotonine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tryptophane
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glande_pin%C3%A9ale
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le taux de peroxydation lipidique et de préserver l’activité des complexes I et III de la chaine 

de respiration mitochondriale, après I/R du cœur de rat [120]. Enfin, cette hormone prévient 

aussi la génération d’H2O2 et la peroxydation de la cardiolipine, et protège directement la 

chaine de transport des électrons mitochondriale des dommages oxydants [121]. 

La mélatonine, par ses propriétés antioxydantes et cytoprotectrices, est donc considérée 

comme un agent cardioprotecteur reconnu, vis-à-vis d’une I/R. 
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2 OBJECTIFS DE CE TRAVAIL 
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2.1 Protection contre l’ischémie-reperfusion 

Depuis les 20 dernières années, des progrès considérables ont été faits pour améliorer les 

techniques de thrombolyse et d'angioplastie, permettant de réduire la mortalité due à 

l’infarctus, en favorisant la reperfusion de l’artère responsable de la nécrose. 

Aujourd’hui, l’un des enjeux de la thérapeutique consiste à développer de nouveaux 

traitements afin de protéger et de limiter la dégénérescence des tissus cardiaques 

endommagés après une ischémie suivie d’une reperfusion, suite à un infarctus du myocarde 

ou une chirurgie nécessitant la mise en place d'une circulation extracorporelle avec arrêt du 

cœur. 

Le premier objectif de cette thèse a donc été d’étudier les effets cardioprotecteurs de l’EPO 

vis-à-vis d’une I/R. Lorsqu’elle est administrée de façon répétée, l’EPO induit des effets 

physiologiques importants, notamment sur l’augmentation de l’hématocrite. Nous avons donc 

cherché à déterminer une dose d’EPO efficace contre les lésions d’I/R, en administration 

unique, sur un modèle de cœur isolé de rat, afin de s’affranchir de ses effets hématologiques 

ou sur d’autres organes et d’évaluer son action propre sur le myocarde. 

Pour cela, nous avons réalisé l’étude des effets de la perfusion de différentes doses d’EPO 

immédiatement avant ou après la survenue d’une ischémie, afin d’évaluer l’impact de ces 

traitements sur la taille de l’infarctus et les paramètres hémodynamiques [79].  

 

2.2 Protection contre les conséquences cardiovasculaires délétères induites par l’HI et 

étude des mécanismes impliqués. 

Nous avons vu précédemment que le SAOS est associé à une augmentation de la morbidité et 

de la mortalité cardiovasculaires, notamment à cause d’une sensibilité accrue à l’infarctus. En 

effet, chez les patients atteints de SAOS, on observe une majoration des lésions d’I/R, 

provoquée par la composante HI. 

Afin de mieux comprendre ce phénomène, nous avons étudié expérimentalement la sensibilité 

à l’I/R, chez des animaux soumis au modèle d’HI développé dans notre laboratoire. Ainsi, 

nous avons montré précédemment que l’exposition de rats à l’HI pendant 14 ou 35 jours 

modifient la tolérance myocardique à l’I/R en augmentant la taille de l’infarctus [58, 60].  

Le second objectif de cette thèse à donc été d’essayer de prévenir l’aggravation de la 

sensibilité à l’I/R induite par l’HI, par l’utilisation de différents agents anti-ischémiques. 
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Nous avons aussi cherché a mieux caractériser les mécanismes impliqués dans ces effets 

délétères de l’HI. 

Nous avons tout d’abord recherché si l’effet cardioprotecteur de l’EPO était applicable suite à 

une exposition à l’HI. Ayant précédemment déterminé une dose cardioprotectrice efficace 

d’EPO, nous avons alors recherché si cette dose d’EPO était aussi capable de prévenir les 

lésions ischémiques aggravées induites par l’HI [79].  

Nous avons aussi émis l’hypothèse qu’une altération du métabolisme énergétique provoquée 

par l’HI pourrait être à l’origine d’une baisse du rendement énergétique, causée par une moins 

bonne utilisation de l’O2 et donc une synthèse d’ATP moins efficace. Dans cette optique, 

nous avons étudié chez le rat soumis ou non à l’HI, les effets d’un traitement chronique par la 

TMZ sur la taille de l’infarctus mesurée après une I/R sur cœur isolé. 

Il semble aussi que le stress oxydant soit impliqué dans les effets cardiovasculaires délétères 

induits par l’HI. Nous avons donc émis l’hypothèse que le tempol et la mélatonine, de par 

leurs propriétés anti-oxydantes, seraient aussi capables de prévenir les effets délétères induit 

par l’HI, c’est pourquoi nous avons étudié ses effets sur la sensibilité à l’infarctus après I/R 

sur cœur isolé de rat soumis à l’HI. 

Le mode d’action de la TMZ, du tempol et de la mélatonine permettant une administration sur 

le long terme, nous avons choisi d’administrer ces agents de manière chronique pendant les 

14 jours d’exposition à l’HI. 

 

Ainsi, l’ensemble de ces études ont eu pour objectif de mieux caractériser les mécanismes 

impliqués dans les effets cardiovasculaires délétères induits par l’HI et d’essayer de les 

prévenir. A terme, cela pourrait permettre de déterminer un traitement accompagnant la PPC, 

ou même pouvant s’y substituer, améliorant considérablement le confort de vie des patients et 

réduisant le risque cardiovasculaire induit par le SAOS. 
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3 MATERIELS ET METHODES 
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3.1 Matériel biologique 

 

3.1.1 Animaux 

Les animaux exposés à l’HI sont des rats mâles adultes de souche Wistar (Elevage Janvier, Le 

Genest St Isle, Mayenne, France) âgés de 7-8 semaines (275-350 g). Ils sont hébergés au sein 

de la plate-forme de Haute Technologie Animale (Institut Jean Roget, Grenoble, France), 

dans des conditions constantes de température et d'humidité en cycles de 12 h de jour/12 h de 

nuit avec un accès libre à l’eau et à la nourriture. Les recommandations du « Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals » publiées par l’ « US National Institutes of Health » 

(NIH Publication No.85-23, revised 1996) ont été respectées dans ces expérimentations qui 

ont été approuvées par le comité éthique local de la Direction des Services Vétérinaires de 

l’Isère (France). 

 

3.1.2 Traitements aigus et chroniques 

 

3.1.2.1  Perfusion d'érythropoïétine : 

Les cœurs isolés sont perfusés avec de l'époetin beta, NeoRecormon
®
 (Laboratoires Roche) 

qui est une EPO recombinante humaine (EPOrh). L'EPOrh est administrée dans le liquide de 

perfusion, soit au cours de la stabilisation pendant 10 min, soit au début de la reperfusion 

pendant 15 min. Les cœurs contrôles sont perfusés avec du liquide de perfusion tout au long 

du protocole.  

 

Première partie: étude des effets de l’EPO sur les lésions d’ischémie-reperfusion 

Six groupes expérimentaux sont étudiés (n = 8 par groupe): 

- groupe contrôle C : cœurs perfusés par du liquide de Krebs-Henselheit durant tout le 

protocole 
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- groupes EPO S : cœurs recevant de l'EPOrh pendant 10 min à la fin de la stabilisation aux 

doses respectives de 0,5 (EPO S0,5U) ; 5 (EPO S5U) et 10 U.ml
-1

 (EPO S10U).  

- groupes EPO R : cœurs recevant de l'EPOrh durant les 15 premières minutes de la 

reperfusion aux doses respectives de 5 (EPO R5U) et 10 U.ml
-1 

 (EPO R10U).  

Ces doses d’EPOrh ont été choisies en accord avec la littérature [88-90]. Les différentes 

dilutions d’EPOrh sont faites dans du liquide Krebs-Henselheit. 

 

Deuxième partie: étude des effets de l’EPO sur les lésions ischémiques après une HI aiguë 

Les rats de chaque groupe sont exposés soit à l’HI aiguë, soit à la normoxie, durant 4 h. 

Vingt-quatre heures après la fin de l’exposition, la sensibilité à l’infarctus est évaluée par 

réalisation d’une séquence d’ischémie-reperfusion sur cœur isolé, perfusé ou non par de 

l’EPOrh.  

 

Six groupes expérimentaux sont étudiés (n = 7 par groupe) : 

- 2 groupes contrôles, dans lesquels les animaux sont exposés à 4 h de normoxie ou d’HI et 

dont les cœurs sont isolés 24 h plus tard et perfusés avec du liquide de Krebs-Henselheit 

durant tout le protocole (groupes N et HI) 

- 2 groupes N et HI : animaux N et HI dont les cœurs sont perfusés par de l'EPOrh pendant 10 

min à la fin de la stabilisation, à la dose 5 U.ml
-1

 (groupes N+EPOS et HI+EPOS) 

- 2 groupes N et HI : animaux N et HI dont les cœurs sont perfusés par de l'EPOrh durant les 

15 premières minutes de la reperfusion à la dose 5 U.ml
-1

 (groupes N+EPOR et HI+EPOR) 

 

Les 12 groupes expérimentaux sont représentés dans la figure 7. 
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Figure 7 : Schéma expérimental de l’administration d’EPOrh chez le rat. 

 

3.1.2.2 Administration chronique de trimétazidine, tempol et mélatonine 

Ces traitements sont administrés quotidiennement, pendant toute la durée de l’exposition à 

l’HI ou à la normoxie, soit pendant 14 jours. 

 

Traitement par la trimétazidine 

Les rats traités reçoivent de TMZ de manière concomitante à l’exposition à l’HI ou à la 

normoxie, à la dose de 10 mg/j, incorporée à leur alimentation. Cette dose a été adaptée de la 

littérature [122]. La TMZ étant sensible à la lumière, les croquettes sont préparées chaque 

jour et la quantité de TMZ incorporée dans chaque ration est calculée en fonction de la prise 

alimentaire journalière des rats (40 g/j pour les rats normoxiques et 25 g/j pour les rats 

hypoxiques) afin que chaque rat consomme quotidiennement 10 mg de TMZ. Les animaux 
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contrôles reçoivent des croquettes préparées de la même manière que précédemment, mais 

sans TMZ. 

 

Quatre groupes expérimentaux sont étudiés (n = 8 par groupe) : 

- 2 groupes contrôles, dans lesquels les rats reçoivent de la nourriture classique pendant les 14 

jours de normoxie ou d’HI (groupes NC et HIC).  

- 2 groupes traités, dans lesquels les rats reçoivent de la nourriture additionnée de TMZ 

pendant les 14 jours de normoxie ou d’HI (groupes N+TMZ et HI+TMZ).  

 

Dans ces 4 groupes, les rats sont sacrifiés le lendemain du 14
ième

 jour d’exposition. Le cœur 

est prélevé et perfusé selon le modèle de Langendorff. Les groupes expérimentaux sont 

représentés dans la figure 8. 

 

 

Figure 8 : Schéma expérimental de l’administration de TMZ chez le rat. 

 

Traitements par le tempol et la mélatonine 

Ces deux traitements sont administrés dans l’eau de boisson des rats, tout au long de la 

période d’exposition à l’hypoxie ou à la normoxie (soit 14 jours). Le tempol et la mélatonine 

étant sensibles à la lumière, les biberons utilisés sont opaques et la solution eau + traitement 

est changée tous les jours. 
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Le tempol (Sigma-Aldrich, ref 176141) est administré à la concentration de 1mM. Cette dose 

a déjà été utilisée dans une étude antérieure [68].  

La mélatonine (Sigma-Aldrich, ref M5250) est administrée à la dose de 100 mg/l. Cette dose 

a été adaptée de la littérature [123].  

Six groupes expérimentaux sont étudiés : 

- 2 groupes (n = 8 par groupe) où les animaux reçoivent la mélatonine pendant les 14 jours 

d’exposition à la normoxie ou à l’HI (groupes  N+mel et HI+mel).  

- 2 groupes (n = 11 par groupe) où les animaux reçoivent le tempol pendant les 14 jours 

d’exposition à la normoxie ou à l’HI (groupes  N+temp et HI+temp).  

Une partie des animaux est utilisée pour le protocole de cœur isolé (n = 7 par groupe). L’autre 

partie sert aux mesures de stress oxydant (n = 4 par groupe). 

- 2 groupes normoxiques et hypoxiques contrôles (n = 23 par groupe) dans lesquels les 

animaux reçoivent de l’eau normale. Une partie des cœurs est utilisée pour le protocole de 

cœur isolé (n = 19 par groupe). L’autre partie sert aux mesures de stress oxydant (n = 4 par 

groupe). 

 

Dans ces 6 groupes, les rats sont sacrifiés le lendemain du 14
ième

 jour d’exposition. Le cœur 

est prélevé soit pour les mesures de stress oxydant, soit perfusé selon le modèle de 

Langendorff. Ces 6 groupes expérimentaux sont représentés dans la figure 9. 
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Figure 9 : Schéma expérimental de l’administration de tempol et mélatonine chez le rat. 

 

 

3.2 Stress hypoxique 

 

3.2.1 Dispositif à hypoxie 

Le dispositif d’exposition à l’HI actuellement utilisé au laboratoire permet d’exposer les 

animaux au sein de leur cage de stabulation classique. L’hypoxie est obtenue par un 

enrichissement du milieu en azote, à pression barométrique constante, ce qui correspond à 

une hypoxie normobarique. Le mélange air + azote (hypoxie) ou air seul (normoxie) est 

distribué dans les cages par des électrovannes dont l’ouverture et la fermeture sont 

commandées de façon électronique par un système de pilotage informatisé, dont le 
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développement a été réalisé au sein du laboratoire en collaboration étroite avec un partenaire 

industriel (Entreprise André Cros S.A., France) (Figure 10).  

Après une semaine de stabulation, les rats sont aléatoirement soumis à la normoxie (groupes 

N) ou à l’hypoxie intermittente (groupes HI).  

 Le stimulus d’HI utilisé est le suivant : cycle de 1 min, 30 s de normoxie (FiO2 = 21%) et 30 

s d’hypoxie (FiO2 = 5%). Un cycle caractéristique est présenté sur la figure 11.  

Les animaux subissant une HI chronique sont exposés à ces cycles répétés, 8 h par jour, et ce 

pendant 14 jours. Ceux subissant une HI aiguë sont exposés à ces mêmes cycles, pendant 4 h 

la veille de leur sacrifice. Les animaux témoins (groupe normoxique) sont soumis aux mêmes 

conditions environnementales où l’ouverture et la fermeture des électrovannes n’engendrent 

que la pénétration d’air à 21% de FiO2. 

L’enregistrement en continu de la teneur en oxygène des cages est réalisé à l’aide d’un 

oxymètre (ML-206, AD Instrument). 

Il faut préciser que 2 types de dispositifs ont été utilisés lors de la réalisation des études 

présentées dans ce manuscrit. En effet, un ancien dispositif à hypoxie dans lequel les animaux 

étaient exposés dans des enceintes individuelles en plexiglas, en subissant des cycles d’une 

minute découpés en 40 s d’hypoxie suivies de 20 s de normoxie a permis d’obtenir les 

premiers résultats (étude sur l’EPO). Puis le dispositif actuellement utilisé au laboratoire, 

décrit ci-dessus, a été utilisé pour obtenir les résultats suivants (études sur la TMZ, le tempol 

et la mélatonine). Cependant, aucune différence n’a été observée quant aux résultats sur les 

effets cardiovasculaires induit par l’HI, selon le dispositif utilisé. 
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Figure 10 : (A) Dispositif d’exposition à l’hypoxie intermittente. (B) Représentation 

schématique du fonctionnement du dispositif 

 

 

Figure 11 : Signal de FiO2 enregistré dans une cage pendant l’exposition à l’HI. 
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3.3 Mesure des paramètres hémodynamiques  

 

3.3.1 Mesure du poids des animaux 

Afin de contrôler leur prise de poids, les animaux sont pesés immédiatement avant le début de 

leur exposition à l’HI ou à la normoxie (J1), après une semaine d’exposition (J8), et le jour de 

leur sacrifice (J15). 

 

3.3.2 Mesure de la pression artérielle 

La pression artérielle est  mesurée par cathétérisme des artères carotides. Cette technique 

étant invasive, elle est réalisée sur un animal anesthésié, quelques minutes avant le 

prélèvement de son cœur. Les rats sont anesthésiés par injection intra-péritonéale de 

pentobarbital sodique à la dose de 60 mg/kg.  

 

La peau de l’animal est incisée dans la zone du cou, sur environ 3 cm. Les muscles sous-

jacents sont dilacérés avec précaution, afin de dégager l’artère carotide gauche. Une fois 

isolée, celle-ci est clampée en deux endroits séparés d’environ 2 cm. L’artère est alors incisée 

afin de permettre l’insertion d’un cathéter relié à un capteur de pression. Le cathéter est 

maintenu dans l’artère grâce à un fil. L’artère est alors déclampée dans sa région caudale, et 

l’animal est placé sur le côté afin de permettre la mesure de la pression artérielle. 

L’enregistrement des pressions diastolique (PD) et systolique (PS) est effectué durant une 

dizaine de secondes. La pression artérielle moyenne (PAM) est alors calculée comme (PS + 2 

PD) / 3. Le système d’acquisition est le même que celui décrit pour l’enregistrement des 

paramètres hémodynamiques du cœur isolé. 

 

3.3.3 Mesure de l’hématocrite 

Le sang de l’animal est recueilli dans un capillaire à hématocrite, qui est centrifugé à 12000 

rpm pendant 10 min. La lecture du résultat se fait au moyen d’une réglette à hématocrite. 
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3.4  Modèle d’ischémie-reperfusion myocardique 

 

3.4.1 Modèle d’ischémie-reperfusion sur cœur isolé et perfusé selon Langendorff  

Une fois anesthésiés, les rats sont héparinés (500 U/kg) par injection intraveineuse pelvienne, 

afin d’éviter la formation de caillots intra-coronariens lors du prélèvement du cœur. Le thorax 

est alors ouvert sous le sternum. Le diaphragme est incisé, permettant de dégager le péricarde. 

L’aorte et la veine cave inférieure sont isolées, et le cœur est rapidement excisé et placé dans 

du milieu de perfusion à 4°C (tampon bicarbonate Krebs-Henseleit contenant en mM : NaCl 

118 ; NaHCO3  25,2 ; KCl 4,7 ; CaCl2 2,5 ; KH2PO4 1,2 ; glucose 11 ; MgSO4 1,2 ; EDTA 

0,5). Puis l’aorte est canulée et perfusée de manière rétrograde au dessus de la valve aortique : 

le perfusat entre dans les artères coronaires via les ostia, permettant ainsi de maintenir le cœur 

en vie pendant plusieurs heures. Le drainage des coronaires se fait par l’artère pulmonaire. La 

perfusion est effectuée à pression constante (75 mmHg), le pH du tampon de perfusion est 

maintenu à 7,4 par le système NaHCO3-KH2PO4, quand le milieu est saturé par un mélange 

gazeux (O2  95% ; CO2 5%). Après 20 min de stabilisation, un robinet 3 voies situé 

immédiatement en amont de la canule permet de stopper la perfusion afin de provoquer une 

ischémie globale. Au bout de 30 min, le robinet est réouvert pour permettre la reperfusion du 

cœur pendant 2 h. Pendant toute la durée de la manipulation, le cœur est placé dans une 

chambre chauffante et le liquide de perfusion est thermostaté afin de maintenir la température 

du myocarde à 37°C, contrôlée par une sonde thermique insérée dans l'oreillette gauche. 

Pendant l’ischémie, le cœur est immergé dans le milieu de perfusion à 37°C. 

 

3.4.2 Mesures hémodynamiques  

La pression intra-ventriculaire est mesurée au moyen d’un ballonnet (Hugo Sachs, n°4) inséré 

dans le ventricule gauche (VG), après incision de l’oreillette gauche. Ce ballonnet est relié 

par un cathéter à un capteur de pression, lui-même relié à un système d’acquisition (PC Lab 

4S, ADInstruments). Ce ballonnet est gonflé jusqu’à imposer une pression ventriculaire 

gauche minimum (PVG min) d’environ 10 mmHg. La pression développée par le ventricule 

gauche (PDVG = pression ventriculaire gauche maximum - PVG min) est mesurée ainsi que 
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les dérivées de la PDVG, dP/dt max et dP/dt min, correspondant respectivement aux mesures 

de la contractilité et de la relaxation cardiaque. La fréquence cardiaque (FC) est calculée 

d’après la PDVG. Le débit coronaire (DC) est mesuré par le recueil de l'effluent coronaire. 

PDVG, dP/dt max, dP/dt min, FC et DC sont mesurés à différents temps de la stabilisation 

(10 et 20 min (S10 et S20)), de l’ischémie (5, 15, 29 min (I5, I15, I29)) et de la reperfusion 

(5, 15, 30, 60, 90, 120 min (R5, R15, R30, R60, R90, R120)). 

Seuls les cœurs avec un DC inférieur à 20 ml/min et une PDVG supérieure à 70 mmHg à la 

fin de la période de stabilisation sont inclus dans l'étude. 

 

3.4.3 Détermination de la taille de l’infarctus 

Après l’ischémie-reperfusion, le cœur est débarrassé de ses tissus connectifs puis congelé à -

20°C pendant une dizaine de minutes. Le cœur est ensuite coupé transversalement en 6 

tranches puis incubé pendant 10 min dans du tampon phosphate contenant 1% chlorure de 

triphényl tétrazolium (TTC) à 37°C. Le TTC est un sel de tetrazolium dégradé par la 

succinate déshydrogénase des mitochondries vivantes. La réduction du TTC par coupure du 

cycle tetrazolium conduit à la formation de formazan, un composé coloré en rouge. Ainsi, les 

cellules viables sont colorées en rouge et les cellules nécrosées restent blanches. Les tranches 

de cœurs sont ensuite fixées dans du formaldéhyde 10% pendant 24 h, puis photographiées. 

Les photos sont analysées grâce au logiciel UTHSCSA Image Tool. La taille de la zone 

infarcie est exprimée en pourcentage de la taille des ventricules. 
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3.5 Mesure du stress oxydant par dosage de la NADPH oxydase 

 

3.5.1 Prélèvement du cœur 

Les cœurs sont prélevés sont rapidement rincés et nettoyés dans du sérum physiologique froid 

(4°C) puis congelés dans de l’azote liquide. Ils sont ensuite conservés à -80°C. 

 

3.5.2 Extraction des protéines membranaires 

Les cœurs congelés sont broyés au polytron (3 fois 20 secondes) dans 10 volumes de tampon 

d’homogénéisation (Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, NaF 1 mM, orthovanadate 1 mM,  

pastille d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche®), pH ajusté à 7,4). Les homogénats 

obtenus sont ultracentrifugés 60 min à 4°C, à 100000 g. Le surnageant obtenu comprend les 

protéines cytosoliques. Il est aliquoté et congelé à -80°C.  

 

3.5.3 Dosage des protéines par la méthode de Bradford 

La méthode de Pierce, compatible avec la présence de détergent dans les échantillons, a été 

utilisée pour la quantification des protéines cytosoliques, par réaction colorimétrique à partir 

de la réduction par les protéines de Cu2+ en Cu+, en milieu alcalin. La détection de Cu+ se 

fait par l’acide bicinchonique, BCA. Le complexe BCA-Cu+ présente une très forte 

absorbance à 562 nm, linéaire avec l’augmentation des concentrations protéiques. Les 

échantillons sont dosés en double, sur microplaque (kit Pierce® BCA Protein Assay Thermo 

Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, Etats-Unis d’Amérique). Les concentrations 

protéiques sont déterminées à l’aide de l’équation de la gamme étalon, réalisée avec de 

l’albumine bovine sérique (BSA), pour des concentrations allant de 0 à 2000 mg.ml
-1

. 

 

3.5.4 La NADPH oxydase 

La NADPH oxydase est un complexe protéique qui catalyse la réduction à un électron de 

l’oxygène en ions superoxyde, lui-même précurseur des autres espèces réactives de l’oxygène. 
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Longtemps, la production d’ERO par la NADPH oxydase a été considérée comme restreinte 

aux polynucléaires en réponse à un stimulus inflammatoire. 

Il est désormais établi qu’il existe différentes formes de la NADPH oxydase capables de 

produire de l’O2
.-
, et s’exprimant dans différents types cellulaires de l’organisme, notamment 

le coeur et les vaisseaux [124].  

Cette enzyme est constituée d’un complexe membranaire catalytique, le cytochrome b558, 

composé par l’association de deux sous-unités, gp91phox et p22phox, et de deux complexes 

cytosoliques régulateurs, un trimère composé des sous-unités p47-phox, p67-phox et p40-

phox, et un dimère associant une protéine G (Rac) associée à une protéine inhibitrice (GDI). 

L’activation de la NADPH oxydase (illustrée à la figure suivante) est liée à la migration des 

complexes régulateurs cytosoliques, après phosphorylation de p47-phox et la levée de 

l’inhibition de Rac par GDI, vers le complexe membranaire catalytique, permettant 

l’assemblage complet de l’oxydase active. Le complexe cytochrome b558/p47-phox-

phosporylée-p67/Rac forme la NADPH oxydase activée. 

 

Figure 12 : Activation de la NADPH oxydase, d’après [124]. 

 

3.5.5 Mesure de la NADPH oxydase par western blot 

Le western blot permet d’identifier les protéines sont présentes dans un échantillon, selon 

leurs poids moléculaires, grâce à l'électrophorèse. L'électrophorèse est la migration de 
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particules chargées placées sous l'influence d'un champ électrique, ceci se faisant au travers 

d'un gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécylsulfate (SDS).  

Les échantillons étudiés, après dosage des protéines, sont préparés de manière à obtenir une 

quantité constante de protéine dans chaque échantillon dosé.  Les échantillons sont ensuite 

bouillis 5 min dans du  tampon de Laemmli, (Tris HCl pH 6,8 625 mM, β-mercaptoethanol 

10%, SDS 10%, bleu de bromophénol 1 mg/ml, glycérol 50%).  

L'ébullition permet la dénaturation des protéines et le SDS présent dans le tampon permet 

leur solvatation et prévient leur précipitation grâce à un apport en charges négatives. La 

régénération des ponts disulfure est empêchée par la présence de β-mercaptoethanol. Enfin, 

le glycérol augmente la densité des échantillons, facilitant leur dépôt au fond des puits du 

gel. 

Le gel utilisé pour le western blot comprend deux modes successifs de migration 

électrophorétique, une isotachophorèse (gel de concentration ou stacking gel, SDS-

acrylamide 5%), puis une électrophorèse de zone monophasique (gel de séparation ou 

resolving gel) qui est ici un gel SDS-acrylamide à 12%. 

En même temps que les échantillons, on dépose sur le gel deux marqueurs de poids 

moléculaire, l’un coloré (Color Burst) qui permet d’évaluer migration des protéines sur le 

gel, et un marqueur qui sera utilisé pour déterminer le poids moléculaire des bandes de 

migration après l’autoradiographie (MagicMark XP). 

Suite à la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de polyfluorure de 

vinylidène (PDVF). La qualité du transfert est vérifiée par une coloration au rouge ponceau, 

avant que les sites protéiques non spécifiques ne soient bloqués par incubation de la 

membrane dans un tampon de blocage (Tris Buffered Saline (TBS), Tween 0,1%, lait non 

gras 5%) pendant une heure. Après rinçage, la membrane est incubée avec un anticorps 

primaire anti-p47-phox 
 
(1/500; Santa Cruz sc-14015) ou anti-p67-phox (1/500; Santa Cruz 

sc-15342),  durant la nuit, à 4°C. Après un nouveau rinçage, c’est en présence de l’anticorps 

secondaire couplé à la peroxydase (HRP, 1/5000; Santa Cruz sc-2004)  qu’est incubée la 

membrane, pendant une heure à température ambiante. Après un dernier rinçage, le substrat 

de la peroxydase (Pierce ECL, Perbio Science France SAS, France) est déposé sur la 

membrane, et après 1 min celle-ci est révélée par autoradiographie. La densité relative des 

bandes obtenues est analysée grâce au logiciel Image J
®
 et exprimée en unités arbitraires. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Pont_disulfure
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Pour les dosages réalisés sur des protéines cytosoliques, l’immunomarquage de la 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) a été utilisé comme témoin de 

charge, après déshybridation des membranes.  

 

3.6 Mesure du stress oxydant par marquage au dihydroéhidium  

 

3.6.1 Crysosection des coeurs 

Après prélèvement puis rinçage, les cœurs sont immergés dans un agent cryoprotecteur 

(optimum cutting temperature compound, ou OCT, provenant de TissueTek). Ils sont ensuite 

congelés progressivement dans de l’isopentane refroidi par immersion dans de l’azote 

liquide. Les coeurs sont alors conservés à -80°C en attendant d’être coupés. Les coupes, 

d’une épaisseur de 8µm, sont réalisées au cryotome dans un cryostat, et déposées sur des 

lames Superfrost®, avant d’être conservées à -20°C. 

 

3.6.2 Marquage au dihydroéhidium 

Le dihydroéhidium (DHE), molécule capable de traverser librement les membranes 

cellulaires, a été utilisé pour évaluer la production in situ de l’ion superoxyde (O2
.-
). En effet, 

en présence de O2
.-
, le DHE est oxydé en éthidium, un produit fluorescent, qui marque les 

noyaux en s’intercalant dans l’ADN. De plus, les radicaux hydroxyles, le 

NO, les 

péroxynitrites, l’H2O2 et l’hypochlorite n’oxydent pas le DHE de manière significative. 

L’éthidium n’étant pas perméable aux membranes cellulaires, sa fluorescence est spécifique 

de l’anion superoxyde au sein de la cellule fluorescente, permettant donc de déterminer le 

niveau de stress oxydant cellulaire car directement proportionnel à la quantité de O2
.-
 dans la 

cellule.  

Les coupes de myocardes obtenues sont incubées en présence de DHE (10µM) et de Dapi 

(0,5 μg/ml) dilués dans une solution de PBS, 15 min à température ambiante et à l’abri de la 

lumière. La fluorescence in situ est évaluée par microscopie à fluorescence. L’éthidium est 

excité à 488 nm avec un spectre d’émission à 610 nm. La fluorescence résultant est 

directement proportionnelle au niveau de stress oxydant. Le Dapi est excité à 372 nm avec 
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un spectre d’émission à 456 nm. La fluorescence résultant permet de quantifié le nombre de 

noyaux cellulaires par champ observé. Les images sont analysées grâce au logiciel Image J. 

Le principe du marquage par le DHE est schématisé dans la figure 13. 

 

 

Figure 13 : Principe du marquage de la détection du superoxide par le DHE 

MEC : milieu extra-cellulaire ; MIC : milieu intra-cellulaire 

 

 

3.7 Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques réalisées dans les études présentées sont effectuées grâce au logiciel 

SigmaStat (version 3.5).  

Les valeurs des paramètres étudiés sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur 

standard à la moyenne (standard error of the mean (s.e.m.)). Elles sont comparées grâce à un 

test d’analyse de la variance (ANOVA) à deux voies, avec pour facteurs de comparaison le 

type l’exposition à l’HI ou à la normoxie, et le traitement. Les tests post-hoc sont réalisés au 

moyen du test de Tukey. 

Le seuil de significativité est fixé à 5% (p < 0.05).  
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4 RESULTATS 
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4.1 Effets de l’érythropoïétine sur  les conséquences myocardiques délétères induites par 

l’hypoxie intermittente 

 

Il a été montré par notre équipe qu'une HI aiguë de 4 heures avec une FiO2 minimale de 5% 

induit une plus grande cardiosensibilité retardée à l'infarctus chez le rat [78]. Plusieurs études 

récentes suggèrent que l’EPO peut être considérée comme un agent pharmacologique pré- et 

post-conditionnant. En effet, l'administration d'EPO avant et après une ischémie cardiaque 

induit une protection contre les lésions de reperfusion en améliorant la récupération 

fonctionnelle et en réduisant l'apoptose et la nécrose. Le but de ce travail a donc été d'étudier 

si le pré- et le post-conditionnement par l'EPO protègent contre la plus grande sensibilité à 

l'infarctus induite par une HI préalable dans le cœur isolé de rat. 

Dans un premier temps, des cœurs de rats isolés et perfusés selon la méthode de Langendorff 

ont été soumis à une ischémie globale et totale de 30 min suivie par 120 min de reperfusion. 

De l’EPOrh a été administrée à différentes doses dans le liquide de perfusion, soit pendant 10 

min avant l'ischémie, soit pendant 15 min au moment de la reperfusion, afin de déterminer 

une dose efficace. La taille de l'infarctus a été déterminée en utilisant une technique 

colorimétrique et une analyse planimétrique. 

Dans un second temps, des rats mâles adultes ont été exposés à des cycles d'hypoxie (FiO2 

5%) / normoxie (FiO2 21%), pendant 4 h. Vingt-quatre heures plus tard les cœurs ont été 

isolés et perfusés, puis soumis à une I/R selon le même protocole que précédemment. Une 

partie des cœurs a été perfusée avec de l'EPOrh (5 UI/ml), soit pendant 10 min avant 

l'ischémie, soit pendant 15 min au moment de la reperfusion. La taille de l'infarctus a ensuite 

été déterminée. 

Nous avons observé que l’EPO est capable de protéger le coeur de manière dose-dépendante 

lorsqu’elle est administrée immédiatement avant ou après une I/R. En effet, l’administration 

d’EPOrh à la dose de 5 U/ml permet une diminution significative de la taille de l’infarctus. 

Nous avons également montré que la plus grande sensibilité à l'infarctus induite par 4 h d'HI 

aiguë avec une FiO2 minimale à 5% (I/V : 38±1 vs 27±4% dans les contrôles normoxiques) a 

été abolie par la perfusion d'EPOrh 5 U/ml soit avant l'ischémie (I/V : 27±4 vs 28±2% chez 

les contrôles normoxiques), soit au moment de la reperfusion (I/V : 23±3 vs 25±2% chez les 
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contrôles normoxiques). Les valeurs de taille d'infarctus ont été comparées à l'aide d'une 

analyse de variance à une voie (ANOVA) avec un seuil de significativité fixé à p < 0,05. 

 L’administration d’EPO avant ou après une ischémie protège le cœur de manière dose-

dépendante et permet de prévenir efficacement la cardiosensibilité à l'infarctus induite par 

une HI préalable. 
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4.2 Effets de la trimétazidine sur  les conséquences myocardiques délétères induites par 

l’hypoxie intermittente 

 

Dans cette étude, nous avons étudié les mécanismes potentiellement impliqués dans la 

cardiosensibilisation à l’I/R provoquée par l’HI. Ainsi, nous avons émis en émis l’hypothèse 

qu’une altération du métabolisme énergétique provoquée par l’HI pourrait être à l’origine 

d’une diminution du rendement énergétique, causée par une moins bonne utilisation de l’O2 

et donc une synthèse d’ATP moins efficace.  

Dans cette optique, nous avons étudié chez le rat soumis ou non à l’HI, les effets d’un 

traitement chronique par la TMZ sur la taille de l’infarctus mesurée après une ischémie-

reperfusion sur cœur isolé. 

Des rats mâles Wistar ont été divisés en deux groupes expérimentaux, et soumis à une HI  

chronique (groupe HI) ou à la normoxie (groupe N). L’HI a consisté en des cycles répétés 

d’une minute (30 s de FiO2 5% suivies de 30 s de normoxie), 8 h par jour pendant la période 

de sommeil des animaux, et ce sur une durée de 14 jours. Les animaux contrôles ont été 

soumis à des cycles de normoxie se déroulant dans les mêmes conditions, à la différence prés 

que la  FiO2 restait constante à 21%. Au terme des 14 jours d’exposition, la PAM a été 

mesurée par cathétérisme carotidien. Certains cœurs de rats ont ensuite été prélevés, isolés et 

perfusés, puis soumis à une I/R à la fin de laquelle la taille de l’infarctus a été évaluée. 

La PAM a significativement augmentée dans le groupe HI comparé au groupe N, de même 

que les tailles d’infarctus, exprimées en pourcentage de la taille des ventricules (34,0 ± 2,8% 

dans le groupe HI versus 21,8 ± 3,1% dans le groupe N). 

Le traitement par la TMZ, administrée dans les croquettes (10 mg/jour), pendant les 14 jours 

d’HI, n’a pas empêché l’aggravation de l’infarctus induite par l’HI (40,1 ± 3,6% dans le 

groupe HI+TMZ versus 29,1 ± 2,9% dans le groupe N+TMZ, p<0,005). La TMZ n’a pas non 

plus eu d’effets sur l’augmentation de PAM. 

En conclusion, il semblerait que l’aggravation de l’infarctus induite par l’HI n’implique pas 

de modification métaboliques. 
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Ces résultats, présentés à la figure 14, ont fait l’objet d’une présentation sous forme de poster 

au congrès du Groupe de Réflexion sur la Recherche Cardiovasculaire (GRRC), du 2 au 3 

avril 2009 à Nancy. 

 

 

Figure 14 : Effet de la trimétazidine sur la taille d’infarctus et la pression artérielle 

moyenne après 14 jours de traitement et d’HI 

I/V : taille de l’infarctus par rapport à celle du ventricule, exprimée en pourcentage 

PAM : pression artérielle moyenne  

 

 

 

4.3 Effets du tempol et de la mélatonine sur  les conséquences myocardiques délétères 

induites par l’hypoxie intermittente 

 

Dans cette étude, nous avons exploré les mécanismes délétères potentiellement impliqués 

dans la cardiosensibilisation du cœur à l’infarctus induite par l’HI, en nous intéressant plus 

particulièrement au rôle du stress oxydant et à l’action de deux agent anti-ischémiques, le 

tempol et la mélatonine.  

Des rats mâles Wistar ont été divisés en deux groupes expérimentaux, et soumis à une HI  

chronique (groupe HI) ou à la normoxie (groupe N). L’HI a consisté en des cycles répétés 

d’une minute (30 s de FiO2 5% suivies de 30 s de normoxie), 8 h par jour pendant la période 

de sommeil des animaux, et ce sur une durée de 14 jours. Les animaux contrôles ont été 
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soumis à des cycles de normoxie se déroulant dans les mêmes conditions, à la différence prés 

que la  FiO2 reste constante à 21%. Au terme des 14 jours d’exposition, la PAM a été 

mesurée par cathétérisme carotidien. Certains cœurs de rats ont ensuite été prélevés, isolés et 

perfusés, puis soumis à une I/R à la fin de laquelle la taille de l’infarctus a été évaluée. 

D’autres cœurs de rats ont été utilisés pour évaluer la production in situ d’O2
.-
, au moyen 

d’un marquage au DHE. L’expression de la sous-unité activatrice de la NADPH oxydase, la 

protéine cytosolique p47-phox, a été évaluée par la technique de western blot. 

Nous avons observé que la PAM augmente significativement dans le groupe HI, comparé au 

groupe N. La taille de l’infarctus, exprimée en pourcentage de la taille des ventricules, est 

significativement augmentée dans le groupe HI (34,0 ± 2,8% versus 21,8 ± 3,1% dans le 

groupe N). Dans le groupe HI, le taux de stress oxydant est plus important que dans le 

groupe N. En effet, la fluorescence mesurée après le marquage au DHE dans le groupe HI 

(19,5 ± 5,3 unités arbitraires (UA)) est significativement plus élevée que celle mesurée dans 

le groupe N (6,3 ± 1,0 UA). Enfin, on observe dans le groupe HI une augmentation de 

l’expression de la sous-unité p47-phox de la NADPH oxydase, après 14 jours d’hypoxie. 

Le tempol, administré dans l’eau de boisson à la dose de 1mM pendant les 14 jours 

d’exposition à l’HI, permet de prévenir ces effets puisque la taille de l’infarctus mesurée 

chez les animaux traités est comparable entre les groupes HI (24.8 ± 2.8%) et N (27.9 ± 

4.0%), de même que la PAM après 14 jours d’HI. Le tempol prévient également la 

génération d’O2
.-
 dans le cœur, puisque la fluorescence au DHE est comparable entre les 

animaux hypoxiques et normoxiques traités (2,8 ± 0,8 UA dans le groupe H versus 5,9 ± 1,2 

UA dans le groupe N, voir la figure 15 ci-après). Enfin, le traitement par le tempol empêche 

l’augmentation de l’expression de la p47-phox. 
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Figure 15 : Complément des résultats sur le marquage au DHE, non présenté dans la 

publication suivante 

 

La mélatonine administrée dans l’eau de boisson à la dose de 100 mg/l  pendant les 14 jours 

d’HI, prévient elle aussi la sensibilité à l’infarctus induite par l’HI puisque les valeurs de 

taille d’infarctus après traitement sont comparables entre les groupes HI (36,3 ± 3,2%) et N 

(37,5 ± 5,2%). 

En conclusion, le stress oxydant semble jouer un rôle important dans les effets 

cardiovasculaires induit par l’HI chez le rat, en particulier dans l’augmentation de la 

susceptibilité myocardique à l’infarctus. Ceci pourrait être dû à une augmentation de la 

production d’O2
.-
, faisant suite à une augmentation de l’expression de la NADPH oxydase. 

 

Ces travaux, présentés ci-après, ont été soumis au Journal of Applied Physiology en 

novembre 2010. 
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Abstract 

We have previously shown that chronic intermittent hypoxia (IH), a component of the obstructive 

sleep apnea syndrome, increases heart sensitivity to infarction. We aimed to investigate the 

deleterious mechanisms potentially involved in the IH-induced infarction aggravation, 

investigating the role of oxidative stress.  

Male Wistar rats were divided in two experimental groups subjected to chronic IH or normoxia 

(N). IH consisted of repetitive 1-min cycles (30 s with inspired O2 fraction 5% followed by 30 s 

normoxia) and was applied for 8 h during daytime, for 14 days. After the 14-day exposure, mean 

arterial blood pressure (MABP) and infarct size, measured on isolated hearts after ischemia-

reperfusion, were significantly increased by IH compared to normoxia exposure. Tempol 

treatment during the 14-day IH exposure prevented both deleterious effects. IH induced oxidative 

stress, as measured by dihydroethidium level and p47-phox expression (the cytosolic protein 

required for the activation of the NADPH oxidase). These effects were also abolished by tempol 

treatment.  

Melatonin administration during the 14-day IH exposure also prevented both IH-induced 

infarction aggravation and increase in MABP. 

In conclusion, oxidative stress appears to mediate the deleterious cardiovascular effects of IH in 

the rat and, in particular, the increased myocardial susceptibility to infarction.  

 

 

Keywords: Intermittent hypoxia, Myocardial infarction, Tempol, Melatonin, Oxidative stress, 

Rats. 
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Introduction 

In the general US population, 2% of women and 4% of men are affected by obstructive sleep 

apnea (OSA) syndrome, characterized by episodic cessation of airflow during sleep (42). This 

syndrome is associated with an increased cardiovascular morbidity and mortality (24,26,35). 

Patients with OSA syndrome have higher rates of cardiovascular diseases such as systemic 

hypertension (8), coronary heart disease (31) and stroke (2,40). Moreover, sleep-disordered 

breathing is common in patients with cardiovascular diseases and is a significant predictor of 

coronary artery disease (31). In particular, sleep apnea is common in the setting of acute 

myocardial infarction and may be a factor predisposing to, or even causing, sudden death in 

patients with acute phase of myocardial infarction (10,29). 

Recurrent intermittent hypoxia (IH) is a consequence of sleep apnea that seems to be the key 

factor involved in both acute and chronic cardiovascular consequences (19,28). Several animal 

models have been developed to address the effect of IH on the cardiovascular system (for review, 

see (6)). Thus, it has been described that repeated exposures to IH elicit persistent changes in a 

variety of physiological responses, in particular in vascular reactivity (17,21), and can also alter 

myocardial ischemia-reperfusion tolerance (4). In particular, we have shown in the rat that of a 14 

or 35-day exposure to IH modify myocardial ischemia-reperfusion tolerance, increasing 

infarction (3,16). However, the exact mechanisms underlying the IH-related changes in ischemia-

reperfusion tolerance are not yet elucidated. Thus we decided to investigate the role of oxidative 

stress in the deleterious mechanisms potentially involved in IH-induced infarction aggravation. 

Tempol is a stable free radical that mimics the effect of superoxide dismutase (SOD), by reducing 

superoxide anion (O2
.-
). Unlike SOD, tempol permeates biologic membranes, and hence can 

prevent deleterious effects of O2
.-
 being produced intracellularly. Several studies evidenced the 

cardiovascular protective effect of this molecule, both in vitro and in vivo. Thus, two weeks of 

tempol treatment reduced MABP in spontaneously hypertensive rats (SHR) (38) as well as in 

Sprague Dawley rats exposed to eucapnic IH (39). Mac Donald et al. (25) showed that 

pretreatment of myocardial cells with tempol attenuated the mitochondrial respiration alterations 

induced by H2O2. Tempol administered at the time of reperfusion also reduced myocardial 

infarction following a regional ischemia caused by occlusion of the left ascending coronary artery 

in vivo in rodents (rats and rabbits). The same observation was made on isolated perfused rat 
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heart model, where hearts reperfused with tempol in the buffer solution exhibited a lower infarct 

size than control hearts (25). 

Melatonin is a pineal hormone, secreted into the blood in a circadian manner regulating various 

physiological and neuroendocrine functions (37). It has been recently demonstrated that several 

rat tissues including thymus, spleen, liver, kidney and heart have the necessary machinery to 

synthetize melatonin, which would indicate an endogenous synthesis, and potential physiological 

actions of melatonin on these tissues (14). Melatonin is well known as a potent scavenger of toxic 

free radicals, such as peroxynitrites, hydroxyl and peroxyl radicals (5,12,34). This hormone also 

activates antioxidative enzymes and modulates their gene expression by interacting with specific 

nuclear sites (1,36). Thus, melatonin has been found to be effective in protecting against the 

release of reactive oxygen species (ROS) in various conditions such as the ischemia-reperfusion 

sequence. Indeed, we have previously shown that melatonin is able to prevent ischemia-

reperfusion injuries occurring in the isolated rat heart, decreasing arrhythmias occurrence and 

infarction development (18). Recent data have suggested that part of the cytoprotective effect of 

melatonin may be due to its action at the mitochondrial level (22). Indeed, Petrosillo et al. (32) 

previously reported that melatonin protected the heart from reperfusion injury by inhibiting 

mitochondrial permeability transition pore (MPTP) opening which is considered as a critical 

event in heart reperfusion injury (15).  

The aim of this study was therefore to investigate whether tempol and melatonin treatments could 

prevent the IH-related increase in infarction, by protecting the heart from ROS. 

 

Material and methods 

 

The animal care complied with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (7th ed.), 

Nath. Acad. Press, 1996. Male Wistar rats (250-350 g) were provided by Janvier (Le Genest-St-

Isle, France), housed in controlled conditions and provided with standard rat chow. 

 

Intermittent hypoxia protocol 

 Rats were separated randomly into two groups: in the first group (IH, n = 42) rats were exposed 

to intermittent hypoxia, in the second group (N, n = 42), rats were exposed to air. During 

intermittent hypoxia protocol, timed solenoid valves were used to distribute pure nitrogen to each 
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chamber where animals were housed via a balloon reservoir at a flow adjusted in order to reduce 

the ambient inspired oxygen fraction (FiO2) to 5% for 30 s. This was followed by infusion of 

compressed air for 30 s, allowing a rapid return of ambient air i.e. FiO2 of 21%. This 1-min cycle 

was repeated for 8 h during daytime on 14 consecutive days. At the same time that nitrogen was 

distributed to hypoxia chambers, compressed air was distributed at the same flow rate to 

normoxic chambers, thereby submitting normoxic and hypoxic animals to similar noise and 

airflow disturbances. A dampening device at the chamber intake was used to dissipate the air-

stream arriving on the animals. The level of FiO2 in the chambers was controlled throughout the 

hypoxia protocol using a Beckman OM11 O2 analyzer (Fullerton, CA, USA).  

 

Experimental groups 

Six experimental groups were studied:  

- two groups (n=8 in each group) were treated with melatonin (N-acetyl-5-methoxy-tryptamine, 

Sigma-Aldrich), administered in water (100 mg/l, (39)) changed each day, during the 14-day 

normoxia (N+mel group) or intermittent hypoxia (IH+mel group) exposure.  

- two groups (n=11 in each group) were treated with tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-

piperidine-1-oxyl, Sigma-Aldrich), administered in water (1 mM, adapted from (41)) changed 

each day, during the 14-day normoxia (N+temp group) or intermittent hypoxia (IH+temp group) 

exposure. Some hearts were used for isolated heart preparation (n=7 in both N+temp and 

IH+temp groups). The rest was used for oxidative stress measurement (n=4 in each group for 

DHE staining and NADPH expression). 

- two corresponding normoxic and hypoxic control groups (n=23 in each group) in which animal 

received regular water, but without drug. Some hearts were used for isolated heart preparation 

(n=19 in each N and IH group). The rest was used for oxidative stress measurement (n=4 in each 

N and IH group for DHE staining and NADPH expression). 

 

Mean Arterial Blood Pressure Measurement 

The day after the completion of the 14-day normoxia or IH period, the rats
 
were anesthetized by 

intraperitoneal injection of pentobarbital
 
sodium (60 mg/kg, Sanofi, Libourne, France). Heparin 

(500 U/kg,
 
Sanofi Winthrop, Gentilly, France) was injected intravenously

 
and mean arterial blood 

pressure (MABP) was measured as previously
 
described (16). The right carotid artery of the rats 
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was
 
cannulated with polyethylene tubing (PE-50) connected to a pressure

 
transducer (Statham), 

and arterial blood pressure was recorded
 

on a data-acquisition system (PowerLab, 

ADInstruments). Hematocrit
 
was measured by collecting blood in a specific glass tube (Brand,

 

Finland) and centrifuging for 2 min at 1,000 rpm. 

  

Ischemia-reperfusion on isolated heart 

Hearts were rapidly excised and immersed in 4°C Krebs-Henseleit (KH) solution (in mM: 118.0 

NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 25.2 NaHCO3, and 11.0 glucose). The 

aortic stump was cannulated, and the heart was perfused using the Langendorff technique at a 

constant pressure (70 mmHg) with oxygenated Krebs-Henseleit buffer, as previously described 

(16). A water-filled latex balloon, coupled to a pressure transducer, was inserted into the left 

ventricular cavity via the left atrium for pressure recording. Left ventricular end-diastolic 

pressure was adjusted between 5 and 10 mmHg. Myocardial temperature was measured by a 

thermoprobe inserted into the left ventricle and was maintained constant close to 37°C. After 20 

min of stabilization, a no-flow global ischemia was induced by stopping the perfusion for 30 min. 

Thereafter, the heart was reperfused for 120 min. Coronary flow (CF) was measured periodically 

throughout the ischemia-reperfusion procedure, by collecting the effluent. Heart rate (HR) and 

left ventricular developed pressure (LVDP = difference between left ventricular systolic pressure 

and left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP)) were continuously recorded. At the end of 

the ischemia-reperfusion protocol, the atria were removed, and the heart was frozen at -20°C for 

10 min. It was then cut into 2-mm transverse sections from apex to base (6–7 slices/heart). Once 

thawed, the slices were incubated at 37°C with 1% triphenyltetrazolium chloride in phosphate 

buffer (pH 7.4) for 10 min, fixed in 10% formaldehyde solution and photographed to clearly 

distinguish stained viable tissue from unstained necrotic tissue. Infarct size (I) was determined 

using a computerized planimetric technique (Image Tool for Windows) and expressed as a 

percentage of the ventricular size (V).  

Only hearts with CF within 10-16 ml min
-1

 and LVDP > 70 mmHg at the end of the stabilization 

period were included in this study.  
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Dihydroethidium staining 

Dihydroethidium (DHE), a molecule freely permeable to cells, was used to assess in situ the 

production of O2
.-
. Indeed, in presence of O2

.-
, DHE is oxidized in ethidium, a fluorescent 

product, who stains the nuclei by DNA-binding. Ethidium is non permeable to cell membranes. 

Thus, DHE fluorescence allows determining the levels of oxidative stress in cells. Hearts from N, 

IH, N+temp, IH+temp groups (n=4 per group) were rapidly frozen in optimum cutting 

temperature (OCT) compound (TissueTek) and stored at -80°C until assayed. Frozen sections (8 

µm) of myocardium were incubated with DHE in PBS (10 µM) at room temperature for 15 min 

in a light-protected and humidified chamber. In situ fluorescence was assessed using fluorescence 

microscopy. Images were analyzed using Image J software. 

 

Western blot analysis of myocardial NADPH oxidase expression 

Total rat heart samples from N, IH, N+temp, H+temp groups (n=4 per group) submitted to 14 

days of normoxia or IH were homogenized in lysis buffer (Tris HCl pH 7,4 50mM, EDTA 5 mM, 

NaF 1 mM, Orthovanadate 1 mM), and centrifuged at 100 000 g for 60 min to remove 

membrane, nuclei and debris. Supernatants were collected and protein concentrations assessed 

using Pierce BCA Protein assay kit (Thermo Scientific). Proteins were separated on a 12% SDS-

acrylamide gel and transferred
 
to nitrocellulose membranes, which were incubated with anti-p47-

phox (1/500; Santa Cruz sc-14015) or p67-phox (1/500; Santa Cruz sc-15342) antibody, 

overnight at 4°C. Bound antibody was visualized by use of horseradish peroxidase-conjugated
 

goat anti-rabbit antibody (1/5000; Santa Cruz sc-2004).
 
Equal loading was confirmed by GAPDH 

immunoblotting, on deshybridated membranes. Relative densitometry was computerized (Image J 

software). 

 

Statistical analysis of data 

Hemodynamic data, infarct size, DHE staining fluorescence intensity and western blot analysis 

relative densitometry data are presented as means ± standard error of the mean (s.e.m.). Infarct 

size, MABP, DHE staining and western blot data were compared by using two-way analysis of 

variance (ANOVA), with exposure and treatment corresponding to each factor. Hemodynamic 

data were analyzed by using two-way repeated-measures ANOVA. Post hoc multiple 

comparisons were performed by using Tukey tests. Statistical significance was set at p < 0.05. 
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Results  

 

1. Body weight and hematocrit    

After the 14-day IH period, body weight was significantly lower and hematocrit
 
was significantly 

higher in hypoxic than in normoxic groups, whatever the treatment (Table 1). 

 

2. Effects of melatonin treatment  

Effects on blood pressure: MABP was significantly enhanced in the IH group compared with the 

N group. Melatonin treatment abolished the MABP increase induced by IH since there was no 

difference between MABP when comparing N+mel and IH+mel groups (Figure 1). 

Effects on myocardial infarction and ventricular function after ischemia-reperfusion: In 

accordance with our previous results (3), figure 2 shows that infarct size was significantly higher 

in the
 
IH (40.3 ±3.5%) than in the N (29.4 ± 3.7%) groups. Melatonin treatment prevented the 

aggravation of infarction induced by IH exposure since the infarct size was comparable in the 

IH+mel (36.3 ± 3.2%) and he N+mel (37.5 ± 5.2%) groups.  

As shown in Table 2, after 30-min global ischemia, CF, LVDP
 
and its derivative (dP/dtmax, an 

index of contractility) decreased
 
markedly at reperfusion in all hearts. Ischemia also significantly 

increased LVEDP in all hearts. All parameters measured (CF, HR, LVDP, LVEDP, and dP/dtmax) 

were not significantly
 
different between the four groups throughout the ischemia-reperfusion

 

protocol. No difference in functional
 
ventricular recovery was seen between the four groups 

during
 
reperfusion. Hence, neither IH exposure nor melatonin treatment modified the ventricular 

functional recovery after ischemia-reperfusion. 

 

3. Effects of tempol treatment 

Effects on blood pressure: As previously shown, MABP was significantly enhanced in the IH 

group compared with the N group. Tempol treatment abolished the MABP increase induced by 

IH since there was no MABP difference in N+temp and IH+temp (Figure 1). 

Effects on myocardial infarction and ventricular function after ischemia-reperfusion: As 

previously shown, myocardial infarct size was significantly higher in the
 
IH (34.0 ± 2.8%) than in 

the N (21.8 ± 3.1%) groups. Tempol treatment significantly prevented the aggravation of 
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infarction induced by IH exposure since the infarct size was not different between the IH+temp 

(24.8 ± 2.8%) and N+temp (27.9 ± 4.0%) groups (Figure 3).  

As shown in Table 3, after 30-min global ischemia, CF, LVDP
 
and dP/dtmax, decreased

 
markedly 

at reperfusion and LVEDP increased significantly during ischemia in all hearts. All parameters 

measured were not significantly
 
different between the four groups throughout the ischemia-

reperfusion
 
protocol. No difference in functional

 
ventricular recovery was seen between the four 

groups during
 
reperfusion. Hence, neither IH exposure nor tempol treatment modified the 

ventricular functional recovery after ischemia-reperfusion. 

Effects on myocardial oxidative stress: The in situ production of O2
.-
, evaluated by DHE 

fluorescence, was significantly enhanced in the IH group compared with the N group. Tempol 

treatment abolished the DHE fluorescence increase induced by IH since there was no difference 

between the N+temp and IH+temp groups (Figure 4). 

 Effects on NADPH oxidase expression: p47-phox expression was significantly higher in the IH 

group than in the N group. This increase was abolished by tempol treatment. However, no 

significant difference in p67-phox expression was observed in the IH group compared to the N 

group. 

 

 

Discussion 

In this study, we have demonstrated that chronic treatment by tempol and melatonin were able to 

prevent the deleterious myocardial effects induced by intermittent hypoxia exposure. Indeed, both 

treatments when given concomitantly to the 14-day IH exposure prevented the infarct size 

increase observed after an ischemia followed by reperfusion, on isolated rat hearts. Tempol and 

melatonin treatments were also able to prevent IH-induced MABP increase in the rats. Moreover, 

we showed that tempol prevented the superoxide anion generation in hypoxic hearts, since the 

O2
.-
 levels in tempol treated hypoxic rat hearts were comparable to normoxic conditions. This 

beneficial effect is probably due to tempol antioxidant/SOD mimetic effect, but may also be 

mediated by a lesser activation of NADPH oxidase, since the increase in p47-phox subunit 

expression observed in the hypoxic group was abolished by tempol treatment.  

It has been recently shown in Sprague Dawley rats that the TNF-induced increase in O2
.-
 

contributes to mitochondrial damage in the left ventricle by impairing respiratory complex I 
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activity (23). These deleterious effects are prevented by tempol treatment which seems to 

interrupt primarily mitochondrial ROS generation in this model. Tempol also prevents post 

ischemic activation of NADPH oxidase and xanthine oxydase in isolated perfused guinea pigs 

hearts subjected to ischemia reperfusion (7). In this model, NADPH oxidase activation is 

mediated by endothelin-1 (ET-1) and O2
.-
 production (probably of mitochondrial origin), leading 

to endothelial dysfunction. In a model of Dahl salt-sensitive hypertensive rats, 10 weeks of 

tempol treatment allowed to slightly reduce the blood pressure, and to normalize the left 

ventricular hypertrophy. These effects were associated with a decrease in myocardial NADPH 

oxidase activity and p22-phox
 
and gp91-phox expression (13). In a rabbit model of chronic heart 

failure (CHF), an increase in mRNA and protein expression of the rostral ventrolateral medulla 

(RVLM) p40-phox, p47-phox and p91-phox subunits of the NADPH oxidase was showed. 

However, as observed in our study on IH, the p67-phox mRNA and protein expression did not 

increase with CHF. This increased in NADPH oxidase expression was correlated with an increase 

of in situ O2
.-
 production in RVLM of these CHF rabbits. In this model, the enhanced renal 

sympathetic activity was reduced in a similar manner by tempol and apocynin, a NADPH oxidase 

inhibitor, suggesting an action of tempol on this enzyme (11). Thus, all these studies suggest a 

relation between tempol and NADPH oxidase expression and/or activity. In vivo, when given at 

the time of reperfusion, tempol reduced the infarct size in rats or rabbits after coronary ligation 

and reperfusion (25). Tempol treatment also abolished the increase in MABP induced by a 14-

day eucapnic IH exposure in rat and decreased both superoxide generation and ET-1 expression 

(39). Taken together with the present results, tempol appears to counteract IH-induced MABP 

increase and infarction aggravation, by reducing oxidative stress and O2
.-
 production.  

Several recent studies reported evidence that melatonin has significant protective effects against 

cardiac alterations occurring during ischemia-reperfusion, through its action on mitochondria 

(30). In ischemic/reperfused rat heart, melatonin is able to lower lipid peroxidation, and to 

prevent loss in mitochondrial complex I and III activities. In addition, melatonin prevents the 

increase in H2O2 production and cardiolipin peroxidation, and also directly protects mitochondrial 

electron transport chain complexes from oxidative damage (33). Moreover, melatonin inhibits 

MPTP opening induced by cardiac ischemia-reperfusion, thus reducing necrotic damage (32). 

Finally, melatonin is able to prevent hypoxia-induced cellular damage, as observed during 

asphyxia in newborns (9). Indeed, it reduced the level of oxidative and nitrosamide stress markers 
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in newborns who became asphyxic soon after birth, when compared to untreated children. This 

protective effect of melatonin may be due to its antioxidant properties as well as to its ability to 

increase the efficiency of mitochondrial electron transport. 

Thus, the protective effects of the two anti-ischemic drugs tested in the present study, i.e. tempol 

and melatonin, suggest that oxidative stress plays a pivotal role in the deleterious cardiovascular 

consequences of IH. Since oxidative stress has been shown to be correlated to the severity of 

OSA (20,27), it could thus potentially contribute to the development of hypertension and 

coronary heart disease in OSA patients. Additional studies are now required to explore more 

precisely the mechanisms by which oxidative stress is involved in these deleterious 

cardiovascular effects and to enable the development of clinical perspectives and novel 

therapeutic strategies for OSA syndrome.  
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List of Abbreviations 

ANOVA    analysis of variance  

AU     arbitrary units  

CHF     chronic heart failure 

CF     Coronary flow 

DHE     dihydroethidium  

ET-1    endothelin-1 

FiO2    inspired oxygen fraction 

HR     heart rate  

IH     intermittent hypoxia 

I    infarct size 

LVDP     left ventricular developed pressure 

LVEDP    left ventricular end-diastolic pressure 

MABP    mean arterial blood pressure 

MPTP     mitochondrial permeability transition pore  

O2
.-
     superoxide anion  

OSA     obstructive sleep apnea  

ROS     reactive oxygen species  

RVLM    rostral ventrolateral medulla 

SHR     spontaneously hypertensive rats 

SOD     superoxide dismutase 

V     ventricular size 
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Figure and table legends  

 

Figure 1. Mean arterial blood pressure (MABP) assessed in anaesthetized rats previously exposed 

for 14 days to either intermittent hypoxia (IH group) or normoxia (N group) and treated with 

tempol (temp, 1 mM in water, n=11) or melatonin (mel, 100 mg/l in water, n=8) or untreated 

(n=11 in IH and N groups) throughout exposure.. Data are mean ± s.e.m. *p < 0.05 vs. N group, 

two-way ANOVA. 

 

Figure 2. Infarct size expressed as a percentage of the ventricular size (I/V) in isolated hearts 

subjected to 30-min global ischemia followed by 120-min reperfusion, from rats exposed for 14 

days to either intermittent hypoxia (IH group) or normoxia (N group) and treated or not with 

melatonin (mel, 100 mg/l in water) throughout exposure. Data are mean ± s.e.m. *p < 0.05 vs. N 

group, two-way ANOVA. 

 

Figure 3. Infarct size expressed as a percentage of the ventricular size (I/V) in isolated hearts 

subjected to 30-min global ischemia followed by 120-min reperfusion, from rats exposed for 14 

days to either intermittent hypoxia (IH group) or normoxia (N group) and treated or not with 

tempol (temp, 1 mM in water) throughout exposure. Data are mean ± s.e.m. *p < 0.05 vs. N 

group, two-way ANOVA. 

 

Figure 4. Dihydroethidium (DHE) fluorescence expressed in arbitrary units (AU) in hearts of rats 

exposed for 14 days to either normoxia (N group) or intermittent hypoxia (IH group) and treated 

or not with tempol throughout exposure. Values are means ± s.e.m. from 4 animals in each 

group.*P < 0.05 vs. N group, two-way ANOVA.  

 

Figure 5. Western blot analysis of (A) cytosolic ventricular p47-phox content and (B) cytosolic 

ventricular p67-phox content of rats exposed for 14 days to either normoxia (N group) or 

intermittent hypoxia (IH group) and treated or not with tempol throughout exposure. *P < 0.05 

vs. N group, two-way ANOVA. Density data are expressed in arbitrary units (AU) and are means 

± s.e.m. from 4 animals in each group. 
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Table 1. Body weight and hematocrit in the six experimental groups, after 14 days of exposure to 

intermittent hypoxia or normoxia.  

Data are means ± s.e.m.*P < 0.05 vs. N corresponding group, two-way ANOVA.  

 

Table 2. Hemodynamic data throughout the ischemia-reperfusion protocol in isolated hearts, from 

control and melatonin-treated groups. 

S20: after 20 min of stabilization, R15: after 15 min of reperfusion, R30: after 30 min of 

reperfusion, R60: after 60 min of reperfusion, R120: after 120 min of reperfusion. Data are means 

± s.e.m. 

 

Table 3. Hemodynamic data in isolated hearts throughout the ischemia-reperfusion protocol, from 

control and tempol-treated groups. 

S20: after 20 min of stabilization, R15: after 15 min of reperfusion, R30: after 30 min of 

reperfusion, R60: after 60 min of reperfusion, R120: after 120 min of reperfusion. Data are means 

± s.e.m. 
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Table 1. Body weight and hematocrit in the six experimental groups, after the 14-days hypoxic or 

normoxic exposure.  

 

Groups N IH N+mel IH+mel N+temp IH+temp 

Body weight (g) 411 ± 5 382 ± 6* 401 ± 12 377 ± 15* 400 ± 8 385 ± 9* 

Hematocrit (%) 46 ± 2 57 ± 2* 43 ± 1 53 ± 1* 44 ± 1 58 ± 2* 

Data are means ± s.e.m.*P < 0.05 vs. N corresponding group, two-way ANOVA.  

 

 

Table 2. Hemodynamic data in isolated hearts throughout the ischemia-reperfusion protocol, 

from control and melatonin treated groups.  

 

Groups  N IH N+mel IH+mel 

LVDP      

(mmHg) S20 101 ± 7 106 ± 9 78 ± 5 94 ± 6 

 R15 26 ± 8 15 ± 6 28 ± 10 23 ± 10 

 R30 52 ± 8 22 ± 6 38 ± 10 37 ± 12 

 R60 69 ± 4 54 ± 5 48 ± 7 55 ± 8 

 R120 54 ± 5 48 ± 3 41 ± 4 46 ± 4 

LVEDP      

(mmHg) S20 10 ± 0 9 ± 1 10 ± 1 10 ± 1 

 I15 53 ± 9 57 ± 9 44 ± 13 50 ± 1 

 I29 51 ± 3 55 ± 4 41 ± 2 51 ± 12 

 R15 98 ± 4 100 ± 4 87 ± 2 95 ± 6 

 R30 84 ± 4 87 ± 5 79 ± 4 89 ± 6 

 R60 75 ± 3 75 ± 6 66 ± 2 80 ± 5 

 R120 67 ± 3 66 ± 7 60 ± 2 75 ± 6 

dP/dtmax      

(mmHg.s
-1

) S20 2576 ± 249 2568 ± 281 1585 ± 128 2204 ± 301 

 R15 452 ± 126 231 ± 61 498 ± 145 291 ± 114 

 R30 904 ± 147 374 ± 93 720 ± 193 624 ± 213 

 R60 1207 ± 107 960 ± 95 881 ± 143 881 ± 139 

 R120 1046 ± 115 942 ± 87 706 ± 74 757 ± 100 

HR      

(bpm) S20 290 ± 13 294 ± 14 301 ± 14 324 ± 35 

 R15 197 ± 64 177 ± 63 288 ± 55 67 ± 32 

 R30 166 ± 28 167 ± 39 211 ± 52 186 ± 95 

 R60 145 ± 21 244 ± 64 210 ± 24 186 ± 40 

 R120 164 ± 21 205 ± 18 201 ± 17 195 ± 28 

CF      

(ml.min
-1

.g
-1

) S20 13.0 ± 0.5 14.6 ± 0.6 13.7 ± 0.6 13.6 ± 0.8 

 R15 4.9 ± 0.6 4.0 ± 0.4 5.7 ± 0.8 4.1 ± 0.7 

 R30 4.4 ± 0.5 3.8 ± 0.4 5.5 ± 0.7 3.8 ± 0.7 

 R60 4.2 ± 0.5 3.9 ± 0.4 4.7 ± 0.6 3.9 ± 0.7 

 R120 3.5 ± 0.4 3.4 ± 0.3 3.8 ± 0.5 3.3 ± 0.6 

S20: after 20 min of stabilization, R15: after 15 min of reperfusion, R30: after 30 min of 

reperfusion, R60: after 60 min of reperfusion, R120: after 120 min of reperfusion. Data are 

means ± s.e.m. 
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Table 3. Hemodynamic data in isolated hearts throughout the ischemia-reperfusion protocol, 

from control and tempol treated groups.  

 

Groups  N IH N+temp IH+temp 

LVDP      

(mmHg) S20 112  ± 7  133 ± 10 103 ± 12 108 ± 7 
 R15 32 ± 12 4 ± 2 20 ± 8 1 ± 1 
 R30 42 ± 14 15 ± 7 53 ± 14 8 ± 6 
 R60 70 ± 4 48 ± 12 68 ± 8 49 ± 10 
 R120 61 ± 5 56 ± 5 59 ± 9 61 ± 5 
LVEDP      
(mmHg) S20 9 ± 0 9 ± 1 11 ± 1 10 ± 1 

 I15 48 ± 13 58 ± 10 52 ± 13 74 ± 13 

 I29 52 ± 4 60 ± 5 51 ± 4.9 58 ± 4 

 R15 90 ± 7 104 ± 4 103 ± 8 107 ± 3 

 R30 80 ± 8 90 ± 7 90 ± 9 99 ± 5 

 R60 67 ± 9 75 ± 10 80 ± 8 87 ± 5 

 R120 56 ± 11 61 ± 10 71 ± 8 75 ± 4 

dP/dtmax      

(mmHg.s
-1

) S20 3128  ± 223 3744  ± 255 2931  ± 250 3158  ± 119 

 R15 569  ± 197  107  ± 32  333  ± 115  58  ± 17 

 R30 782  ± 264  284  ± 121 880  ± 259  168  ± 79 

 R60 1335  ± 144  937  ± 226  1294  ± 202  874  ±  185 

 R120 1285  ± 129  1209  ± 76  1128  ± 146  1213  ± 79  

HR      

(bpm) S20 285 ± 21 309 ± 16 285 ± 14 305 ± 25 

 R15 104 ± 31 119 ± 84 118 ± 40 14 ± 14 

 R30 106 ± 31 122 ± 61 122 ± 39 30 ± 20 

 R60 158 ± 17 229 ± 115 146 ± 32 143 ± 57 

 R120 164 ± 23 176 ± 13 131 ± 21 163 ± 30 

CF      
(ml.min

-1
.g

-1
) S20 11.7 ± 0.8 14.6 ± 0.4 12.3 ± 0.6 13.1 ± 0.3 

 R15 3.9 ± 0.9 3.7 ± 0.5 3.4 ± 0.5 3.1 ± 0.3 

 R30 3.5 ± 0.7 3.6 ± 0.6 3.5 ± 0.5 3.0 ± 0.4 

 R60 3.4 ± 0.7 3.7 ± 0.6 3.3 ± 0.5 3.1 ± 0.3 

 R120 2.8 ± 0.5 3.1 ± 0.4 2.8 ± 0.4 3.1 ± 0.3 

S20: after 20 min of stabilization, R15: after 15 min of reperfusion, R30: after 30 min of 

reperfusion, R60: after 60 min of reperfusion, R120: after 120 min of reperfusion. Data are 

means ± s.e.m. 
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Figure 3 

 

 

 

 

Figure 4 
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Figure 5 
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5 AUTRES TRAVAUX MENES EN PARALLELES 
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En complément de ces travaux de thèse, plusieurs autres études on été menées, en relation 

avec les effets cytoprotecteurs de l’EPO ou sur d’autres conséquences myocardiques de l’HI.  

 

5.1 Travaux sur les effets protecteurs de l’EPO 

 

5.1.1 Cardioprotection par l’EPO et mécanismes impliqués 

L’administration d’EPO protège contre les lésions ischémiques cardiaques en améliorant la 

récupération fonctionnelle et en réduisant l’apoptose. Cependant les mécanismes sous-

jacents restent inconnus. Dans cette étude, nous avons déterminé le rôle des NOS ainsi que 

celui des canaux KATP et des canaux potassiques calcium dépendants (KCa) dans la 

cardioprotection précoce induite par l’EPO. 

Des rats mêles Wistar ont été divisés en deux groupes expérimentaux traités par de l’EPOrh 

(5000 IU/kg, i.p.), ou par une solution saline (groupe contrôle). Une heure plus tard, les rats 

ont été anesthésiés, les cœurs isolés et perfusés selon la méthode Langendorff.  Les cœurs ont 

ensuite été soumis à une ischémie globale et totale de 30 min suivie de 120 minutes de 

reperfusion. 

La récupération fonctionnelle cardiaque, évaluée par la mesure de la pression développée par 

le ventricule gauche (PDVG), était significativement plus élevée dans le groupe traité par 

l’EPOrh (PDVG à 30 min de reperfusion : 71,7 +/- 2,3 mmHg), comparée à celle du groupe 

contrôle (57,4 +/- 5,8 mmHg). Les mêmes effets significatifs ont été observés sur les dérivés 

de la PDVG, qui sont des indices de contractilité (dP/dt max) et de relaxation (dP/dt min) du 

cœur. 

Le bénéfice du traitement par l’EPOrh est annihilé lorsque les cœurs sont perfusés avant 

l’ischémie avec un inhibiteur non spécifique des NOS (le N-nitro-l-arginine methyl ester  ou 

l-NAME), ou avec un inhibiteur spécifique de la iNOS (le N-(3-

(aminomethyl)benzyl)acetamidine ou 1400W).  

Lorsque les cœurs sont perfusés avec un bloqueur des KATP mitochondriaux (5-

hydroxydecanoic acid ou 5HD), les effets protecteurs de l’EPO sont également abolis. En 
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revanche, la paxilline, un inhibiteur des KCa n’a pas d’effet chez les animaux traités par 

l’EPO. 

Ainsi, nous avons pu conclure que la iNOS et les  KATP mitochondriaux sont impliqués dans 

l’effet protecteur de l’EPO, administrée avant la survenue d’une ischémie dans le cœur isolé 

de rat. 

 

Ces travaux ont fait l’objet de la publication suivante. 



123 
 



124 
 

 



125 
 

 



126 
 

 



127 
 

 



128 
 



129 
 

5.1.2 EPO et protection contre l’arrêt cardiaque 

L’EPO a de puissants effets cardioprotecteurs vis-à-vis de l’ischémie. Dans cette étude, nous 

avons voulu évaluer les possibles effets bénéfiques de l’EPO dans une situation de 

réanimation. Pour cela, l’EPO a été testée dans un modèle d’arrêt cardiaque chez le rat.  

Des rats mâles Wistar ont été randomisés dans deux groupes (EPO versus contrôle, n=17 

dans chaque groupe). Une fois les rats anesthésiés, les rats ont reçus un bolus intraveineux 

d’EPOrh (3000 UI/kg), 15 minutes avant l’arrêt cardiaque. Cette administration d’EPO se 

faisait en aveugle. L’arrêt cardiaque a été provoqué par asphyxie après blocage 

neuromusculaire. Après 6 min d’ischémie globale, les animaux ont été réanimés par 

compression externe de la poitrine combinée à une administration d’adrénaline. 

Les paramètres évalués étaient : la restauration de la circulation spontanée, la survie à 1, 24, 

48 et 72 h, ainsi que les changements hémodynamiques après l’arrêt cardiaque.  

L’injection d’EPO a permis d’améliorer significativement la survie à 72 h (n=15/17) par 

rapport au group contrôle (n=7/17). Tous les rats traités par l’EPO ont pu être réanimés, 

tandis que dans le groupe contrôle, seulement 13 rats sur 17 l’ont été. De plus, la dose 

requise d’adrénaline nécessaire pour réanimer les rats était significativement moindre dans le 

groupe EPO.  

En revanche, aucune différence n’est apparue entre les deux groupes quant aux variations de 

pression artérielle après la réanimation. 

Ainsi, nous avons montré que l’EPO, administrée avant un arrêt cardiaque chez le rat, 

améliore le taux de réanimation et augmente la survie post-réanimation.   

 

Ces travaux ont fait l’objet de la publication suivante.  
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5.1.3 EPO et protection contre la cardiotoxicité induite par chimiothérapie 

En oncologie, l’utilisation d’agents chimiothérapeutiques, tels que les anthracyclines ou le 

trastuzumab, est limitée en raison de leur toxicité cardiaque. L’EPO est un agent 

cytoprotecteur avéré, protégeant le cœur des lésions d’ischémie, en améliorant la 

récupération fonctionnelle et en diminuant la mort cellulaire. 

Le but de cette étude était de déterminer si un traitement par l’EPO pouvait protéger contre la 

cardiotoxicité aiguë induite par la doxorubicine et le trastuzumab, dans un modèle de cœur 

isolé de rat. 

Les animaux ont été traités par l’EPOrh administrée par injection intrapéritonéale (5000 

UI/kg). Les animaux contrôles ont reçus une solution saline. Une heure plus tard, les cœurs 

ont été prélevés et perfusés selon la méthode de Langendorff, à débit constant. Après 20 min 

de stabilisation, les cœurs ont été perfusés pendant 60 min avec du liquide de perfusion de 

Krebs contenant 6 mg/l de doxorubicine ou bien 10 mg/l de trastuzumab. Les cœurs perfusés 

avec de la doxorubicine ont été stimulés électriquement, en raison de la grande toxicité 

cardiaque de cette molécule. Les cœurs contrôles ont été perfusés par du liquide de Krebs 

seulement. 

La doxorubicine a induit une diminution de la PDVG, d’environ 40% par rapport à la 

baseline. Une augmentation de la pression télédiastolique (PTD, + 390% par rapport à la 

valeur basale) et  de la pression de perfusion coronaire (CPP, +70% par rapport à la valeur de 

base) ont également été observées. L’incidence des tachycardies ou fibrillations 

ventriculaires (VT/VF) a été aussi significativement augmentée par la doxorubicine comparé 

au groupe contrôle (86% versus 0%, respectivement). 

Le trastuzumab a été responsable d’une augmentation de la CPP et de la PTD (d’environ 

70% pour chacun des paramètres), en revanche la PDVG n’a pas varié. 

Le prétraitement par l’EPO a permis de réduire significativement les effets délétères induits 

par la doxorubicine sur la PDVG, la PTD, la CPP et l’incidence des VT/VF. Les effets 

délétères du trastuzumab ont, eux aussi, été abolis par l’EPO. 

Cette étude montre qu’un prétraitement par l’EPOrh protège le myocarde des dommages 

fonctionnels et electrophysiologiques induits par une exposition aiguë à la doxorubicine ou 

au trastuzumab. Cependant, des études supplémentaires sont requises afin de déterminer les 

mécanismes impliqués. 



136 
 

 

Ces travaux, menés en collaboration avec le professeur Mireille Mousseau (du service 

d’Oncologie du CHU de Grenoble),  ont fait l’objet de la publication suivante.
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5.1.4 EPO et cardioprotection de rats diabétiques  

Le rat diabétique de type I, dont le diabète a été induit par la streptozotocine, est connu 

pour être plus sensible à l’ischémie-reperfusion cardiaque, montrant une aggravation de 

la taille de l’infarctus. Plusieurs études expérimentales ont montré récemment que l’EPO 

pouvait être considérée comme un agent pharmacologique cardioprotecteur puisque son 

administration protège contre les lésions ischémiques en diminuant les dysfonctions 

ventriculaires et en réduisant l’apoptose et la nécrose. 

Le but de cette étude a été de rechercher si l’effet cardioprotecteur de l’EPO pouvait 

s’appliquer en situation de diabète de type I. 

Les rats mâles (Wistar) ont été divisés en 2 groupes expérimentaux : le groupe C 

(contrôle, traité par le véhicule), le groupe D (diabétique, traité par la streptozotocine, 55 

mg/kg, iv). 

Après 8 semaines, leur cœur a été isolé et perfusé à pression constante. Une ischémie (de 

30 min)-reperfusion (de 120 min) à été réalisée. Les paramètres hémodynamiques et la 

taille de l’infarctus ont été mesurés. Certains cœurs ont été perfusés par de l’EPOrh 

(avant ou après l’ischémie), groupes C+EPO et D+EPO.  

Le groupe C+EPO a montré des lésions ischémiques diminuées par rapport au groupe C, 

que l’EPO ait été administrée avant ou après l’ischémie. Le groupe D a montré des 

lésions ischémiques comparables par rapport au groupe C. L’EPO, administrée au groupe 

D, avant ou après l’ischémie, n’a pas diminué ces lésions. 

Cette étude suggère que l’administration d’EPO ne prévient pas les lésions ischémiques 

du cœur de rat diabétique, contrairement aux animaux sains. 

 

Ces résultats, ont fait l’objet d’une présentation sous forme de poster (présenté ci-après), 

à la Journée Thématique de l’Association de Langue Française pour l'Etude du Diabète et 

des Maladies Métaboliques (ALFEDIAM) Cœur et Diabète, le 7 décembre 2007, à Paris. 
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*

L’érythropoïétine ne protège pas 
contre les lésions ischémiques cardiaques 

chez le rat diabétique de type I

Amandine Ramond,Patrice Faure, Christophe Ribuot, Patrick Lévy, 
Marie Joyeux-Faure.

Laboratoire HP2 Hypoxie PhysioPathologie, INSERM ERI 17, Faculté de Médecine-Pharmacie, Grenoble, France, 
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Méthodes
• Les rats (mâles, Wistar, n = 54) ont été 

divisés en 2 groupes expérimentaux : 

- le groupe C (contrôle, traité par le 

véhicule),

- le groupe D (diabétique, traité par la 

streptozotocine, 55 mg/kg, iv).

• Après 8 semaines, leur cœur a été isolé 

et perfusé à pression constante. 

- Une ischémie (de 30 min)-reperfusion 

(de 120 min) à été réalisée. 

- Les paramètres hémodynamiques et la 

taille de l’infarctus ont été mesurés. 

-Certains cœurs ont été perfusés par de 

l’EPOrh (5 U/ml, 15 min avant ou après 

l’ischémie), groupes C+EPO et D+EPO. 

Objectif de l’étude
Le rat diabétique de type I, traité par la 

streptozotocine, est connu pour être plus 

sensible à l’ischémie-reperfusion 

cardiaque ; montrant une aggravation de 

la taille de l’infarctus. 

Plusieurs études expérimentales ont 

montré récemment que l’érythropoïétine 

recombinante humaine (EPOrh) pouvait 

être considérée comme un agent 

pharmacologique cardioprotecteur

puisque son administration protège 

contre les lésions ischémiques en 

diminuant les dysfonctions ventriculaires 

et en réduisant l’apoptose et la nécrose.

Le but de cette étude a été de rechercher 

si l’effet cardioprotecteur de l’EPOrh

pouvait s’appliquer au rat diabétique de 

type I, traité par la streptozotocine.

Conclusion
Cette étude suggère que l’EPOrh, 

administrée avant ou après l’ischémie, ne 

prévient pas les lésions ischémiques du 

cœur de rat diabétique, contrairement 

aux animaux sains.

Résultats

1. Le groupe D a montré des lésions ischémiques comparables et une 

amélioration de sa fonction ventriculaire, par rapport au groupe C. 

Cercles : valeurs individuelles, moyenne±SEM, n = 9 par groupe. I/V : taille de l’infarctus en pourcentage des 

ventricules. LVDP : pression développée par le ventricule gauche. *P0.05, par une ANOVA à deux voies.
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2. L’EPOrh, administrée avant 

ou après l’ischémie, a protégé 

les cœurs du groupe C en 

diminuant l’infarctus,

sans modifier la fonction 

ventriculaire.

Cercles blancs: valeurs individuelles, 

moyenne±SEM, n = 9 par groupe. I/V : taille de 

l’infarctus en pourcentage des ventricules. 

*P0.05, par une ANOVA à deux voies.

3. L’EPOrh administrée au groupe D, avant ou après l’ischémie, n’a 

pas diminué l’infarctus ni modifié la fonction ventriculaire.
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5.2 Travaux sur d’autres conséquences de l’HI chronique  

 

5.2.1 Etude de la fonction mitochondriale cardiaque lors d’une HI chronique 

Le but de cette étude était de déterminer l’effet de l’HI sur la fonction mitochondriale 

cardiaque. En effet, une altération de la fonction mitochondriale pourrait être impliquée 

dans les effets délétères induits par l’HI et être à l’origine de l’aggravation de la 

sensibilité à l’infarctus observée.  

 

Des rats mâles adultes ont été exposés à l’HI (cycles d’une minute, alternant FiO2 5% et 

FiO2 21%) ou à la normoxie, 8 h par jours pendant 35 jours. Le jour suivant, la capacité 

oxydative mitochondriale et la fonction des complexes de la chaine de respiration 

mitochondriale ont été déterminées, par respiration mitochondriale in situ.  

La fonction mitochondriale a donc été étudiée in situ sur 20-50 mg de fibres musculaires 

issues du VG perméabilisées à la saponine. Cette technique a nécessité une préparation 

des fibres à partir de tissus « frais ». La consommation d'O2 a été mesurée à l'aide d'une 

électrode de Clark dans une chambre d'oxygraphie thermostatée.  

La préparation des fibres musculaires cardiaques a été réalisée dans différents bains et 

solutions à +4°C. Dans un premier temps, les fibres ont été disséquées sous loupe 

binoculaire dans la solution « Skinning » (solution S), dont la composition correspond à 

celle du milieu intracellulaire, riche en phosphates. 

 Les cellules ont ensuite été perméabilisées par une incubation sous agitation pendant 30 

min dans la solution S additionnée de 50 μg.mL
-1

 de saponine (détergent d’affinité 

importante pour le cholestérol). Cette opération consiste à créer des pores dans les 

membranes sarcolemmales pour permettre la pénétration des substrats et des inhibiteurs 

utilisés dans les expériences oxymétriques. Les membranes mitochondriales sont moins 

sensibles au détergent, du fait de leur plus faible contenu en groupements cholestérol. Si 

le temps d’incubation dans le bain de perméabilisation est bien respecté, seules les 

membranes des cellules musculaires sont perméabilisées, laissant intactes les membranes 

mitochondriales. 

La préparation était ensuite rincée dans de la solution S afin d'éliminer la saponine, puis 

dans une solution de respiration (solution R) afin de laver les fibres de leur contenu en 

ADP. La composition de cette solution est proche de la solution S : alors qu’elle ne 

contient pas de composé à haut potentiel énergétique, elle comprend des substrats 
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(glutamate et malate) et de l’albumine bovine (protection des fibres et des mitochondries 

de l’effet des protéases libérées par le muscle).  

Afin de mesurer la consommation d’oxygène, les échantillons ont été placés dans une 

chambre d’oxygraphie hermétique contenant 1,5 mL de solution de respiration R, 

maintenue à +22°C et en agitation continue. La consommation d’O2 par les 

mitochondries a alors été mesurée par une électrode à oxygène type «électrode de Clark» 

(Hansatech Instruments, Norfolk, Royaume-Uni). L'évolution de la concentration en O2 

dissout a été enregistrée par un logiciel spécifique permettant le calcul de la vitesse de 

consommation d'O2. Le fonctionnement des complexes de la chaine respiratoire a été 

évalué par l’administration d’inhibiteurs et de substrats spécifiques. En fin de protocole, 

les fibres ont été récupérées, séchées et pesées afin de déterminer leur poids sec. Les 

paramètres de respiration des muscles ont été exprimés en μmol O2.min
-1

.g
-1

 de poids sec. 

 

Les résultats obtenus n’ont montré aucune variation de la capacité oxydative 

mitochondriale ni du fonctionnement des complexes de la chaine de respiration 

mitochondriale au niveau cardiaque, suite à l’exposition à l’HI chronique de 35 jour. Ceci 

suggère donc que la fonction mitochondriale ne semble pas impliquée dans l’aggravation 

de la sensibilité à l’infarctus induite par l’HI.  

 

Ces résultats ont fait l’objet d’une présentation sous forme de poster (voir page 152) au 

congrès de Physiologie, de Pharmacologie et de Thérapeutique (P2T), du 9 au 11 avril 

2008, à Clermont-Ferrand. 

 

5.2.2 Angiogenèse et mesure de VEGF  

Le but de cette étude était de déterminer l’effet de l’HI sur l’angiogenèse myocardique. 

En effet, une modification des taux de facteurs de croissance vasculaire cardiaques ou 

une altération de la densité vasculaire myocardique pourrait être impliquées dans les 

effets délétères induits par l’HI, participant à l’aggravation de la sensibilité à l’infarctus.  

 

Des rats mâles adultes ont été exposés à l’HI (cycles d’une minute, alternant FiO2 5% et 

FiO2 21%) ou à la normoxie, 8 h par jours pendant 14 ou 35 jours.  

 

Le jour suivant, les différentes mesures détaillées ci-après ont été réalisées : 
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- Le taux de facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF) a été déterminé 

après 14 et 35 jours d’exposition, par une analyse western blot. Pour cela, les cœurs 

ont été prélevés, rapidement rincés et nettoyés dans du sérum physiologique froid, puis 

congelés dans de l’azote liquide. Ils ont ensuite été conservés à -80°C. L’extraction 

des protéines totales a été réalisée de la façon suivante. Les coeurs congelés ont été 

homogénéisés au polytron (3 fois 20 secondes) dans 10 volumes de tampon de lyse 

RIPA (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, sodium déoxycholate 0,5%, 

pastille d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche®), pH ajusté à 7,4). Les 

homogénats obtenus ont été centrifugés 20 min à 4°C, à 13000 rpm. Le surnageant 

obtenu comprenait les protéines totales. Il a été aliquoté et congelé à -80°C. Il a servi 

au dosage des protéines (par la méthode de Bradford) et au western blot. Les protéines 

ont été séparées sur gel SDS-acrylamide à 12% puis transférées sur une membrane de 

PDVF qui a ensuite été incubée avec un anticorps primaire anti-VEGF  (1/1000; 

Abcam ab1316) durant la nuit à 4°C. Les anticorps accrochés à la protéine d’intérêt 

ont été détectés grâce à un anticorps secondaire conjugué avec la horseradish 

peroxidase (HRP, 1/2000; Abcam ab6728). Le chargement des protéines a été contrôlé 

par immunoblotting de la GAPDH, après déshybridation des membranes.  

 

- La densité vasculaire myocardique a été déterminée après 35 jours d’exposition, en 

mesurant les densités capillaires et artériolaires de l’endocarde, au moyen d’un 

marquage immunohistochimique. Ce travail a été réalisé en collaboration avec Jane-

Lise Samuel (U689 INSERM CRIL, Université Paris Diderot- Paris). 

Au lendemain de la fin de leur exposition, les rats ont été anesthésiés par injection 

intrapéritonéale de pentobarbital sodique (60 mg/kg), avant que leur cœur ne soit 

stoppé en diastole par injection intraveineuse d’une solution de chlorure de potassium. 

Les cœurs ont ensuite été rapidement excisés, pesés et coupés transversalement dans la 

partie moyenne de l’axe long du ventricule gauche. Les parties supérieures des cœurs 

ont été immergées dans de l’OCT. Elles ont ensuite été congelées progressivement 

dans de l’isopentane refroidi par immersion dans de l’azote liquide. Les échantillons 

ont été conservés à -80°C en attendant d’être coupés par cryosection (5µm 

d’épaisseur). 

Les coupes de ventricules ont alors été marquées au moyen d’un double 

immunomarquage. Les coupes ont été successivement incubées en présences 

d’anticorps monoclonaux de souris dirigés contre l’α-actine du muscle lisse (Dako, 
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France, dilution 1:50) et des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la cavéoline 

(dilution 1:50). Les coupes ont ensuite été mises en présence d’une immunoglobuline 

G (IgG) antisouris biotinylée (1:200, Vector Laboratories, France), avec une IgG 

antilapin couplée à la fluorescine (Amersham, France), et finalement avec un 

complexe Texas Red streptavidine (1:50, Amersham) réagissant avec la biotine. Les 

coupes ont ensuite été montées dans le milieu de montage Fluoprep (Biomerieux, 

France) et observée au moyen d’un microscope Leica (Leica, France) relié à une 

caméra.  

Pour chaque cœur, l’analyse morphometrique des densités capillaire et artériolaire a 

été réalisée sur trois coupes non consécutives. L’agrandissement total utilisé pour la 

quantification (en combinant les agrandissements de l’objectif, de l’oculaire et de la 

caméra) était de 100. La taille du champ observé de 0,48 mm
2
. Le nombre de champs 

par sections variait de 10 à 20, selon la taille de la circonférence du VG.  

La densité en vaisseaux a été évaluée dans l’endocarde (tiers interne de la paroi 

ventriculaire), sur l’ensemble du VG. La densité capillaire a été mesurée sur les 

coupes marquées par l’anticorps anti-cavéoline. Seules les structures cellulaires 

marquées, de forme circulaire et dont la taille de la lumière était inférieure à 8 µm ont 

été comptabilisées. Les artérioles ont été quantifiées dans les coupes marquées par 

l’anticorps dirigés contre l’α-actine du muscle lisse. Seuls les petits vaisseaux 

(diamètre de la lumière < 50 µm) entourés par au moins une couche de muscle lisse 

marquée par l’anticorps, et orientés transversalement sont comptabilisés. 

La densité vasculaires (en nombre de vaisseaux / mm
2
) a été calculée en divisant le 

nombre de vaisseaux (capillaires ou artérioles) dans chaque champ observé par la 

surface de ce même champ. Les valeurs données dans la section des résultats sont les 

moyennes calculées dans l’aire correspondant à la totalité du tiers interne du VG. Les 

données présentées pour chaque cœur correspondent à la moyenne de la quantification 

de trois coupes. 

 

Voici les résultats obtenus concernant les différents paramètres mesurés : 

- Après 14 jours d’exposition, aucune différence d’expression du VEGF n’a été 

observée entre les groupes N et HI (résultats non communiqués)   .  
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Par contre après 35 jours d’exposition, nous avons observé une augmentation 

(+74,6%) du taux de VEGF dans les ventricules des rats hypoxiques par rapport aux 

normoxiques. 

- Après 35 jours d’HI chronique, les densités capillaire (2335±102 / mm
2
) et 

artériolaire (33±5 / mm
2
) sont aussi augmentées dans les cœurs des animaux 

hypoxiques, comparés aux animaux normoxiques (1991±77 and 21±2 / mm
2
, 

respectivement). Cette augmentation pourrait être due à l’augmentation du taux de 

VEGF myocardique observée au même temps d’exposition. 

 

Il semble que cette augmentation de densité vasculaire myocardique induite par l’HI n’ait 

pas d’incidence sur les fonctions mitochondriales cardiaques, puisque celles-ci n’ont pas 

varié après 35 jours d’exposition à l’HI.  

Enfin il est aussi à noter que cette augmentation de densité vasculaire, bénéfique pour 

myocarde, n’est pas capable de prévenir la cardiosensibilisation à l’infarctus induite par 

une exposition à l’HI de 35 jours observée précédemment [58].  

 

Ces résultats ont fait l’objet d’une présentation sous forme de poster (voir page ci-après) 

au congrès de Physiologie, de Pharmacologie et de Thérapeutique (P2T), du 9 au 11 avril 

2008, à Clermont-Ferrand.  
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6 DISCUSSION 
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DISCUSSION 

 

Effets des agents anti-ischémiques sur l’I/R après une HI  

 

Dans un premier temps, nous avons montré chez le rat, que l’EPO protège le cœur contre 

l’infarctus induit par une I/R, qu’elle soit administrée avant ou après l’ischémie. De plus, nous 

avons montré que cet effet cardioprotecteur est dose-dépendant, puisque la protection 

conférée par l’EPO est efficace à la dose de 5 U/ml mais pas à 0,5 U/ml ni à 10 U/ml.  

Nous avons ensuite confirmé les résultats précédemment obtenus dans le laboratoire, 

concernant les conséquences délétères de l’HI en termes d’aggravation de la sensibilité 

cardiaque à l’infarctus [78]. En effet, nous avons montré une augmentation de la taille de 

l’infarctus après une I/R dans les cœurs de rats préalablement exposés à 4 h d’HI, comparé 

aux cœurs de rats exposés à la normoxie. En ce qui concerne les effets cardioprotecteurs de 

l’EPO, c’est la première fois qu’ils ont été observés dans une situation de stress, comme l’HI, 

associée à une augmentation de la sensibilité à l’I/R. Nous avons alors déterminé une dose 

efficace d’EPO (5 U/ml, administrée avant ou après l’ischémie) contre l’augmentation de la 

cardiosensibilité à l’infarctus induite par l’HI. En effet, dans les deux groupes hypoxiques 

traités par EPO, la taille de l’infarctus est similaire à celle des groupes normoxiques, traités ou 

non avec de l’EPO. 

 

Dans un second temps nous avons étudié l’effet d’agents anti-ischémiques administrés cette 

fois-ci de façon chronique, afin d’évaluer leur effet à long terme dans un modèle d’HI 

chronique mimant le SAOS. 

La trimétazidine, administrée à la dose de 10 mg/j dans la nourriture, n’a pas eu d’effet sur la 

sensibilité à l’I/R des cœurs de rats soumis à l’HI.   

En revanche, nous avons montré que le traitement chronique par le tempol (1 mM, dans l’eau 

de boisson) ou la mélatonine (100 mg/l, dans l’eau de boisson) permet de prévenir les effets 

myocardiques délétères induits par l’HI. En effet, les deux traitements, lorsqu’ils sont 

administrés de manière concomitante à l’exposition à l’HI de 14 jours, préviennent 

l’augmentation de la taille de l’infarctus observée après une I/R, dans le cœur isolé de rat. 

Ces deux traitements sont également capables de prévenir l’augmentation de PAM chez le rat. 

De plus, nous avons montré que le tempol empêche la génération d’anions superoxydes dans 

les cœurs hypoxiques, puisque les taux d’O2
.-
 chez les rats hypoxiques traités par le tempol 

sont comparables à ceux observés en conditions normoxiques. 
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Mécanismes impliqués dans les effets cardioprotecteurs de ces agents 

 

Comme l’EPO a été directement perfusée dans les cœurs isolés, nous avons conclu que les 

effets protecteurs observés sont dus à une action directe de cette molécule sur les cellules 

cardiaques, indépendamment de son effet hématopoïétique. Etant donné la courte période 

entre l’administration d’EPO et les effets observés, il semblerait que l’induction de 

l’expression de nouveaux gènes ne soit pas impliquée dans la cardioprotection observée ici. 

Les mécanismes impliqués dans la prévention de la nécrose cellulaire induite par l’EPO 

restent mal connus. Cependant plusieurs hypothèses peuvent être proposées. En effet, la 

liaison de l’EPO à son récepteur permet l’activation de plusieurs voies de signalisation 

cellulaire telles que la voie phosphatidylinositol-3 kinase (PI3-kinase) Akt-dependante [88, 

93, 125, 126], la voie de la proteine kinase C (PKC) activant les canaux KATP [89, 127], et les 

mitogen-activated protein kinases (MAP kinases, telles que  ERK 1/2 et p38) [89, 128]. Enfin, 

le NO semble également être un médiateur important de la cardioprotection induite par l’EPO 

[127, 129]. 

L’EPO semble aussi jouer un rôle dans la régulation du stress oxydant. En effet, lorsque des 

cardiomyocytes sont prétraités avec de l’EPO avant d’être mis en présence d’H2O2, les 

dommages oxydants observés sont diminués. La wortmannin, un inhibiteur de la voie 

PI3K/Akt, est capable d’abolir cet effet bénéfique, suggérant que les effets antioxydants de 

l’EPO sont médiés par cette voie [130]. 

Des études complémentaires sont nécessaires pour clarifier les mécanismes exacts impliqués 

dans les effets cardioprotecteurs de l’EPO contre les lésions ischémiques, dans le cadre d’une 

exposition à une HI ou non. De plus, étant donné que nous avions exclus le traitement 

chronique par EPO en raison de ses effets hématopoïétiques, nous avons choisi une exposition 

aigüe à l’HI, capable d’induire une aggravation de la sensibilité à l’I/R au même titre qu’une 

exposition chronique. Il serait cependant intéressant d’étudier les effets d’une administration 

unique d’EPO sur des cœurs de rats ayant été exposés à l’HI chronique, afin de se rapprocher 

de la physiopathologie du SAOS, et d’évaluer quels pourraient être les effets de l’EPO chez 

des patients SAOS en situation d’infarctus du myocarde ou de chirurgie cardiaque. 

Il pourrait être aussi intéressant de mesurer l’influence de l’HI chronique sur les taux sanguins 

d’EPO endogène dans notre modèle de rats hypoxiques et d’étudier son rôle dans la sensibilité 

à l’I/R. 
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Administrée de façon chronique et concomitante à l’exposition à l’HI, la TMZ n’a pas eu 

d’effet chez les rats exposés à l’HI. Notre hypothèse de départ était que cette molécule, en 

inhibant une enzyme clé de la β-oxydation des AGL, permettrait de modifier le métabolisme 

énergétique cardiaque en le redirigeant vers l’utilisation du glucose, plus favorable en termes 

de rendement énergétique. L’absence d’effet observée pourrait être due à l’utilisation d’une 

dose de TMZ trop faible pour être efficace contre les effets délétères de l’HI. La dose utilisée 

dans notre étude et qui permet d’obtenir chez le rat des taux plasmatiques comparables à ceux 

des patients traités par la TMZ contre l’angor [122], était peut-être trop faible pour protéger 

contre la nécrose cardiaque. 

L’absence de cardioprotection observée pourrait aussi provenir du fait que les effets délétères 

de l’HI ne dépendent du métabolisme énergétique cardiaque.  

 

Enfin nous avons étudié l’effet de deux agents anti-ischémiques, le tempol et la mélatonine, 

qui ont montré des effets protecteurs vis-à-vis de l’I/R dans notre modèle d’HI, probablement 

via leurs propriétés antioxydantes.  

Ainsi, il semble que le tempol empêche l’augmentation de PAM et de taille d’infarctus induite 

par l’HI en diminuant le stress oxydant et la production de d’anion superoxyde. Le tempol est 

capable de mimer l’action de la SOD, mais il pourrait aussi diminuer l’activation de la 

NADPH oxydase, puisque l’augmentation de l’expression de l’unité p47-phox observée dans 

le groupe hypoxique est abolie par le traitement au tempol. Dans notre étude, les taux de p47-

phox ont été mesurés dans la fraction cytosolique. Or c’est la quantité de p47-phox à la 

membrane qui reflète plus précisément l’activation de la NADPH oxydase. Nous avons tenté 

de réaliser le dosage de cette sous-unité dans la fraction membranaire, malheureusement nos 

échantillons étaient trop peu concentrés en protéines et nos résultats inexploitables. Ainsi il 

serait intéressant de réaliser de nouveaux travaux visant à confirmer l’implication de la  

NADPH oxydase confirmer l’implication de cette enzyme dans les lésions délétères induites 

par l’HI (par l’augmentation du recrutement de p47-phox au niveau membranaire ou la 

mesure directe de son activité), et de rechercher les facteurs responsables de son activation, 

comme potentiellement l’endothéline-1 (ET-1) [68]. 

Plusieurs études récentes ont illustré les effets protecteurs de la mélatonine contre les 

altérations cardiaques survenant à l’I/R, via son action sur la mitochondrie [120]. Dans le 

cœur de rat ayant subi une I/R, la mélatonine est capable de diminuer la peroxydation 

lipidique, et de prévenir la baisse d’activité des complexes I et III mitochondriaux. De plus, la 
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mélatonine inhibe l’ouverture du mPTP induite par une I/R cardiaque, réduisant ainsi la 

nécrose [119].  

Afin de faire la relation entre la mélatonine et le stress oxydant dans notre modèle, des 

expériences de marquages au DHE et de dosage de la sous-unité p47-phox de la NADPH 

oxydase sont en cours. 

 

Ainsi, les effets protecteurs de ces deux agents anti-ischémiques testé dans notre étude, le 

tempol et la mélatonine, suggère un rôle prépondérant du stress oxydant dans les 

conséquences cardiovasculaires délétères de l’HI. Des études additionnelles sont requises 

pour explorer plus précisément les mécanismes oxydants dans le développement des effets 

délétères de l’HI, comme l’implication de la xanthine oxydase, du glutathion ou de la SOD. 

Le rôle de la mitochondrie, génératrice d’ERO, devrait aussi être étudié dans ce phénomène.  

 

Perspectives cliniques 

 

A terme, cela pourrait permettre de développer de nouvelles perspectives cliniques et de 

nouvelles stratégies thérapeutiques dans le SAOS. Ainsi, une étude clinique visant à évaluer 

l’efficacité de l’atorvastatine dans le SAOS est actuellement en cours. En plus de son action 

principale hypocholestérolémiante, l’atorvastatine a également des propriétés anti-oxydantes.  

Dans un premier temps les patients sont randomisés dans deux bras, l’un recevant 

l’atorvastatine, l’autre recevant un placebo, et ce pendant 3 mois. Au bout de ces 3 mois, les 

patients de chaque bras sont de nouveau randomisés, et recoivent en plus de leur traitement 

atorvastatine/placebo un traitement par PPC efficace ou non. Au total 4 groupes sont ainsi 

étudiés : atorvastatine+PPC efficace, atorvastatine+PPC sham, placebo+PPC efficace, 

placebo+PPC sham. Différents paramètres biologiques sont mesurés tout au long de l’étude, 

parmi lesquels des marqueurs de stress oxydant. 

En fonction des résultats obtenus chez l’animal, une étude clinique similaire pourrait être 

envisagée avec la mélatonine, en recherchant ses effets vis-à-vis du SAOS, indépendamment 

ou non de ses effets sur les troubles du sommeil [131]. 
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