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RESUME

Cardiosensibilisation a I’ischémie-reperfusion induite par ’hypoxie intermittente : role de
différents agents cardioprotecteurs

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est connu pour étre un facteur de risque
indépendant de I’insuffisance coronarienne aigué. Chez le rat, I’hypoxie intermittente (HI) aigué ou
chronique augmente la sensibilité du ceeur a I’infarctus. En effet, I’exposition a I’HI (FiO, 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 délétéres de I’HI chez le rat. Ainsi les effets de
1I’érythropoiétine (EPO), la trimétazidine (TMZ), le tempol et la mélatonine sur la cardiosensiblisation
induite par I’HI ont été étudiés.L’administration d’EPO exogéne, immédiatement avant ou apres une
I/R, prévient I’aggravation de I’infarctus induite par I’IH aigué dans le cceur isolé de rat. Le tempol et
la mélatonine préviennent également les effets délétéres de I’HI via leurs propriétés antioxydantes.
L’administration concomitante a une HI chronique de 14 jours de 1’un de ces agents permet de réduire
significativement 1’aggravation de I’infarctus et 1’élévation de la pression artérielle moyenne. De plus,
le traitement par le tempol abolit la génération d’anions superoxyde (O;") et la surexpression de la
sous-unité p47-phox de la NADPH oxydase, suggérant le rble du stress oxydant dans les effets
cardiovasculaires délétéres de I’HI. En revanche, la TMZ, administrée durant les 14 jours d’HI, n’a
pas d’effet significatif, suggérant que I’action anti-ischémique de la TMZ ne peut compenser les effets
déléteres de I’HI. Des études complémentaires sont nécessaires pour explorer les mécanismes
impliqués dans la cardiosensibilisation et en particulier le role exact du stress oxydant. Ainsi, de
nouvelles perspectives cliniques et thérapeutiques basées sur ces études pourraient étre 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% FiO,) 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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INTRODUCTION
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1.1.

Aujourd’hui, I'un des enjeux de la thérapeutique consiste a 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 a
un infarctus du myocarde ou une chirurgie nécessitant la mise en place d'une circulation

extracorporelle avec arrét du ceeur.

Dans une premiére partie introductive de cette thése, nous avons donc rappelé les
phénomenes se produisant lors d’une I/R ainsi que les mécanismes cellulaires impliqués.

Par ailleurs, nous nous sommes aussi intéressés a une pathologie influengant la sensibilité
a I’'l/R cardiaque, le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS), qui est connu
pour étre un facteur de risque indépendant de 1’insuffisance coronarienne aigué. Nous
avons alors développé une des composantes de cette pathologie, I’hypoxie intermittente

(HI) et ses effets cardiovasculaires.

Nous avons ensuite abordé I’utilisation d’agents connus pour leurs propriétés anti-
ischémiques, potentiellement protecteurs des consequences cardiovasculaires déléteres
d’une HI.

La seconde partie de cette these a consisté a préciser les objectifs de travail avant de
présenter le matériel et méthode utilisés en troisieme partie et les résultats obtenus

exXposés en quatrieme partie.

En derniére partie, la synthese des travaux expérimentaux a été présentée ainsi que les
nouvelles études expérimentales et cliniques pouvant étre envisagées suite a ces travaux

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

Ischémie-reperfusion myocardique

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

sanguine résultant en un déséquilibre entre les besoins et I’apport d’oxygene et nutriments

nécessaires au bon fonctionnement du muscle cardiaque. Ce désequilibre peut étre di a

13



une augmentation de la demande énergétique du coeur, 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 étre associée a une
diminution des apports en oxygéne comme observé lors de I’angor d’effort. Ce
déséquilibre peut également étre dii a une diminution localisée de 1’apport sanguin,
comme par exemple lorsqu’une artére 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 aigué survenant le plus souvent suite a
I’occlusion d’une artére coronaire épicardique. L'ischémie myocardique concerne alors
une seule région du ceeur. Elle peut également concerner I'ensemble du muscle cardiaque,
dans le cadre d'une chirurgie cardiaque ou suite a un choc hypovolémique.

L’ischémie du myocarde va entrainer des dommages cellulaires, qui seront réversibles si
la perfusion est rétablie a temps, mais qui deviendront irréversibles si I’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 systémes cellulaires
énergie-dépendants. L’énergie provient principalement de I’oxydation de substrats
exogenes apportés au myocarde par la circulation coronaire. Dans les conditions
physiologiques, 1’oxydation des acides gras libres (AGL) représente 60 & 70% de la
consommation en O, et ceux-ci forment donc le substrat principal du ceeur [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 f-oxydation mitochondriale. Dans le cytoplasme, les
AGL sont transformés en acyl-CoA par 1’acyl-CoA synthase, puis entrent dans la
mitochondrie au moyen de la navette carnitine. Les acyl-CoA sont alors B-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 (FADH,),

produits durant le cycle vont permettre, via la chaine de respiration mitochondriale, la

14



phosphorylation oxydative produisant de 1’adénosine triphosphate (ATP) a partir
d’adénosine diphosphate (ADP), de phosphate et de dioxygéne (O,).

La quantité d’ATP produite par la B-oxydation est importante mais couteuse en oxygene.
En parallele a 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 O,

que celle des AGL.

GLUCOSE AGL Milieu extracellulaire
_ _ @i@ v @33 @l Sarcolemme
Glucose AGL N
g /
g _J ATP Acyl-CoA
©

~
et Lactate /
\ 73

Pyruvate

Acyl-CoA

Acétyl CoA<@mmmm [3-oxydation
gy

Oxydation du glucose
B8-oxydation des AGL

Membrane mitochondriale externe

ADP +Pi Jl ATP
NV T Ho
PHOSPHORYLATION OXYDATIVE

Cardiomyocyte

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 ou 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 FADH,, nécessaires a la production d’ATP par
phosphorylation oxydative. Les AGL entrent dans le cardiomyocyte par diffusion passive ou par
I’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’étre oxydé en acétyl-coA, qui entre dans le cycle de Krebs. L’acétyl-
coA provenant de la f-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 réle clé dans le métabolisme
énergétique cardiaque. En effet celle-ci se retrouve au carrefour des deux voies
métaboliques que représentent la B-oxydation des AGL et Ioxydation du glucose. Ce
complexe se présente sous deux formes, [’'une phosphorylée active, et I’autre
déphosphorylée inactive. C’est 1’équilibre entre ces deux formes qui régit I’'importance de
I’utilisation du glucose, et donc la balance glucose/AGL. En effet, le maintien de la forme
inactive est favorisé par le NADH et 1’acétyl-CoA provenant de la f-oxydation des AGL
[2].

Grace a la PDH, le myocyte peut s’adapter rapidement a toute variation de 1’apport en
substrat. Ainsi, apres un repas riche en glucide, la forte activation des récepteurs GLUT 4
par I’insuline induit une entrée significative de glucose dans la cellule au détriment de
I’entrée des AGL. Il se produit alors une diminution de la -oxydation et de ses produits
(NADH et acétyl-CoA, favorisant I’inhibition de la PDH), permettant le couplage de la
glycolyse avec I’étape d’oxydation du glucose, favorisant ainsi 1’utilisation du glucose qui
peut représenter jusqu’a 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 B-oxydation, et donc 1’inhibition de la PDH.
On observe donc un découplage de la glycolyse et des étapes d’oxydation du glucose,
aboutissant a 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 O, plus que le manque de substrat qui
va provoquer les premiers dysfonctionnements.

Les AGL continuent de pénétrer dans la cellule, activant les premicres étapes de la B-
oxydation, qui ne peut aboutir a la phosphorylation de ’ATP du fait du manque d’O..
L’accumulation d’acétyl-CoA provoque une inactivation de la PDH. De plus,
I’accumulation de métabolites intermédiaires de la B-oxydation a des effets délétéres sur
les membranes cellulaires. En parallele, la glycolyse continue de fonctionner
normalement, puisqu’elle ne consomme pas d’O,, mais est découplée des étapes suivantes
d’oxydation du glucose du fait du manque d’O; et de I'inactivation de la PDH. Le
pyruvate produit en exces 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 I’ischémie se prolonge, la glycolyse anaérobie sera

completement arrétée, conduisant a un arrét de la production d’ATP.
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De plus, les protons produits durant la glycolyse ne peuvent étre réutilisés par 1’oxydation
du glucose, favorisant ainsi leur accumulation. On observe également une accumulation
d’équivalents réduits et de lactate dans le myocyte. Tout ceci est a ’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
I’activité contractile du myocarde. De plus, la déplétion des réserves d’ATP est a 1’origine
de la perturbation de I’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 a une entrée d’eau responsable d’un cedéme intracellulaire.
Cette surcharge sodique provoque également I’inversion de 1’échangeur calcium/sodium.
Ceci conduit a une accumulation de calcium a ’intérieur de la cellule, et entraine des
Iésions au niveau des protéines contractiles, favorisant ainsi la contracture ischémique [5].
L'accumulation intracellulaire d'ions Na* et calcium (Ca®") provoque une importante
souffrance cellulaire aboutissant a la mort de la plupart des cardiomyocytes de la zone
infarcie.

L’ouverture des canaux potassiques ATP-dépendants fait également suite a 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 apres 30 minutes environ
d’ischémie sévére, cette valeur dépendant énormément des espéces et aussi de la
variabilité intra-individuelle, elle n’est donc qu 'une moyenne.

La figure ci-aprés schématise les événements conduisant a I’infarctus lors d’une ischémie.
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Figure 2 : Mécanismes du développement de I’infarctus, d’aprés 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, apres 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 a 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 I’infarctus et améliorer la récupération d’un point de vue clinique. La
récupération reste possible tant qu’il n’y a pas eu de 1ésions irréversibles. Cependant, la
reperfusion, bien que nécessaire, va provoquer la survenue de divers événements qui vont
interagir entre eux pour aboutir & une aggravation des lésions cellulaires évoluées, et
provoquer des arythmies de reperfusion, la sidération myocardique, le phénomeéne 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 délétere. Tous ces événements
interagissent entre eux, aboutissant a la mort du cardiomyocyte via I’ouverture du pore de
transition de perméabilité mitochondrial (mPTP), et a I’induction d’une contracture du

cardiomyocyte.

L’ischémie induit 1’accumulation intracellulaire d’ions Na*, H* et Ca**, responsable d’une
acidose tissulaire. La reperfusion, a 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 1’échangeur Na*/H" et le transporteur Na'/HCOs sont activés, ce qui conduit a
une accumulation de Na* intracellulaire. Cette augmentation de concentration de Na*
provoque un afflux supplémentaire d’ions Ca®*. En effet la sortie dans le milieu
intracellulaire du Ca®* stocké dans le réticulum sarcoplasmique (RS) est due & I’inversion
de I’échangeur Na*/Ca®* [7]. De plus la génération d’espéces réactives de 1’oxygéne
(ERO) au moment de I’I/R cause des dommages a la membrane du RS et des
dysfonctionnements de ce systéme. La sortie du Ca®* dans le cytosol par les canaux
calciques sarcolemmaux L-type [8-10] et une baisse de la recapture du Ca®* dans le RS
par la calcium-adénosine-triphosphatase (Ca**-ATPase) [11, 12] contribuent encore plus &
la surcharge calcique. Tout ceci aboutit a 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 réle important dans les 1ésions 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 phénomeénes vont agir de
concert pour induire 1’ouverture de ce pore. En effet, sous I’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 a 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 a 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 I’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 génére elle aussi des ERO, principalement via les
neutrophiles [22].

En situation de stress tel qu’une I/R, les mécanismes endogeénes 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
a ’ADN par oxydation directe. En plus des dommages cellulaires, les ERO participent a
I’ouverture du mPTP [23]. Ceci conduit a une boucle de feedback positive favorisant la
sortie dans le cytosol des ERO présents dans la mitochondrie, et favorisant donc encore
plus I’ouverture du mPTP [24].

L’inflammation joue également un role non négligeable dans les lésions d’I/R. La
libération de chémoattractants au moment de I’I/R (ERO, cytokines...) et I’expression de
molécules d’adhérence par les cellules endothéliales [25] permet le recrutement de
neutrophiles. Ces cellules sont particulierement toxiques pour le myocarde, car elles
sécretent des protéases, des ERO et bloguent la microcirculation, exacerbant ainsi les

effets déléteres de 1’ischémie.
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L’endothélium joue lui aussi un rdle dans les lésions d’I/R. En temps normal,
I’endothélium sécréte du monoxyde d’azote (NO), un gaz vasodilatateur ayant des effets
protecteurs vis-a-vis de I’I/R jusqu’a une certaine concentration, probablement en agissant
sur la consommation d’oxygeéne [26], 1’agrégation plaquettaire [27], 1’adhésion
leucocytaire [28] et le « scavenging » des ERO. Paradoxalement, a haute concentrations,
le NO peut induire un stress oxydant supplémentaire en favorisant la formation d’especes
hautement radicalaires, telles que le peroxynitrite [29, 30]. C’est ce qui se produit lors
d’une I/R ou la concentration de NO augmente [31-33].

La figure suivante schématise les événements conduisant aux lésions de reperfusion,
faisant suite & une ischémie.
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1.2 Hypoxie et tolérance a I’ischémie-reperfusion cardiaque

1.2.1 Généralités sur I’hypoxie et le SAOS

Le SAOS est une pathologie fréquente affectant 4 a 6% des sujets adultes d’age moyen, et
jusqu’a 20% de la population plus agée [34, 35]. Le SAOS se caractérise par 1’obstruction
répétée des voies aériennes supérieures (VAS), de maniére partielle ou compléte pendant le
sommeil. Un reldchement musculaire est responsable d’une baisse (hypopnée) ou d’un
arrét (apnée) de la ventilation par collapsus pharyngé (Figure 4A). Ceci se traduit, au
niveau sanguin, par une baisse de la saturation artérielle en O, (SaO,) et une augmentation
de la pression partielle en dioxyde de carbone (pCO,). L’effort respiratoire engendré par le
manque d’O, est responsable de micro-éveils, permettant la reprise de la ventilation, mais
étant surtout a lorigine de la fragmentation du sommeil. Une des principales
manifestations cliniques du SAOS est la somnolence diurne excessive liée a la perturbation
du sommeil [36].

La méthode de diagnostic de reférence du SAOS est la polysomnographie (Figure 4B),
effectuée dans un laboratoire du sommeil. Cette méthode permet 1’enregistrement et
I’évaluation de nombreux parametres, tels que I’activité cérébrale, le flux d’air nasal,
I’intensité sonore des ronflements, les mouvements thoraciques, la saturation du sang en
O,. La sévérité du SAOS est définie a partir du nombre moyen d’apnées et d’hypopnées
survenant par heure (indice apnées-hypopnées, IAH). A I’heure actuelle, le traitement de
référence proposé au patient SAOS est 1’application d’une pression positive continue

(PPC) a I’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’aprés 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
oxygeéne (Sa0,), efforts respiratoires thoraco-abdominaux, fluctuations de la pression artérielle
(PA) mesurés a chaque ¢épisode d’apnée. EEG: électroencéphalogramme, EMG :
électromyogramme.

Le SAOS est associé a 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 1’hypertension systémique [41], I’insuffisance
coronarienne [42], les arythmies cardiaques [43] et I’accident vasculaire cérébral [44, 45],
par rapport a des patients non SAQOS. 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 modeéle canin du SAQS, il a été montré que les animaux subissant une occlusion
intermittente des voies aériennes pendant leur sommeil, sur une période de 1 a 3 mois
développent une hypertension artérielle (HTA). Des animaux contrbles subissant
seulement une fragmentation du sommeil n’ont pas de modification de leur pression
artérielle (PA) [48]. Cette étude souligne I’importance de I’alternance des épisodes
d’hypoxie/réoxygénation ou HI, dans la physiopathologie du SAOS. Ainsi I’HI récurrente
qui est une conséquence de 1’apnée du sommeil, semble étre le facteur clé impliqué dans
les conséquences cardiovasculaires délétéres aigues et chroniques associées au SAOS
[49, 50].

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

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

aussi été développés afin d’étudier les effets de I’HI sur le systéme 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 élevee provoque des modifications de la paroi des
vaisseaux et conduit a une hypertrophie ventriculaire gauche. L’HTA conduit ainsi a une
atteinte des artéres coronaires, a I’infarctus du myocarde et contribue de fagon majeure a
I’insuffisance cardiaque.

L’association entre SAOS et HTA a été démontrée indépendamment de facteurs
confondants tels que 1’age et 1’obésité [34, 52]. De plus, la sévérité du SAOS et le
développement de I’HTA semblent étre corrélés [53, 54]. D’autre part, le traitement du
SAOS améliore ’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 séveére [55, 56].

La relation entre HI et PA a été démontrée a de nombreuses reprises dans divers modeéles
animaux. Ainsi chez le rongeur, 1’exposition a I’HI entraine une augmentation de la
pression artérielle moyenne (PAM) chez des animaux non sujets a '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 : I’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 1’altération
des systemes rénine-angiotensine [64] et endothéline [60, 65, 66]. Ces modifications
fonctionnelles semblent dues au stress oxydant induit par I’HI [67-69]. L’augmentation
de I’activité de la cyclo-oxygénase joue également un role dans ce phénomene [70].
Ainsi, la dysfonction endothéliale et la modification de la vasoréactivité induites par I’HI

potentialise I’augmentation des résistances périphériques totales.

Les coronaropathies :

La maladie coronarienne qui s’instaure de fagon progressive est initiée par des l1ésions au
niveau des parois des artéres coronaires. Ces leésions sont dues a un remodelage complexe
lors du processus d’athérosclérose. Ce phénomeéne inflammatoire se traduit par un
¢épaississement et une rigidité de la paroi artérielle. L’atteinte des vaisseaux coronaires

peut conduire a une diminution de l’irrigation du coeur due a la présence d’une plaque
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d’athérome et/ou a 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 I’infarctus du myocarde.

La prévalence des accidents coronariens chez les patients atteints de SAOS a éte évaluée
dans plusieurs études cliniques. Ainsi, un risque relatif d’angor a été mis en évidence
chez des hommes ronfleurs, indépendamment de 1’age, de la PA et de I’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 sévére, le
traitement par PPC permet de réduire de maniere 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 fréqguemment un SAOS. Le SAOS est donc reconnu comme un
facteur prédisposant ou conduisant a la mort subite lors d’un infarctus myocardique [75,
76].

Chez I’animal, I’exposition préalable a une HI peut-étre soit protectrice soit délétére vis-
a-vis de la sensibilité a une I/R subséquente, en fonction de la nature du stimulus
hypoxique. Ainsi, I’étude expérimentale des effets « contrastés » de I’HI sur la tolérance
myocardique a I’ischémie, ainsi que les mécanismes sous-jacents impliqués, ont fait
I’objet de nombreuses recherches afin de mieux les caractériser. La synthése de ces
recherches a conduit a la rédaction d’un chapitre de livre [77], présenté a la section

suivante.

1.2.2 Effets de I’hypoxie sur la tolérance ischémique

Chez I’animal, I’HI, caractérisée par des épisodes répétés d’hypoxie/réoxygénation, a des
effets marqués et trés contrastés sur la susceptibilit¢ du myocarde a I’l/R. De nombreux
modeles animaux ont été développés afin d’étudier ces effets. Ces modeles 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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a ’HI ont été préférentiellement étudiés : I"’hypoxie intermittente chronique d’altitude
(HICA), plus représentative de 1’adaptation physiologique a ’altitude, et un modele d’HI
basé sur des cycles courts, permettant d’étudier des pathologies reliées a 1’HI, telles que
le SAOS.

Généralement, apres une exposition a une HICA ou bien & une HI cyclique aigue, on
observe une résistance myocardique aux lésions ischémiques. Ainsi, nous avons
démontré qu’une courte exposition a I’HI de 4 h, avec une FiO; a 10%, permet, par un
mécanisme de préconditionnement retardé, de prévenir les effets délétéres d’une I/R [78].
Les mécanismes cardioprotecteurs mis en jeu sont les mémes que ceux du
préconditionnement, impliquant certaines kinases, la voie du NO, les canaux
mitochondriaux potassiques ATP dependants (mKarp), et la synthése de nouveaux genes.
En revanche, I’exposition a un stress hypoxique plus sévere induit des lésions
cardiovasculaires délétéres conduisant a une diminution de la tolérance myocardique a
I’ischémie. Ainsi nous avons montré qu’une exposition a I’HI de 4 h avec une FiO; a
5%, augmente la susceptibilit¢ des cardiomyocytes aux lésions d’I/R [79]. Les
expositions prolongeées alterent aussi la tolérance myocardique face a une I/R [77]. Ainsi,
nous avons montré que 1’exposition de rats a I’HI pendant 14 ou 35 jours modifient la
tolérance myocardique a I’'l/R en augmentant la taille de 1’infarctus [58, 60]. Cependant,

les mécanismes exacts responsables de cette cardiosensibilisation restent inconnus.

L’¢tude des mécanismes d’adaptation a I’HI cyclique chronique devrait permettre de
comprendre comment un stimulus cardioprotecteur peut devenir délétére, fournissant a
terme des outils permettant d’appréhender les mécanismes pathogénes associés aux

pathologies li¢es a I’HI telles que le SAOS.
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ABSTRACT

Intermittent hypoxia (IH), characterized by repeated episodes of hypoxia/reoxygenation, has
profound and contrasting effects on the susceptibility of the myocardium to ischemia-
reperfusion I/R injury. Several animal models have been developed to address these effects
using experimental protocols that vary greatly in cycle length, number of hypoxic episodes
per day and number of exposure days. Overall, two distinct modes of IH exposure have been
preferentially investigated: the chronic intermittent high altitude hypoxia (IHAH), more
representative of the physiological adaptation to altitude, and the short-cycle TH model,
designed to reproduce the pattern of IH-related pathologies such as obstructive sleep apnea
(OSA).

Myocardial resistance to ischemic injury is generally observed following chronic IHAH or
acute cyclic IH, through preconditioning-like cardioprotective mechanisms involving stress-
regulated kinases, nitric oxide, mitochondrial K stp channels, and de novo gene synthesis.

In contrast, repeated exposures to IH, elicit deleterious cardiovascular adaptations leading to a
decrease in myocardial ischemia-reperfusion tolerance.

Investigation of the adaptive mechanisms of chronic cyclic IH should help our understanding
of how a cardioprotective stimulus can convert into a deleterious one, hopefully providing
insight into the pathogenic mechanisms associated with chronic IH-related pathologies such

as OSA.
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INTRODUCTION

Oxygen is essential to sustain life and organisms have evolved sophisticated O;-sensing
systems to rapidly respond to alterations in O, supply. The heart, with its high metabolic rate
relative to blood flow, is particularly vulnerable and has developed powerful endogenous
adaptive mechanisms.

The most well known is that of ischemic preconditioning (PC) whereby brief episodes of
ischemia render the heart more resistant to subsequent ischemic injury. The PC phenomenon
was first described in 1986 by Murry, Jennings, and Reimer in a landmark study [Murry et al.
1986] that has since prompted an intense research on the field of myocardial tolerance to
ischemia/reperfusion (I/R) injury.

However, as soon as 1960, the reported lower incidence of myocardial infarction in people
living at high altitude [Hurtado 1960] led to animal models describing cardioprotective effects
of intermittent hypoxia (IH) on the myocardium, more than 10 years [Meerson et al. 1973]
before the study of Murry et al.

Although TH, defined as repeated episodes of hypoxia interspersed with episodes of normoxia,
may resemble ischemic PC with its repeated episodes of ischemia and reperfusion, the
protocols used experimentally differ widely. Hence, IH protocols vary greatly in the timing of
hypoxic cycling, the length of exposure, the degree of hypoxia, and the number of exposure
days.

Overall, two distinct modes of IH exposure have been preferentially investigated. The chronic
intermittent high altitude hypoxia (IHAH) model was first designed to reproduce the
beneficial effects of accommodation to high altitude. It is characterized by daily exposure to a
sustained (4 to 8 h) period of hypobaric (5000 to 7000 m) hypoxia followed by a return to
normoxic conditions. Intermittence is provided by repetition of this stimulus over several
days. Chronic IHAH has consistently been shown to improve cardiac ischemic tolerance
[Kolar and Ostadal 2004] with less adverse effects than chronic continuous hypoxic
adaptation [Zhuang and Zhou 1999].

The cyclic IH model consists of repetitive short cycles of normobaric hypoxia-normoxia
applied daily during various lengths of time. Along with others, we have shown that the
duration of exposure to cyclic IH is especially critical. Thus, although acute cyclic IH is
cardioprotective, repetitive exposure gradually engenders adverse effects on the
cardiovascular system. This observation is clinically relevant, since chronic exposure to brief

episodes of hypoxia is the main feature of obstructive sleep apnea (OSA), a
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pathophysiological condition associated with increased cardiovascular morbidity
[McNicholas and Bonsigore 2007]. Given the high and increasing prevalence of this
pathology in the general population [Punjabi 2008], understanding the mechanisms of chronic
adaptation to cyclic IH is of particular importance.

However, the cardiovascular adaptation to the various forms of IH has been much less

investigated than for ischemic PC, particularly regarding the tolerance to ischemic injury.



1. EFFECTS OF HIGH ALTITUDE INTERMITTENT HYPOXIA ON MYOCARDIAL
ISCHEMIC TOLERANCE

The observation of the lower incidence of myocardial infarction in people living at high
altitude prompted the first experimental studies on models of simulated high altitude hypoxia
using hypobaric chambers [Kopecky and Daum 1958; Poupa et al. 1966].

Since then, the myocardial adaptation to repeated daily exposure to simulated high altitude
has been extensively studied (see the reviews of Zhuang and Zhou 1999 and Kolar and
Ostadal 2004]) and its beneficial effects in protecting the heart against the deleterious
consequences of ischemia-reperfusion are now well recognized.

Table 1 summarizes the various models used, the cardiac end-points assessed, and the

cardioprotective mechanisms identified.

1.1. Beneficial effects of chronic IHAH on myocardial ischemic tolerance

The majority of studies have demonstrated that hearts from animals chronically exposed to
IHAH develop smaller infarcts and exhibit improved functional recovery following ischemia
compared to their respective controls [Kolar and Ostadal 2004]. Hence, exposure of rats to
simulated IHAH (5000 m, 8 h/day, 5 days a week, for 24-32 days) reduces necrosis in vivo
and improves ventricular functional recovery in isolated hearts following an
ischemia/reperfusion (I/R) sequence [Neckar et al. 2002]. In a similar models, chronic IHAH
prevented mtDNA deletion and mitochondrial structure damage produced by I/R in isolated
rat hearts [Zhong et al. 2000b] and attenuated I/R-induced apoptosis via an increased ratio of
Bel-2/Bax proteins [Dong et al. 2003].

Another beneficial adaptation to chronic IHAH consists in prevention of I/R-induced
arrhythmia in rats [Meerson et al. 1987; Meerson and Malyshev 1989; Asemu et al. 1999].
However, this effect is critically dependent on the degree and duration of hypoxic exposure
[Asemu et al. 2000]. Thus, whereas adaptation to 5000 m for 4 h/day decreases the total
number of premature ventricular beats, extending the daily exposure to 8 h and/or increasing
the altitude to 7000 m promotes ventricular arrhythmias. The proarrhythmic effect of severe
hypoxia might be related to the moderate left ventricular hypertrophy seen in rats adapted to
7000 m, but not in those adapted to 5000 m. The electrophysiological basis of the anti-



arrhythmic effect of IHAH may be explained by a prolongation of ventricular action

potential duration, an effect observed along with an increased resistance against ischemic

damage [Zhang et al. 2000].

1.2 Mechanisms underlying the cardioprotective adaptation induced by chronic IHAH

The protective adaptation activated by chronic IHAH appears to resemble that of classic
preconditioning except that it lasts markedly longer [Neckar et al. 2004]. However, chronic
IHAH has been much less studied than other forms of preconditioning and the understanding
of its protective mechanisms is still far behind.

For instance, the triggering mechanisms of this form of cardioprotection have not been
explored. One interesting candidate could be erythropoietin (EPO) whose production is
effectively increased by chronic IHAH [Moore-Gillon and Cameron 1985]. EPO is now well
recognized as a protective agent against ischemic injury since its binding to cardiac EPO
receptors can activate various protective signaling pathways and switch the phenotype of
cardiomyocytes to a defensive one [Joyeux-Faure et al. 2005a]. In view of these data, the role
of EPO in triggering the cardioprotection induced by chronic IHAH should be investigated.
Some of the signaling pathways involved have been identified, in particular that of protein
kinase C (PKC). Hence, the PKC inhibitor chelerythrine abolishes the cardioprotection
induced [Ding et al. 2004; Neckar et al. 2005]. Moreover, a basal up-regulation of the
particulate fraction of PKC-qa, €, 8 isozymes and a PKC-related prevention of calcium and
sodium overload have been reported in cardiomyocytes from chronic IHAH rats [Ding et al.
2004]. The PKC-8 isoform also appears to be involved in the infarct size-limiting effect of
chronic IHAH since rottlerin, a selective PKC-8 inhibitor, attenuates this protective effect
[Neckar et al. 2005]. Stable PKC activation also contributes to the preservation of the
intracellular pH seen following I/R in chronic IHAH rats [Li et al. 2007].

Finally, the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt signaling pathway also appears to be
implicated since 1.Y294002, a specific PI3K/Akt inhibitor, attenuates the reduction in infarct

size seen in chronic IHAH rats [Ravingerova et al. 2007].

Among the potential mediators of chronic IHAH cardioprotection, nitric oxide (NO) is a

likely candidate since chronic IHAH up-regulates myocardial inducible nitric oxide synthase



7

(INOS) mRNA levels and protein expression in rats and the selective iNOS-inhibitor
aminoguanidine abolishes the cardioprotective effects [Ding et al. 2005].

Opening of ATP-sensitive potassium (Karp) channels, in particular mitochondrial Karp
channels, also plays a role. Indeed, the mitochondrial Kap channel blocker 5-
hydroxydecanoate (5-HD) has been shown to abolish the reduction in infarct size,
improvement in functional recovery and antiarrhythmic effect seen with chronic IHAH in the
rat [Asemu et al. 1999; Neckar et al. 2002]. Both SHD and the non-selective Ka1p channel
blocker glibenclamide, were able to prevent the beneficial effect of chronic IHAH on
intracellular calcium overload following I/R in isolated rat cardiomyocytes [Zhu et al. 2003].
Chronic IHAH also appears to inhibit the opening of the mitochondrial permeability transition
pore (MPTP). Hence, opening of the MPTP with atractiloside upon reperfusion abolishes the
protective effects of chronic IHAH on functional recovery and infarct size in isolated rat heart
[Zhu et al. 2006]. In this study, the authors have demonstrated that inhibition of MPTP
opening by chronic IHAH promotes cytosolic calcium decline upon reperfusion and
attenuates cytosolic and mitochondrial calcium overloading in isolated myocytes.

Heat stress proteins (HSP), and in particular HSP70, have also been proposed as mediators of
chronic IHAH-cardioprotection. Indeed, the HSP70 mRNA level increases progressively in
the rat heart along with the duration of IH training and overexpression of HSP70 inversely
correlates with the occurrence of I/R-induced ventricular arrhythmias [Zhong et al. 2000a].
Members of HSP70 family are thought to act as molecular chaperones to repair or remove
cellular proteins denatured by stresses such as I/R, leading to protection and/or restoration of
cell function [Hightower 1991; Joyeux-Faure et al. 2003].

Finally, in rats exposed to chronic IHAH, pre-ischemic coronary flow of isolated hearts is
higher and its recovery after I/R is greater than that of normoxic rats. Indeed, left ventricular
capillary densities of hypoxic hearts are 1.5 times those of normoxic hearts, without any
apparent ventricular hypertrophy [Zhong et al. 2002]. Actually, increases in angiogenesis and
coronary circulation might not only contribute to the myocardial protection conferred by
chronic IHAH, but could also explain why the protection lasts much longer than that of

classical preconditioning.



2. EFFECTS OF CYCLIC INTERMITTENT HYPOXIA ON MYOCARDIAL ISCHEMIC
TOLERANCE

In contrast to the long cycles of IHAH relevant to high altitude physiology, normobaric short-
cycle oscillations in inspired O, have been used to model pathological situations, such as
OSA. Indeed, IH resulting from repetitive apneas appears to be the main causal factor in the
pathogenesis of cardiovascular morbidity (systemic hypertension, coronary artery disease, and
stroke) seen in OSA [Caples et al. 2007].

OSA patients experience repeated periods of hypoxia interspersed with normoxic interludes
during 7-8 h (or as long as their sleep cycle lasts). The number of hypoxic episodes varies
among subjects as well as their duration, which must last at least 10 s to be qualified as an
apnea [Punjabi 2008].

The first animal model designed to mimic this pattern of IH was developed in the rat and
showed that chronic exposure to cyclic IH can effectively reproduce the increase in blood
pressure, sympathetic control, and ventilatory drive seen in OSA patients [Fletcher et al.
1992].

Since then, chronic cyclic IH has been extensively used to assess the pathophysiological
repercussions of OSA (see the reviews of Fletcher 2001 and Neubauer 2001). However, the
effects on myocardial ischemic tolerance have been explored only recently. The results show
that adaptations to acute and chronic cyclic IH have contrasting effects on the response of the

heart to I/R injury.

2.1 Acute cyclic IH

2.1.1 Acute IH and delayed cardioprotection

A limited number of recent studies report that acute exposure to cyclic IH results in
cardioprotection (Table 2). The ability of acute IH (5 cycles of 6% FiO2 for 6 min
interspersed by 6 min of normoxia) to prevent myocardial dysfunction and infarction was first
demonstrated in mice submitted to an /R sequence, 24 h later [Cai et al. 2003]. Subsequently,
we investigated the influence of duration and depth of acute IH on infarct size development in

the isolated rat heart, 24 h later [Beguin et al. 2005]. Rats were exposed to 1-min cycles of 40



s-hypoxia (10% FiO,) / 20 s-normoxia, during either 30 min or 4 h. We have shown that
preconditioning by 4 h of acute IH with a minimal FiO; of 10% significantly reduces
myocardial infarction (Figure 1) whereas a shorter 30-min exposure does not confer
cardioprotection.

We also observed that exposure to 4 h of continuous hypoxia (10% FiO,) did not significantly
affect infarct size development 24 h later [Beguin et al. 2005]. This is in contrast with
previous studies in rats [Sasaki et al. 2002] and mice [Xi et al. 2002], reporting that
continuous exposure to 10% FiO; for 4 h results in delayed cardioprotection. This discrepancy
could be explained in the first case by the I/R model used (permanent left anterior descending
coronary artery occlusion) and in the second, by species-specific susceptibility to infarction.
Our study showed that, in the rat, two parameters appear to be critical for cardioprotection to

occur following hypoxia exposure: duration but also intermittence, thus reoxygenation.

2.1.2. Mechanisms underlying the delayed myocardial effects of acute IH

Acute IH, with its repeated episodes of hypoxia and normoxia, resembles ischemic
preconditioning, which promotes both early and delayed phases of protection. However, since
IH appears to activate only delayed protection [Cai et al. 2003], particular focus has been
placed on agents reportedly involved in the second window of ischemic preconditioning.
Among these agents, NO and K s1p channels are currently admitted to be involved, at least as
triggers, in delayed ischemic preconditioning [Yellon and Downey 2003]. We have
investigated the effects of L-NAME, a non-selective NOS inhibitor, and 5-HD, a selective
mitochondrial Ka1p blocker, by infusing them prior to /R in isolated hearts from rats exposed
to IH 24 h earlier [Beguin et al. 2007]. Using this simple but validated pharmacological
approach we have been able to confirm a role for both NO and K s1p channels in mediating the
delayed cardioprotection (Figure 1).

In the wake of studies showing that acute sustained hypoxia enhances iNOS expression in
lung and heart [Gess et al. 1997], while chronic sustained hypoxia downregulates endothelial
NOS expression in thoracic aorta [Toporsian et al. 2000], Xi et al. have investigated the
implication of both NOS in acute IH. Using iNOS knockout mice, they have shown that iNOS
is the only isoform involved and that it plays a role in triggering as well as mediating the

delayed cardioprotection [Xi et al. 2002]. Indeed, we have recently confirmed that acute ITH
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activates the iINOS gene and that this is necessary to induce delayed myocardial
preconditioning [Belaidi et al. 2007a].

We have also investigated the role of stress-activated kinases in triggering or mediating the
cardioprotective effects of acute IH. Pharmacological inhibition of PKC, PI3K, p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK), and extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) was
performed and their level of phosphorylation was measured. In this study, we have shown that
the PI3K/Akt cascade was not involved in the acute IH-induced delayed cardioprotection
while p38 MAPK and ERK1/2 acted as triggers and PKC as a mediator [Beguin et al. 2007].
Cai et al. have shown that acute IH could not induce delayed cardioprotection in hypoxia-
inducible factor-1 (HIF-1) knockout mice [Cai et al. 2003]. This suggests that de novo gene
synthesis under the transcriptional control of redox-sensitive transcription factors such as
HIF-1 is necessary for the cardioprotection to occur. Although other transcription factors also
mediate hypoxia-inducible gene expression, HIF-1 appears to play a critical role in the
regulation of oxygen homeostasis in mammals. Moreover, various cardioprotective genes are
up-regulated by HIF-1 in response to hypoxia, such as the vascular endothelial growth factor,
EPO, heme oxygenase-1 and iNOS genes [Semenza 1999].

As mentioned earlier, iINOS induction is necessary to induce delayed myocardial
preconditioning by acute IH. Using chromatin immunoprecipitation and pharmacological
inhibition by low-dose cadmium we have shown that HIF-1 directly interacts with the iNOS
gene promoter in myocardial extracts following acute IH and that prevention of this
interaction abolishes the delayed cardioprotection [Belaidi et al. 2007a].

As for the other transcription factors involved, a recent study, using cardiac gene array
analysis, has shown that acute IH in mice activates gene expression of antiapoptotic bel-2 and
bel-x;, proteins in the heart through GATA-4, a transcription factor implicated in the
regulation of cardiac myocyte apoptosis [Park et al. 2007].

2.2 Chronic cyclic IH

As mentioned earlier, exposure to cyclic IH for several hours during consecutive days is an

effective means to reproduce the cardiovascular alterations seen in OSA patients.
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However, the duration, frequency, and severity of hypoxic episodes are critical factors
determining whether chronic exposure to cyclic IH hypoxia has beneficial or harmful effects

on the myocardium (Table 3).

2.2.1 Protocols of chronic cyclic IH and cardiac endpoints assessed

A first cardioprotective model was described in 2004, in dogs exposed during 20 days to a
mild protocol of ITH (8 cycles of 5-10 min of 10 % FiO, and 4 min normoxia). This induced a
reduction in infarct size and prevented ventricular arrhythmias during coronary artery
occlusion and reperfusion, in vivo [Zong et al. 2004]. The same model was also used to show
a role of episodic B1-adrenergic activation in the development of the cardioprotective effects
observed [Mallet et al. 2006].

In contrast, we have shown that chronic cyclic IH can induce deleterious consequences using
a more severe protocol probably more representative of the IH pattern seen in OSA. Thus,
exposure of Wistar rats for 35 days (8h/day, 1-min cycles with 40 s of 5% FiO, and 20 s of
normoxia) enhanced myocardial sensitivity to infarction after global /R in isolated hearts
(Figure 2) [Joyeux-Faure et al. 2005b]. In spontaneously hypertensive rats, we observed that
chronic IH exposure for 14 days increased infarct size and enhanced the development of
hypertension [Belaidi et al. 2007b].

Finally, a recent study, using a murine model (8 h/day, 4-min cycles with 2 min of 6% FiO;
and 2 min of normoxia) reported that exposure to cyclic IH for 7 or 14 days induces an
increase in infarct size and lactate deshydrogenase activity following I/R in the isolated heart.
However, with a longer period of exposure (28 days), susceptibility to 'R was normalized,

suggesting a protective adaptation to cyclic IH with time [Park and Suzuki 2007].

2.2.2 Molecular mechanisms underlying the myocardial response to chronic cyclic IH

Repetitive exposure to hypoxia results in increased chemoresponsiveness and transient
adrenergic stimulation [Prabhakar et al. 2007], which can have both beneficial [Cohen et al.
1995 56] and deleterious [Schomig and Richardt 1990] effects on the myocardial response to
IR.
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Thus, Mallet et al. have explained the cardioprotective effects induced by 20 days of cyclic
IH in dogs subjected to coronary occlusion by an increase in sympathetic activity [Mallet et
al. 2006]. In particular, repetitive [3-adrenergic activation during the cyclic IH protocol,
appeared to be involved since metoprolol, a [3;-adrenoreceptor antagonist, abolished the
infarct sparing and antiarrhythmic effects. Whether a more intense stimulation could lead to
deleterious consequences such as those observed with severe cyclic IH protocols remains to
be determined.

Generation of vascular reactive oxygen species, promoted by chronic short-cycle IH,
contributes to the development of hypertension in rats [Troncoso Brindeiro et al. 2007 75].
Regarding the myocardium, the increased susceptibility to I/R after 7 and 14 days of cyclic IH
in mice was related to the level of myocardial lipid peroxidation and protein oxidation while
the normalization of infarct size after 28 days of exposure was associated with an increase in
thioredoxin (H,0; scavenger) activity [Park and Suzuki 2007].

Among the other consequences of chronic IH, an activation of the renin-angiotensin system
has been shown to play a role in the development of hypertension in response to IH in rats,
since AT1 antagonists prevent the rise in blood pressure [Fletcher 2001]. Various effects of
angiotensin are detrimental in the process of myocardial /R such as coronary vasoconstriction
and increased noradrenaline release [Wang et al. 2002]. However, its implication in the
increased myocardial sensitivity to ischemia induced by chronic IH has not yet been
investigated.

Hypoxia is a powerful stimulus for the production of endothelin-1 (ET-1) by endothelial cells
and cardiomyocytes; its expression is increased by hypoxia under the transcriptional control
of HIF-1 [Yamashita et al. 2001]. Cyclic IH also has the ability to activate the ET-1 system
and plasma ET-1 concentrations [Kanagy et al. 2001] and vascular reactivity to ET-1
[Allahdadi et al. 2005; Lefebvre et al. 2006] are increased along with the development of
hypertension in rats. In spontaneously hypertensive rats after 14 days of cyclic IH, we have
observed an increase in myocardial ET-1 and big ET-1 concentrations and an enhanced
coronary vascular response to ET-1 leading to deleterious myocardial effects that could
contribute to the increase in infarct size [Belaidi et al. 2007b]. Indeed, the endogenous release
of ET-1 in the ischemic myocardium is known to contribute to the development of I/R injury

[Pernow and Wang 1997].
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CLINICAL PERSPECTIVES AND FUTURE RESEARCH DIRECTIONS

The promotion of myocardial resistance to ischemic injury conferred by chronic IHAH or
acute cyclic ITH appears to be due to activation of protective pathways resembling those of
ischemic and other forms of PC, namely stress-regulated kinases, nitric oxide, and
mitochondrial K,1p channels. In contrast to classic forms of PC, the resulting cardioprotection
is exclusively delayed and appears dependent on de novo expression by transcription factors,
in particular the redox-sensitive HIF-1, of cardioprotective genes such as the iNOS gene.
Another distinctive aspect of chronic IHAH, that clearly distinguishes it from ischemic PC, is
that it confers a long-lasting cardioprotection that can persist several weeks after normoxic
recovery [Neckar et al. 2004]. Whether, this is due to enhanced angiogenesis and improved
coronary blood flow remains to be determined. In particular, the role of HIF-1 and angiogenic
growth factors such as VEGF, one of its downstream target genes, should be explored.

Since IH exposure is easily feasible in the clinical setting, clinical applications should be
considered to determine whether it could provide therapeutic modes of reducing the effects of

noxious stimuli, such as ischemia during cardiac surgery.

In the case of chronic cyclic IH, the intensity and the frequency of hypoxic cycles appear to
be key factors ultimately determining whether the response crosses the threshold from having
protective value to pathology.

Thus, chronic cyclic IH can have beneficial effects when few daily cycles of moderate
intensity are used. However, more severe protocols with chronic repetitive short cycles
designed to reproduce the cyclic IH pattern seen in OSA patients, result in an increased
susceptibility of the heart to infarction. This is of particular interest in the study of chronic-IH
related pathologies such as OSA.

Indeed, the increased cardiovascular risk of OAS patients could be related in part to the
decreased tolerance to myocardial to I/R injury induced by chronic IH, as shown by a recent
study reporting an unfavorable outcome following percutaneous coronary intervention in

OSA patients with acute coronary syndrome [Yumino et al. 2007].
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Recent experimental observations suggest that enhanced oxidative stress and endothelin

system activation play important roles in the deleterious effects of chronic IH on the
myocardium. Given that these alterations have also been reported in OSA [Lavie et al. 2004;
Phillips et al. 1999], future clinical research should aim at investigating their contribution to

the cardiovascular complications of OSA patients.

Finally, the triphasic time-course of the adaptation of the myocardium to chronic cyclic IH
warrants further investigation. Indeed, the initial cardioprotection observed is replaced by an
increased susceptibility to I/R that is normalized with prolonged exposure. This resembles the
time-course of the disease in OSA where a paradoxical age-related decline in mortality is
observed in spite of greater co-morbidities in older patients [Lavie and Lavie 2006].

In both experimental animals and man, activation of cardioprotective mechanisms sufficient
to overcome the deleterious effects of chronic IH has been proposed to explain the
normalization observed with prolonged exposure.

Definitive answers could be provided by a thorough investigation of the gene programs
activated by chronic intermittent hypoxia and of their interplay in determining the final

cardiovascular outcome.



15

REFERENCES

Allahdadi, K. J., B. R. Walker and N. L. Kanagy (2005). "Augmented endothelin vasoconstriction
in intermittent hypoxia-induced hypertension." Hypertension 45(4): 705-9.

Asemu, G., F. Papousek, B. Ostadal and F. Kolar (1999). "Adaptation to high altitude hypoxia
protects the rat heart against ischemia-induced arrhythmias. Involvement of mitochondrial
K(ATP) channel." J Mol Cell Cardiol 31(10): 1821-31.

Asemu, G., J. Neckar, O. Szarszoi, F. Papousek, B. Ostadal and F. Kolar (2000). "Effects of
adaptation to intermittent high altitude hypoxia on ischemic ventricular arrhythmias in rats."
Physiol Res 49(5): 597-606.

Beguin, P. C., M. Joyeux-Faure, D. Godin-Ribuot, P. Levy and C. Ribuot (2005). "Acute
intermittent hypoxia improves rat myocardium tolerance to ischemia." J Appl Physiol 99(3):
1064-9.

Beguin, P. C., E. Belaidi, D. Godin-Ribuot, P. Levy and C. Ribuot (2007). "Intermittent hypoxia-
induced delayed cardioprotection is mediated by PKC and triggered by p38 MAP kinase and
Erk1/2." J Mol Cell Cardiol 42(2): 343-51.

Belaidi, E., P. C. Beguin, P. Levy, C. Ribuot and D. Godin-Ribuot (2007a). "Prevention of HIF-1
activation and iNOS gene targeting by low-dose cadmium results in loss of myocardial
hypoxic preconditioning in the rat." Am J Physiol Heart Circ Physiol.

Belaidi, E., B. Lefebvre, F. Stanke-Labesque, C. Ribuot, P. Levy and D. Godin-Ribuot (2007b).
"Cardiovascular alterations induced by chronic intermittent hypoxia in spontaneously
hypertensive rats." J Mol Cell Cardiol 42: S190-S218.

Cai, Z., D. J. Manalo, G. Wei, E. R. Rodriguez, K. Fox-Talbot, H. Lu, J. L. Zweier and G. L.
Semenza (2003). "Hearts from rodents exposed to intermittent hypoxia or erythropoietin are
protected against ischemia-reperfusion injury." Circulation 108(1): 79-85.

Caples, S. M., A. Garcia-Touchard and V. K. Somers (2007). "Sleep-disordered breathing and
cardiovascular risk." Sleep 30(3): 291-303.

Cohen, M. V., R. S. Walsh, M. Goto and J. M. Downey (1995). "Hypoxia preconditions rabbit
myocardium via adenosine and catecholamine release." J Mol Cell Cardiol 27(8): 1527-34.
Ding, H. L., H. F. Zhu, J. W. Dong, W. Z. Zhu and Z. N. Zhou (2004). "Intermittent hypoxia

protects the rat heart against ischemia/reperfusion injury by activating protein kinase C." Life

Sei 75(21): 2587-603.



16

Ding, H. L., H. F. Zhu, J. W. Dong, W. Z. Zhu, W. W. Yang, H. T. Yang and Z. N. Zhou
(2005). "Inducible nitric oxide synthase contributes to intermittent hypoxia against
ischemia/reperfusion injury." Acta Pharmacol Sin 26(3): 315-22.

Dong, J. W., H. F. Zhu, W. Z. Zhu, H. L. Ding, T. M. Ma and Z. N. Zhou (2003). "Intermittent
hypoxia attenuates ischemia/reperfusion induced apoptosis in cardiac myocytes via regulating
Bcel-2/Bax expression.” Cell Res 13(5): 385-91.

Fletcher, E. C., J. Lesske, R. Behm, C. C. Miller, 3rd, H. Stauss and T. Unger (1992). "Carotid
chemoreceptors, systemic blood pressure, and chronic episodic hypoxia mimicking sleep
apnea." J Appl Physiol 72(5): 1978-84.

Fletcher, E. C. (2001). "Invited review: Physiological consequences of intermittent hypoxia:
systemic blood pressure." J Appl Physiol 90(4): 1600-5.

Gess, B., K. Schricker, M. Pfeifer and A. Kurtz (1997). "Acute hypoxia upregulates NOS gene
expression in rats." Am J Physiol 273(3 Pt 2): R905-10.

Hightower, L. E. (1991). "Heat shock, stress proteins, chaperones, and proteotoxicity." Cell 66(2):
191-7.

Hurtado, A. (1960). "Some clinical aspects of life at high altitudes." Ann Intern Med 53: 247-58.

Joyeux-Faure, M., C. Araud, D. Godin-Ribuot and C. Ribuot (2003). "Heat stress
preconditioning and delayed myocardial protection: what is new?" Cardiovasc Res 60(3):
469-77.

Joyeux-Faure, M., D. Godin-Ribuot and C. Ribuot (2005a). "Erythropoietin and myocardial
protection: what's new?" Fundam Clin Pharmacol 19(4): 439-46.

Joyeux-Faure, M., F. Stanke-Labesque, B. Lefebvre, P. Beguin, D. Godin-Ribuot, C. Ribuot, S. H.
Launois, G. Bessard and P. Levy (2005b). "Chronic intermittent hypoxia increases infarction
in the isolated rat heart." J Appl Physiol 98(5): 1691-6.

Kanagy, N. L., B. R. Walker and L. D. Nelin (2001). "Role of endothelin in intermittent hypoxia-
induced hypertension." Hypertension 37(2 Part 2): 511-5.

Kolar, F. and B. Ostadal (2004). "Molecular mechanisms of cardiac protection by adaptation to
chronic hypoxia." Physiol Res 53 Suppl 1: S3-13.

Kopecky, M. and S. Daum (1958). "[Adaptation of the myocardium to altitude anoxia.]." Cesk
Fysiol 7(3): 218-9.

Lavie, L., A. Vishnevsky and P. Lavie (2004). "Evidence for lipid peroxidation in obstructive
sleep apnea.” Sleep 27(1): 123-8.



17

Lavie, L. and P. Lavie (2006). "Ischemic preconditioning as a possible explanation for the age
decline relative mortality in sleep apnea."” Med Hypotheses 66(6): 1069-73.

Lefebvre, B., D. Godin-Ribuot, M. Joyeux-Faure, F. Caron, G. Bessard, P. Levy and F. Stanke-
Labesque (2006). "Functional assessment of vascular reactivity after chronic intermittent
hypoxia in the rat." Respir Physiol Neurobiol 150(2-3): 278-86.

Li, J., H. Zhang, W. Z. Zhu, Z. Yu, A. Guo, H. T. Yang and Z. N. Zhou (2007). "Preservation of
the pHi during ischemia via PKC by intermittent hypoxia." Biochem Biophys Res Commun
356(2): 329-33.

Mallet, R. T., M. G. Ryou, A. G. Williams, Jr., L. Howard and H. F. Downey (2006). "Betal-
Adrenergic receptor antagonism abrogates cardioprotective effects of intermittent hypoxia."
Basic Res Cardiol 101(5): 436-46.

McNicholas, W. T. and M. R. Bonsigore (2007). "Sleep apnoea as an independent risk factor for
cardiovascular disease: current evidence, basic mechanisms and research priorities." Eur
Respir J 29(1): 156-78.

Meerson, F. Z., O. A. Gomzakov and M. V. Shimkovich (1973). "Adaptation to high altitude
hypoxia as a factor preventing development of myocardial ischemic necrosis." Am J Cardiol
31(1): 30-4.

Meerson, F. Z., E. E. Ustinova and E. H. Orlova (1987). "Prevention and elimination of heart
arrhythmias by adaptation to intermittent high altitude hypoxia." Clin Cardiol 10(12): 783-9.

Meerson, F. Z. and 1. Malyshev (1989). "Adaptation to stress increases the heart resistance to
ischemic and reperfusion arrhythmias." J Mol Cell Cardiol 21(3): 299-303.

Moore-Gillon, J. C. and I. R. Cameron (1985). "Right ventricular hypertrophy and polycythaemia
in rats after intermittent exposure to hypoxia." Clin Sci (Lond) 69(5): 595-9.

Murry, C. E., R. B. Jennings and K. A. Reimer (1986). "Preconditioning with ischemia: a delay of
lethal cell injury in ischemic myocardium." Circulation 74(5): 1124-36.

Neckar, J., O. Szarszoi, L. Koten, F. Papousek, B. Ost'adal, G. J. Grover and F. Kolar (2002).
"Effects of mitochondrial K(ATP) modulators on cardioprotection induced by chronic high
altitude hypoxia in rats." Cardiovasc Res 55(3): 567-75.

Neckar, J., B. Ostadal and F. Kolar (2004). "Myocardial infarct size-limiting effect of chronic
hypoxia persists for five weeks of normoxic recovery."” Physiol Res 53(6): 621-8.

Neckar, J., I. Markova, F. Novak, O. Novakova, O. Szarszoi, B. Ost'adal and F. Kolar (2005).

"Increased expression and altered subcellular distribution of PKC-delta in chronically hypoxic



18

rat myocardium: involvement in cardioprotection." Am J Physiol Heart Circ Physiol
288(4): H1566-72.

Neubauer, J. A. (2001). "Invited review: Physiological and pathophysiological responses to
intermittent hypoxia." J Appl Physiol 90(4): 1593-9.

Park, A. M., H. Nagase, S. Vinod Kumar and Y. J. Suzuki (2007). "Acute intermittent hypoxia
activates myocardial cell survival signaling." Am J Physiol Heart Circ Physiol 292(2): H751-
7.

Park, A. M. and Y. J. Suzuki (2007). "Effects of intermittent hypoxia on oxidative stress-induced
myocardial damage in mice." J Appl Physiol 102(5): 1806-14.

Pernow, J. and Q. D. Wang (1997). "Endothelin in myocardial ischaemia and reperfusion.”
Cardiovasc Res 33(3): 518-26.

Phillips, B. G., K. Narkiewicz, C. A. Pesek, W. G. Haynes, M. E. Dyken and V. K. Somers
(1999). "Effects of obstructive sleep apnea on endothelin-1 and blood pressure." J Hypertens
17(1): 61-6.

Poupa, O., K. Krofta, J. Prochazka and Z. Turek (1966). "Acclimation to simulated high altitude
and acute cardiac necrosis.”" Fed Proc 25(4): 1243-6.

Prabhakar, N. R., T. E. Dick, J. Nanduri and G. K. Kumar (2007). "Systemic, cellular and
molecular analysis of chemoreflex-mediated sympathoexcitation by chronic intermittent
hypoxia." Exp Physiol 92(1): 39-44.

Punjabi, N. M. (2008). "The Epidemiology of Adult Obstructive Sleep Apnea." Proc Am Thorac
Soc 5(2): 136-143.

Ravingerova, T., J. Matejikova, J. Neckar, E. Andelova and F. Kolar (2007). "Differential role of
PI3K/Akt pathway in the infarct size limitation and antiarrhythmic protection in the rat heart."”
Mol Cell Biochem 297(1-2): 111-20.

Sasaki, H., S. Fukuda, H. Otani, L.. Zhu, G. Yamaura, R. M. Engelman, D. K. Das and N. Maulik
(2002). "Hypoxic preconditioning triggers myocardial angiogenesis: a novel approach to
enhance contractile functional reserve in rat with myocardial infarction." J Mol Cell Cardiol
34(3): 335-48.

Schomig, A. and G. Richardt (1990). "The role of catecholamines in ischemia." J Cardiovasc
Pharmacol 16 Suppl 5: S105-12.

Semenza, G. L. (1999). "Regulation of mammalian O2 homeostasis by hypoxia-inducible factor
1." Annu Rev Cell Dev Biol 15: 551-78.



19

Toporsian, M., K. Govindaraju, M. Nagi, D. Eidelman, G. Thibault and M. E. Ward (2000).
"Downregulation of endothelial nitric oxide synthase in rat aorta after prolonged hypoxia in
vivo." Circ Res 86(6): 671-5.

Troncoso Brindeiro, C. M., A. Q. da Silva, K. J. Allahdadi, V. Youngblood and N. L. Kanagy
(2007). "Reactive oxygen species contribute to sleep apnea-induced hypertension in rats." Am
J Physiol Heart Circ Physiol 293(5): H2971-6.

Wang, Q. D., J. Pernow, P. O. Sjoquist and L. Ryden (2002). "Pharmacological possibilities for
protection against myocardial reperfusion injury." Cardiovasc Res 55(1): 25-37.

Xi, L., D. Tekin, E. Gursoy, F. Salloum, J. E. Levasseur and R. C. Kukreja (2002). "Evidence that
NOS2 acts as a trigger and mediator of late preconditioning induced by acute systemic
hypoxia." Am J Physiol Heart Circ Physiol 283(1): H5-12.

Yamashita, K., D. J. Discher, J. Hu, N. H. Bishopric and K. A. Webster (2001). "Molecular
regulation of the endothelin-1 gene by hypoxia. Contributions of hypoxia-inducible factor-1,
activator protein-1, GATA-2, AND p300/CBP." J Biol Chem 276(16): 12645-53.

Yellon, D. M. and J. M. Downey (2003). "Preconditioning the myocardium: from cellular
physiology to clinical cardiology." Physiol Rev 83(4): 1113-51.

Yumino, D., Y. Tsurumi, A. Takagi, K. Suzuki and H. Kasanuki (2007). "Impact of obstructive
sleep apnea on clinical and angiographic outcomes following percutaneous coronary
intervention in patients with acute coronary syndrome." Am J Cardiol 99(1): 26-30.

Zhang, Y., N. Zhong and Z. N. Zhou (2000). "Effects of intermittent hypoxia on action potential
and contraction in non-ischemic and ischemic rat papillary muscle." Life Sci 67(20): 2465-71.

Zhong, N., Y. Zhang, Q. Z. Fang and Z. N. Zhou (2000a). "Intermittent hypoxia exposure-induced
heat-shock protein 70 expression increases resistance of rat heart to ischemic injury." Acta
Pharmacol Sin 21(5): 467-72.

Zhong, N., Y. Zhang, H. F. Zhu and Z. N. Zhou (2000b). "Intermittent hypoxia exposure prevents
mtDNA deletion and mitochondrial structure damage produced by ischemia/reperfusion
injury." Sheng Li Xue Bao 52(5): 375-80.

Zhong, N., Y. Zhang, H. F. Zhu, J. C. Wang, Q. Z. Fang and Z. N. Zhou (2002). "Myocardial
capillary angiogenesis and coronary flow in ischemia tolerance rat by adaptation to
intermittent high altitude hypoxia." Acta Pharmacol Sin 23(4): 305-10.

Zhu, H. F., J. W. Dong, W. Z. Zhu, H. L. Ding and Z. N. Zhou (2003). "ATP-dependent
potassium channels involved in the cardiac protection induced by intermittent hypoxia against

ischemia/reperfusion injury." Life Sci 73(10): 1275-87.



20

Zhu, W. Z., Y. Xie, L. Chen, H. T. Yang and Z. N. Zhou (2006). "Intermittent high altitude
hypoxia inhibits opening of mitochondrial permeability transition pores against reperfusion
injury." J Mol Cell Cardiol 40(1): 96-106.

Zhuang, J. and Z. Zhou (1999). "Protective effects of intermittent hypoxic adaptation on
myocardium and its mechanisms." Biol Signals Recept 8(4-5): 316-22.

Zong, P., S. Setty, W. Sun, R. Martinez, J. D. Tune, I. V. Ehrenburg, E. N. Tkatchouk, R. T.
Mallet and H. F. Downey (2004). "Intermittent hypoxic training protects canine myocardium

from infarction." Exp Biol Med (Maywood) 229(8): 806-12.



21

80 7

IV (%)
aQ OO0
o
o000
O O
—e—
(@]
b
(eo) (@)
—o—
(esNe)
—e—

40 7 [e)
3 g °
o 8
o} 0
e]
(@]
0 p
5 > ;‘“ & S ;;?
$ - ;QY “ Mo
S rad ~ o Q)
3 < i &
N ~
$

Figure 1. Infarct size (I/'V) in isolated rat hearts assessed after a no-flow global ischemia (30
min)-reperfusion (120 min) sequence, 24 hours after exposure to acute intermittent hypoxia
(IH10, 10% FiO,) or normoxia (S) during 4 h. The cardioprotection induced by IH was
abolished by perfusion with the NO synthase inhibitor, L-NAME and the Ksrp channel
blocker, 5-HD prior to ischemia. Individual values and means = SE are represented. *P < 0.05
vs. the other groups. [Beguin et al. 2005] (Reprinted with permission from the Journal of
Applied Physiology).
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Figure 2. Infarct size (I/'V) in isolated rat hearts assessed after a no-flow global ischemia (30
min)-reperfusion (120 min) sequence, after exposure to chronic intermittent hypoxia (IH),
normoxia (N) or control conditions during 35 days. Individual values and means = SE are

represented. *P < 0.001 vs. the other groups. [Joyeux-Faure et al. 2005b] (Reprinted with
permission from the Journal of Applied Physiology).
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1.3

1.3.

Différents traitements protecteurs contre I’ischémie

1 L’EPO

Comme beaucoup d’autres tissus, le myocarde posséde un systéme de protection endogene
conduisant & une résistance a un stress ischémique apres de brefs épisodes d’ischémie non
toxique. Ce phénomene est appelé préconditionnement [80] et se déroule en deux phases :
aprés quelques minutes d’ischémie, la réduction du métabolisme cellulaire induit une
protection breve. Apres plusieurs jours en revanche des protéines sont synthétisées, dont HIF-
1 (hypoxia inducible factor) [81] qui régule les génes de sensibilité a I’hypoxie. Ceux-Ci
agissent pour améliorer les performances du tissu aprés un stress métabolique. Parmi les
différents genes activés on retrouve celui de la NO synthase inductible (iNOS ou NOS2). Le
NO, bien qu’étant un radical de ’oxygene, a une action vasodilatatrice qui pourrait jouer un
role dans la protection contre I’ischémie en permettant une meilleure reperfusion des tissus
pendant et apres celle-ci. HIF-1 permet également d’activer le géne de 1'érythropoiétine
(EPO), qui pourrait elle aussi intervenir dans la protection contre I’ischémie.

Dans cette optique, I’EPO représente un grand intérét cytoprotecteur pour les chercheurs,
[82]. L’EPO est une hormone hématopoiétique produite par le rein en réponse a I’hypoxie. En
se liant a son récepteur EPO-R présent sur les progéniteurs érythroides dans la moélle
osseuse, I'EPO permet leur survie en prévenant leur apoptose grace a l'induction de la voie de
signalisation STAT5 et du facteur de transcription GATA-1, nécessaire a l'expression du
facteur anti-apoptotique Bcl-XL [83]. L'EPO stimule également la prolifération de ces
progéniteurs et induit la différenciation vers des reticulocytes matures. Ceci favorise ainsi
I’augmentation du nombre de globules rouges circulants, donc la capacité de transport de
1’0O,, dans le but de maintenir une oxygénation adéquate des tissus de 1’organisme.

Chez I'Homme adulte, I'expression de I'EPO et de EPO-R a été mise en évidence dans d'autres
organes que le rein tels que le cerveau et le ceeur [84, 85], suggérant ainsi que I’EPO joue un
role potentiel autre que la stimulation de 1’érythropoiese. L'EPO-R, quant a lui, s'exprime
dans tous les tissus de I'organisme [86]. Ces observations ont conduit a mettre en évidence un
effet protecteur majeur de I’EPO sur la survie de neurones soumis a une ischémie. Ainsi

I’administration d’EPO avant, pendant, ou méme jusqu’a quelques heures apres 1’occlusion
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réversible d’une artére cérébrale moyenne permet de diminuer le volume de I’infarctus
jusqu’a 75% [84].

L'expression de I'EPO-R fonctionnel dans le tissu cardiaque adulte chez le rat [85] suggére
que I’effet cytoprotecteur de I’EPO peut également étre étendu au cceur. C'est ce qui a été
observé dans diverses especes [87]. Des approches sur des cceurs isolés de rats et de lapins
ont montré que la perfusion d'EPO avant un épisode d'ischémie améliore la récupération
fonctionnelle du cceur a 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
apres 30 min d'ischémie régionale permet de diminuer la taille de I'infarctus aprés 3 jours de
reperfusion [91]. De méme, chez le rat in vivo, l'injection d'EPO aprés 45 min d'ischémie
régionale permet non seulement de diminuer la taille de l'infarctus mais également
d'améliorer la récupeération fonctionnelle cardiaque [92]. Sur le cceur isolé de rat, la perfusion
d'EPO pendant 15 min immédiatement apres 35 min d'ischémie régionale permet de diminuer
la taille de I'infarctus [93].

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

documenté dans la littérature.

1.3.2 Latrimétazidine

Comme nous 1’avons vu dans le paragraphe 1.1, dans le cceur normal, 1’énergie pour la
synthése d’ATP par la mitochondrie provient principalement de deux voies aérobiques, la -
oxydation des AGL (2/3) et de I"oxydation du glucose (1/3). La glycolyse anaérobie peut
¢galement fournir une faible quantité d’ATP (de 1 a 3%) [1, 2]. Dans des conditions
normales, le cceur consomme aussi du lactate. Cependant, en ischémie, la production
mitochondriale d’ATP provenant de la voie aérobique diminue, en raison du manque d’Oy,
provoquant une stimulation de la glycolyse anaérobie. Le cceur ne consomme alors plus le
lactate, mais en produit en exces. Chez le chien et le porc, il a ét¢ montré que lors d’une
ischémie (réduction de 30 a 60% du flux sanguin coronaire), la voie de la f-oxydation des
AGL continue de fournir la majorité de 1’énergie produite [1, 2]. Ainsi, malgré le manque

d’Oy, le cceur continue d’utiliser cette voie pourtant trés défavorable d’un point de vue
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énergétique. Ceci va conduire a une accumulation d’acétyl-coA responsable de 1’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 B-oxydation en situation
d’ischémie, favorisant ainsi les 1ésions d’I/R, a conduit a ’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 réle majeur
dans la voie de B-oxydation des AGL dans le myocarde, puisqu’elle est en bout de chaine et
permet la synthése de 1’acétyl-COA [94]. L’inhibition de la derniére étape de la B-oxydation
des AGL induit une modification de la source d’acétyl-coA pour le cycle de Krebs, en
favorisant la voie de I’oxydation du glucose. Ceci a pour conséquence une optimisation du
métabolisme énergétique, puisque 1’oxydation du glucose nécessite moins d’O, pour produire
la méme quantité d’ATP [95]. L’équilibre entre ces deux voies de production énergétique est

un ¢lément clé dans un contexte de privation d’O; tel que ’ischémie.
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Figure 5 : Role de la trimétazidine dans le métabolisme énergétique cardiaque

La trimétazidine inhibe la 3-ketoacyl-CoA (3-KAT), ’enzyme finale du processus de p-oxydation. La
PDH n’est plus inhibée par 1’acétyl-CoA en provenance de la B-oxydation des AGL. La voie de
I’oxydation du glucose est favorisée.

Ainsi la TMZ a pour rdle le maintien de I’homéostasie cellulaire en réduisant le métabolisme
myocardique des AGL et en augmentant celui du glucose, permettant ainsi de limiter
I’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
a la reperfusion [96], ainsi qu’une augmentation de la superoxide dismutase (SOD) [97]. Les
membranes plasmiques sont donc protégées, limitant le phénomene d’apoptose a la

reperfusion. La protection conférée par la TMZ serait également due & son effet sur la
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dysfonction endothéliale : chez le rat, la TMZ améliore la récupération post-ischémique du
cceur isolé travaillant en préservant 1’expression de la NO synthase endothéliale (eNOS ou
NOS3) [98]. Chez I’homme, la TMZ permet une amélioration de la relaxation endothelium-
dépendante chez les insuffisants cardiaques [99]. La encore, cet effet bénéfique serait di a ses
propriétés anti-oxydantes.

La TMZ protége également le coeur post-ischémique en empéchant 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. lls protégent
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 1’anion

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

(A) Structure chimique du tempol. (B) Réaction du tempol avec O,’, montrant le mécanisme de
réduction du superoxyde. Le bilan final de la réaction est identique a celui de la réduction de O," par
la SOD. (C) Réaction de Haber-Weiss aboutissant & la production du radical hydroxyl. Le tempol
oxyde le fer Fe?*, empéchant 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
requiére pas la présence d’ions métalliques pour agir [107], et peut donc prévenir les effets
déléteéres de 1’0, 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 a une HI chronique eucapnique [68]. Le

prétraitement de cellules myocardique par du tempol atténue les altérations de la chaine de
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respiration mitochondriale induite par la production de peroxyde d’hydrogéne (H,O,).
Administré au moment de la reperfusion, le tempol réduit aussi la taille de I’infarctus apres
une ischémie régionale causée par I’occlusion de I’artére coronaire ascendante gauche, chez
le rongeur (rat et lapin) in vivo [109]. On observe le méme phénoméne sur cceur 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
I'normone centrale de régulation des rythmes chronobiologique chez tous les mammiféres.
Elle est aujourd’hui utilisée en clinique dans le traitement a court terme de l'insomnie
primaire.

Cette neurohormone est synthétisée a partir d'un neurotransmetteur, la sérotonine, qui dérive
elle-méme du tryptophane, un acide aminé essentiel. Elle est excrétée dans le sang par
la glande pinéale, ou épiphyse, de maniére 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 coeur, ont la « machinerie »
nécessaire pour synthétiser de la mélatonine [111]. Une synthese endogéne de mélatonine
suggére un role 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 I'I/R. En effet il a été précédemment montré par notre équipe que la
mélatonine peut prévenir les Iésions d’I/R dans le coeur de rat isolé, en diminuant la survenue
des arythmies de reperfusion et la taille de I’infarctus [117].

Des études récentes ont montré que les effets cytoprotecteurs de la mélatonine sont en partie
dus a son action au niveau mitochondrial [118]. En effet, Petrosillo et al. [119] ont montré
que la mélatonine proteége le coeur en inhibant 1’ouverture du mPTP, un acteur majeur dans les

Iésions de reperfusion du myocarde [15]. De plus, la mélatonine est aussi capable de diminuer
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le taux de peroxydation lipidique et de préserver ’activité des complexes I et III de la chaine
de respiration mitochondriale, aprés /R du cceur de rat [120]. Enfin, cette hormone prévient
aussi la génération d’H,0O, et la peroxydation de la cardiolipine, et protége 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-a-vis d’une I/R.
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2 OBJECTIFS DE CE TRAVAIL
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2.1 Protection contre I’ischémie-reperfusion

Depuis les 20 dernieres années, des progrés considérables ont été faits pour ameéliorer les
techniques de thrombolyse et d'angioplastie, permettant de réduire la mortalité due a
I’infarctus, en favorisant la reperfusion de I’artére responsable de la nécrose.

Aujourd’hui, I'un des enjeux de la thérapeutique consiste a développer de nouveaux
traitements afin de protéger et de limiter la dégénérescence des tissus cardiaques
endommagés apres une ischémie suivie d’une reperfusion, suite a un infarctus du myocarde
ou une chirurgie nécessitant la mise en place d'une circulation extracorporelle avec arrét du
Cceur.

Le premier objectif de cette thése a donc été d’étudier les effets cardioprotecteurs de I’EPO
vis-a-vis d’une I/R. Lorsqu’elle est administrée de fagon répétée, ’EPO induit des effets
physiologiques importants, notamment sur 1’augmentation de 1’hématocrite. Nous avons donc
cherché a déterminer une dose d’EPO efficace contre les 1ésions d’I/R, en administration
unique, sur un mod¢le de cceur 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 réalis¢ 1’é¢tude des effets de la perfusion de différentes doses d’EPO
immédiatement avant ou apres la survenue d’une ischémie, afin d’évaluer I’impact de ces

traitements sur la taille de I’infarctus et les paramétres hémodynamiques [79].

2.2 Protection contre les conséquences cardiovasculaires délétéres induites par I’HI et
étude des mécanismes impliqués.

Nous avons vu précédemment que le SAOS est associé a une augmentation de la morbidité et
de la mortalité cardiovasculaires, notamment a cause d’une sensibilité accrue a 1’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 phénomene, nous avons étudié expérimentalement la sensibilité
a I’'l/R, chez des animaux soumis au modele d’HI développé dans notre laboratoire. Ainsi,
nous avons montré précédemment que I’exposition de rats a I’HI pendant 14 ou 35 jours
modifient la tolérance myocardique a I’I/R en augmentant la taille de 1’infarctus [58, 60].
Le second objectif de cette thése a donc été d’essayer de prévenir I’aggravation de la
sensibilité a ’I/R induite par I’HI, par I’utilisation de différents agents anti-ischémiques.
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Nous avons aussi cherché a mieux caractériser les mécanismes impliqués dans ces effets
déléteres de I’HIL

Nous avons tout d’abord recherché si I’effet cardioprotecteur de I’EPO était applicable suite a
une exposition a ’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
1ésions ischémiques aggravées induites par I’HI [79].

Nous avons aussi émis I’hypothése qu’une altération du métabolisme énergétique provoquée
par I’HI pourrait étre a ’origine d’une baisse du rendement énergétique, causée par une moins
bonne utilisation de 1’0, et donc une synthése d’ATP moins efficace. Dans cette optique,
nous avons étudié chez le rat soumis ou non a I’HI, les effets d’un traitement chronique par la
TMZ sur la taille de I’infarctus mesurée apres une I/R sur ceeur isolé.

Il semble aussi que le stress oxydant soit impliqué dans les effets cardiovasculaires déléteres
induits par I’HI. Nous avons donc émis I’hypotheése que le tempol et la mélatonine, de par
leurs propriétés anti-oxydantes, seraient aussi capables de prévenir les effets délétéres induit
par I’HI, c’est pourquoi nous avons €tudié ses effets sur la sensibilité a I’infarctus apres I/R
sur cceur isolé de rat soumis a I’HIL.

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 maniere chronique pendant les

14 jours d’exposition a I’HI.

Ainsi, ’ensemble de ces études ont eu pour objectif de mieux caractériser les mécanismes
impliqués dans les effets cardiovasculaires délétéres induits par I’HI et d’essayer de les
prévenir. A terme, cela pourrait permettre de déterminer un traitement accompagnant la PPC,
ou méme 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 a I’HI sont des rats males adultes de souche Wistar (Elevage Janvier, Le
Genest St Isle, Mayenne, France) ages de 7-8 semaines (275-350 g). lls 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 acces libre a I’eau et a la nourriture. Les recommandations du « Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals » publiées par I’ « US National Institutes of Health »
(NIH Publication No.85-23, revised 1996) ont été respectées dans ces expérimentations qui
ont été approuvees par le comité éthique local de la Direction des Services Veétérinaires de

I’Isére (France).

3.1.2 Traitements aigus et chroniques

3.1.2.1 Perfusion d'érythropoiétine :

Les cceurs isolés sont perfusés avec de I'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 cceurs contrdles sont perfusés avec du liquide de perfusion tout au long
du protocole.

Premiére partie: étude des effets de I’EPO sur les lésions d’ischémie-reperfusion
Six groupes expérimentaux sont étudiés (n = 8 par groupe):

- groupe contrdle C : cceurs perfusés par du liquide de Krebs-Henselheit durant tout le
protocole
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- groupes EPO S : cceurs recevant de I'EPOrh pendant 10 min a la fin de la stabilisation aux
doses respectives de 0,5 (EPO S0,5U) ; 5 (EPO S5U) et 10 U.ml™ (EPO S10U).

- groupes EPO R: cceurs recevant de I'EPOrh durant les 15 premiéres minutes de la
reperfusion aux doses respectives de 5 (EPO R5U) et 10 U.ml™* (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.

Deuxieme partie: étude des effets de I’EPO sur les lésions ischémiques apres une HI aigué

Les rats de chaque groupe sont exposés soit a I’HI aigué, soit a la normoxie, durant 4 h.
Vingt-quatre heures aprés la fin de I’exposition, la sensibilité a 1’infarctus est évaluée par
réalisation d’une séquence d’ischémie-reperfusion sur cceur isolé, perfusé ou non par de

I’EPOrh.

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

- 2 groupes contrdles, dans lesquels les animaux sont exposés a 4 h de normoxie ou d’HI et
dont les coeurs 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 cceurs sont perfusés par de 'EPOrh pendant 10
min & la fin de la stabilisation, & la dose 5 U.ml™ (groupes N+EPOS et HI+EPOS)

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

15 premiéres minutes de la reperfusion a la dose 5 U.ml™ (groupes N+EPOR et HI+EPOR)

Les 12 groupes expérimentaux sont representés dans la figure 7.

66



Etude in vitro

20 min 30 min 120 min »
Groupe C \ | “
stabilisation Ischémie reperfusion
globale Mesure taille
0 mi infarctus
Groupes EPO S0.5U, EPO S5U et 10 min "
EPO S10U I ‘ /-

I L I
-1
EPO, 0.5, 5 or 10 U.ml 15 min

Groupes EPO R5U et Ll
EPO R10U \ I 7

EPO, 5 or 10 U.ml

4 h 24/1
Groupes N et IH : /4 ‘ I ﬁ
Normoxie ou HI I
G N + EPOS et 10 min /f
roupes €
HI+ EPOS — / | '- | 7 I
EPO, 5 U.ml 15 min

Groupes N + EPOR et

HI + EPOR — ,{/ \ [

EPO, 5 U.ml

Figure 7 : Schéma expérimental de I’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 1’exposition a

I’HI ou a la normoxie, soit pendant 14 jours.

Traitement par la trimétazidine

Les rats traités recoivent de TMZ de maniere concomitante a ’exposition a I’HI ou a la
normoxie, a la dose de 10 mg/j, incorporée a leur alimentation. Cette dose a été adaptée de la
littérature [122]. La TMZ étant sensible a la lumiere, les croquettes sont préparées chaque
jour et la quantité de TMZ incorporée dans chaque ration est calculée en fonction de la prise
alimentaire journaliere 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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contréles regoivent des croquettes préparées de la méme maniere que préecédemment, mais
sans TMZ.

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

- 2 groupes controles, dans lesquels les rats recoivent de la nourriture classique pendant les 14
jours de normoxie ou d’HI (groupes NC et HIC).

- 2 groupes traités, dans lesquels les rats recoivent 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" jour d’exposition. Le cceur
est prélevé et perfusé selon le modéle de Langendorff. Les groupes expérimentaux sont
représentés dans la figure 8.

’ Groupes NC et HIC ‘

J15 : Etude in vitro

14 jours 20 min 30 min 120 min
/i = |
Normoxie ou HI stabilisation  ischémie reperfusion '
globale Mesure taille

— infarctus
Groupes Traités:

N+TMZ et HI+TMZ

Traitement de J1 a J14

20 min 30 min 120 min
L. I
Normoxie ou HI stabilisation  ischémie reperfusion '
globale Mesure taille

infarctus

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

Traitements par le tempol et la melatonine

Ces deux traitements sont administrés dans I’eau de boisson des rats, tout au long de la
période d’exposition a I’hypoxie ou a la normoxie (soit 14 jours). Le tempol et la mélatonine
étant sensibles a la lumiére, 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 a la concentration de 1mM. Cette dose

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

La mélatonine (Sigma-Aldrich, ref M5250) est administrée a 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) ou les animaux recoivent la mélatonine pendant les 14 jours
d’exposition a la normoxie ou a I’HI (groupes N+mel et HI+mel).

- 2 groupes (n = 11 par groupe) ou les animaux regoivent le tempol pendant les 14 jours
d’exposition a la normoxie ou a I’HI (groupes N+temp et Hl+temp).

Une partie des animaux est utilisée pour le protocole de cceur isolé (n = 7 par groupe). L’autre
partie sert aux mesures de stress oxydant (n = 4 par groupe).

- 2 groupes normoxiques et hypoxiques contrbles (n = 23 par groupe) dans lesquels les
animaux recoivent de I’eau normale. Une partie des cceurs est utilisée pour le protocole de

cceur 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°™ jour d’exposition. Le cceur

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

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

3.2 Stress hypoxique

3.2.1 Dispositif a hypoxie

Le dispositif d’exposition a I’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, a pression barométrique constante, ce qui correspond a
une hypoxie normobarique. Le mélange air + azote (hypoxie) ou air seul (normoxie) est
distribu¢ dans les cages par des ¢électrovannes dont I’ouverture et la fermeture sont

commandées de facon électronique par un systeme 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).

Aprés une semaine de stabulation, les rats sont aléatoirement soumis a la normoxie (groupes
N) ou a I’hypoxie intermittente (groupes HI).

Le stimulus d’HI utilisé est le suivant : cycle de 1 min, 30 s de normoxie (FiO, = 21%) et 30
s d’hypoxie (FiO, = 5%). Un cycle caractéristique est présenté sur la figure 11.

Les animaux subissant une HI chronique sont exposés a ces cycles répétés, 8 h par jour, et ce
pendant 14 jours. Ceux subissant une HI aigué sont exposés a ces mémes cycles, pendant 4 h
la veille de leur sacrifice. Les animaux témoins (groupe normoxique) sont soumis aux mémes
conditions environnementales ou 1’ouverture et la fermeture des électrovannes n’engendrent
que la pénétration d’air a 21% de FiO,.

L’enregistrement en continu de la teneur en oxygene des cages est réalis¢ a 1’aide d’un
oxymetre (ML-206, AD Instrument).

Il faut preciser que 2 types de dispositifs ont été utilisés lors de la réalisation des études
présentées dans ce manuscrit. En effet, un ancien dispositif & 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 I’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 I’HI, selon le dispositif utilisé.
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Figure 11 : Signal de FiO2 enregistré dans une cage pendant I’exposition a I’HI.
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3.3 Mesure des parametres hémodynamiques

3.3.1 Mesure du poids des animaux

Afin de controler leur prise de poids, les animaux sont pesés immédiatement avant le début de
leur exposition a I’HI ou a la normoxie (J1), aprés 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 arteres carotides. Cette technique
étant invasive, elle est réalisée sur un animal anesthésié, quelques minutes avant le
prélévement de son cceur. Les rats sont anesthésiés par injection intra-péritonéale de

pentobarbital sodique a la dose de 60 mg/kg.

La peau de I’animal est incisée dans la zone du cou, sur environ 3 cm. Les muscles sous-
jacents sont dilacérés avec précaution, afin de dégager I’artére carotide gauche. Une fois
isolée, celle-ci est clampée en deux endroits séparés d’environ 2 cm. L’artére est alors incisée
afin de permettre I’insertion d’un cathéter reli¢ a un capteur de pression. Le cathéter est
maintenu dans I’artére grace a un fil. L’artére est alors déclampée dans sa région caudale, et
I’animal est placé sur le coté 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 systeme d’acquisition est le méme que celui décrit pour I’enregistrement des

parametres hémodynamiques du cceur isolé.

3.3.3 Mesure de I’hématocrite

Le sang de I’animal est recueilli dans un capillaire a hématocrite, qui est centrifugé a 12000

rpm pendant 10 min. La lecture du résultat se fait au moyen d’une réglette a hématocrite.
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3.4

3.4.

Modé¢le d’ischémie-reperfusion myocardique

1 Modele d’ischémie-reperfusion sur coeur 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 prélévement du cceur. 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 coeur est rapidement excisé et placé dans
du milieu de perfusion a 4°C (tampon bicarbonate Krebs-Henseleit contenant en mM : NaCl
118 ; NaHCO;3; 25,2 ; KCI 4,7 ; CaCl, 2,5 ; KH,PO,4 1,2 ; glucose 11 ; MgSO,4 1,2 ; EDTA
0,5). Puis I’aorte est canulée et perfusée de maniere rétrograde au dessus de la valve aortique :
le perfusat entre dans les artéres coronaires via les ostia, permettant ainsi de maintenir le ceeur
en vie pendant plusieurs heures. Le drainage des coronaires se fait par 1’artére pulmonaire. La
perfusion est effectuée a pression constante (75 mmHg), le pH du tampon de perfusion est
maintenu a 7,4 par le systtme NaHCO3;-KH,POy, quand le milieu est saturé par un mélange
gazeux (O, 95%; CO, 5%). Apreés 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
cceur pendant 2 h. Pendant toute la durée de la manipulation, le cceur est placé dans une
chambre chauffante et le liquide de perfusion est thermostaté afin de maintenir la température
du myocarde a 37°C, contrdlée par une sonde thermique insérée dans l'oreillette gauche.

Pendant I’ischémie, le coeur est immergé dans le milieu de perfusion a 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), aprés incision de 1’oreillette gauche. Ce ballonnet est relié
par un cathéter a un capteur de pression, lui-méme relié a un systeme d’acquisition (PC Lab
4S, ADInstruments). Ce ballonnet est gonflé jusqu’a 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’aprés la PDVG. Le débit coronaire (DC) est mesuré par le recueil de 1'effluent coronaire.
PDVG, dP/dt max, dP/dt min, FC et DC sont mesurés a différents temps de la stabilisation
(10 et 20 min (S10 et S20)), de I’ischémie (5, 15, 29 min (I5, 115, 129)) et de la reperfusion
(5, 15, 30, 60, 90, 120 min (R5, R15, R30, R60, R90, R120)).

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

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

3.4.3 Détermination de la taille de I’infarctus

Apres 1’ischémie-reperfusion, le ceeur est débarrassé de ses tissus connectifs puis congelé a -
20°C pendant une dizaine de minutes. Le cceur est ensuite coupé transversalement en 6
tranches puis incubé pendant 10 min dans du tampon phosphate contenant 1% chlorure de
triphényl tétrazolium (TTC) a 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 a 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 cceurs sont ensuite fixées dans du formaldéhyde 10% pendant 24 h, puis photographiées.
Les photos sont analysées grace 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 Prélévement du cceur

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

(4°C) puis congelés dans de 1’azote liquide. Ils sont ensuite conservés a -80°C.

3.5.2 Extraction des protéines membranaires

Les cceurs congelés sont broyés au polytron (3 fois 20 secondes) dans 10 volumes de tampon
d’homogénéisation (Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, NaF 1 mM, orthovanadate 1 mM,
pastille d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche®), pH ajusté a 7,4). Les homogénats
obtenus sont ultracentrifugés 60 min a 4°C, a 100000 g. Le surnageant obtenu comprend les

protéines cytosoliques. 1l est aliquoté et congelé a -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 a partir
de la réduction par les protéines de Cu2+ en Cu+, en milieu alcalin. La détection de Cu+ se
fait par 1’acide bicinchonique, BCA. Le complexe BCA-Cu+ présente une trés forte
absorbance a 562 nm, linéaire avec 1’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 a I’aide de I’équation de la gamme étalon, réalisée avec de

I’albumine bovine sérique (BSA), pour des concentrations allant de 0 4 2000 mg.ml™.

3.5.4 LaNADPH oxydase

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

I’oxygene en ions superoxyde, lui-méme précurseur des autres espéces réactives de I’oxygéne.
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Longtemps, la production d’ERO par la NADPH oxydase a été considérée comme restreinte
aux polynucléaires en réponse a un stimulus inflammatoire.

Il est désormais établi qu’il existe différentes formes de la NADPH oxydase capables de
produire de I’O;", et s’exprimant dans différents types cellulaires de 1’organisme, notamment
le coeur et les vaisseaux [124].

Cette enzyme est constituée d’un complexe membranaire catalytique, le cytochrome b558,
composé par 1’association de deux sous-unités, gp91phox et p22phox, et de deux complexes
cytosoliques régulateurs, un trimere composé des sous-unités p47-phox, p67-phox et p40-
phox, et un dimére associant une protéine G (Rac) associée a une protéine inhibitrice (GDI).
L’activation de la NADPH oxydase (illustrée a la figure suivante) est liée a la migration des
complexes régulateurs cytosoliques, aprés phosphorylation de p47-phox et la levée de
I’inhibition de Rac par GDI, vers le complexe membranaire catalytique, permettant
I’assemblage complet de I’oxydase active. Le complexe cytochrome b558/p47-phox-
phosporylée-p67/Rac forme la NADPH oxydase activée.

NADPH oxydase inactive —_—

gp?1 phox

Figure 12 : Activation de la NADPH oxydase, d’aprés [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, grace a I'électrophorése. L'électrophorése 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, aprés dosage des protéines, sont préparés de maniere a obtenir une
quantité constante de protéine dans chaque échantillon dosé. Les échantillons sont ensuite
bouillis 5 min dans du tampon de Laemmli, (Tris HCI pH 6,8 625 mM, -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 grace a un apport en charges négatives. La
régénération des ponts disulfure est empéchée par la présence de B-mercaptoethanol. Enfin,
le glycérol augmente la densité des échantillons, facilitant leur dépdt au fond des puits du
gel.

Le gel utiliseé pour le western blot comprend deux modes successifs de migration
électrophorétique, une isotachophorese (gel de concentration ou stacking gel, SDS-
acrylamide 5%), puis une électrophorese de zone monophasique (gel de séparation ou
resolving gel) qui est ici un gel SDS-acrylamide a 12%.

En méme temps que les échantillons, on dépose sur le gel deux marqueurs de poids
moléculaire, ’'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 apres 1’autoradiographie (MagicMark XP).

Suite a la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de polyfluorure de
vinylidéene (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. Apres ringage, 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, a 4°C. Apres un nouveau ringage, c’est en présence de 1’anticorps
secondaire couplé a la peroxydase (HRP, 1/5000; Santa Cruz sc-2004) qu’est incubée la
membrane, pendant une heure a température ambiante. Apres un dernier ringage, le substrat
de la peroxydase (Pierce ECL, Perbio Science France SAS, France) est déposé sur la
membrane, et aprés 1 min celle-ci est révélée par autoradiographie. La densité relative des

bandes obtenues est analysée grace au logiciel Image J® et exprimée en unités arbitraires.
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Pour les dosages réalis€és sur des protéines cytosoliques, I’immunomarquage de la
glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase (GAPDH) a été utilisé comme témoin de
charge, apres déshybridation des membranes.

3.6 Mesure du stress oxydant par marquage au dihydroéhidium

3.6.1 Crysosection des coeurs

Apres prélévement puis ringage, les cceurs sont immergés dans un agent cryoprotecteur
(optimum cutting temperature compound, ou OCT, provenant de TissueTek). Ils sont ensuite
congelés progressivement dans de 1’isopentane refroidi par immersion dans de 1’azote
liquide. Les coeurs sont alors conservés a -80°C en attendant d’étre coupés. Les coupes,
d’une épaisseur de 8um, sont réalisées au cryotome dans un cryostat, et déposées sur des

lames Superfrost®, avant d’étre conservées a -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 1’ion superoxyde (O;7). En effet,
en présence de O,", le DHE est oxydé en éthidium, un produit fluorescent, qui marque les
noyaux en s’intercalant dans I’ADN. De plus, les radicaux hydroxyles, le °NO, les
péroxynitrites, ’H20, et 1’hypochlorite n’oxydent pas le DHE de maniére significative.
L’éthidium n’étant pas perméable aux membranes cellulaires, sa fluorescence est spécifique
de I’anion superoxyde au sein de la cellule fluorescente, permettant donc de déterminer le
niveau de stress oxydant cellulaire car directement proportionnel a la quantité de O,” dans la
cellule.

Les coupes de myocardes obtenues sont incubées en présence de DHE (10uM) et de Dapi
(0,5 pg/ml) dilués dans une solution de PBS, 15 min a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere. La fluorescence in situ est évaluée par microscopie a fluorescence. L’éthidium est
excité a 488 nm avec un spectre d’émission a 610 nm. La fluorescence résultant est

directement proportionnelle au niveau de stress oxydant. Le Dapi est excité a 372 nm avec
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un spectre d’émission a 456 nm. La fluorescence résultant permet de quantifié le nombre de
noyaux cellulaires par champ observe. Les images sont analysées grace au logiciel Image J.
Le principe du marquage par le DHE est schématisé dans la figure 13.

Excitation 488 nm

MEC H MIC
:
£ Oz
2 \_
DHE %j > DHE ——— > Ethidium —
|

Emission 610 nm

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 grace au logiciel

SigmasStat (version 3.5).

Les valeurs des paramétres étudies sont présentées sous la forme de moyenne + erreur
standard a la moyenne (standard error of the mean (s.e.m.)). Elles sont comparées grace a un
test d’analyse de la variance (ANOVA) a deux voies, avec pour facteurs de comparaison le
type ’exposition a I’HI ou a la normoxie, et le traitement. Les tests post-hoc sont réalisés au

moyen du test de Tukey.

Le seuil de significativité est fixe a 5% (p < 0.05).
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4.1 Effets de I’érythropoiétine sur les conséquences myocardiques déléteres induites par
I’hypoxie intermittente

Il a été montré par notre équipe qu'une HI aigué de 4 heures avec une FiO, minimale de 5%
induit une plus grande cardiosensibilité retardée a I'infarctus chez le rat [78]. Plusieurs études
récentes suggerent que I’EPO peut étre considérée comme un agent pharmacologique pré- et
post-conditionnant. En effet, I'administration d'EPO avant et aprés une ischémie cardiaque
induit une protection contre les lésions de reperfusion en améliorant la récupération
fonctionnelle et en réduisant I'apoptose et la nécrose. Le but de ce travail a donc été d'étudier
si le pré- et le post-conditionnement par I'EPO protégent contre la plus grande sensibilité a
l'infarctus induite par une HI préalable dans le cceur isolé de rat.

Dans un premier temps, des cceurs de rats isolés et perfusés selon la méthode de Langendorff
ont été soumis a une ischémie globale et totale de 30 min suivie par 120 min de reperfusion.
De I’EPOrh a été administrée a 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 méales adultes ont été exposés a des cycles d'hypoxie (FiO2
5%) / normoxie (FiO, 21%), pendant 4 h. Vingt-quatre heures plus tard les cceurs ont été
isolés et perfusés, puis soumis a une I/R selon le méme protocole que précédemment. Une
partie des coeurs a été perfusée avec de I'EPOrh (5 Ul/ml), soit pendant 10 min avant
I'ischémie, soit pendant 15 min au moment de la reperfusion. La taille de I'infarctus a ensuite
été déterminée.

Nous avons observé que I’EPO est capable de protéger le coeur de maniére dose-dépendante
lorsqu’elle est administrée immédiatement avant ou aprés une I/R. En effet, I’administration
d’EPOrh a la dose de 5 U/ml permet une diminution significative de la taille de I’infarctus.
Nous avons également montré que la plus grande sensibilité a I'infarctus induite par 4 h d'HI
aigué avec une FiO, minimale a 5% (I/V : 38+1 vs 27+4% dans les contrdles normoxiques) a
été abolie par la perfusion d'EPOrh 5 U/ml soit avant I'ischémie (I/V : 27+4 vs 28+2% chez

les contrdles normoxiques), soit au moment de la reperfusion (I/V : 23+3 vs 25£2% chez les
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contrbles normoxiques). Les valeurs de taille d'infarctus ont été comparées a l'aide d'une
analyse de variance a une voie (ANOVA) avec un seuil de significativité fixé a p < 0,05.

L’administration d’EPO avant ou aprés une ischémie protége le coeur de maniére dose-
dépendante et permet de prévenir efficacement la cardiosensibilité a l'infarctus induite par

une HI préalable.
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Abstract

The aim of this work was to investigate the effects of different recombinant human erythropoietin (rhEPO) doses on the infarction development
and if rhEPO could protect against the deleterious consequences induced by a previous intermittent hypoxia (IH, FiO, 5%, 4 h). First, isolated rat
hearts were submitted to an ischemia—reperfusion. rhEPO was infused before or after ischemia, at different doses. Secondly, rats were exposed to
of IH. Twenty-four hours later, hearts underwent the ischemia-reperfusion protocol. For some hearts, 5U ml~' rhEPO was infused as previously.
We observed that thEPO has a dose-dependant effect on infarct size since it was significantly reduced by rhEPO infusions before or after ischemia.
We also showed that 4 h of IH induced a higher sensitivity to the infarction which was prevented by rhEPO. In conclusion, rhEPO administration
before or after ischemia can protect isolated rat myocardium in a dose dependent manner and efficiently prevents the higher sensitivity to the

infarction induced by previous intermittent hypoxia.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Despite multiple significant therapeutic advances, myocar-
dial ischemia-reperfusion injury is still a major unsolved
public health problem throughout the industrialized world.
Novel approaches that protect and salvage injured heart tis-
sue are needed to reduce cardiac cell dysfunction and death in
patients presenting with acute myocardial ischemia (Williams
and Benjamin, 2000).

In response to hypoxia, hypoxia-inducible factor 1 (HIF-
1) activates the transcription of genes whose protein products,
including erythropoietin (EPO), mediate adaptative responses.
The main known role of EPO is to regulate hematopoiesis.
However, the EPO receptor (EPOR) is expressed in sev-
eral non-hematopoietic tissues, including myocardium, vascular
endothelium, neurons and astrocytes, suggesting that endoge-
nous EPO could have cellular effects in non-hematopoietic
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ulté de Pharmacie, Domaine de la Merci, 38706 La Tronche, France.
Tel.: +33 476 637 475: fax: +33 476 637 178.
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tissues (Juul et al., 1998; Brines et al., 2000; van der Meer et al.,
2004). In this regard, use of recombinant human erythropoietin
(rhEPO) is of special interest. Several recent experimental stud-
ies using thEPO in rodent suggest that it can be considered as
a pharmacological protecting agent. Recent evidence suggests
that administration of thEPO plays a neuroprotective role in ani-
mal models of cerebral ischemia and mechanical trauma of the
nervous system. Indeed, local cerebral (Sadamoto et al., 1998;
Bernaudin et al., 1999) or systemic (Brines et al., 2000) admin-
istration of rhEPO prevents ischemia-induced neuronal death.
Encouragingly, the efficacy of thEPO for treatment of ischemic
human stroke has recently been reported (Ehrenreich et al.,
2002). The protective effect of rhEPO against cardiac ischemic
injury has also been investigated experimentally (Bogoyevitch,
2004; Joyeux-Faure et al., 2005). It has been observed that
rhEPO inhibits apoptosis in rat ventricular myocytes exposed to
hypoxiaas well as in the in vivo rat model of myocardial ischemia
(Calvillo et al., 2003; Tramontano et al., 2003). Recently, hEPO
has been shown to induce delayed cardioprotection against
ischaemic injury. In the rabbit in vivo, an intravenous injection
of 1000 U kg_' rhEPO, 12 h prior to ischemia, is able to reduce
cardiac necrosis measured 3 days after reperfusion (Parsa et
al., 2004). Moreover, administration of rhEPO (5000 U kg“',
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i.p.) in the rat in vivo, prevents cellular apoptosis and necrosis
and improves functional recovery in isolated hearts subjected
to ischemia—reperfusion, 1 h (Joyeux-Faure et al., 2006) or 24 h
(Cai et al., 2003) later. A protective effect is also seen when
rhEPO is administered directly to isolated rat and rabbit hearts,
10-15 min before ischemia (Cai and Semenza, 2004; Shi et al.,
2004; Wright et al., 2004). In canine and rat in vivo, a single
administration of thEPO just before reperfusion significantly
reduces infarct size in a dose-dependent manner (Bullard et
al., 2005; Hirata et al., 2005). Thus, various administrations of
rhEPO have been performed in vivo or in the isolated heart in
different animal species in order to study the protective effects
of erythropoietin against cardiac ischemic injury (Bogoyevitch,
2004 Joyeux-Faure et al., 2005). However, the suitable thEPO
dose able to directly protect the myocardium and the time of its
administration regarding the ischemic event remains to be deter-
mined in the same animal specie. Consequently, the first aim of
this work was to investigate the effects of different thEPO doses,
administered before or after ischemia in the isolated rat heart,
on the infarction development.

Prevention of the increased cardiovascular morbidity and
mortality associated to the obstructive sleep apnea syndrome
(OSAS), which is characterized by an episodic cessation of air-
flow during sleep (Partinen and Guilleminault, 1990; Stoohs and
Guilleminault, 1992), is also of a major interest. Intermittent
hypoxia is a component of OSAS that seems to be the key fac-
tor involved in cardiovascular consequences (Fletcher, 2001).
In order to characterize the cellular mechanisms and deleteri-
ous myocardial consequences of this stress, we developed an
TH model in the rat. Thus we recently demonstrated that ani-
mals exposed to IH show a higher sensitivity to the infarction
compared to control animals exposed to normoxia (Beguin et
al., 2005). In the second part of this work, we determined if
direct administration of thEPO to the heart could protect against
the deleterious myocardial consequences induced by a previous
intermittent hypoxia.

2. 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) and housed in controlled conditions and provided
with standard rat chow.

2.1. Ischemia—reperfusion on isolated heart

Rats were anesthetized with 60mgkg™!, i.p. pentobarbital
sodium and treated with heparin (500 IUkg ™!, i.v.). Heart was
rapidly excised and immersed in 4 °C Krebs—Henseleit (KH)
solution (in mM: 118.0 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCly, 1.2 KH2 POy,
1.2 MgSOy4, 25.2 NaHCOs3, 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
(Joyeux et al, 2002). 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 ven-
tricular end-diastolic pressure was adjusted between 5 and
10mmHg. Myocardial temperature was measured by a ther-
moprobe inserted into the left ventricle and was maintained
constant close to 37°C. After 20min 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 efflu-
ent. Heart rate (HR) and left ventricular developed pressure
(LVDP =difference between left ventricular systolic pressure
and left ventricular end-diastolic pressure) were continuously
recorded. At the end of the ischemia-reperfusion protocol, the
atria were removed, and the heart was frozen at —20°C for
10min. It was then cut into 2-mm transverse sections from
apex to base (67 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 (/) was deter-
mined using a computerized planimetric technique (Image Tool
for Windows) and expressed as a percentage of the ventricular
size (V).

Only hearts with CF within 10-16mlmin~! and
LVDP>70mmHg at the end of the stabilization period
were included in this study. Hearts that developed ventricular
fibrillation during reperfusion, which could not be restored to
normal sinus thythm within 5 min, were excluded.

2.2. Erythropoietin infusions

Some isolated hearts were perfused with KH buffer contain-
ing epoietin beta NeoRecormon® (rhEPO, Roche Laboratories).
Indeed, thEPO (0.5, 5 or 10IUml™!) was infused for either
10 min before ischemia or at the first 15 min of reperfusion. Con-
trol hearts were only perfused with KH buffer. In figure legends
as in Sections 2 and 3, the term EPO corresponds to thEPO.

2.3. Intermittent hypoxia protocol

Additional rats were separated randomly into two groups: the
first group (IH, n =21) was exposed to intermittent hypoxia, the
second group (N, n=21) was exposed to air. During intermit-
tent hypoxia protocol, the animals were housed in custom-made
identical cylindrical Plexiglas chambers (length 28 cm, diame-
ter 10 cm, volume 2.2 1) with tightly fitting lids. Timed solenoid
valves were used to distribute pure nitrogen to each chamber
via a balloon reservoir at a flow adjusted to reduce the ambient
inspired oxygen fraction (FiO;) to 5% for 40s. This was fol-
lowed by infusion of compressed air for 20 s, allowing a rapid
return of ambient air to a FiOy of 21%. This 1-min cycle was
repeated for 4h. 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 FiO; in the
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Fig. 1. . Experimental design.

chambers was controlled throughout the hypoxia protocol using
a Beckman OM11 O, analyzer (Fullerton, CA, USA).

2.4. Experimental groups

2.4.1. First part of the study investigating the effect of
rhEPO on ischemia—reperfusion injuries

Six experimental groups (n=8 in each group) were stud-
ied: in the control group (C), isolated hearts were perfused with
KH buffer throughout the protocol. Three groups of hearts were
perfused with EPO during the last 10 min of stabilization, imme-
diately before no-flow global ischemia, at a final concentration
of 0.5Uml~! (EPO S0.5U group), SUml™! (EPO S5U group)
or 10Uml™! (EPO S10U group) in the KH buffer. In two other
groups, hearts were infused with thEPO during the first 15 min
of the reperfusion, at a final concentration of either 5 Uml™!
(EPO R5U group) or 10Uml™! (EPO R10U group) in the KH
buffer.

2.4.2. Second part of the study investigating the effect of
rhEPO on ischemic damage after intermittent hypoxia

In this part, six groups (n=7 in each group) were studied
in which all rats were submitted to either IH or normoxia and
24 h later their sensitivity to the infarction was assessed on iso-
lated heart, in the presence or not of EPO. Two groups of rats
were exposed to 4h of normoxia (N group) or IH (IH group)
and 24 h later isolated heart were perfused with KH solution
only and submitted to the ischemia—reperfusion protocol. In
two other N and IH groups, 5Uml~! EPO was infused on

isolated heart during 10 min before ischemia (N +EPOS and
IH+EPOS groups, respectively). In two additional N and TH
groups, 5Uml™! EPO was infused on isolated heart during the
first 15 min of reperfusion (N + EPOR and ITH+ EPOR groups,
respectively).

All of the eleven groups are presented in Fig. 1.

2.5. Statistical analysis of data

Hemodynamic and infarct size data are presented as
means + standard error of the mean (S.E.M.). Infarct size val-
ues were compared by using one-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.

3. Results
3.1. Effect of rhEPO on ischemia—reperfusion injuries

Administration of EPO either during stabilization or reper-
fusion had no effect on cardiac functional recovery, since we
observed no significant difference in hemodynamic parameters
between the control and the two EPO treated groups, whatever
the EPO administered dose (0.5, 5 or 10 Uml™!) (Table 1).

As illustrated by Fig. 2, we observed a dose-dependant effect
of EPO on infarct size. Indeed, when EPO was administered



A. Ramond et al. / Respiratory Physiology & Neurobiology 156 (2007) 362-369 365

Table 1

Hemodynamic data in isolated hearts throughout the ischemia-reperfusion protocol, from control and EPO treated groups

Groups (n=8) L &2 EPO S0.5U EPO S5U EPO S10U EPO R5U EPOR10U

LVDP (mmHg)
S20 93 +49 98 +55 101 + 8.0 103 + 4.9 102 +£52 108 £+ 10.0
R15 59+27 45+ 32 42 £ 6.1 46 + 4.3 45 £ 4.4 73+ 6.0
R30 54+ 36 45+ 4.0 44 £ 55 45+ 4.1 46 + 4.5 61.£:3:9
R60 43+ 39 28 + 3.7 35+ 49 32442 43 £ 34 47+29
R120 23 + 39 16 +2.6 24 +£21 2055221 30 F:9.1 28 £+ 3.0

LVEDP (mmHg)
$20 12+08 10+£13 11 + 12 11+04 74+08 114+08
115 22+ 65 17+ 44 19+ 48 26 + 4.7 45 £ 8.0 1727
29 43+ 19 41+ 4.8 37+ 15 46 £ 1.2 35+38 41+21
R15 86 £ 6.7 78 £ 8.7 80 + 3.7 90 £ 3.1 73 +54 69 &+ 6.0
R30 84 £ 64 74£09.1 71+ 386 87 £3.0 66 + 5.9 724+ 49
R60 83+58 75+ 84 78 £ 50 85+42 60 + 5.7 74 + 44
R120 77+ 47 72+ 8.9 81 +43 83+ 338 53 +£54 78 + 3.7

HR (bpm)
S20 271 £ 156 236 £+ 16.9 241 + 18.0 2524+ 93 249 +11.9 254 £ 2138
R15 200 £ 20.1 197 + 144 237 + 224 227 £259 191 £21.5 187 +£ 176
R30 216 + 14.7 209 £ 19.7 258 + 246 259 £+ 19.1 217 £ 19.5 199 + 144
R60 235+ 219 235+ 304 286 + 27.6 249 £ 16.3 238 + 17.0 216 + 153
R120 297 £ 216 218 £+ 39.7 224 £ 226 232:422.5 235+ 18.0 288 + 17.1

CF (mlmin~! g™ 1)
S20 14+£07 11+03 12+ 03 12+06 14 +£ 1.0 134+ 03
R15 6+ 04 54203 6+ 04 6+04 6+0.5 605
R30 6+ 04 4402 5+04 5£03 54+03 5+04
R60 5+ 04 3+£03 4+£02 4+04 4+£02 4404
R120 34+03 2:503 3+03 2+04 3+02 3+05

C group: control hearts perfused with KH buffer only; EPO S0.5U group: hearts perfused with KH buffer containing 0.5 U ml~! thEPO, 10 min before ischemia;
EPO S5U group: hearts perfused with KH buffer containing 5Uml~! thEPO, 10 min before ischemia; EPO S10U group: hearts perfused with KH buffer containing
10U ml~! thEPO, 10 min before ischemia; EPO RSU group: hearts perfused with KH buffer containing SUml ™! thEPO, the first 15 min of reperfusion; EPO R10U
group: hearts perfused with KH buffer containing 10 Uml™! rhEPQ, the first 15min of reperfusion; S20: at 20 min of stabilisation; I15 and 29: at 15 and 29 min
of ischemia, respectively; R15, 30, 60 and 120: at 15, 30, 60 and 120 min of reperfusion, respectively; LVDP: left ventricular developed pressure; LVEDP: left
ventricular end-diastolic pressure; HR: heart rate; CF: coronary flow. Data are mean + S.E.M. There was no significant difference between the five experimental

groups.

before ischemia, infarct size was not modified by 0.5 Umil™?
(I'V- 34 + 4%), whereas it was significantly reduced by 5 Uml ™!
(I1V: 29 £ 3%) compared to the control group (I/V: 42 + 4%).

For hearts treated with 5Uml ™! EPO at reperfusion, there
is a strong significant reduction in infarct size compared to the
control group (I/V: 24 + 2% versus 42 +4%).

However, treatment with 10Uml™! EPO either before
ischemia or at reperfusion had no influence on infarction (/V:
46 + 3% and 42 £ 1%, respectively, versus 42 4+ 4% in the con-
trol group).

3.2. Myocardial consequences of intermittent hypoxia

Twenty-four hours after the hypoxic or normoxic exposure,
there was no statistically significant difference regarding the
hemodynamic parameters between N and TH groups (Table 2),
since baseline or recovery hemodynamic parameters were sim-
ilar in both groups.

Following4 h of TH, the infarct size was significantly higher in
hearts from rats exposed to 5% FiO, (38 &+ 1%) compared with
those from their normoxic controls (27 £4%) (Fig. 3). These
results confirm that IH exposure induces a higher cardiosensi-
tivity to the infarction.

3.3. Effect of rhEPO on deleterious myocardial
consequences of infermittent hypoxia

There was no statistically significant difference regarding
the hemodynamic parameters among the normoxic and hypoxic
groups, treated or not with EPO. EPO administration before
ischemia or at reperfusion had no effect on cardiac functional
recovery, independently of IH or normoxic exposure (Table 2).

The higher sensitivity to the infarction induced by 4h of IH
with a minimal FiO5 of 5% (I/V: 38 & 1% versus 27 + 4% in nor-
moxic controls) was prevented by EPO infusions either before
ischemia (I/V: 27 + 4% versus 28 + 2% in normoxic controls)
or at reperfusion (I/V: 23 + 3% versus 25+ 2% in normoxic
controls) (Fig. 3).

4. Discussion
4.1. Effect of rhEPO on ischemia—reperfusion injuries

Firstly, we showed in this study in the rat, that ery-
thropoietin protects the heart against infarction induced by

ischemia-reperfusion when it is administered before as well as
after ischemia. Moreover, we showed that this cardioprotective
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Fig. 2. Effect of EPO on myocardial infarction. Infarct size (f) expressed
as a percentage of ventricles (V) assessed after a no-flow global ischemia
(30 min)—reperfusion (120 min) sequence. C group: control hearts perfused with
KH buffer only; EPO S0.5U group: hearts perfused with KH buffer containing
0.5Uml~! rhEPO, 10 min before ischemia; EPO S5U group: hearts perfused
with KH buffercontaining 5 U ml~?! rhEPO, 10 min before ischemia; EPO S10U
group: hearts perfused with KH buffer containing 10 Uml~! rhEPO, 10 min
before ischemia; EPO RS5U group: hearts perfused with KH buffer contain-
ing 5Um1™! thEPO, the first 15 min of reperfusion; EPO R10U group: hearts
perfused with KH buffercontaining 10 Uml~! thEPO, the first 15 min of reperfu-
sion; () individual values; (@) means &= S.EM. *p <0.05vs. C group, one-way
ANOVA.
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Fig. 3. Effect of EPO on deleterious myocardial consequences of intermittent
hypoxia. Infarct size (J) expressed as a percentage of ventricles (V) assessed after
a no-flow global ischemia (30 min)-reperfusion (120 min) sequence. N group:
control hearts perfused with KH buffer only from normoxic rat; IH group: hearts
perfused with KH buffer only from hypoxic rat; N+EPOS group: hearts per-
fused with KH buffercontaining 5U ml ! rhEPO, 10 min before ischemia, from
normoxic rats; IH+EPOS group: hearts perfused with KH buffer containing
5U ml~! thEPO, 10 min before ischemia, from hypoxic rats; N+ EPOR group:
hearts perfused with KH buffer containing 5 U ml~! rhEPO, the first 15 min of
reperfusion, from normeoxic rats; IH+ EPOR group: hearts perfused with KH
buffer containing 5U ml~! rhEPO, the first 15 min of reperfusion, from hypoxic
rats; ((O) individual values; (@) means + S.EM. *p <0.05 vs. the other groups,
one-way ANOVA.

effect was dose-dependent, since the protection conferred by
thEPO was efficient at 5 Uml™! and not at 0.5U ml~!. More-
over, this beneficial effect was not observed in hearts treated with
10 Uml~! thEPO. These results were in accordance with a pre-
vious work showing a dose-dependent response to thEPO, with
a significant improvement of functional recovery inisolated rab-
bit hearts perfused with 0.5-5 Uml~! thEPO before ischemia,
whereas no effect is observed with 10U ml~! thEPO (Shi et
al., 2004). It is thus important to determine the exact beneficial
rhEPO dose able to protect the myocardium against ischemic
injury view to the reduced efficacy margin of this molecule.

In our study, we observed that thEPO administration induced
protection against infarction, whereas it has no effect on hemo-
dynamic parameters following ischemia-reperfusion. However,
an improvement of the functional recovery conferred by thEPO,
following ischemic event, has been reported in other works (Cai
and Semenza, 2004; Shi et al., 2004; Wright et al., 2004). This
discrepancy can be explained by a difference in species (rab-
bit versus rat) or in the ischemia—reperfusion protocol used.
Another explanation could be that in protected hearts, rhEPO
administration might lengthen the stunning which is a con-
tractile dysfunction that persists after reperfusion following a
severe but brief ischemic insult. This is despite the absence of
irreversible damage and restoration of adequate coronary flow.
It might explain the lack of functional recovery improvement
despite a larger number of viable cells during the reperfusion,
induced by rhEPO treatment.

4.2. Effect of rhEPO on deleterious myocardial
consequences of intermittent hypoxia

In the second part of this study, we confirmed our pre-
vious results on deleterious consequences of IH in term of
aggravation of cardiac sensitivity to the infarction (Beguin et
al., 2005). Indeed, we showed an increase in infarct size after
ischemia—reperfusion in hearts from rats previously exposed to
4h of IH compared to hearts from rats exposed to normoxia.
Concerning the effect of thEPO, we showed that 5Uml™!
rhEPO, administered either before or after ischemia, efficiently
prevented the higher cardiosensitivity to the infarction induced
by previous IH, since in both thEPO treated hypoxic groups,
infarct size was similar to those of normoxic groups, treated or
not with thEPO.

4.3. Mechanisms underlying cardioprotective effects of
rhEPO

As rthEPO was directly infused in isolated heart, we con-
cluded that the observed protective effects were due to a direct
action of this molecule on cardiac cells, independently of its
hematopoietic effect. Considering the short time period between
rhEPO administration and the observed effect, it seems that new
gene induction is not implicated in cardioprotection observed
here.

Mechanisms involved in the prevention of the cellular necro-
sis induced by rhEPO remain unknown. However, several
hypotheses can be proposed.
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Table 2
Hemodynamic data in isolated hearts throughout the ischemia-reperfusion protocol, from normoxic and hypoxic rats, perfused or not by EPO
Groups (n=7) N H N+EPOS IH +EPOS N+EPOR IH+EPOR
LVDP (mmHg)
S20 80+43 86 4.6 86 £+ 5.7 84 + 76 101 + 4.7 87+ 63
R15 65+ 128 66 + 7.7 57 + 52 34 £ 104 53+54 62 + 86
R30 78 £ 64 74 +4.0 60 £ 4.1 56 £ 92 60 £ 6.5 69 4 84
R60 68 +4.1 67 £238 54 £2.9 55+ 6.6 Stk 555 69+ 5.1
RI120 54+ 52 49 +£23 35 & 3l 42 +£42 390+ 3.5 48 £33
LVEDP (mmHg)
$20 11 £ 227 9+1.1 9+ 11 9417 8§+ 1.7 8§+ 17
115 414+ 10.3 46 £9.7 27+ 68 314483 42+ 178 40 £ 88
29 43+ 4.9 45 +38 38 £ 3.9 37+ 3.1 40 £+ 3.7 39+ 44
R15 54 £ 80 69 +£3.1 72+ 49 73 +61 72+49 60+ 7.5
R30 47+ 81 59 +£3.1 66 £ 5.1 64 + 6.9 6528 53+ 74
R60 44 + 8.0 54 £38 60 £ 52 58 £ 6.7 59+22 48+ 74
RI120 41+ 7.0 49 +£4.7 49+175 51+58 54+25 46 £ 6.7
HR (bpm)
S20 302 £+ 10.8 307 £+ 14.0 303+ 7.9 294 + 158 266 £ 4.1 305+ 129
R15 259 £ 16.0 198 +£ 132 186 + 22.7 194 + 262 206 £ 22.1 199 + 38.8
R30 269 + 14.5 192 £222 188 + 13.7 186 + 21.1 202 £222 238 + 10.6
R60 281 £ 8.1 219 +18.3 209 £ 15.5 209 + 2538 204 £ 16.0 238 + 17.6
R120 262 £ 142 243 +16.1 242 + 198 242 + 139 217 £ 163 2394+ 89
CF (mlmin~! g™ 1)
S20 14+£09 15+ 1.0 11+ 1.7 13+ 05 14 £ 0.6 15+ 09
R15 8§+ 04 8§+0.6 5+04 §21% 6£0.5 7+£08
R30 8+ 04 6+0.7 5+05 6+ 13 7£04 8+ 06
R60 7+03 6+05 4404 6+ 04 6+£03 706
RI120 6+ 04 4+£03 3+05 54013 4+02 5+04

N group: control hearts perfused with KH buffer only from normoxic rat; IH group: hearts perfused with KH buffer only from hypoxic rat; N+EPOS group: heaits
perfused with KH buffer containing U ml~! thEPO, 10 min before ischemia, from normoxic rats; IH + EPOS group: hearts perfused with KH buffer containing
5Uml! rhEPO, 10 min before ischemia, from hypoxic rats; N+EPOR group: hearts perfused with KH buffer containing 5Uml™! rhEPO, the first 15 min of
reperfusion, from normoxic rats, TH+EPOR group: hearts perfused with KH buffer containing 5U ml~* thEPO, the first 15min of reperfusion, from hypoxic rats;
$20: at 20 min of stabilisation; I15 and 29: at 15 and 29 min of ischemia, respectively; R15, 30, 60 and 120: at 15, 30, 60 and 120 min of reperfusion, respectively;
LVDP: left ventricular developed pressure; LVEDP: left ventricular end-diastolic pressure; HR: heart rate; CF: coronary flow. Data are mean &= S.E.M. There was no

significant difference between the six experimental groups.

Indeed, the binding of thEPO to its receptor, expressed in the
heart (Tramontano et al., 2003; Wright et al., 2004), induces the
homodimerization and phosphorylation of the receptor via the
activation of the Janus kinase 2 (Jak 2), leading to the activation
of several intracellular signalization pathways. EPOR activa-
tion allows the recruitment of secondary messengers such as
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3 kinase) (Cai and Semenza,
2004), protein kinase C (PKC) and mitogen-activated protein
kinases (MAP kinases, such as ERK 1/2 and p38) (Klingmuller,
1997; Shi et al., 2004).

PI3K and ERK 1/2, two key factors in protection against
ischemia—reperfusion injury (Hausenloy and Yellon, 2004), have
been recently identified as mediators of thEPO’s cardiopro-
tection in vitro and in vivo in the rat (Bullard et al., 2005).
Once activated, PKC is known to induce the opening of the
ATP-dependent potassium channels (Karp) (Ito et al., 2001),
potentially through MAP kinases activation (Baines et al., 2002).
These channels, expressed in the sarcolemma and the mitochon-
dria of cardiac cells (Noma, 1983), are known to be mediators
of cardioprotection induced by several preconditionings (Cole et
al., 1991; Yellon and Baxter, 1995; Joyeux et al., 1998). Recently
it has been shown that K arp channel opening also mediate EPO-

induced cardioprotection (Shi et al., 2004; Joyeux-Faure et al.,
2006).

Finally, nitric oxide (NO) seems to be also an important medi-
ator of the cellular protection afforded by thEPO. Indeed, this
molecule stimulates NO release from endothelial cells (Wu et
al., 1999) and the cellular effect of thEPO has been reported
to be mediated by the nitric oxide synthase (NOS) in cere-
bral arteries (Santhanam et al., 2006). In the rat heart, the
NOS inhibitor L-NAME abrogates cardioprotection induced by
a chronic thEPO administration (Bullard and Yellon, 2005).
Moreover, we showed recently in the rat that thEPO-induced
cardioprotection is also mediated by inducible NOS (iNOS)
(Joyeux-Faure et al., 2006). Complementary studies are needed
to clarify the exact mechanisms involved in cardioprotective
effects conferred by thEPO againstischemic injury, in the setting
or not of TH.

So we showed in this study that thEPO administration either
before or after ischemia is able to reduce the infarct size, in
a dose dependent manner, in a model of isolated-perfused rat
heart. This protection is also observed in an experimental model
of OSAS, where rats have been submitted to IH, 24 h before the
ischemia-reperfusion sequence. It is the first time that cardio-
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protective effect of rhEPO is shown in a pathological situation
associated with higher sensitivity to the infarction. In conclusion
our results suggest that the future of thEPO therapy in ischemic
disease is very promising. The protective effect of thEPO could
be of special interest during a cardiac surgery or transplantation,
which need the heart to be stopped and so submitted to a cardiac
ischemia. The efficiency of thEPO could also have an inter-
esting clinical potential in the treatment of patient suffering of
myocardial infarction, since thEPO administration should allow
toreduce the cellular suffering at the moment of the reperfusion.

A better understanding of the cardioprotective mechanisms
of thEPO based on experimental investigation could lead to
carefully conducted clinical studies comparing the relative effec-
tiveness of this protection with more conventional therapeutic
strategies. In this purpose, a clinical study to assess the car-
dioprotective effects of thEPO against ischemia during cardiac
surgery is in progress.

The identification of the cellular basis of the thEPO precondi-
tioning phenomenon should provide a conceptual framework for
developing novel therapeutic strategies maintaining the heart in
a sustained or chronic defensive state. We can hope that thEPO
administration will represent pharmacological approach to pro-
tection in upcoming years, leading to additional myocardial
salvage of the reperfused myocardium.

Additional studies are needed to better understand mech-
anisms of action of the thEPO and to determine the optimal
dosage of rhEPO which best affords cardioprotection.
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4.2 Effets de la trimétazidine sur les conséquences myocardiques déléteres induites par
I’hypoxie intermittente

Dans cette étude, nous avons étudié les mécanismes potentiellement impliqués dans la
cardiosensibilisation a I’'I/R provoquée par I’HI. Ainsi, nous avons émis en émis [’hypothése
qu’une altération du métabolisme énergétique provoquée par I’HI pourrait étre a I’origine
d’une diminution du rendement énergétique, causée par une moins bonne utilisation de 1’O»
et donc une synthése d’ATP moins efficace.

Dans cette optique, nous avons étudié chez le rat soumis ou non a I’HI, les effets d’un
traitement chronique par la TMZ sur la taille de I’infarctus mesurée apreés une ischémie-
reperfusion sur ceeur isolé.

Des rats males Wistar ont été divisés en deux groupes expérimentaux, et soumis a une Hl
chronique (groupe HI) ou a la normoxie (groupe N). L’HI a consisté en des cycles répétés
d’une minute (30 s de FiO, 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 contrbles ont été
soumis a des cycles de normoxie se déroulant dans les mémes conditions, a la différence prés
que la FiO;, restait constante a 21%. Au terme des 14 jours d’exposition, la PAM a été
mesurée par cathétérisme carotidien. Certains cceurs de rats ont ensuite été prélevés, isolés et
perfusés, puis soumis a une I/R a la fin de laquelle la taille de I’infarctus a été évaluée.

La PAM a significativement augmentée dans le groupe HI comparé au groupe N, de méme
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 croguettes (10 mg/jour), pendant les 14 jours
d’HI, n’a pas empéché ’aggravation de I’infarctus induite par I’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 I’augmentation de PAM.

En conclusion, il semblerait que 1’aggravation de I’infarctus induite par I’HI n’implique pas

de modification métaboliques.
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Ces résultats, présentés a la figure 14, ont fait 1’objet d’une présentation sous forme de poster
au congrés du Groupe de Réflexion sur la Recherche Cardiovasculaire (GRRC), du 2 au 3

avril 2009 a Nancy.
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Figure 14 : Effet de la trimétazidine sur la taille d’infarctus et la pression artérielle
moyenne apreés 14 jours de traitement et d’HI

I/V : taille de I’infarctus par rapport a celle du ventricule, exprimée en pourcentage
PAM : pression artérielle moyenne

4.3 Effets du tempol et de la mélatonine sur les conséquences myocardiques déléteres
induites par I’hypoxie intermittente

Dans cette étude, nous avons exploré les mécanismes délétéres potentiellement impliqués
dans la cardiosensibilisation du cceur a I’infarctus induite par I’HI, en nous intéressant plus
particuliérement au role du stress oxydant et a 1’action de deux agent anti-ischémiques, le
tempol et la mélatonine.

Des rats males Wistar ont été divisés en deux groupes expérimentaux, et soumis a une Hl
chronique (groupe HI) ou a la normoxie (groupe N). L’HI a consisté en des cycles répétés
d’une minute (30 s de FiO, 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 controles ont été
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soumis a des cycles de normoxie se déroulant dans les mémes conditions, a la différence prés
que la FiO; reste constante a 21%. Au terme des 14 jours d’exposition, la PAM a été
mesurée par cathétérisme carotidien. Certains cceurs de rats ont ensuite été prélevés, isolés et
perfusés, puis soumis a une I/R a la fin de laquelle la taille de I’infarctus a été évaluée.
D’autres cceurs de rats ont été utilisés pour évaluer la production in situ d’O,", 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 I’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 apres 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
I’expression de la sous-unité p47-phox de la NADPH oxydase, aprées 14 jours d’hypoxie.

Le tempol, administré dans I’cau de boisson a la dose de 1mM pendant les 14 jours
d’exposition a I’HI, permet de prévenir ces effets puisque la taille de I’infarctus mesurée
chez les animaux traités est comparable entre les groupes HI (24.8 £ 2.8%) et N (27.9 £
4.0%), de méme que la PAM aprés 14 jours d’HI. Le tempol prévient également la
génération d’O," dans le cceur, 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-apres). Enfin, le traitement par le tempol empéche

I’augmentation de I’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 1’eau de boisson a la dose de 100 mg/l pendant les 14 jours
d’HI, prévient elle aussi la sensibilité a I’infarctus induite par I’HI puisque les valeurs de
taille d’infarctus aprés 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 réle important dans les effets
cardiovasculaires induit par I’HI chez le rat, en particulier dans I’augmentation de la
susceptibilité myocardique a I’infarctus. Ceci pourrait étre dii a une augmentation de la

production d’O,", faisant suite a une augmentation de I’expression de la NADPH oxydase.

Ces travaux, présentés ci-apres, 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 O, 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 1H-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 (O,7). Unlike SOD, tempol permeates biologic membranes, and hence can
prevent deleterious effects of O, 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 H,0O,. 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 (FiO,) 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. FiO, 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 FiO, in the chambers was controlled throughout the

hypoxia protocol using a Beckman OM11 O, 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 KCI, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgS04, 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 (67 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™ 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 O,". Indeed, in presence of O,", 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
pum) of myocardium were incubated with DHE in PBS (10 puM) 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 HCI 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/dtyax, 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 O,", 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
O, 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 O;"

contributes to mitochondrial damage in the left ventricle by impairing respiratory complex |
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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 O, 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 O, 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 O, 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 | and Il activities. In addition, melatonin prevents the
increase in H,O, 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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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 (1/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 (1/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) 4115 382+6* 401x12 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

LVDP
(mmHg)

LVEDP
(mmHg)

dP/dtmax
(mmHg.s™)

HR
(bpm)

CF
(ml.min™.g™

S20
R15
R30
R60
R120

S20
115
129

R15

R30

R60

R120

S20
R15
R30
R60
R120

S20
R15
R30
R60
R120

S20
R15
R30
R60
R120

N

101 +7
26+8
52+8
694
545

10+0
53+9
51+3
98 +4
84+4
75+3
673

2576 = 249
452 £ 126
904 + 147
1207 £ 107
1046 + 115

290+ 13
197 + 64
166 + 28
145+ 21
164 + 21

13.0+0.5
49+0.6
44+05
42+05
35204

IH

106 +9
15+6
22+6
54+5
48 =3

9+1
57+9
55+4
100+ 4
87+5
75+6
66 +7

2568 + 281
23161
374 +93
960 + 95
942 + 87

294 + 14
177 + 63
167 + 39
244 + 64
205+ 18

146+0.6
40+04
38+x04
39+04
34%03

N+mel

78 +5
28 +10
38+10
48 + 7
41+4

10+1
44 +13
41+2
87+2
794
66 +2
602

1585+ 128
498 + 145
720 +193
881 + 143
706 £ 74

301+14
288 + 55
211+ 52
210+ 24
201 +17

13.7+0.6
57+08
55+0.7
4.7%0.6
3.8+05

IH+mel

94+6
23+10
37+12
55+8
46 £ 4

101
50+1
51+12
95+6
89+6
805
756

2204 + 301
291+ 114
624 + 213
881 + 139
757 £100

324 + 35
67 +32
186 + 95
186 + 40
195 + 28

13.6+0.8
41+0.7
3.8+0.7
3.9+0.7
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 704 48 +12 68+ 8 49 +10
R120 615 56+5 59+9 61+5
LVEDP
(mmHg) S20 9+0 9+1 11+1 10+1
115 48 +13 58 + 10 52+13 74+13
129 52+ 4 60+5 51+4.9 58 + 4
R15 90+7 104 + 4 103+ 8 107 3
R30 80+8 0+7 90 +9 99+5
R60 679 75+ 10 80+8 87+5
R120 56+ 11 61+ 10 71+8 754
dP/dt
(mmHg.s™) 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 3020
R60 158 + 17 229 +115 146 + 32 143 + 57
R120 164 + 23 176 + 13 131+21 163 + 30
CF
(ml.mint.g™?) S20 11.7+0.8 14.6 + 0.4 12.3+0.6 13.1+0.3
R15 3.9+09 3.7+05 34+05 3.1+03
R30 3.5+0.7 3.6+06 35+05 3.0+£04
R60 3.4+07 3.7+06 33+05 3.1+03
R120 2.8+05 3.1+04 2.8+04 3.1+03

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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5 AUTRES TRAVAUX MENES EN PARALLELES
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En complément de ces travaux de thése, plusieurs autres études on été menées, en relation

avec les effets cytoprotecteurs de I’EPO ou sur d’autres conséquences myocardiques de 1’HI.

5.1 Travaux sur les effets protecteurs de ’EPO

5.1.1 Cardioprotection par ’EPO et mécanismes impliqués

L’administration d’EPO protege contre les 1ésions ischémiques cardiaques en améliorant la
récupération fonctionnelle et en réduisant I’apoptose. Cependant les mécanismes sous-
jacents restent inconnus. Dans cette étude, nous avons déterminé le réle des NOS ainsi que
celui des canaux Karp et des canaux potassiques calcium dépendants (Kci) dans la
cardioprotection précoce induite par I’EPO.

Des rats méles Wistar ont été divisés en deux groupes expérimentaux traités par de I’EPOrh
(5000 1U/kg, i.p.), ou par une solution saline (groupe contréle). Une heure plus tard, les rats
ont été anesthésiés, les coeurs isolés et perfusés selon la méthode Langendorff. Les cceurs ont
ensuite été soumis a 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
I’EPOrh (PDVG a 30 min de reperfusion : 71,7 +/- 2,3 mmHg), comparée a celle du groupe
contréle (57,4 +/- 5,8 mmHg). Les mémes 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
caeur.

Le bénéfice du traitement par ’EPOrh est annihilé lorsque les cceurs sont perfusés avant
I’ischémie avec un inhibiteur non spécifique des NOS (le N-nitro-l-arginine methyl ester ou
I-NAME), ou avec un inhibiteur spécifique de la INOS (le N-(3-
(aminomethyl)benzyl)acetamidine ou 1400W).

Lorsque les cceurs sont perfusés avec un bloqueur des Karp mitochondriaux (5-

hydroxydecanoic acid ou SHD), les effets protecteurs de ’EPO sont également abolis. En
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revanche, la paxilline, un inhibiteur des K¢y n’a pas d’effet chez les animaux traités par
I’EPO.

Ainsi, nous avons pu conclure que la iNOS et les Katp mitochondriaux sont impliqués dans
I’effet protecteur de I’EPO, administrée avant la survenue d’une ischémie dans le cceur isolé

de rat.

Ces travaux ont fait ’objet de la publication suivante.
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ABSTRACT

Administration of recombinant human erythropoietin (rhEPO) is known to induce
protection against cardiac ischaemia injury improving functional recovery and
reducing apoptosis. But the underlying mechanisms are not elucidated. We
determined the role of nitric oxide synthases (NOS) as well as ATP-dependent (Katp)
and calcium-activated (Kc,) potassium channels in the early cardioprotection
induced by rhEPO. Wistar male rats were divided into two experimental groups
treated by rhEPO (5000 IU/kg, i.p.) or saline (control group). One hour later, rats
were anaesthetized, hearts isolated, retrogradely perfused and submitted to a 30-min
no-flow global ischaemia followed by 120 min of reperfusion sequence. Car-
diac functional recovery (left ventricular developed pressure, LVDP) was signific-
antly higher in the group treated by rhEPO (LVDP at 30 min reperfusion:
71.7 £ 2.3 mmHg) compared with the control group (57.4 £ 5.8 mmHg). We
observed the same significant effect on its derivative (dP/dt). The rhEPO-induced
improvement in ventricular function was abolished by perfusion prior to ischaemia
with either N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, a nonspecific NOS inhibitor) or
N-(3-(aminomethyl)benzyl)acetamidine (1400W, a specific inducible NOS inhibitor)
or 5-hydroxydecanoic acid (5HD, a mitochondrial Kamp channel blocker) but not
with paxilline (a K¢, channel inhibitor). Thus, in vivo rhEPQ administration provides
early preconditioning against ischaemic injury in the isolated perfused rat heart that
is dependent on iNOS and mitochondrial K 4p channels.

INTRODUCTION

injury. Indeed, it inhibits apoptosis in rat ventricular
myocytes exposed to hypoxia as well as in the in vivo rat

Despite multiple significant therapeutic advances, myo-
cardial ischaemia-reperfusion injury is still a major
unsolved public health problem throughout the indus-
trialized world. Novel approaches that protect and
salvage injured heart tissue are needed to reduce cardiac
cell dysfunction and death in patients presenting with
acute myocardial ischaemia [1]. In this regard, use of
recombinant human erythropoietin (rhEPO) is of special
interest. In vivo administration of rhEPO to rodents
induces dramatic protection against cardiac reperfusion

model of myocardial ischaemia [2,3]. Moreover, rhEPO
enhances functional recovery in mice and rat hearts
subjected to ischaemia-reperfusion [2,4]. These initial
studies did not address the molecular mechanisms
underlying the observed cardiac protective effects of
rhEPO systemic administration. Additional work has
shown that direct perfusion of isolated rat hearts with
rhEPO confers an immediate protection against isch-
aemia-reperfusion improving functional recovery. Rapid
activation of potassium channels and various protein

© 2006 The Authors Journal compilation ©® 2006 Blackwell Publishing Ltd. Fundamental & Clinical Pharmacology 20 (2006) 51-56 51
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kinases seems to mediate this cardioprotective effect
[5,6]. In order to explore the mechanisms involved in the
early cardioprotection conferred by prior in vivo rhEPO
administration, we investigated the potential role of nitric
oxide synthases (NOS), and in particular the inducible
form (iNOS) using the nonspecific NOS inhibitor N-nitro-
L-arginine methyl ester (L-NAME) and the specific iNOS
inhibitor 1400W [N-(3-(aminomethyl)benzyl)acetami-
dine]. We also determined the role of mitochondrial
ATP-dependent (mitoKstp) and calcium-activated (Kcg)
potassium channels, using specific inhibitors [5-hydroxy-
decanoic acid (SHD) and paxilline respectively].

METHODS

Experimental treatment groups

This investigation conforms to the ‘Guide for Care and
Use of Laboratory Animals’ published by the US National
Institutes of Health (NIH Publication no. 85-23, revised
1996) and with French law and local ethical committee
guidelines for animal research. Experiments were
conducted on 76 adult male Wistar rats (weight range
280-350 g) from Elevage Janvier (Le Genest-St-Isle,
France) housed in controlled conditions and provided
with standard rat chow.

The rats were randomly divided into two groups
treated by either rhEPO (recombinant human epoietin 3,
5000 IU/kg, i.p. [4]), or equivalent volume of saline
(i.p.)- One hour later, an ischaemia (30 min)/reperfusion
(120 min) protocol was performed in isolated hearts.
Some hearts were perfused with either 3 107 M 1-NAME
[7.8] or 1075 M 1400W [9] or 10~* M 5HD [10,11] or
107° u paxilline [6], for 10 min before global ischaemia
only and not during reperfusion (N = 6-8 hearts per
group). The experimental protocol is summarized in
Figure 1.

EPO (5000 IU/kg, i.p.)

M. Joyeux-Faure et al.

Ischaemia-reperfusion protocol

One hour after treatment, the rats were anaesthetized
with 60 mg/kg i.p. sodium pentobarbital and treated
with heparin (500 [U/kg, i.v.). Their heart was rapidly
excised and immediately immersed in 4 °C Krebs—
Henseleit buffer solution (mm: NaCl 118.0, KCI 4.7,
CaCl, 1.8, KH,PO4 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO5; 25.2 and
glucose 11.0) as in our previous works [8]. The aortic
stump was cannulated and the heart perfused retro-
gradely using the Langendorff technique at a constant
pressure (75 mmHg) with oxygenated Krebs—Henseleit
buffer, as previously described [12]. A water-filled latex
balloon (Hugo Sachs, no. 4), coupled to a pressure
transducer, was inserted into the left ventricular cavity
via the left atrium for pressure recording. Left ven-
tricular end-diastolic pressure (LVEDP) 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 ischaemia
was induced by stopping the perfusion for 30 min.
Thereafter the heart was reperfused for 120 min.
Coronary flow (CF) was measured punctually through-
out the ischaemia-reperfusion procedure, by collecting
the effluent. Heart rate (HR) and left ventricular devel-
oped pressure (LVDP = difference between left ventric-
ular systolic pressure and LVEDP) were continuously
recorded (PC Lab 4S; AD Instruments, Paris, France).
Rate pressure product (RPP) was calculated as product
of HR and LVDP.

Only hearts with CF within 10-16 mL/min and
LVDP > 70 mmHg at the end of the stabilization period
were included in this study. Hearts that developed
ventricular fibrillation during reperfusion, which could
not be restored to normal sinus rhythm within 2 min,
were excluded.

or saline in vitro study
Stabilization . Global y Reperfusion
ischaemia
1h 10 min 10 min 30 min

|

L-NAME (3x10® m) or
infusion of 1400W (10~5 m) or

5HD (10~ m) or

paxilline (10~ m)

Figure 1 Description of the experimental
protocol in rats treated by recombinant
human erythropoietin (thEPQ) or saline.
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EPO cardioprotection via iNOS and Karp channels

Materials

rhEPO was kindly provided by Roche (Neuilly sur Seine,
France), 1-NAME (a nonspecific NOS inhibitor) and 5SHD
(a Kapp channel blocker) were from Sigma-Aldrich
(Lyon, France), 1400W (a specific iNOS inhibitor) was
from Acros Organics (Noisy le Grand, France), paxilline
(a Kcg channel blocker) was from Alexis Corporation
(Paris, France).

Statistical analysis

All data are presented as mean * SEM. Infarct size
values were compared using one-way analysis of vari-
ance (aNova). Haemodynamic data were analysed using
two-way ANova. Post-hoc multiple comparisons were
performed using Tukey tests. Statistical significance was
set at P < 0.05.

RESULTS

There was no statistically significant difference in CF and
HR among the various experimental groups (Table I).
Baseline haemodynamic parameters were not affected by
the different drug perfusions as they were not different
between the control group and all the other groups
(Table 1).

Upon reperfusion, cardiac functional recovery, as
shown by RPP, LVDP and its first derivative (dP/dt
max and min, which are indexes of contractility), was
significantly higher in the EPO group than in the control
group (Table I and Figure 2).

The rhEPO-induced improvement in heart function
was abolished by L-NAME, 1400W and 5HD, but not by
paxilline, perfusion (Table I and Figure 2).

DISCUSSION

The results of this study support two major conclu-
sions. First, rhEPO exerts a cardioprotective effect when
administered in vivo, 1 h before an ischaemia-reper-
fusion sequence in isolated rat heart. Secondly, this form
of rhEPO-induced cardioprotection is mediated by NOS,
more specifically the inducible form, and by mitoK,tp
channels, but does not involve K¢, channels.

Early cardioprotection conferred by rhEPO

Recently, rhEPO has been shown to induce delayed
cardioprotection against ischaemic injury, 12 h [13] to
24 h [4] after in vivo administration. A protective effect
is also seen when rhEPO is administered directly to
isolated hearts, 10-15 min before ischaemia [5,6,14].
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Our study adds to these observations by providing a new
window of cardioprotection, 1 h after rhEPO adminis-
tration, which could have important clinical impli-
cations. Thus, erythropoietin can be considered as a
pharmacological preconditioning agent representing a
novel cardioprotective strategy in the setting of elective
myocardial ischaemia as encountered during cardiac
surgery and angioplasty.

RhEPO-induced cardioprotection is mediated

by iNOS and Karp channels

Our results are the first to show that in vivo rhEPO
administration can initiate within 1 h preconditioning
mechanisms such as iNOS activation and mitoK,mp
channel opening, leading to cardioprotection against
ischaemic injury. Indeed, the beneficial effects of rhEPO
were blocked by both the nonspecific NOS inhibitor
L-NAME and the specific iNOS inhibitor 1400W. Early
activation of iNOS has also been demonstrated 1 h after
ischaemic preconditioning [15,16]. In the light of the
well-known role of iNOS in preconditioning [17], this
should be sufficient to confer cardioprotection. As rhEPO
is known to stimulate nitric oxide (NO) release from
endothelial cells [18], additional work is needed to
determine the localization of iNOS activation in rhEPO
preconditioning.

To our knowledge, only one other study has addressed
the mediators of rhEPO-induced cardioprotection. How-
ever, this study evaluated the direct, receptor-mediated
effects, of rhEPO perfusion in the isolated rabbit heart
and, consequently, did not observe an involvement of
NOS but rather of protein kinases regulating sarcolemmal
Katp and K¢, channels [6]. In our study, rhEPO-induced
improvement in functional recovery appears to involve
mainly mitoKatp channels, as this effect was abolished in
hearts perfused with the specific mitoKatp channel
blocker SHD. Opening of these channels has been related
to protein kinase C activation [19], potentially through
mitogen-activated protein kinases activation [20], and
these kinases are activated by rhEPO [6]. But also, the
iNOS-catalysed NO generation could potentially open
mitoK ,mp channels, resulting in cardioprotection [21].

Another potassium channel known to protect the
heart against ischaemia is the Ko, channel, located in
the inner mitochondrial membrane and the sarcolemma
[22]. Direct acute protective effects of rhEPO have been
shown to implicate these channels [6]. Our study shows
that they do not appear to be involved in rhEPO-induced
preconditioning as improvement of cardiac functional
recovery was not abolished by perfusion with the K¢,

© 2006 The Authors Journal compilation ©® 2006 Blackwell Publishing Ltd. Fundamental & Clinical Pharmacology 20 (2006) 51-56
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Table [ Haemodynamic data for the 10 experimental groups.

M. Joyeux-Faure et al.

Reperfusion
Group Stabilization Drugs infusion 15 min 30 min 60 min 120 min
HR (beats/min}
Control (n — 8) 316 + 8 294 + 7 238 + 22 217 £15 249 +9 244 + 10
EPO (n — 8) 316 = 11 285 + 14 228 + 18 229 +13 244 =11 245 + 11
C + L-NAME (n — 7) 301 +8 268 = 10 212 £ 24 220+ 11 260 = 4 258 + 11
EPO + L-NAME (n — 7) 302 =11 279+ 11 187 + 30 238 + 25 247 =16 241 =10
C + 1400W (n — 6) 329 +9 307 =10 219 + 25 256 +9 273 +6 268 + 7
EPO + 1400W (n — &) 323 +12 298 + 8 214 =16 266 + 14 270 = 11 270+5
C+5HD(n—7) 285 + 24 272 +23 161 + 18 198 + 21 186 + 22 221+ 21
EPO + 5HD (n — 7) 315 +9 285+ 7 196 = 11 242 £ 9 262 +8 243 + 4
C + paxilline (n — 6} 298 + 10 285+ 5 226 + 26 204 + 35 260 + 12 241 £ 12
EPO + paxilline (n — 6} 330 +6 311 +7 214 + 34 232 +26 243 + 23 264 + 10
CF (mL/min}
Control 175 +04 173+ 03 103 +05 9.6 +04 85 +06 7.0+086
EPO 16.7 £ 0.7 163+ 08 107 + 04 102 +03 88 +02 7.6+03
C + L-NAME 159 +04 139+03 89 +04 87 +04 81 +03 63+03
EPO + L-NAME 182 + 09 159+ 08 96 =04 93+04 78 05 6.1+05
C + 1400W 171 £13 170« 1,7 14 +07 109+09 9.7.+0.6 83+07
EPO + 1400W 157 +0.7 166 + 1.1 109 +1.0 102 +1.0 92 +09 81+08
C + SHD 155 + 08 149+ 05 82 +06 81+07 71 +05 6.1+03
EPO + SHD 150+08 15305 93+03 88 +03 75 +03 62+02
C + paxilline 174 =12 158 £ 1.1 94 +038 9.0+07 8.0+03 6.8+04
EPO + paxilline 165 +06 166 + 04 100 +0.9 95+£09 89 +09 7.7+08
LVDP (mmHg)
Control 9M0=+52 1051 +32 502 +5.1 574 +58 506 +5.2 359+36
EPO 849 +44 93.7 =58 65.0 = 3.3* T £ 2.3* 644 +27* 46.3 + 2.8*
C + L-NAME 107.7 +7.7 1162 +11.4 493 +76 63.1+52 58.8 + 3.7 39.8+36
EPO + L-NAME 1064 + 7.7 1131 +64 47,2 %27 629+29 578 +27 441 +3.2
C + 1400W 86.1+52 91.8+5.3 512 +6.0 64.5+6.8 595 +5.8 M1.3+47
EPO + 1400W 95.3 £9.5 98.6 + 8.7 M7 +71 57.3+46 554 +4.0 1.0+24
C + SHD 1063 +9.2 1107 +94 340 6.2 494 + 6.2 46.5 + 4.2 36.1+36
EPO + SHD 1003 + 6.7 1151 +76 387 +87 524 +6.0 497 +3.0 37.0+23
C + paxilline 104.9 + 10.6 104.4 + 9.1 428 +4.4 540+77 531 +48 37.3+38
EPO + paxilline 86.7 +4.6 85.5 + 6.4 62.8 + 84* 63.3 £ 5.3* 59.4 + 4.8* 411 £3.7*
RPP (mmHg/min x 10%)
Control 287 +16 30.8+32 1M6+14 125+14 125 + 1.1 88+1.0
EPO 267 £1.3 263+14 15.0 = 1.6* 166 = 1.1* 159 + 0.9* 11.8 £ 0.9*
C + L-NAME 303 %22 300+28 100+13 136 +1.0 122 +1.2 100+ 0.7
EPO + L-NAME 299 +21 299+19 99 +13 129+13 121 +1.0 101 +£0.7
C + 1400W 279 +14 283 +22 115+19 126 +19 111 +15 100+1.0
EPO + 1400W 29.0 +3.0 292 +23 99 +1.7 120+22 118 +18 99+24
C + SHD 292 +19 297 £32 99 +1.2 107 +£15 105 +19 89+12
EPO + SHD 301 241 303+19 98 1.7 125+12 120+ 09 9.0+09
C + paxilline 296 +25 298+26 99 +14 116+25 11.3:%:0:9 98«12
EPO + paxilline 276+16 279+ 15 131 £ 0.8* 15.2 £ 1.3* 149 +1.2* 115 +1.0*

Data are mean + SEM.

CF, coronary flow; HR, heart rate; LVDP, left ventricular developed pressure; RPP, rate pressure product (HR x LVDP).

*P < 0.05 vs, corresponding control group.

channel blocker paxilline. The discrepancy between our
results and those from Shi et al. could be explained by
the different windows of cardioprotection studied (isch-

aemia performed 80 min after in vivo rhEPO adminis-
tration in our protocol and immediately after rhEPO

perfusion in the work from Shi etal.)) as well as

© 2006 The Authors Journal compilation © 2006 Blackwell Publishing Ltd. Fundamental & Clinical Pharmacofogy 20 (2006) 51-56
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Figure 2 Left ventricular developed pressure (LVDP: a, c¢) and maximal dP/dt (b, d), expressed as percentage of stabilization values, assessed
in hearts from rats injected 1 h earlier with recombinant human erythropoietin (rhEPO, 5000 [U/kg, i.p.) or saline {control groups). Isolated
hearts were perfused for 10 min with varicus drug treatments before a no-flow global ischaemia (30 min)/reperfusion (120 min) sequence.
(a, b) Effects of N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, an NOS inhibitor, 3 % 107° m) or 1400W (a specific iNOS inhibitor, 107> )
perfusion. (¢, d) Effects of 5-hydroxydecanoic acid (SHD, a specific mitoKs7p channel inhibitor, 10™* M) or paxilline (a specific Kq, channel
inhibitor, 107 n) perfusion. Data are mean + SEM and were analysed using a two-way ANova. *P < 0.05 vs. control group, §P < 0.05

EPO + paxilline group vs. C + paxilline group.

interspecies differences (rats were used in our study
while Shi et al. used rabbits).

In conclusion, this study expands on recent observa-
tions on the time course of rhEPO-induced cardioprotec-
tion against ischaemic injury, demonstrating a new early
pharmacological preconditioning, 1 h after in vivo EPO
administration. We observed here for the first time that
this cardioprotective effect is mediated by NOS, more
specifically the inducible form. Finally, we also confirm

here the important role of mitoKarp channels in the
mediation of rhEPO-induced cardioprotection. These
observations could open a new field of therapeutic
applications.
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5.1.2 EPO et protection contre I’arrét cardiaque

L’EPO a de puissants effets cardioprotecteurs vis-a-vis de I’ischémie. Dans cette étude, nous
avons voulu évaluer les possibles effets bénéfiques de ’EPO dans une situation de
réanimation. Pour cela, I’EPO a été testée dans un modéle d’arrét cardiaque chez le rat.

Des rats méles Wistar ont été randomisés dans deux groupes (EPO versus contrdle, n=17
dans chaque groupe). Une fois les rats anesthésiés, les rats ont recus un bolus intraveineux
d’EPOrh (3000 Ul/kg), 15 minutes avant 1’arrét cardiaque. Cette administration d’EPO se
faisait en aveugle. L’arrét cardiaque a été provoqué par asphyxie aprés blocage
neuromusculaire. Aprés 6 min d’ischémie globale, les animaux ont été réanimés par
compression externe de la poitrine combinée a une administration d’adrénaline.

Les parametres évalués étaient : la restauration de la circulation spontanée, la survie a 1, 24,
48 et 72 h, ainsi que les changements hémodynamiques apres 1’arrét cardiaque.

L’injection d’EPO a permis d’améliorer significativement la survie a 72 h (n=15/17) par
rapport au group controle (n=7/17). Tous les rats traités par ’EPO ont pu étre réanimés,
tandis que dans le groupe contrdle, seulement 13 rats sur 17 I"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 aprés la réanimation.

Ainsi, nous avons montré que I’EPO, administrée avant un arrét cardiaque chez le rat,

améliore le taux de réanimation et augmente la survie post-réanimation.

Ces travaux ont fait I’objet de la publication suivante.
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Introduction: Recent data have demonstrated potent cardioprotective and neuroprotective effects of the
application of growth hormones like erythropoietin (EPO) after focal cardiac or cerebral ischemia. In order
to assess possible benefits regarding survival and resuscitation conditions, EPO was tested against placebo
in a model of cardiac arrest in the rat.
Methods: Thirty-four male Wistar rats were randomized into two groups (EPO versus control; n=17
per group). Under anesthesia, cardiac arrest was induced by asphyxia after neuromuscular blockade.
After 6 min of global ischemia, animals were resuscitated by external chest compression combined with
epinephrine administration. An intravenous bolus of recombinant human EPO (rhEPO, 3000 Ulkg-! body
weight, i.v.) or saline (in control group) was performed 15 min before cardiac arrest, by a blinded inves-
tigator. Restoration of spontaneous circulation (ROSC), survival at 1, 24, 48 and 72 h and hemodynamic
changes after cardiac arrest were studied.
Results: Survival to 72 h was significantly improved in the EPO group (n=15/17) compared to the control
group (n=7/17). All the EPO-treated rats were successfully resuscitated whereas only 13 of 17 control
animals resuscitated. EPO-treated animals required a significantly smaller dose of epinephrine before
resuscitation, compared to control rats. Time course of systolic arterial blood pressure after resuscitation
revealed no significant differences between both groups.
Conclusion; EPO, when administrated before cardiac arrest, improved initial resuscitation and increased
the duration of post-resuscitation survival.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

binant human erythropoietin (rhEPO) plays a neuroprotective5-2
and cardioprotectivel®13 role in animal models of cerebral

Sudden cardiac arrest claims approximately 350,000 lives annu-
ally in the United States. Although the initial success rate of
cardiopulmonary resuscitation (CPR) is approximately 39%, only
2-12% of resuscitated patients are discharged from hospital in
good neurological conditions.! Experimental and clinical investi-
gations support the notion that deaths after initially successful
resuscitation from cardiac arrest are caused by post-resuscitation
impairment in myocardial function? and neurological dysfunction.
Up to now, despite extensive research, no specific pharmacological
cardioprotective or neuroprotective therapy is available.*> Several
recent experimental studies suggest that administration of recom-

* A Spanish translated version of the summary of this article appears as Appendix
in the final online version at doi:10.1016/j.resuscitation.2009.03.024.
* Corresponding author. Tel.: +33 476 63 74 75; fax: +33476 6371 78.
E-mail address: marie.faure@ujf-grenoble.fr (M. Joyeux-Faure).

0300-9572/$ — see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.resuscitation.2009.03.024

ischemia and cardiac ischemic injury due to its antiapoptotic
properties.’4-16 One other report also suggests that the applica-
tion of thEPO reduces neurological dysfunction in humans suffering
from stroke.l” RhEPO is commonly known as a hematopoietic
growth factor that has been in clinical use for the treatment
of anemia and had been demonstrated to be safe in humans.”
Expression of EPO is stimulated following hypoxemic-induced acti-
vation of hypoxia-inducible factor (HIF 1). Erythropoietin receptors
(EPORs) have been identified in non-hematopoietic tissues, includ-
ing myocardium, vascular endothelium, neurons and astrocytes.®18
These findings, which suggest that erythropoietin acts as a tissue-
protective cytokine in the heart and brain, can be very interesting in
cardiac arrest for the cell protection during the no-flow or low flow
state of cardiac arrest and cardiopulmonary resuscitation (CPR). We
hypothesized that the administration of thEPO before cardiac arrest
would improve initial resuscitation and outcomes after resuscita-
tionin an experiment model of global cardiac and cerebral ischemia.
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2. Materials and methods

The protocol was approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee of our Institute. Human care was rendered to all
animals in compliance with the “Principles of Laboratory Animal
Care” formulated by the National Society for Medical Research and
the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” prepared
by the Institute of Laboratory Animal Resources and published
by the National Institutes of Health (NIH publication no. 86-32,
revised 1985). All procedures conformed to the framework of
the French legislation that control animal experimentation. This
blinded, randomized study was performed on 34 male Wistar
weighing 380-550 g. All animals were fasted overnight but allowed
free access to water.

Rats were randomized into two groups receiving either rhEPO
(3000UIkg=1, EPO group) or vehicle (saline, control group) intra-
venously administered 15 min before the cardiac arrest induction,
in an investigator blinded setting.

2.1. Animal preparation

The animals were anesthetized with the use of intraperitoneal
injections of 45 mg kg1 pentobarbital. No additional dose was nec-
essary during the 30 min before the induction of cardiac arrest. The
animals were placed in a supine position on a surgical board and the
extremities were immobilized. A conventional single lead electro-
cardiogram (ECG) was attached using subcutaneous needles. The
trachea was orally intubated with a 14-gauge cannula mounted
on a blunt-tipped needle (Abbocath-T; Abbott Hospital Inc., North
Chicago, III) with 145° angled tip. Rats were ventilated with con-
trolled intermittent positive pressure ventilation (IPPV) (Harvard
Rodent Ventilator Model, Model 683, Harvard apparatus, Holliston,
MA, United States) with a tidal volume of 6.5mlkg~!, a respira-
tory rate of 100min~! and a fractional inspired oxygen reading
of 1.0. A 23-gauge polyethylene catheter (PE 50, Becton Dickin-
son, Sparks, MD) was advanced into the dorsal vein of the penis
for drug administration. A 23-gauge polyethylene catheter (PE 50,
Becton-Dickinson, Sparks, MD) was advanced in the right carotid
artery for measurement of aortic pressure (monitor Mac Lab 48,
AD instruments, Mountain view, CA). The rectal temperature was
monitored and maintained at 37.0 + 0.5 °C with the aid of warmed
blanket (Homeothermic Blanket System, Harvard Apparatus, Hol-
liston, Massachusetts, United States) during the preparation period,
the CPR and the early phase after restoration of spontaneous circu-
lation (ROSC).

2.2. Experimental protocol

After 10min of stabilization, muscular relaxation had been
obtained by administering Vecuronium 2mgkg=! (Norcuron®,
Organon, Puteaux, France). Fifteen minutes before cardiac arrest,
the study drug was administrated intravenously. Cardiac arrest was
induced by stopping intermittent positive pressure ventilation dur-
ing 2 min and confirmed by the abrupt decrease in systolic arterial
pressure to less than 10 mmHg. After 6 min of global ischemia,
advanced cardiac life support including mechanical ventilation
(100% O+, respiratory rate 60 min~! before cardiac massage), closed
chest cardiac massage (200 times min~!) performed always by the
same investigator and epinephrine (0.02 mg kg~! body weight)was
performed. ROSC was confirmed by spontaneous cardiac rhythm
in conjunction with a rise in mean arterial pressure to greater
than 50mmHg for at least Smin. After 5min of unsuccessful
CPR, resuscitation was stopped and the animals were declared
dead. Hemodynamic measurements were continued for 1h after
resuscitation. Ventricular tachycardia andfor fibrillation, defined
according to the Lambeth Conventions guidelines,!® were con-

Table 1

Physiological variables before cardiac arrest.

Groups Control EPO

Rody weight (g) 464 + 44 448 + 44
Preparation time (min) 19+ 4 19+ 4
Systolic blood pressure (mmHg) 146 + 22 151 +£ 20
Body temperature (°C) 36.8 £ 0.1 367 £ 01

Physiological variables in the EPO-treated and control animals during the steady
state phase preceding the induction of cardiac arrest. No statistically significant
differences were observed between both groups (mean + S.D.). n = 17 per group.

sidered as severe arrhythmias and were recorded for 1h after
resuscitation. Mechanical ventilation was continued for a total
of 2h. The endotracheal tube and catheters were removed. After
recovery from anesthesia, animals were returned to their cages and
survival was recorded at 1, 24, 48 and 72 h. After 72 h, the animals
were euthanized with an intraperitoneal injection of 100 mgkg™!
of pentobarbital.

2.3. Statistical analysis

Sample size was calculated according to prior data on car-
diac arrest. If we assumed that in our model of cardiac arrest the
mortality after 72 h will be 50% in the control group and that ery-
thropoietin could decrease the mortality of 40%, with an alpha risk
of 0.05 and a power of 0.8, the number of animals needed to be ana-
lyzed per group will be 17. Data are presented as mean + standard
deviation (S.D.). Characteristics of animals were compared by using
Mann-Whitney or Fisher exact test as appropriate. Blood pres-
sure after resuscitation time was compared between groups by
using analysis of variance. Survival between both groups was plot-
ted using Kaplan-Meier curves and compared using log rank tests.
These tests are realized in bilateral situation. We considered p val-
ues of less than 0.05 significant. We used Medcalc (Gant, Belgium)
and SAS software for analysis.

3. Results
3.1. Cardiac arrest and cardiopulmonary resuscitation

Thirty-four rats were investigated. Before cardiac arrest, hemo-
dynamic and physiologic variables were similar in both the EPO
and control groups (Table 1). Time from the initiation of asphyx-
iation to cardiac arrest was similar between groups: 156 +44s in
the EPO group and 149+ 705 in the control group. No spontaneous
ROSC were observed during the period of circulatory arrest. Car-
diopulmonary resuscitation in term of ROSC was successful in all
of the EPO-treated animals (17 of 17) and in 13 of 17 of the con-
trol animals (Table 2). In successfully resuscitated animals, there
were no significant differences between the two groups with regard
to the duration of cardiopulmonary resuscitation but there were

Table 2

Outcome of cardiopulmonary resuscitation.

Groups Control EPO

Duration of asphyxia before cardiac arrest(s) 149+ 70 156+ 44

CPR time to ROSC (s) 187+ 110 142 £ 84

Number of resuscitated animals 76% 100%

Dose of epinephrine for resuscitation (j.g) 28417 16+ 13°

Systolic arterial blood pressure at ROSC 140+ 56 144 £ 50
(mmHg)

Systolic arterial blood pressure 60 min after 115425 1204+ 25
ROSC (mmHg)

The outcome of the resuscitation in the EPO-treated and control animals after the

cardiac arrest. Data are expressed as mean+ S.D. or percentage. CPR: cardiopul-

monary resuscitation. ROSC: res toration of spontaneous circulation. n= 17 per group.
" p<0.05.
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Fig. 1. Time course of systolic arterial blood pressure (SABP) after cardiopulmonary
resuscitation (CPR), in EPO-treated or control rats subjected to6 min of asphyxiation.
Data are expressed as mean S.D. No significant difference was seen between the
two groups.

significant differences between the two groups with regard to the
total epinephrine dose necessary torestore spontaneous circulation
which was smaller in the EPO-treated animals.

3.2, Early reperfusion after cardiac arrest

After return of spontaneous cardiac function, there was a sys-
tolic peak of blood pressure during 1 min in the two groups. Then
it returned to or below baseline, depending on the animal, but
there were no major difference between the EPO and control groups
(Fig. 1). Moreover in both groups, we did not observed severe
arrhythmias at the phase of reperfusion.

3.3, Overall survival
Survival after cardiac arrest was monitored for 3 days. The sur-
vival rate was 88% in the EPO group (15 of 17) at 1, 24,48 and 72 h

versus 64% (11 of 17) at 1h, 47% (8 of 17; p=0.028) at 24 h, 41% (7
of 12; p=0.012) at 48 and 72 hin the control group (Fig. 2).
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Fig.2. Kaplan-Meier plot of cumulative survival following 3 days after cardiac arrest

revealed significant difference in survival at 24, 48 and 72 h after 6 min of asphyxial
cardiac arrest, between the EPO and control groups. *p<0.05, by a log rank test.

4, Discussion

In the present experimental study, a single dose of EPO admin-
istrated before cardiac arrest shows for the first time beneficial
effect on ROSC and survival. We also demonstrated that the total
dose of epinephrine necessary to restore spontaneous circulation
was lower in the EPO group compared to the control group and
that EPO administration did not lead to difference in hemody-
namic variables after ROSC. After successful resuscitation from
cardiac arrest, post-resuscitation myocardial dysfunction or neu-
ronal damage has been implicated in early post-resuscitation
death. In a recent experimental study,?? repeated high doses of
EPO (5min before cardiac arrest and 24 and 72h after cerebral
ischemia) show no beneficial effects on neuronal recovery after
global cerebral ischemia due to cardiac arrest induced by ventricu-
lar fibrillation. Neurological deficit scoring and neuronal survival
reveal no difference in the EPO-treated group compared to the
control group and the caspase activity assay to determine anti-
apoptotic properties of EPO reveals no difference between the
two groups. Beneficial effect of EPO on post-resuscitation myocar-
dial dysfunction and survival following an asphyxial cardiac arrest
has only been observed when EPO was administered 3 min after
return of spontaneous circulation.?! Here, we observed that EPO
administration 15 min before cardiac arrest improved survival and
resuscitation conditions, showing that EPO could be considered
as a preconditioning agent inducing cellular protection in this
setting.

In our study, the improved initial resuscitation from cardiac
arrest, the faster ROSC and the lower dose of epinephrine used to
restore spontaneous circulation seen in EPO-treated animals could
be related to cardiac effect of EPO. This fact is in accordance with
recent studies about the protective effect of EPO against cardiac
ischemic injury (for a review see Ref.22). First, an antiapoptotic
effect of rhEPO has been described in rat cardiac myocytes!>23
and myoblasts!! subjected to hypoxia. It has also been observed
that brief exposure of isolated hearts to EPO improves myocardial
functional recovery after ischemia probably due to preserved intra-
cellular ATP levels.!2 Moreover, other studies have also shown that
EPO administration (5000 UIkg=1, i.p.) in the rat in vivo, prevents
cellular apoptosis and necrosis and improves functional recov-
ery in isolated hearts subjected to global ischemia-reperfusion,
1h!3 or 24h later. A protective effect is also seen when EPO is
administered directly to the isolated rat!2?4 and rabbit2>26 hearts,
10-15min before ischemia. In our study, EPO was administrated
15min before cardiac arrest. Thus, cardioprotective properties of
EPO observed in the setting of ischemic injury could explain the
beneficial effect of EPO administration against cardiac arrest seen
in our study.

EPO administration just before reperfusion also reduces both
lethal ventricular arrhythmias and infarct size after cardiac
ischemia in the dog.?? In our study;, at the state of reperfusion, rats
never presented ventricular arrhythmias. This endpoint is particu-
larly interesting in cardiac arrest because ventricular arrhythmias
are often observed in patients following reperfusion therapy and
they can be life-threatening.

Mechanisms of EPO-induced cellular protection in a global
ischemia-reperfusion model like cardiac arrest remain unknown
but several hypotheses could be proposed. First, in our study,
considering the short time period between EPO administration
and the observed effect, it seems that a new protein synthe-
sis is not implicated in cardioprotection. It seems that protective
effects of EPO were due to a direct action of this molecule on car-
diac cells, independently of its hematopoietic effect. Indeed, the
binding of EPO to its receptor (EPOR), expressed in the heartZ®
induces the homodimerization and phosphorylation of the recep-
tor via the activation of the Janus kinase 2 (Jak 2)2%30 leading
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to activation of several protective pathways and then switching
the phenotype of cardiomyocytes to a defensive one.223! Signal-
ing through the EPOR is promoted by tyrosine phosphorylation
of the cytosolic domain and the recruitment of secondary sig-
naling molecules such as the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3
kinase). PI3 kinase then activates the antiapoptotic Akt pathway,
which maintains the mitochondrial membrane potential, prevents
the cellular release of cytochrome € and modulates caspase activ-
ity. Jak2 kinase is also able to phosphorylate and to activate the
downstream antiapoptotic targets STAT3 and STATS or various
kinases (p38 or p42{44 mitogen-activated protein kinases (MAPK)
and protein kinase C) with antiapoptotic or antinecrotic properties.
Indeed, Akt and p42{44 MAPK are involved in mechanisms under-
lying EPO-induced improvement of post-resuscitation myocardial
dysfunction and survival following an asphyxial cardiac arrest.?!
Various mediators activated by these different pathways have been
proposed. Among them, nitric oxide synthesis and ATP-sensitive
potassium channel opening seem to mediate the EPO-induced
cytoprotection.’32> In addition to preventing cellular death by
apoptosis or necrosis, EPO also has been found to play a role in
progenitor cell development through activation of nuclear factor-
kB which is a key mediator of inflammatory response.3? Finally,
it has been suggested that the effect of EPO on cell survival
might involve an interplay of growth factors and cytokines, e.g.,
transforming growth factor, tumor necrosis factor and interleukin-
6.10 Complementary studies are today needed to clarify the
exact mechanisms underlying the cardioprotective effects con-
ferred by EPO against ischemic injury, especially after cardiac
arrest.

Finally, the animal model of asphyxia-induced cardiac arrest
used in this study may notrepresent all pathophysiological changes
caused by other mechanisms of cardiac arrest. If asphyxiation is
more common in children, ventricular fibrillation is the leading
cause of cardiac arrest in adults. Pathophysiological consequences
differ between asphyxia- and arrhythmia-induced cardiac arrest.
For example, the initial partial pressure of end-tidal CO; (corre-
lated with cardiac output and CPR)is significantly higher in patients
with asphyxial cardiac arrest than in patients with VT/VF car-
diac arrest.33 Moreover, in a rat model, asphyxial cardiac arrest
results in lesser impairment of post-resuscitation myocardial func-
tion when compared with cardiac arrest caused by VE34 Thus,
further investigations are needed to explore the effect of EPO in
arrhythmia-induced cardiac arrest, allowing a better understanding
of pathological changes associated with these both cardiac arrest
models and their prevention.

In conclusion we showed in this study that EPO administra-
tion before ischemia is able to improve survival in a rat model
of cardiac arrest by asphyxia. Despite extensive experimental and
clinical research on cardiac arrest, only 2-12% of resuscitated
patients are discharged from hospital in good neurological con-
ditions. There is, therefore, a clear need for new therapies that
improve survival after cardiac arrest. We can hope that EPO admin-
istration will represent pharmacological approach in upcoming
years, leading to additional myocardial salvage of the reperfused
myocardium.16
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5.1.3 EPO et protection contre la cardiotoxicité induite par chimiothérapie

En oncologie, I'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 cceur des Iésions d’ischémie, en améliorant la
récupération fonctionnelle et en diminuant la mort cellulaire.

Le but de cette é¢tude était de déterminer si un traitement par I’EPO pouvait protéger contre la
cardiotoxicité aigué induite par la doxorubicine et le trastuzumab, dans un mod¢le de cceur
isolé de rat.

Les animaux ont été traités par I’EPOrh administrée par injection intrapéritonéale (5000
Ul/kg). Les animaux controles ont recus une solution saline. Une heure plus tard, les coeurs
ont été prélevés et perfusés selon la méthode de Langendorff, a débit constant. Aprés 20 min
de stabilisation, les cceurs ont été perfusés pendant 60 min avec du liquide de perfusion de
Krebs contenant 6 mg/1 de doxorubicine ou bien 10 mg/I de trastuzumab. Les cceurs perfusés
avec de la doxorubicine ont été stimulés électriguement, en raison de la grande toxicité
cardiaque de cette molécule. Les cceurs contrles ont été perfusés par du liquide de Krebs
seulement.

La doxorubicine a induit une diminution de la PDVG, d’environ 40% par rapport a la
baseline. Une augmentation de la pression télédiastolique (PTD, + 390% par rapport a la
valeur basale) et de la pression de perfusion coronaire (CPP, +70% par rapport a la valeur de
base) ont également ¢€t€ observées. L’incidence des tachycardies ou fibrillations
ventriculaires (VT/VF) a eté aussi significativement augmentée par la doxorubicine comparé
au groupe contréle (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 parameétres), en revanche la PDVG n’a pas varié.

Le prétraitement par ’EPO a permis de réduire significativement les effets déléteres induits
par la doxorubicine sur la PDVG, la PTD, la CPP et I’incidence des VT/VF. Les effets
déléteéres du trastuzumab ont, eux aussi, été abolis par I’EPO.

Cette eétude montre qu’un prétraitement par I’EPOrh protége le myocarde des dommages
fonctionnels et electrophysiologiques induits par une exposition aigué a la doxorubicine ou
au trastuzumab. Cependant, des études supplémentaires sont requises afin de déterminer les

mécanismes impliqués.
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Erythropoietin Pretreatment Protects
Against Acute Chemotherapy Toxicity in
Isolated Rat Hearts
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The use of chemotherapeutic agents, such as anthracycline or
trastuzumab, in oncology is limited by their cardiac toxicity.
Recent experimental studies suggest that recombinant human
erythropoietin (thEPQO) can be considered as a protective agent
because its administration protects against cardiac ischemic
injury, improving functional recovery, and reducing cell death.
The aim of this study was to investigate whether pretreatment by
rhEPO protects against acute cardiotoxicity induced by doxo-
rubicin and trastuzumab, using the isolated rat heart model.
Rats were treated with rhEPO (5000 IU/kg, intraperitoneally [ip]}
or vehicle. One hour later, hearts were isolated and retrogradely
perfused at constant flow. Following 20 mins of stabilization,
hearts were perfused for 60 mins with modified-Krebs solution
containing 6 mg/l doxorubicin or 10 mg/l trastuzumab. Hearts
receiving doxorubicin were paced; those receiving trastuzumab
were unpaced. Control hearts were perfused with modified-
Krebs solution only. Doxorubicin exposure decreased left
ventricular developed pressure (LVDP; approximately —40% of
baseline} and increased end diastolic pressure (EDP; approx-
imately +390% of baseline} and coronary perfusion pressure
(CPP; approximately +70% of baseline). Incidence of ventricular
tachycardia or fibrillation (VT/VF)} was also significantly en-
hanced (86% vs. 0% in control group). Trastuzumab exposure
increased CPP and EDP (approximately +70% of baseline for
the both) without affecting LVDP. Prior rhEPO treatment
significantly prevented doxorubicin-induced deleterious effects
on LVDP, EDP, and VT/VF incidence. rhEPO administration also
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prevented trastuzumab-induced deleterious effects on CPP and
EDP. This study shows that pretreatment by rhEPO protects
myocardium against functional damage and electrophysiologic
injury induced by acute doxorubicin or trastuzumab exposure.
Further investigations are required to elucidate the precise
mechanisms involved. Exp Biol Med 233:76-83, 2008

Key words: erythropoietin; doxorubicin; trastuzumab; cardiotoxicity;
isolated rat heart

Introduction

Although rare, cardiotoxicity is a serious complication
of cancer treatment. The incidence and severity of
cardiotoxicity are notably dependent on the type of drugs
used (1). Indeed, the use of anthracycline antibiotics as
anticancer agents is limited by the late and irreversible
cardiomyopathy they produce. In humans, nonspecific
electrocardiographic changes, characteristic modifications
in nuclear and cytoplasmic structure, decreased ejection
fraction and congestive heart failure with increased mortal-
ity have been reported (2-5). Animal studies have described
altered nuclear and cytoplasmic structure (6), increased
coronary resistance (7), electrocardiographic abnormalities
(8), evidence of left ventricular failure (9, 10), and increased
mortality (11, 12) following doxorubicin administration.
Although the mechanisms responsible for these changes
remain undefined, several hypotheses have been suggested.
Drug exposure may cause cellular damage through lipid
peroxidation by intracellular free-radical production (12—
14), intercalation of doxorubicin into nuclear and mitochon-
drial DNA (15), cellular calcium overload (11), and release
of histamine (16, 17). Finally, it seems that the chronic
cardiomyopathy induced by doxorubicin may result, at least
in part, from acute hemodynamic and metabolic effects
accompanying each drug exposure (1, 18).

In the past decade, the new drug trastuzumab has
yielded impressive results in the treatment of metastatic



EPO PREVENTS CHEMOTHERAPY CARDIOTOXICITY 77

breast cancer but also unexpected cardiotoxicity (19, 20).
This molecule is a recombinant monoclonal antibody
targeted against human epidermal growth factor receptor-2
protein (HER2), which is overexpressed in approximately
30% of breast cancer (21). As a single agent, the
cardiotoxicity rate of trastuzumab varies between 3% and
7%, expressing in congestive heart failure. When trastuzu-
mab is associated to standard chemotherapy, a decrease in
left ventricular function is observed in almost 30% of
women (22). Several hypotheses regarding the pathogenesis
of trastuzumab cardiotoxicity have been proposed. They
include both immune-mediated and direct toxicity (23).

Very recently, a new cytoprotective property of
erythropoietin (EPO) was identified. This cytokine is
produced by the adult kidney and is indispensable for
proliferation, survival, and differentiation of erythroid
progenitor cells (24). Erythropoietin receptors (EPOR) have
been identified in nonhematopoietic tissues, including the
heart (25), that could explain other cellular response
activated following the binding of EPO to its receptor.
Indeed, many recent experimental studies suggest that
exogenous recombinant human EPO (thEPO) administra-
tion exerts a cardioprotective effect against infarction and
ischemia-reperfusion injury (26-28) and could be consid-
ered as a preconditioning agent (29). Moreover, two studies
in rodents showed that thEPO is also able to prevent cardiac
dysfunction in chronic model of doxorubicin-induced
cardiomyopathy (30, 31).

We have thus investigated in this study whether thEPO
preconditioning could protect the myocardium against acute
hemodynamic and electrophysiologic damages induced by
doxorubicin or trastuzumab, using the isolated rat heart
model.

Material and Methods

Animals and Experimental Design. The animal
care complied with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (7th ed.), Washington, DC: National
Academy Press, 1996. Male Wistar rats (250-350 g) were
provided by Janvier (Le Genest-St-Isle, France).

This study was conducted in two parts. In the first part,
rats were ftreated with either thEPO or its vehicle.
Subsequently, all animals were allowed to recover for 1 h.
In the second part, isolated hearts were perfused for 60 mins
with or without doxorubicin or trastuzumab added in the
perfusion buffer. The dose of doxorubicin (Pfizer, Paris,
France) used (6 mg/l of modified-Krebs or 10.3 uM) was in
accordance with numerous previous works studying doxor-
ubicin toxicity on isolated rat hearts (7, 32—34). The dose of
trastuzumab (10 mg/l of modified Krebs) was determined
according to serum level measured in patients receiving the
weekly dose (100 mg per week) likely to achieve clinical
efficacy (35).

Experimental Groups. The rats were divided into
eight experimental groups (» =7 in each group):

Group C1. Hearts from rats treated with saline (1 ml/kg,
ip) were perfused with modified-Krebs buffer only and
paced throughout the protocol.

Group D. Hearts from rats treated with saline (1 ml/kg,
ip) were perfused with modified-Krebs containing 6 mg/l
doxorubicin and paced throughout the protocol.

Group El. Hearts from rats treated with thEPO (5000
IU/kg, ip) were perfused with modified-Krebs only and
paced throughout the protocol.

Group ED. Hearts from rats treated with thEPO (5000
1U/kg, ip) were perfused with modified-Krebs containing 6
mg/l doxorubicin and paced throughout the protocol.

Group C2. Hearts from rats treated with saline (1 ml/kg,
ip) were perfused with modified-Krebs buffer only and
unpaced.

Group T. Hearts from rats treated with saline (1 ml/kg,
ip) were perfused with modified-Krebs containing 10 mg/l
frastuzumab and unpaced.

Group E2. Hearts from rats treated with thEPO (5000
IU/Kkg, ip) were perfused with modified-Krebs only and
unpaced.

Group ET. Hearts from rats treated with thEPO (5000
TU/kg, ip) were perfused with modified-Krebs containing 10
mg/l trastuzumab and unpaced.

Because of nonspecific electrocardiographic changes
induced by doxorubicin, hearts treated by that anthracyclin
were classically paced (7, 33). As no such changes were
observed, neither in patient treated with trastuzumab nor in
rodent hearts perfused with trastuzumab (preliminary
experiments), hearts perfused by that molecule were not
paced. The experimental protocol is summarized in Figure 1.

Perfusion Protocol on Isolated Heart. One hour
after the administration of thEPO or its vehicle, rats were
heparinized (1000 U/kg, ip) and anesthetized with 60 mg/kg
ip sodium pentobarbitone. The heart was rapidly excised
and immediately immersed in 4°C modified-Krebs solution
(NaCl 118, KC1 4.7, CaCl, 1.8, KH,PO, 1.2, MgSO, 1.2,
NaHCOs5 25.2, and glucose 11.0 mM). The aortic stump was
then cannulated and the heart perfused retrogradely using
the Langendorff technique at constant flow (15 ml/min) with
oxygenated modified-Krebs solution.

A water-filled balloon coupled to a pressure fransducer
was inserted into the left ventricular cavity via the left
atrium for left ventricular balloon pressure (LVBP) record-
ing. Left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) was
adjusted between 8 and 12 mm Hg. Myocardial temperature
was measured by a thermoprobe inserted into the left
ventricle and was maintained close to a constant 37°C. After
10 mins of stabilization, hearts from CI1, D, El, and ED
groups were paced at 300 bpm by means of stainless steel
electrodes attached to the apex and to the aortic cannula,
which was maintained throughout the protocol. Hearts from
C2, T, E2, and ET were not paced. Following a 20-min
stabilization period, hearts were perfused for 60 mins with
or without doxorubicin or ftrastuzumab added in the
perfusion buffer.
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in vitro protocol
C1&cC2 saline 1h
groups l : 80 min
D&T saline 1h
groups 20 min 60 min
thEPO, 6 mg/l doxorubicin or

E1&E2
groups

5000 Ulkg, ip 1 p 10 mg/l trastuzumab

l z 80 min

rhEPO,

ED&ET 5000 Ulkg,ip 1p

groups

6 mg/l doxorubicin or
10 mg/l trastuzumab

Figure 1. Experimental protocol. Hearts from C1, D, E1 and ED
groups were paced at 300 bpm. Hearts from C2, T, E2 and ET were
not paced.

Coronary perfusion pressure (CPP), left ventricular
developed pressure (LVDP = difference between left
ventricular systolic pressure and LVEDP), and heart rate
(HR, in unpaced hearts) were continuously recorded. LVBP
inflation, measured throughout this protocol, reflected both
the compliance of the ventricle and the balloon. However,
because the balloon volume was held constant, changes in
LVBP represented changes in LVEDP. Moreover, percen-
tages of change in LVBP were due to changes in LVEDP.
The cardiac contractility was assessed measuring the first
derivative of LVDP, dP/dt max and min indexes. Arrhyth-
mias were classified in accordance with the Lambeth
Convention guidelines (36). Pressure recordings were
analyzed for the incidence (%) of ventricular tachycardia
or fibrillation (VT/VF) occurring during the 60-min
perfusion period.

Statistical Analysis of Data. All data are presented
as mean * standard error of the mean (SEM). Baseline
hemodynamic data were compared using a one-way analysis
of variance (ANOVA). Comparison of CPP, LVEDP,
LVDP, and dP/dt data were performed by a two-way
repeated-measures ANOVA with post hoc multiple-com-
parison Tukey tests. P values <0.05 were considered
significant. Arrhythmia incidences, expressed as percen-
tages, were compared using Fisher’s Exact tests.

Results

Baseline Hemodynamic Data. At the end of the
stabilization, LVEDP, LVDP, and CPP data were not
different among the C1, D, E1, and ED groups or among the
C2, T, E2, and ET groups, as shown in Table 1. Moreover,
HR baseline values were not different among C2, T, E2, and
ET groups, as shown in Table 3.

Effects of Doxorubicin. On Coronary Perfusion
Pressure. After 60-min perfusion with doxorubicin, CPP
significantly rose to 169% = 3% of the baseline level,
whereas in hearts perfused with normal buffer it was 100%
* 5% of baseline (Fig. 2). The same effect was seen in

Table 1. Baseline Hemodynamic Data®

Groups CPP (mm Hg) LVEDP (mm Hg) LVDP (mm Hg)

C1 72 X7 10 = 1 90+ 9
D 69 * 4 10 = 1 94 + 8
E1 65 =3 10 = 1 79*9
ED 745 11 £2 826
c2 60 = 3 11 =1 94 = 4
H 70 = 4 10 =1 111 = 4
E2 59 +:8 9 &2 110 = 10
EH 57 =2 124 99 + 8

@ Coronary perfusion pressure (CPP), left ventricular end-diastolic
pressure (LVEDP), and left ventricular developed pressure (LVDP)
measured at the end of the 20 min-stabilization period in groups C1
(paced hearts from saline-treated rats perfused by normal buffer), D
(paced hearts from saline-treated rats perfused by buffer containing 6
mg/l doxorubicin), E1 (paced hearts from rhEPO-treated rats
perfused by normal buffer), ED (paced hearts from rhEPO-treated
rats perfused by buffer containing 6 mg/I doxorubicin), C2 (hearts
from saline-treated rats perfused by normal buffer), T (hearts from
saline-treated rats perfused by buffer containing 10 mg/l trastuzu-
mab), E2 (hearts from rhEPO-treated rats perfused by normal buffer),
and ET (hearts from rhEPO-treated rats perfused by buffer containing
10 mg/l trastuzumab). Data are mean *= SEM. No statistical
difference was seen among the four corresponding groups for each
hemodynamic parameter.

hearts from rhEPO treated rats (ED: 174% = 12 vs. El:
117% = 10% of baseline CPP). Because coronary perfusion
flow rate was held constant, the increase in CPP induced by
doxorubicin exposure can be attributed to an increase in
coronary resistance.

On Left Ventricular Function. During 60-min perfu-
sion with doxorubicin, LVBP rose markedly (to 489% =
80% of the baseline level in D group vs. 139% * 12% in CI
group) and LVDP steadily decreased (to 60% = 5% of the
baseline level in D group vs. 93% = 3% in C1 group). Prior
rhEPO treatment significantly prevented both these delete-
rious effects induced by doxorubicin perfusion (ED: 189%
+ 30 vs. E1: 107% = 8% of baseline LVBP, and ED: 93%
* 10% vs. E1: 100% = 13% of baseline LVDP) (Fig. 2).
By the same manner, the cardiac contractility (shown by
dP/dt max and min indexes) was identically affected by
doxorubicin exposure, and that deleterious effect was also
prevented by prior thEPO treatment (data not shown).

On Ventricular Arrhythmias. Table 2 presents the
incidence of VT/VF recorded throughout the 60-min
perfusion period in the four experimental groups. A high
incidence of VT/VF was observed in the presence of
doxorubicin (six of seven rats), which was attenuated by
prior thEPO treatment (three of seven rats).

Effects of Trastuzumab. On Coronary Perfusion
Pressure. After 60-min perfusion with trastuzumab, CPP
significantly rose to 169% = 15% of the baseline level,
whereas in hearts perfused with normal buffer it was 141%
* 5% of baseline (Fig. 3). Prior rhEPO treatment
significantly prevented that deleterious effect (ET: 135%
* 7% vs. E2: 130% * 5% of baseline CPP; Fig. 3).
Because coronary perfusion flow rate was held constant, the
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Table 2. Ventricular Arrhythmias Data®

Groups C1 D E1 ED
VTNF (%) 0 86* 0 43

2 Incidence of ventricular tachycardia or fibrillation (VT/VF) recorded
throughout the 60-min perfusion period in groups C1 (paced hearts
from saline-treated rats perfused by normal buffer), D (paced hearts
from saline-treated rats perfused by buffer containing 6 mg/l
doxorubicin), E1 (paced hearts from rhEPO-treated rats perfused
by normal buffer), and ED (paced hearts from rhEPO-treated rats
perfused by buffer containing 6 mg/l doxorubicin).

* P < 0.05vs. C1 group.

increase in CPP induced by trastuzumab exposure can be
attributed to an increase in coronary resistance.

On Left Ventricular Function. During 60-min perfu-
sion with trastuzumab, LVBP rose markedly (to 173% =
47% of the baseline level in T group vs. 83% = 16% in C2
group). Prior thEPO treatment significantly prevented that
deleterious effect induced by trastuzumab perfusion (ET:
84% = 7% vs. B2: 96% *+ 13% of baseline LVBP; Fig. 3).
LVDP was not modified following 60-min perfusion with
trastuzumab, and that parameter was not statistically differ-
ent among C2 (122% = 8% of baseline), T (104% = 4% of
baseline), E2 (100% = 8% of baseline), and ET (111% =
5% of baseline) groups. HR was also not modified following
60-min perfusion with trastuzumab, and that parameter was
not statistically different among the four groups, as shown in
Table 3.

On Ventricular Arrhythmias. No arrthythmias were
seen in hearts perfused with trastuzumab, indicating no
deleterious electrophysiologic effect of this drug.

A specific comment about CPP in C1 and C2 groups
can be made. Indeed, CPP were statistically different among
those groups, with an increase in CPP over time in the C2
group. Both groups were identical except for pacing
(doxorubicin treated hearts were paced, whereas trastuzu-
mab treated hearts were unpaced). The increase in CPP
observed in C2 group could thus be related to the
uncontrolled heart rate.

Discussion

In this study, we observed that acute doxorubicin or
trastuzumab exposure induced cardiotoxicity in terms of
hemodynamic and electrophysiologic damages. Prior thEPO
administration was able to prevent that chemotherapy-
induced cardiotoxicity.

Cardiotoxic Effects Induced by Doxorubicin. In
accordance with previous works (7, 32-34), we observed
that an acute exposure to doxorubicin induced a rise in CPP
related to an increase in coronary resistance, and alterations
in systolic function and diastolic properties. Elevation of
coronary tesistance could result from a direct coronary
vasoconstriction or by an alteration in ventricular compli-
ance with compression of intramural arteries (7). We also
observed that doxorubicin exposure induced ventricular
electrophysiologic damages and arrhythmia. Indeed, a high
incidence of ventricular fibrillation and tachycardia were
observed during doxorubicin perfusion, which is in
accordance with previous works showing a proarthythmic
effect of this anthracycline (32, 33, 37). There is evidence
that acute cardiotoxicity of doxorubicin depends on oxygen-
derived free radical generation and lipid peroxidation (12,
14, 15) Indeed, many compounds possessing antioxidant
properties are able to protect the myocardium against
doxorubicin-induced toxicity (38—42). Finally, free radical—
mediated damage induced by doxorubicin may lead to
cellular membrane alteration, resulting in myocyte death,
which, in turn, could cause the biochemical and functional
changes observed, that is, the rise in EDP and the fall in
LVDP, phosphocreatine, and ATP content (7).

Prevention of Doxorubicin-Induced Cardiotox-
icity by EPO Pretreatment. Many recent experimental
studies have highlighted the cytoprotective role of thEPO in
ischemia-reperfusion injury independent of its hemato-
poietic action (26-28). Indeed, thEPO (administered at the
same dose used in this study) improves ventricular function,
reduces infarction, and prevents apoptosis following
ischemia-reperfusion in the rat heart (28, 43). Numerous
other recent works in different animal species have shown
that thEPO enhances the survival of ischemic cardiomyo-
cytes (44-47). Finally, it seems that thEPO could have anti-

Table 3. Heart Rate Data®

Groups c2 T E2 ET
Stabilization 271 = 11 281 = 13 260 = 12 250 = 10
Perfusion 10 mins 276 = 11 238 = 11 254 = 13 253 = 12
Perfusion 20 mins 273 = 9 240 = 12 252 = 11 243 = 4
Perfusion 30 mins 261 = 8 245 + 6 258 + 9 239 + 4
Perfusion 40 mins 255 + 6 242 + 8 257 = 10 231 £ 5
Perfusion 50 mins 253 + 6 256 + 11 247 + 12 236 £ 5
Perfusion 60 mins 238 = 8 254 = 10 230 = 10 230 =7

2 Heart rate (in bpm) measured at the end of the 20-min stabilization period and throughout the perfusion protocol in groups C2 (hearts from
saline-treated rats perfused by normal buffer), T (hearts from saline-treated rats perfused by buffer containing 10 mg/ trastuzumab), E2 (hearts
from rhEPO-treated rats perfused by normal buffer), and ET (hearts from thEPO-treated rats perfused by buffer containing 10 mg/l trastuzumab).

Data are mean = SEM. No statistical difference was seen among the four groups.
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Figure 2. CPP, LVBP, and LVDP, expressed as percentage of
baseline values, measured during the 60 mins of perfusion in groups
C1 (paced hearts from saline-treated rats perfused by normal buffer),
D (paced hearts from saline-treated rats perfused by buffer
containing 6 mg/l doxorubicin), E1 (paced hearts from rhEPO-treated
rats perfused by normal buffer), and ED (paced hearts from rhEPO-
treated rats perfused by buffer containing 6 mg/lI doxorubicin). Data
are mean * SEM. * P < 0.05 vs. the other groups (without *),
globally.

inflammatory and antioxidant properties because thEPO
reduces inflammation and cytokine production and attenu-
ates oxidative stress when chronically administered during
heart failure (48).

In this study, we showed that prior thEPO admin-
istration was able to protect the myocardium against acute
doxorubicin-induced contractile dysfunction, preventing
EDP increase as well as LVDP decrease, but was unable
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Figure 3. CPP, LVBP, and LVDP, expressed as percentage of
baseline values, measured during the 60 mins of perfusion in groups
C2 (hearts from saline-treated rats perfused by normal buffer), T
(hearts from saline-treated rats perfused by buffer containing 10 mg/I
trastuzumab), E2 (hearts from rhEPO-treated rats perfused by
normal buffer), and ET (hearts from rhEPO-treated rats perfused by
buffer containing 10 mg/l trastuzumab). Data are mean + SEM. * P <
0.05 vs. the other groups (without *), globally.

to prevent CPP increase. The doxorubicin-induced proar-
rhythmic effect was also significantly attenuated by rhEPO
administration. It has been shown in canine heart that thEPO
administration could also prevent arrhythmias triggered by
an ischemia-reperfusion sequence (49).

Thus, rhEPO-induced protection against doxorubicin
cardiotoxicity could be due to the antioxidant and
cytoprotective properties of this compound, preventing
arrhythmia occurrence and ventricular function alteration.
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Because the rise in CPP induced by doxorubicin was not
prevented by thEPO administration, it seems that cardio-
toxic effect is independent of the others, perhaps depending
on coronary flow disturbances. Indeed, when coronary
resistance is altered, it may result in an abnormal
distribution of coronary flow, potentially resulting in
localized areas of ischemia and functional damage (7). That
hypothesis remains to be tested.

Moreover, two studies recently showed that thEPO is
able to prevent cardiac dysfunction in a model of
cardiomyopathy induced by chronic doxorubicin exposure.
Thus, chronic administration of rhEPQO attenuates left
venfricular dysfunction and cardiomyocytes atrophy and
degeneration, potentially, through anti-inflammatory or
proangiogenic mechanisms (30, 31). However, the cardio-
toxic effects of acute doxorubicin exposure differ from those
of chronic administration (where vascular density and
histologic modifications appear). Therefore, it is important
to study the acute cardiotoxicity of doxorubicin, reflecting
what happens during each administration and to identify
potential protective agent, such as thEPO. Finally, in our
isolated rat heart model of acute doxorubicin toxicity, it is
important to note that thEPO protection occurred independ-
ent of thEPO hematopoietic action.

Trastuzumab-Induced Cardiotoxicity and Pre-
vention by EPO Pretreatment. In this study, we
observed for the first time that acute trastuzumab exposure
induced cardiotoxicity in terms of contractile dysfunction,
using the isolated rat heart model. Indeed, we showed here
that trastuzumab perfusion induced a rise in CPP related to
an increase in coronary resistance. This could result from a
direct effect of trastuzumab causing coronary vasoconstric-
tion. The increase in EDP observed during trastuzumab
exposure could be related to a change in the diastolic
properties of the ventricle consistent with a decrease in
ventricular compliance. We also observed that systolic
function was not altered by trastuzumab exposure.

Trastuzumab specifically binds to the extracellular
portion of HER2. That receptor family is involved in cell-
cell and cell-stromal communication, primarily through a
process known as signal transduction, in which extemal
growth factors or ligands affect the franscription of various
genes by phosphorylating or dephosphorylating a series of
transmembrane proteins and infracellular signaling inter-
mediates, many of which possess enzymatic activity (50). It
has been shown that adult mutant mice carrying a cardiac-
restricted deletion of HER2 exhibited multiple independent
parameters of dilated cardiomyopathy, suggesting the
essential role of the HER2 signaling in the cardiomyopathy
prevention (51). Moreover, HER2 signaling seems to be
implicated in apoptosis prevention because activation of that
receptor promotes survival and inhibits apoptosis in vifro in
cardiomyocytes (52), whereas its inhibition induces apop-
totic activation with cytochrome C release, an increase in
DNA fragmentation, and significant mitochondrial dysfunc-
tion (53, 54).

Prior thEPO administration conferred myocardial
protection against trastuzumab-induced toxicity by prevent-
ing coronary vasoconstriction and the increase in LVEDP.
Because thEPO prevents apoptosis in various situations, it
could represent one of the mechanisms underlying its
protective effect against trastuzumab cardiotoxicity. Further
investigations are needed to confirm that hypothesis.

Clinical Perspectives. The increasing used of
doxorubicin and trastuzumab as adjuvant breast cancer
therapy and the growing population of long-term pediatric
cancer survivors mean that, more than ever, cardiotoxicity is
an important issue for oncology. Cardiomyopathy induced
by chronic chemotherapy may result, at least in part, from
acute cardiotoxic effects accompanying each drug exposure
(1, 18). Therefore, it is of interest to identify new protective
agents that prevent those deleterious cardiac effects during
chemotherapy administration. Today, thEPO is known to
protect cells against various stresses. Here, we observed, for
the first time, that the drug prevents cardiac damage induced
by acute doxorubicin or trastuzumab exposure. In this study,
doses of doxorubicin or trastuzumab used in isolated rat
hearts correspond to those measured in serum level of
patients after each chemotherapy administration. thEPO
administration could, therefore, be used during each
chemotherapy administration to reduce acute cardiotoxic
effects accompanying each drug exposure and, potentially,
to prevent long-term development of cardiomyopathy.
Further clinical investigations are now needed to explore
the potential benefit of thEPO in oncology.

Finally, because one isolated thEPO administration has
no hematopoietic consequence, the therapeutic scheme of
thEPO administration proposed here (before each chemo-
therapy exposure only) does not present the adverse
consequences associated with chronic thEPO administra-
tion, such as hypertension or thrombosis (26).

In summary, this study suggests that thEPO precondi-
tioning can protect the myocardium against hemodynamic
damages and electrophysiologic disturbances induced by an
acute doxorubicin or trastuzumab exposure. The exact
mechanisms involved in the cardioprotection conferred by
thEPO against chemotherapy toxicity, and in particular, the
antioxidant role of this compound, should be determined.
This study opens the way to clinical applications where
prevention of acute cardiotoxic effects of chemotherapy
could be envisaged.
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5.1.4 EPO et cardioprotection de rats diabétiques

Le rat diabétique de type I, dont le diabéte a été induit par la streptozotocine, est connu
pour étre plus sensible a I’ischémie-reperfusion cardiaque, montrant une aggravation de
la taille de I’infarctus. Plusieurs études expérimentales ont montré récemment que ’EPO
pouvait étre considerée comme un agent pharmacologique cardioprotecteur puisque son
administration protége contre les lésions ischémiques en diminuant les dysfonctions
ventriculaires et en réduisant I’apoptose et la nécrose.

Le but de cette étude a été de rechercher si I’effet cardioprotecteur de I’EPO pouvait
s’appliquer en situation de diabéte de type 1.

Les rats males (Wistar) ont été divisés en 2 groupes expérimentaux : le groupe C
(contrdle, traité par le véhicule), le groupe D (diabétique, traité par la streptozotocine, 55
mg/kg, iv).

Apres 8 semaines, leur cceur a €té isolé et perfusé a pression constante. Une ischémie (de
30 min)-reperfusion (de 120 min) a été réalisée. Les parametres hémodynamiques et la
taille de ’infarctus ont ét¢ mesurés. Certains coeurs ont été perfusés par de I’EPOrh
(avant ou apres I’ischémie), groupes C+EPO et D+EPO.

Le groupe C+EPO a montré des lésions ischémiques diminuées par rapport au groupe C,
que I’EPO ait été administrée avant ou aprés 1’ischémie. Le groupe D a montré des
1ésions ischémiques comparables par rapport au groupe C. L’EPO, administrée au groupe
D, avant ou apres 1’ischémie, n’a pas diminu¢ ces lésions.

Cette étude suggere que I’administration d’EPO ne prévient pas les 1ésions ischémiques

du cceur de rat diabétique, contrairement aux animaux sains.
Ces résultats, ont fait I’objet d’une présentation sous forme de poster (présenté ci-apres),

a la Journée Thématique de 1’ Association de Langue Francgaise pour I'Etude du Diabéte et

des Maladies Métaboliques (ALFEDIAM) Cceur et Diabéte, le 7 décembre 2007, a Paris.
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Le rat diabétique de type I, traité par la
streptozotocine, est connu pour étre plus
sensible a I'ischémie-reperfusion
cardiague ; montrant une aggravation de
la taille de I'infarctus.

Plusieurs études expérimentales ont
montré récemment que I'érythropoiétine
recombinante humaine (EPOrh) pouvait
étre considérée comme un agent
pharmacologique cardioprotecteur
puisque son administration protége
contre les Iésions ischémiques en
diminuantles dysfonctions ventriculaires
et en réduisant I'apoptose et la nécrose.
Le but de cette étude a été de rechercher
si 'effet cardioprotecteur de 'EPOrh
pouvait s’appliquer au rat diabétique de
type I, traité par la streptozotocine.

* Les rats (males, Wistar, n = 54) ont été
divisés en 2 groupes expérimentaux :

- le groupe C (contrdle, traité par le
véhicule),

- le groupe D (diabétique, traité par la
streptozotocine, 55 mg/kg, iv).

» Aprés 8 semaines, leur coeur a été isolé
et perfusé a pression constante.

- Une ischémie (de 30 min)-reperfusion
(de 120 min) & été réalisée.

- Les paramétres hémodynamiques et la
taille de I'infarctus ont été mesurés.
-Certains coeurs ont été perfusés par de
’EPOrh (5 U/ml, 15 min avant ou apres
I'ischémie), groupes C+EPO et D+EPO.

coeur de rat diabétique, conti
aux animaux sains.

1. Le groupe D a montré des lésions ischémiques comparables et une
amélioration de sa fonction ventriculaire, par rapport au groupe C.

100
—e—C
——D

LVDP (mmHg)
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Stabilisation  Ischémie Reperfusion (min)

Cercles : valeurs individlYéIIes, moye%etSEM, n =9 par groupe. I/V : taille de I'infarctus en pourcentage des
ventricules. LVDP : pression développée par le ventricule gauche. *P<0.05, par une ANOVA & deux voies.

2. L’EPOrh, administrée avant
ou apres I'ischémie, a protégé
les cceurs du groupe C en
diminuant I'infarctus,

sans modifier la fonction
ventriculaire.

Cercles blancs: valeurs individuelles,
moyenne+SEM, n = 9 par groupe. I/V : taille de
I'infarctus en pourcentage des ventricules.
*P<0.05, par une ANOVA a deux voies.

3. L’'EPOrh administrée au groupe D, avant ou apres I'ischémie, n'a
pas diminué I'infarctus ni modifié la fonction ventriculaire.
-
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Cercles : valeurs individuelles, moyenne+SEM, n = 9 par groupe. I/V : taille de I'infarctus en pourcentage des
ventricules. LVDP : pression développée par le ventricule gauche.
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5.2 Travaux sur d’autres conséquences de I’HI chronique

5.2.1 Etude de la fonction mitochondriale cardiaque lors d’une HI chronique

Le but de cette étude était de déterminer 1’effet de I’HI sur la fonction mitochondriale
cardiaque. En effet, une altération de la fonction mitochondriale pourrait étre impliquée
dans les effets déléteres induits par I’HI et étre a I'origine de 1’aggravation de la

sensibilité a ’infarctus observée.

Des rats males adultes ont été exposés a I’HI (cycles d’une minute, alternant FiO, 5% et
FiO, 21%) ou a 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 a la saponine. Cette technique a nécessité une préparation
des fibres a partir de tissus « frais ». La consommation d'O, a été mesurée a l'aide d'une
électrode de Clark dans une chambre d'oxygraphie thermostatée.

La préparation des fibres musculaires cardiaques a eté réalisée dans différents bains et
solutions a +4°C. Dans un premier temps, les fibres ont été disséquées sous loupe
binoculaire dans la solution « Skinning » (solution S), dont la composition correspond a
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 pg.mL™ de saponine (détergent d’affinité
importante pour le cholestérol). Cette opération consiste a créer des pores dans les
membranes sarcolemmales pour permettre la pénétration des substrats et des inhibiteurs
utilisés dans les expériences oxymeétriques. 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 a haut potentiel énergétique, elle comprend des substrats
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(glutamate et malate) et de I’albumine bovine (protection des fibres et des mitochondries
de I’effet des protéases libérées par le muscle).

Afin de mesurer la consommation d’oxygene, les échantillons ont été placés dans une
chambre d’oxygraphie hermétique contenant 1,5 mL de solution de respiration R,
maintenue a +22°C et en agitation continue. La consommation d’O2 par les
mitochondries a alors été mesurée par une électrode a oxygéne type «électrode de Clark»
(Hansatech Instruments, Norfolk, Royaume-Uni). L'évolution de la concentration en O,
dissout a eté enregistrée par un logiciel spécifique permettant le calcul de la vitesse de
consommation d'O,. Le fonctionnement des complexes de la chaine respiratoire a été
évalué par I’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

paramétres de respiration des muscles ont été exprimés en pmol O,.min™.g™* 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 a I’exposition a I’HI chronique de 35 jour. Ceci
suggere donc que la fonction mitochondriale ne semble pas impliquée dans I’aggravation

de la sensibilité a I’infarctus induite par I’HI.

Ces résultats ont fait I’objet d’une présentation sous forme de poster (voir page 152) au
congreés de Physiologie, de Pharmacologie et de Thérapeutique (P2T), du 9 au 11 avril
2008, a Clermont-Ferrand.

5.2.2 Angiogenese et mesure de VEGF

Le but de cette étude était de déterminer I’effet de I’HI sur 1’angiogenése myocardique.
En effet, une modification des taux de facteurs de croissance vasculaire cardiaques ou
une altération de la densité vasculaire myocardique pourrait étre impliquées dans les

effets déléteres induits par I’HI, participant a ’aggravation de la sensibilité a 1’infarctus.

Des rats méles adultes ont été exposés a I’HI (cycles d’une minute, alternant FiO, 5% et

FiO, 21%) ou a la normoxie, 8 h par jours pendant 14 ou 35 jours.

Le jour suivant, les différentes mesures détaillées ci-apres ont été réalisées :
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- Le taux de facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF) a été déterminé
apres 14 et 35 jours d’exposition, par une analyse western blot. Pour cela, les cceurs
ont été préleveés, rapidement rincés et nettoyés dans du sérum physiologique froid, puis
congelés dans de 1’azote liquide. Ils ont ensuite été conservés a -80°C. L’extraction
des protéines totales a été realisée de la fagon suivante. Les coeurs congelés ont été
homogénéisés au polytron (3 fois 20 secondes) dans 10 volumes de tampon de lyse
RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, sodium déoxycholate 0,5%,
pastille d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche®), pH ajust¢ a 7,4). Les
homogénats obtenus ont été centrifugés 20 min a 4°C, a 13000 rpm. Le surnageant
obtenu comprenait les protéines totales. 1l a été aliquoté et congelé a -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 a 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 a 4°C. Les anticorps accrochés a la protéine d’intérét
ont été detectés grdce a un anticorps secondaire conjugué avec la horseradish
peroxidase (HRP, 1/2000; Abcam ab6728). Le chargement des protéines a été controlé
par immunoblotting de la GAPDH, aprés déshybridation des membranes.

- La densité vasculaire myocardique a été déterminée apres 35 jours d’exposition, en
mesurant les densités capillaires et artériolaires de 1’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 coeur ne soit
stoppé en diastole par injection intraveineuse d’une solution de chlorure de potassium.
Les cceurs ont ensuite €té rapidement excisés, pes€s et coupés transversalement dans la
partie moyenne de 1’axe long du ventricule gauche. Les parties supérieures des cceurs
ont ét¢ immergées dans de I’OCT. Elles ont ensuite été congelées progressivement
dans de I’isopentane refroidi par immersion dans de 1’azote liquide. Les échantillons
ont été conservés a -80°C en attendant d’étre coupés par cryosection (5um
d’épaisseur).

Les coupes de ventricules ont alors ¢ét¢ marquées au moyen d’un double
immunomarquage. Les coupes ont été successivement incubées en présences

d’anticorps monoclonaux de souris dirigés contre 1’a-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 a 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 a une
camera.

Pour chaque cceur, ’analyse morphometrique des densités capillaire et artériolaire a
¢té réalisée sur trois coupes non consécutives. L’agrandissement total utilisé pour la
quantification (en combinant les agrandissements de 1’objectif, de 1’oculaire et de la
caméra) était de 100. La taille du champ observé de 0,48 mm?. Le nombre de champs
par sections variait de 10 a 20, selon la taille de la circonférence du VG.

La densité en vaisseaux a été évaluée dans 1’endocarde (tiers interne de la paroi
ventriculaire), sur ’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 lumiere était inférieure a 8 um ont
été comptabilisées. Les artérioles ont été quantifiées dans les coupes marquées par
I’anticorps dirigés contre 1’a-actine du muscle lisse. Seuls les petits vaisseaux
(diamétre de la lumiére < 50 um) entourés par au moins une couche de muscle lisse
marquée par ’anticorps, et orientés transversalement sont comptabilisés.

La densité vasculaires (en nombre de vaisseaux / mm?) a été calculée en divisant le
nombre de vaisseaux (capillaires ou artérioles) dans chaque champ observé par la
surface de ce méme champ. Les valeurs données dans la section des résultats sont les
moyennes calculées dans I’aire correspondant a la totalité du tiers interne du VG. Les
données présentées pour chaque cceur correspondent a la moyenne de la quantification

de trois coupes.
Voici les résultats obtenus concernant les différents parameétres mesurés :

- Apres 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 aprés 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.

- Aprés 35 jours d’HI chronique, les densités capillaire (2335+102 / mm?) et
artériolaire (3345 / mm?) sont aussi augmentées dans les cceurs des animaux
hypoxiques, comparés aux animaux normoxiques (1991+77 and 21+2 / mm?
respectivement). Cette augmentation pourrait étre due a 1’augmentation du taux de

VEGF myocardique observée au méme temps d’exposition.

Il semble que cette augmentation de densité vasculaire myocardique induite par I’HI n’ait
pas d’incidence sur les fonctions mitochondriales cardiaques, puisque celles-ci n’ont pas
varié aprés 35 jours d’exposition a I’HI.

Enfin il est aussi a noter que cette augmentation de densité vasculaire, bénéfique pour
myocarde, n’est pas capable de prévenir la cardiosensibilisation a I’infarctus induite par

une exposition a I’HI de 35 jours observée précédemment [58].
Ces résultats ont fait 1’objet d’une présentation sous forme de poster (voir page ci-apres)

au congres de Physiologie, de Pharmacologie et de Thérapeutique (P2T), du 9 au 11 avril

2008, a Clermont-Ferrand.
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Background

We have previously shown that chronic intermittent hypoxia (IH) aggravates the ischemia-reperfusion consequences, in the
isolated rat heart. The aim of this study was to investigate the role of cardiac angiogenesis and mitochondrial function in this
deleterious effect. Indeed, altered cardiac vascular density or mitochondrial function could represent potential mechanisms
underlying the cardiosensitization to infarction induced by chronic IH.

Methods and Results

Conscious adult male rats were exposed to intermittent hypoxia (1-min cycles of hypoxia (FiO2 5%) / normoxia (FiO2 21%)) or
normoxic conditions, 8 h / day, for 35 days. On the day 36, vascular coronary density was determined in isolated hearts,
measuring capillaries and arterioles densities in the endomyocardium using immunolabeled ventricular cryosections. Ventricular
vascular endothelium growth factor (VEGF) content was assessed by electrophoresis coupled with western blot analysis.
Mitochondrial oxidative capacity and each respiratory mitochondrial chain (RMC) complex function were assessed in additional
animals using /in situ mitochondrial respiration.
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18

Capillar density

*
g ,
2600
* 8
2400
1,01
22007 E 4
Em g
1800
B 1600
o
1400 Normoxia Hypoxia
1200 - -
1000 - N
Normoxia Hypoxia » No variation of left ventricular mitochondrial
oxydative capacity
40- Arteriolar density * -
16 -
301 14
E 512
3 2
£ 10
§ :
E § 8 —e—N35d
26 —o—IH35d
| 3
10 § -
2
0- 0
Normoxia Hypoxia 0 500 1000 1500 2000 2500
* p < 0,05, using one-way ANOVA [ADP] (mmol.L-1)
Conclusion

The higher cardiac vascular density induced after chronic IH did not affect mitochondrial function and did not prevent deleterious
cardiosensitization to infarction observed after in these conditions.
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DISCUSSION

Effets des agents anti-ischémiques sur ['I/R aprés une HI

Dans un premier temps, nous avons montré chez le rat, que ’EPO protége le cceur contre
I’infarctus induit par une I/R, qu’elle soit administrée avant ou apres I’ischémie. De plus, nous
avons montré que cet effet cardioprotecteur est dose-dépendant, puisque la protection
conférée par I’EPO est efficace a la dose de 5 U/ml mais pas a 0,5 U/ml ni a 10 U/ml.

Nous avons ensuite confirmé les résultats précédemment obtenus dans le laboratoire,
concernant les conséquences délétéres de I’HI en termes d’aggravation de la sensibilité
cardiaque a I’infarctus [78]. En effet, nous avons montré une augmentation de la taille de
I’infarctus aprés une I/R dans les coeurs de rats préalablement exposés a 4 h d’HI, comparé
aux cceurs de rats expos€s a la normoxie. En ce qui concerne les effets cardioprotecteurs de
I’EPO, c’est la premiére fois qu’ils ont été¢ observés dans une situation de stress, comme 1’HI,
associée a une augmentation de la sensibilit¢ a I’'I/R. Nous avons alors déterminé une dose
efficace d’EPO (5 U/ml, administrée avant ou aprés 1’ischémie) contre I’augmentation de la
cardiosensibilité a I’infarctus induite par I’HI. En effet, dans les deux groupes hypoxiques
traités par EPO, la taille de I’infarctus est similaire a celle des groupes normoxiques, traités ou

non avec de I’EPO.

Dans un second temps nous avons étudié 1’effet d’agents anti-ischémiques administrés cette
fois-ci de fagon chronique, afin d’évaluer leur effet a long terme dans un modele d’HI
chronique mimant le SAOS.

La trimétazidine, administrée a la dose de 10 mg/j dans la nourriture, n’a pas eu d’effet sur la
sensibilité a I’I/R des cceurs de rats soumis a I’HI.

En revanche, nous avons montré que le traitement chronique par le tempol (1 mM, dans 1’eau
de boisson) ou la mélatonine (100 mg/l, dans 1’eau de boisson) permet de prévenir les effets
myocardiques déléteres induits par I’HI. En effet, les deux traitements, lorsqu’ils sont
administrés de maniére concomitante a [’exposition a I’HI de 14 jours, préviennent
I’augmentation de la taille de I’infarctus observée apres une I/R, dans le cceur isolé de rat.

Ces deux traitements sont également capables de prévenir 1’augmentation de PAM chez le rat.
De plus, nous avons montré que le tempol empéche la génération d’anions superoxydes dans
les coeurs hypoxiques, puisque les taux d’O,” chez les rats hypoxiques traités par le tempol

sont comparables & ceux observés en conditions normoxiques.
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Mécanismes impliques dans les effets cardioprotecteurs de ces agents

Comme I’EPO a été directement perfusée dans les cceurs isolés, nous avons conclu que les
effets protecteurs observes sont dus a une action directe de cette molécule sur les cellules
cardiaques, indépendamment de son effet hématopoiétique. Etant donné la courte période
entre 1’administration d’EPO et les effets observés, il semblerait que I’induction de
I’expression de nouveaux génes ne soit pas impliquée dans la cardioprotection observée ici.
Les mécanismes impliqués dans la prévention de la nécrose cellulaire induite par I’EPO
restent mal connus. Cependant plusieurs hypotheses peuvent étre proposées. En effet, la
liaison de ’EPO a son récepteur permet 1’activation de plusieurs voies de signalisation
cellulaire telles que la voie phosphatidylinositol-3 kinase (P13-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 étre un médiateur important de la cardioprotection induite par I’EPO
[127, 129].

L’EPO semble aussi jouer un réle dans la regulation du stress oxydant. En effet, lorsque des
cardiomyocytes sont prétraités avec de I’EPO avant d’étre mis en présence d’H,0O,, les
dommages oxydants observés sont diminués. La wortmannin, un inhibiteur de la voie
PI3K/AKkt, est capable d’abolir cet effet bénéfique, suggérant que les effets antioxydants de
I’EPO sont médiés par cette voie [130].

Des études complémentaires sont nécessaires pour clarifier les mécanismes exacts impliqués
dans les effets cardioprotecteurs de I’EPO contre les 1ésions ischémiques, dans le cadre d’une
exposition a une HI ou non. De plus, étant donné que nous avions exclus le traitement
chronique par EPO en raison de ses effets hématopoiétiques, nous avons choisi une exposition
aigiie a I’HI, capable d’induire une aggravation de la sensibilité a ’I/R au méme titre qu’une
exposition chronique. Il serait cependant intéressant d’étudier les effets d’une administration
unique d’EPO sur des cceurs de rats ayant été exposés a I’HI chronique, afin de se rapprocher
de la physiopathologie du SAOS, et d’évaluer quels pourraient étre les effets de ’EPO chez
des patients SAOS en situation d’infarctus du myocarde ou de chirurgie cardiaque.

Il pourrait étre aussi intéressant de mesurer 1’influence de I’HI chronique sur les taux sanguins
d’EPO endogene dans notre modele de rats hypoxiques et d’étudier son role dans la sensibilité

al’l/R.
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Administrée de fagon chronique et concomitante a 1’exposition a I’HI, la TMZ n’a pas eu
d’effet chez les rats exposés a I’HI. Notre hypothése de départ était que cette molécule, en
inhibant une enzyme clé de la B-oxydation des AGL, permettrait de modifier le métabolisme
énergétique cardiaque en le redirigeant vers 1’utilisation du glucose, plus favorable en termes
de rendement énergétique. L’absence d’effet observée pourrait étre due a I’utilisation d’une
dose de TMZ trop faible pour étre efficace contre les effets délétéres de I’HI. La dose utilisée
dans notre étude et qui permet d’obtenir chez le rat des taux plasmatiques comparables a ceux
des patients traités par la TMZ contre I’angor [122], était peut-étre trop faible pour protéger
contre la nécrose cardiaque.

L’absence de cardioprotection observée pourrait aussi provenir du fait que les effets déléteres

de I’HI ne dépendent du métabolisme énergétique cardiaque.

Enfin nous avons étudié I’effet de deux agents anti-ischémiques, le tempol et la mélatonine,
qui ont montré des effets protecteurs vis-a-vis de I’I/'R dans notre modéle d’HI, probablement
via leurs propriétés antioxydantes.

Ainsi, il semble que le tempol empéche 1’augmentation de PAM et de taille d’infarctus induite
par I’HI en diminuant le stress oxydant et la production de d’anion superoxyde. Le tempol est
capable de mimer I’action de la SOD, mais il pourrait aussi diminuer 1’activation de la
NADPH oxydase, puisque I’augmentation de I’expression de 1’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 a la
membrane qui reflete plus précisément 1’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 a confirmer 1’implication de la
NADPH oxydase confirmer 1’implication de cette enzyme dans les 1ésions déléteres induites
par I’HI (par I’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 I’endothéline-1 (ET-1) [68].

Plusieurs études récentes ont illustré les effets protecteurs de la mélatonine contre les
altérations cardiaques survenant a I’I/R, via son action sur la mitochondrie [120]. Dans le
ceceur 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 I’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 modéle, 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, suggére un rble prépondérant du stress oxydant dans les
conséquences cardiovasculaires délétéres de I’HI. Des études additionnelles sont requises
pour explorer plus précisément les mécanismes oxydants dans le développement des effets
délétéres de I’HI, comme I’implication de la xanthine oxydase, du glutathion ou de la SOD.

Le role de la mitochondrie, génératrice d’ERO, devrait aussi étre étudi¢ dans ce phénomeéne.

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 a évaluer
I’efficacité de I’atorvastatine dans le SAOS est actuellement en cours. En plus de son action
principale hypocholestérolémiante, 1’atorvastatine a également des propriétés anti-oxydantes.
Dans un premier temps les patients sont randomisés dans deux bras, 1'un recevant
I’atorvastatine, 1’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 parameétres biologiques sont mesurés tout au long de 1’étude,
parmi lesquels des marqueurs de stress oxydant.

En fonction des résultats obtenus chez I’animal, une étude clinique similaire pourrait €tre
envisagée avec la mélatonine, en recherchant ses effets vis-a-vis du SAOS, indépendamment

ou non de ses effets sur les troubles du sommeil [131].
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