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Dysfonction cardiovasculaire et arythmies ventriculaires de Il'ischémie-reperfusion: effets déléteres de I’hypoxie
intermittente et protecteurs de la supplémentation en zinc.

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est associé a une forte morbi-mortalité cardiovasculaire. L’hypoxie
intermittente (HI), conséquence majeure des apnées, est a I'origine d’un stress oxydant, d’une activation de HIF-1 (hypoxia
inducible factor 1) et d’une expression d’endothéline (ET-1), tous impliqués dans les complications cardiovasculaires liées a I'HI.
Dans un premier temps, nous avons démontré que I’'HI augmentait I'incidence des arythmies ventriculaires Iétales associées a
I'ischémie myocardique. Parmi les mécanismes potentiels impliqués, I'analyse spectrale de la variabilité de la fréquence
cardiaque et de la pression artérielle et le dosage des catécholamines ont mis en évidence une activation sympathique chez les
animaux exposés a I’HI. L'HI est également a I'origine d’altérations de la repolarisation ventriculaire (allongement du QTc et du
Tpeak-Tend) et d’une dispersion du gradient transmural (allongement de la durée du potentiel d’action endocardique) associées
a une augmentation de I'expression de canaux calciques de type LTCC et TRPC dans I’endocarde.

Dans la seconde partie de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux perturbations de ’homéostasie du zinc en
réponse au stress oxydant causé par l'ischémie-reperfusion (I/R) ou par I'Hl et aux propriétés cardioprotectives de la
supplémentation en zinc dans ce contexte. Nous avons montré que I'l/R et I'HI induisaient une diminution des concentrations de
zinc myocardiques et plasmatiques, respectivement. Nous avons mis en évidence les effets bénéfiques de la supplémentation en
zinc vis-a-vis des arythmies ventriculaires et des altérations myocardiques induites par I'l/R. L’administration de zinc lors de la
reperfusion a également permis d’abolir 'augmentation de la taille d’infarctus induite par I’exposition chronique a I'HL.
Finalement, nous avons étudié les effets de la déplétion en zinc sur des cellules endothéliales a I’aide d’un chélateur spécifique
du zinc, le TPEN. Nous avons observé que I'exposition des cellules au TPEN entrainait une translocation nucléaire de HIF-1a et
une augmentation de la sécrétion d’ET-1 avec, comme conséquence, une augmentation de la capacité migratoire des cellules
endothéliales. Ainsi, une déplétion en zinc semble conduire a une activation de I'axe HIF-1-ET-1 connu pour ses effets déléteres
lors de IHI.

En résumé, I'exposition chronique a I'HI exacerbe les arythmies et augmente la taille d’infarctus lors de I'l/R. L’activation
sympathique, le stress oxydant et l'altération de I’homéostasie du zinc pourraient étre impliqués. L'utilisation d’outils
pharmacologiques permettrait de confirmer leur réle et potentiellement de prévenir les altérations cardiovasculaires liées a I'HI
et au SAOS.

Mots-clés : hypoxie intermittente, ischémie-reperfusion, arythmies ventriculaires, activation sympathique, stress oxydant, zinc,
HIF-1, endothéline 1

Cardiovascular dysfunction and ventricular arrhythmias associated with ischemia-reperfusion: deleterious effect of
intermittent hypoxia and protective effects of zinc supplementation

Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with increased cardiovascular morbidity and mortality. Intermittent hypoxia (IH),
one of the major consequences of apneas, leads to oxidative stress, activation of HIF-1 (hypoxia inducible factor 1) and
endothelin (ET-1) expression, all known to play an important role in the cardiovascular consequences of OSA.

First, we have demonstrated that IH increases the incidence of ischemia-related lethal ventricular arrhythmias. Among the
potential mechanisms involved, spectral analysis of heart rate and blood pressure variability and catecholamine assay, showed a
sympathetic activation in animals exposed to IH. IH was also responsible for alterations in ventricular repolarisation (increased
QTc and Tpeak-Tend intervals) and dispersion of the transmural gradient (increased endocardial action potential duration).
These alterations were associated with increased expression of endocardial LTCC and TRPC calcium channels.

The second part of the thesis aimed at investigating zinc homeostasis in response to the oxidative stress induced by ischemia-
reperfusion (I/R) or IH as well as the beneficial effects of zinc supplementation in this context. We observed that I/R and IH
induced a decrease in myocardial and plasma zinc concentrations, respectively. We also highlighted the protective effects of zinc
supplementation during reperfusion against the ventricular arrhythmias and myocardial dysfunction induced by I/R. Zinc
administration during reperfusion also abolished the increase in infarct size induced by chronic IH exposure.

Finally, we investigated the effects of zinc depletion in endothelial cells exposed to TPEN, a specific zinc chelator. We observed
that TPEN induced a nuclear translocation of HIF-1a and an increase in ET-1 secretion with a resulting increase in endothelial cell
migration. Thus, zinc depletion appears to promote activation of the HIF-1-ET-1 axis, known for its deleterious effects upon IH.

In summary, chronic IH exposure enhances ventricular arrhythmias and increases infarct size upon myocardial I/R. Sympathetic
activation, oxidative stress and alterations of zinc homeostasis appear to be contributing factors. Pharmacological targeting of
these alterations should be performed in order to confirm their role as well as to potentially prevent the deleterious
cardiovascular consequences of IH and OSA.

Key words: intermittent hypoxia, ischemia-reperfusion, ventricular arrhythmias, sympathetic activation, oxidative stress, zinc,
HIF-1, endothelin 1
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Le SAOS est reconnu comme un facteur majeur de risque cardiovasculaire et est associé a une forte
morbi-mortalité cardiovasculaire. L’hypoxie intermittente (HI), conséquence des obstructions
répétées des voies aériennes supérieures, est maintenant largement reconnue comme étant la
principale cause des complications cardiovasculaires du SAOS. En effet, le laboratoire a, a de
nombreuses reprises, mis en évidence son role dans le développement de I'HTA, de la dysfonction et

du remodelage vasculaire ainsi que dans I'augmentation de la taille d’infarctus.

Dans un premier temps, ce travail s’est intéressé aux effets de I'HI sur l'incidence des arythmies
ventriculaires lors de I'ischémie myocardique in vivo et ex vivo. Afin de mettre en évidence les
mécanismes potentiellement impliqués, nous avons évalué I'activation sympathique, les altérations

électrophysiologiques ventriculaires et I'expression myocardique de différents canaux calciques.

La seconde partie de la thése a porté sur les effets cardioprotecteurs de la supplémentation en zinc.
Tout d’abord, nous avons évalué I'impact du stress oxydant sur son homéostasie lors d’une ischémie-
reperfusion myocardique et d’'une exposition a I’HI. Puis nous nous sommes intéressés a ses
propriétés cardioprotectrices sur les arythmies ventriculaires de reperfusion et la taille d’infarctus

lors d’ischémie-reperfusion chez des animaux exposés ou non a I'HI.

Finalement, la troisieme partie de la thése avait comme objectif d’observer si le déficit en zinc, tel
gu’observé apres HI et chez les patients apnéiques, pouvait étre responsable de I'activation de I'axe

HIF-1-endothéline, connu pour sa contribution aux complications cardiovasculaires liées a I'HI.
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Les troubles respiratoires du sommeil représentent un probleme de santé publique, de part la
morbidité qui leur est associée, mais également par les difficultés de diagnostic défavorables a la
bonne prise en charge de ces patients. Depuis la fin des années 90, il existe une classification
internationale des troubles du sommeil (International Classification of Sleep Disorders, ICSD3) (lto et
al. 2015). Ainsi, il existe 3 grands types de troubles respiratoires du sommeil qui sont, par ordre de
prévalence :
- Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) caractérisé par I'obstruction
répétée, partielle ou totale, des voies aériennes supérieures (VAS).
- Le syndrome d’apnées centrales du sommeil causé par un défaut de la commande
respiratoire.
- Le syndrome obésité hypoventilation consécutif a I'augmentation du travail respiratoire

et a des modifications neurohormonales chez le patient obése.

1. Syndrome d’apnées obstructives du sommeil

1.1. Généralités

1.1.1. Prévalence/épidémiologie
La prévalence du SAOQS, ainsi que celle des autres troubles respiratoires du sommeil, est trés
largement sous-évaluée. Le diagnostic est réalisé grace a une polysomnographie, qui est un examen
couteux, contraignant le patient a passer une nuit a I'hopital. Ainsi les personnes diagnostiquées sont
en général celles présentant un SAQOS sévere avec déja d’'importants symptomes. Selon une
estimation, 82% des hommes et 93% des femmes présentant un SAOS ne seraient pas diagnostiqués
(Young et al. 1997).
La prévalence du SAOS varie en fonction du sexe et de I'age. Quelque soit la sévérité du syndrome, la
prévalence augmente des I'dge de 40 ans chez les hommes et de 50 chez les femmes. A age
équivalent, elle est donc plus importante chez les hommes (Young et al. 1993) et elle augmente avec
I’dge bien que la sévérité, quant a elle, diminue (Bixler et al. 1998).
Dans la population générale, la prévalence du SAOS est de 3 a 7% et de 2 a 5% chez les hommes et
les femmes, respectivement (Punjabi 2008). L’ensemble de ces estimations a été réalisé sur des
cohortes d’études menées de 1993 a 2004. Peppard et al. se sont récemment intéressés a I’évolution
de cette prévalence au cours des 20 derniéres années. lls ont montré une augmentation pouvant
aller jusqu’a 55% selon le groupe observé (sexe et age) (Peppard et al. 2013).
Finalement, la prévalence du SAOS peut également dépendre de facteurs environnementaux tels que
le surpoids, I'anatomie craniofaciale, la consommation d’alcool et de tabac, la grossesse ainsi que

certaines pathologies (syndrome des ovaires polykystiques, hypothyroidie) (Punjabi 2008).
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1.1.2. Physiopathologie

Le SAOS est causé par des collapsus répétés du pharynx au cours du sommeil. Les causes de ces
collapsus sont nombreuses et complexes. Chez 'Homme, I'ouverture des VAS est maintenue par un
ensemble de muscles et de tissus mous (Malhotra et al. 2002). Ainsi, les apnées peuvent étre causées
par une diminution de l'activité des muscles dilatateurs du pharynx pendant le sommeil. De
nombreux autres parametres morphologiques, anatomiques, hormonaux ou encore neurologiques
interviennent également (Levy et al. 2015).

Ces collapsus sont partiels ou complets et vont étre a I'origine d’hypopnées ou d’apnées. Une apnée
obstructive est définie par une obstruction de plus de 90% du débit aérien avec des mouvements
respiratoires persistants. L’hypopnée est caractérisée par une réduction d’au moins 30% du débit
aérien accompagnée d’une désaturation en oxygéne de plus de 3%. La fréquence de survenue de ces
événements, mesurée sur 1 heure, permet d’établir un index d’apnées-hypopnées (IAH). Le SAQS est
diagnostiqué lorsque I'lAH est supérieur ou égal a 5 et que la personne présente une fatigue diurne
excessive. La sévérité du SAOS est évaluée grace a cet index. Pour un IAH compris entre 5 et 15 on
parle de SAOS léger, entre 15 et 30 le SAOS est considéré comme modéré et si I'lAH est supérieur a

30, il s’agit d’'un SAQS sévere (lto et al. 2015).

1.1.1. Diagnostic

Ces apnées répétitives ont pour conséquence une mauvaise qualité de sommeil. Les symptomes vont
se manifester par d'importants ronflements, causés par I'augmentation de la résistance des VAS, et
par une fatigue accrue allant jusqu’a des somnolences diurnes.

L'examen permettant d’établir la présence d’un SAOS est la polysomnographie. En général, il
nécessite que le patient passe une nuit a I’'hopital ou dans un centre du sommeil. Au cours de cette
nuit, de nombreux paramétres sont enregistrés: I'électroencéphalogramme (EEG),
I’électromyogramme (EMG) des jambes et du menton, la saturation sanguine en oxygene, les
mouvements respiratoires grace a des ceintures d’'impédance (thorax et abdomen), les ronflements,
la fréquence cardiaque et la pression artérielle. Chaque apnée s’accompagne d’un signe d’éveil
(EEG), de mouvements (EMG), d’une amplification des mouvements respiratoires, de ronflement et
d’une élévation de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle (Figure 1) (Thompson et al.

2001).
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Figure 1 : Exemple de tracés obtenus lors d’un examen de polysomnographie.

Les fleches représentent la survenue d’apnées au cours du sommeil. Chaque
apnée entraine des perturbations des différents paramétres mesurés : une
diminution de la saturation en oxygene, une augmentation des variations de
pressions thoraciques et abdominales, de la fréquence cardiaque et de la pression
artérielle. D’apres Thompson et al. 2001.

1.2. Traitements

1.2.1. Pression positive continue (PPC)
La PPC constitue le traitement de référence en cas de SAOS modéré a sévere. Brievement, I'appareil
de PPC est constitué de 3 parties : un masque qui recouvre soit le nez soit le nez et la bouche, un
systeme de tuyaux a basse résistance reliant le masque a une machine générant des flux d’airs
permettant de maintenir les VAS ouvertes. Elle peut étre couplée a un humidificateur d’air afin de
limiter la sécheresse et l'irritation du nez ou de la gorge. Les nouveaux appareils sont maintenant
plus petits et légers mais également plus silencieux. Différents types d’appareils peuvent étre
proposés aux patients :
- PPC simple : la machine envoie une pression continue tout au long de la nuit, cette
pression est la méme pendant I'inspiration et I'expiration.
- PPC a 2 niveaux de pression : la pression envoyée par la machine est réduite lors de
I’expiration diminuant ainsi la géne expiratoire.
- PPC autopilotée : la machine va détecter les évenements respiratoires au cours de la nuit

et ajuster les pressions en fonction des besoins.
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De nombreuses études ont été menées pour évaluer les effets bénéfiques de la PPC sur les
symptomes du SOAS mais toutes ne parviennent pas aux mémes conclusions.

Concernant le risque cardiovasculaire associé au SAOS, des études montrent que la PPC permet de
diminuer la pression artérielle des patients (Bazzano et al. 2007; Marin et al. 2012) et que cette
diminution ne dépend pas de la sévérité du SAOS (Bakker et al. 2014). La PPC peux également réduire
le risque de survenue d’événements cardiovasculaires tels que linfarctus du myocarde et les
accidents vasculaires cérébraux pouvant étre fatals (Marin et al. 2005). Cependant, une méta-analyse
d’essais randomisés atteste de la diminution de la pression artérielle mais ne montre aucun effet
significatif de la PPC sur le risque d’évenements cardiovasculaires et de mortalité (Guo et al. 2016).
De méme, la récente étude internationale SAVE, incluant plus de 2700 patients, a montré que la PPC
ne permettait pas de prévenir la survenue d’évenements cardiovasculaires associés au SAOS (McEvoy
et al. 2016).

Outre les risques cardiovasculaires, le SAOS a de lourdes conséquences sur la vie quotidienne des
patients. En effet, le SAOS va étre responsable d’une fatigue trés importante parfois accompagnée de
somnolence. Ainsi, la qualité de vie constitue un critere d’évaluation de I'efficacité du traitement. Les
effets de la PPC sur ce parametre sont également discutables. Aprés 3 mois de traitement et pour
une méme utilisation de la PPC, une grande partie des patients atteints d’'un SAOS modéré ont vu
leur qualité de vie s’améliorer et leur fatigue diminuer alors qu’une part non négligeable ne
présentait pas d’amélioration de ces parameétres (Antic et al. 2011). Une étude récente vient de
montrer que la PPC a des effets bénéfiques chez les patients avec un SAOS modéré a sévere mais en
revanche, elle n"améliore pas la qualité de vie dans les cas de SAQS léger (Batool-Anwar et al. 2016).
Cependant, il faut noter qu’il y a une corrélation entre la durée d'utilisation de la PPC et
I'amélioration de la vie quotidienne (Weaver et al. 2007). L'étude SAVE a également montré que les
patients traités par PPC présentaient moins de fatigue, d’anxiété et de dépression. Il a également été
observé une amélioration de leur état physique et mental, ainsi qu’une réduction des durées d’arrét
de travail chez les patients appareillés (McEvoy et al. 2016).

La difficulté majeure de ce traitement est qu’il est contraignant pour le patient et pour le conjoint. En
effet, la machine reste bruyante et le traitement présente quelques effets secondaires (problemes
cutanés causés par le masque, irritations des VAS,...). Pour ces raisons, le traitement est assez mal
accepté (8 a 15% des patients refusent le traitement aprés une utilisation) et toléré (la compliance
thérapeutique est comprise entre 65 et 80%) (Pepin et al. 1999). Les patients sont considérés
compliants au traitement par PPC dés lors qu’ils I'utilisent au moins 5 fois par semaine et ce pendant
une durée minimum de 4h par nuit (Kribbs et al. 1993). Ceci pourrait expliquer I'absence d’effet
positif de ce traitement sur les atteintes cardiovasculaires des patients inclus dans I'étude SAVE

puisque leur durée moyenne d’utilisation de la PPC était de 3,3h/nuit (McEvoy et al. 2016).
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Ainsi, il est recommandé que la PPC soit combinée a d’autres alternatives thérapeutiques (comme la
perte de poids ou la prise d’hypotenseurs) afin de potentialiser ses effets sur les complications

cardiovasculaires et métaboliques associées au SAOS (Levy et al. 2015).

1.2.2. Chirurgie
De nombreuses chirurgies sont utilisées dans le traitement du SAOS. La chirurgie la plus utilisée est
I'uvulo-palato-pharyngoplastie (Malhotra et al. 2002). Elle consiste en une résection de tissus mous
de la gorge tels que la luette, les amygdales et d’une partie du palais élargissant ainsi le diametre au
niveau du pharynx. Cette opération présente un intérét pour les patients souffrant de collapsus
localisés au niveau oropharyngien, quelque soit la sévérité du SAOS. L'efficacité de I'opération
semble décroitre dans le temps et il est tres difficile de I'évaluer car il y a, dans les études,
d’importants biais de sélection des patients constituant de bons candidats pour ce type de chirurgie

(Randerath et al. 2011).

1.2.3. Orthése d’avancée mandibulaire
Il s’agit ici d’'un dispositif mécanique qui peut remplacer la PPC dans des cas de SAOS peu séveres
chez des patients présentant peu de surpoids. Elle est similaire a un appareil dentaire et va
permettre d’avancer la mandibule et de retenir la langue. L'utilisation de cette orthese réduit I'lAH et
la fatigue mais de facon moins importante que la PPC. Comparativement a la chirurgie, il semblerait
que la fatigue diurne soit initialement plus faible apres chirurgie qu’avec I'orthése, bien que I'lAH soit
le méme pour les 2 traitements. En revanche, aprés 1 an, les 2 traitements corrigent la fatigue de la

méme fagon alors que I'lAH est plus faible avec I'utilisation de I'orthése (Lim et al. 2006).

1.2.4. Perte de poids et mode de vie
Le surpoids est un facteur augmentant le risque de SAQS. De récentes études ont montré qu’une
amélioration du mode de vie (régime alimentaire et/ou exercice physique) réduisait d’'une part
I’obésité mais également la sévérité du SAOS en diminuant I'lAH (Araghi et al. 2013; Thomasouli et al.
2013). Une autre étude a montré que les effets bénéfiques d’un régime étaient d’autant plus
importants que le SAQS était sévere (Johansson et al. 2009). Chez la personne obeése, une perte de
poids associée a la PPC va accroitre la diminution de la pression artérielle, de la résistance a I'insuline

et du taux de triglycérides (Chirinos et al. 2014).

1.3. Conséquences des obstructions des voies aériennes induites par le SAOS

1.3.1. Fragmentation du sommeil
La fragmentation du sommeil, causée par les microéveils accompagnant les apnées, va étre a
I'origine d’une diminution de la qualité de vie des patients. En effet, la fatigue excessive engendrée
va réduire la vigilance des patients, augmentant le risque d’accidents. Elle va également étre
responsable d’une perte d’efficacité au travail a I'origine de difficultés professionnelles (Ayas et al.
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2014). Finalement, la fragmentation du sommeil peut, en elle-méme, entrainer des conséquences

métaboliques délétéres (Briancon-Marjollet et al. 2015).

1.3.2. Variations de la pression intrathoracique
Une seconde conséquence de ces obstructions est la diminution de la pression intrathoracique lors
des apnées causée par des efforts inspiratoires sur les VAS fermées. Ces variations vont
essentiellement étre responsables, avec la fragmentation du sommeil et I'"hypoxie intermittente,
d’une activation sympathique et de comorbidités (Dewan et al. 2015). Par exemple, les variations de
pression intrathoracique vont avoir d’importants effets mécaniques sur le cceur. Elles vont
augmenter la pression transmurale (i.e. pression intracardiaque - pression intrathoracique) du
ventricule gauche (VG) augmentant ainsi sa postcharge. Il y a également une augmentation du retour
veineux augmentant la précharge du ventricule droit (VD). Sa postcharge est quant a elle
augmentée par la vasoconstriction pulmonaire induite par I'hypoxie consécutive a I'apnée. La
distension du VD et le déplacement du septum vers la gauche va géner le remplissage du VG, donc
diminuer sa précharge. L'augmentation de la postcharge et la diminution de la précharge du VG
réduisent le volume d’éjection systolique et le débit cardiaque. Ces contraintes mécaniques vont étre
particulierement lourdes de conséquences chez des patients insuffisants cardiaques souffrant de

SAQS (Kasai et al. 2011).

1.3.3. Hypoxie intermittente

Parmi les perturbations induites par les apnées, I'hypoxie intermittente (HI) chronique apparait
comme le principal facteur responsable des atteintes cardiovasculaires rencontrées dans ce
syndrome. En effet, 'augmentation du risque cardiovasculaire liée au SAOS est réduite par un
traitement par PPC efficace confirmant ainsi le réle de I'HI dans la survenue de ces évenements
(Marin et al. 2005). De plus, les modéles expérimentaux d’Hl, chez le sujet sain et I'animal,
reproduisent les altérations cardiovasculaires observées chez le patient apnéique. Il a ainsi été
démontré que I'HI est responsable d’une augmentation de la pression artérielle (Tamisier et al. 2011;
Ramond et al. 2013) et de la taille d’infarctus (Joyeux-Faure et al. 2005; Belaidi et al. 2016), ainsi que
d’une dysfonction (Lefebvre et al. 2006) et d’un remodelage (Arnaud et al. 2011; Gras et al. 2016)
vasculaires.

De nombreux mécanismes interviennent dans les altérations cardiovasculaires induites par I'HI et
seront décrits dans la partie 3. Brievement, les épisodes de désoxygénation-réoxygénation sont a
I'origine d’un stress oxydant qui contribue de fagon importante aux effets déléteres de I'HI et du
SAOQS (Lavie 2003). Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) vont également activer des facteurs de
transcription tels que le facteur de transcription induit par I’hypoxie (Hypoxia Inducible Factor 1, HIF-
1) responsable de la réponse adaptative et mal adaptative a I’'HI (Semenza 2009). Parmi les produits

des genes cibles de HIF-1, certains comme I'oxyde nitrique et le monoxyde de carbone, ont des effets
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bénéfiques sur le systeme cardiovasculaire (Andreadou et al. 2015), alors que d’autres comme
I’endothéline 1 (ET-1) vont étre impliqués dans des processus physiopathologiques de maladies
cardiovasculaires (Kaoukis et al. 2013). Ce paradoxe autour des effets bénéfiques ou néfastes de I'HI
peut s’expliquer par des expressions géniques, variant selon le contexte, finement modulées par la
durée et la sévérité de I'hypoxie au cours des cycles d’HI (Verges et al. 2015). L'HI va également
entrainer une activation sympathique avec des conséquences déléteres sur le systeme

cardiovasculaire (Dematteis et al. 2009).

2. Conséquences cardiovasculaires du SAOS et de I’HI

2.1. Hypertension artérielle

Le SAQOS est maintenant reconnu comme étant un facteur de risque pour le développement de
I’hypertension artérielle (HTA). Il existe une relation dose-réponse entre SAOS et HTA et ce
indépendamment des nombreux facteurs confondants tels que I'dge, la consommation d’alcool et/ou
de tabac et I'indice de masse corporelle (Peppard et al. 2000). Il existe une relation linéaire entre
I'lAH et la pression artérielle mesurée sur 24 heures (Young et al. 1997). Le role de I’HI dans cette
relation est appuyé par une étude menée sur 12 ans qui a montré que I'HTA était d’avantage
retrouvée chez les patients ayant refusés ou arrétés leur traitement par PPC contrairement a ceux
I"'utilisant au moins 4h par nuit (Marin et al. 2012). De plus, il s’avére que la relation entre SAOS et
HTA est d’autant plus forte que les patients sont jeunes et elle s’attenue avec I'dge (Bixler et al.
2000).

Le lien entre HI et élévation de la pression artérielle a également été mis en évidence dans de
nombreux modeles animaux et humains d’Hl. Chez le rat, Fletcher et al. furent les premiers a
démontrer qu’une exposition de 40 jours a I’HI conduisait a une augmentation de pression artérielle
(Fletcher et al. 1992) et que cette relation était abolie par une dénervation sympathique (Fletcher et
al. 1992). Ce constat a été confirmé dans de nombreux autres modeles animaux d’HI et apparait dés
5 jours d’exposition (Dematteis et al. 2009). Plus récemment, I'effet de I’HI sur la pression artérielle a
pu étre observé chez des sujets sains excluant ainsi tout biais par des facteurs confondants tels que
I'obésité, I'hypertension ou des désordres métaboliques. Aprés 14 nuits passées en HI, les sujets
présentent une augmentation de la pression artérielle diurne tant systolique que diastolique (de 8 et

5 mmHg, respectivement) (Tamisier et al. 2011).

2.2. Dysfonction vasculaire
L'endothélium vasculaire régule la fonction vasculaire en réponse a des stimuli physiques ou
biochimiques grace a divers médiateurs vasoactifs. Il est le régulateur majeur de I’homéostasie
vasculaire et maintient I'équilibre entre vasodilatation et vasoconstriction. Il y a dysfonction

endothéliale lorsque cette balance bascule en faveur de la vasoconstriction. Ce déséquilibre, causé
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entre autres par une détérioration de la vasodilatation endothélium-dépendante, joue un role
important dans la survenue de complications cardiovasculaires dans le SAOS (McNicholas et al.
2007). La fonction vasodilatatrice des vaisseaux n’est pas la seule a étre altérée, il a également été
montré une augmentation de la vasoconstriction en réponse a I'angiotensine Il chez des patients
apnéiques (Kraiczi et al. 2000). Le SAOS est associé a une dysfonction endothéliale au niveau de la
micro et de la macrocirculation (Hoyos et al. 2015). Une augmentation du stress oxydant et de
I'inflammation, responsables de dysfonctions endothéliales, a été observée au niveau de
I’endothélium de patients apnéiques (Jelic et al. 2008). Ces parametres ont été améliorés par 4
semaines de traitement par PPC, soulignant le role majeur joué par I'HlI dans ces processus
physiopathologiques (Jelic et al. 2009).

De nombreuses études animales ont confirmé le lien entre HI et dysfonction vasculaire. L’utilisation
de modeles animaux permet d’observer I'effet de I'HI sur différents types de vaisseaux et aprés des
durées d’exposition variables. Dés 14 jours d’exposition, Phillips et al. ont mis en évidence une
altération de la vasodilatation dans des artéres cérébrales et des artéres issues de muscles
squelettiques (Phillips et al. 2004). Pour cette méme durée d’exposition, une augmentation de la
vasoconstriction induite par I'ET-1 est retrouvée dans d’autres vaisseaux de résistance tels que les
artéres mésentériques (Allahdadi et al. 2005). Concernant la carotide, 14 jours d’exposition a I’HI ne
suffisent pas a induire une dysfonction qui apparait a partir de 21 jours et est caractérisée par une
augmentation de la contraction au chlorure de potassium et une diminution de la relaxation
endothélium-dépendante (Totoson et al. 2013; Krause et al. 2015). Aprés 35 jours, I’HI entraine une
augmentation de la contraction de la carotide en réponse a I'ET-1 (Lefebvre et al. 2006).

Ainsi, les altérations de la vasodilatation et de la vasoconstriction, et donc de la fonction

endothéliale, apparaissent plus ou moins t6t selon le lit vasculaire observé.

2.3. Augmentation de la prévalence et de la taille de I'infarctus du myocarde

L'infarctus du myocarde (IM) est causé par une atteinte des vaisseaux coronaires. Dés 1999, Peker et
al. ont montré une forte prévalence de SAOS chez les patients présentant des coronaropathies,
faisant ainsi du SAOS un facteur de risque (Peker et al. 1999; Schafer et al. 1999). Une étude menée
sur environ 5 ans a montré que chez des patients atteints de coronaropathie, le SAOS augmentait
I'incidence des accidents vasculaires cérébraux et de I'lM, révélateur d’un mauvais pronostic de ces
patients a long terme (Mooe et al. 2001).

En termes d’IM aigu, les patients apnéiques présentent, dans la phase précoce post-ischémique, une
coronaropathie plus sévere, une ischémie myocardique plus longue, une moins bonne récupération
myocardique et une altération du remodelage du VG et du VD comparativement a des patients non-
apnéiques (Arzt et al. 2015). A 3 mois post-IM, les patients présentant un SAQOS sévere non traité ont
une moins bonne récupération myocardique, une plus petite réduction de la taille de I'infarctus, une
taille d’infarctus finale plus grande et une fraction d’éjection du VG plus petite que des patients non
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apnéiques (Buchner et al. 2014). A 18 mois post-IM, cette moins bonne récupération se traduit par
un moins bon pronostic avec une augmentation de la survenue d’évenements cardiovasculaires
parfois fatals (Lee et al. 2011). Une étude réalisée sur un suivi d’environ 6 ans a montré que les
patients SAOS traités par PPC présentaient un moindre risque de survenue d’un nouveau IM
comparativement aux patients non traités. La méme étude a également mis en évidence que chez
ces patients, la survenue d’un nouvel évenement était plus fréquente la nuit (Garcia-Rio 2014).

Grace a de nombreuses études expérimentales, I'HI semble apparaitre comme un acteur majeur de
I'augmentation de la susceptibilité myocardique a I'ischémie. En effet, une exposition a I’'HI de 14, 21
et 35 jours entraine une augmentation de la taille de I'infarctus d’environ 1,7 fois apres une ischémie
globale de 30 minutes, suivie de 120 minutes de reperfusion, sur des cceurs isolés de rat (Joyeux-
Faure et al. 2005; Ramond et al. 2013; Bourdier et al. 2016). Le méme résultat a été obtenu apres
une ischémie régionale ex vivo réalisée aprés 4 semaines d’exposition a I'HI (Yeung et al. 2015).
Finalement, une récente étude menée chez la souris 3 montré que 14 jours d’HI entrainaient une
augmentation de la taille d’infarctus d’1,8 fois apres une ischémie in vivo de 45 minutes suivie par 90

minutes de reperfusion (Belaidi et al. 2016).

2.4. Arythmies ventriculaires
Le SAOS et les arythmies ventriculaires sont liés. En effet, les arythmies sont fréquentes chez les
personnes ayant un SAOS et leur survenue augmente avec la sévérité du syndrome (Somers et al.
2008). Il a été montré que les patients avec un SAOS sévere présentaient un risque d’arythmies
pendant la nuit 2 a 4 fois plus élevé que les patients non apnéiques (Mehra et al. 2006) et que le
risque de mort subite était accrue dans cette population de patients, préférentiellement pendant le
sommeil (Gami et al. 2013). L'IM est l'une des causes majeures de la mort subite de part la
génération d’arythmies ventriculaires telles que la tachycardie ventriculaire (TV) soutenue ou
irréversible et/ou la fibrillation ventriculaire (FV) dont I'issue peut étre fatale. La physiopathologie
des arythmies ventriculaires consécutives a une ischémie myocardique est complexe. Elles sont la
conséquence d’anomalies causées par les lésions tissulaires, des modifications du systéme nerveux
autonome et des altérations du statut métabolique (Myerburg et al. 2012). En accord avec le risque
accru de mort subite pendant la nuit, I'incidence d’IM durant la nuit est plus importante chez les
patients apnéiques (32%) que chez les patients non apnéiques (7%) et 91% des patients victimes d’IM
pendant la nuit présentent un SAOS (Kuniyoshi et al. 2008). Le traitement par PPC diminue
I'incidence et la sévérité des arythmies ventriculaires. Chez des patients souffrant de SAQOS et
d’insuffisance cardiaque, la PPC réduit de 58% la survenue des troubles du rythme tels que les
extrasystoles ventriculaires (Ryan et al. 2005). Ceci laisse imaginer une possible implication de I'HI
dans l'incidence de ces arythmies mais I'absence de données expérimentales ne permet pas de le

confirmer.
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3. Mécanismes physiopathologiques induits par I'HI

Tel que mentionné dans la partie 1.2, les effets bénéfiques des traitements actuels du SAOS au
niveau cardiovasculaire restent discutés. Ce constat souligne I'importance de la compréhension des
mécanismes physiopathologiques a I'origine des complications cardiovasculaires associées au SAOS

afin de pouvoir proposer d’autres alternatives thérapeutiques aux patients.
3.1. Stress oxydant

3.1.1. Généralités
Le SAOS est depuis de nombreuses années connu pour étre a l'origine d’importants troubles
oxydatifs causés par les cycles répétés d’hypoxémie-réoxygénation caractérisant I'HIl. Le stress
oxydant résulte d’'un déséquilibre dans la balance pro et antioxydante et joue un réle central dans les
complications cardiovasculaires induites par le SAOS et I'HI. Il est d a une formation massive d’ERO
et d’espéces réactives azotées (ERN) qui mettent a mal les défenses antioxydantes. Ces molécules
hautement réactives vont réagir avec les acides nucléiques, les lipides et les protéines et vont étre a
I'origine d’importants dommages cellulaires (Lavie 2003). La source majeure d’ERO dans I'organisme
est la mitochondrie. Il peut également y avoir une production d’ERO par la nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (NOX), la xanthine oxydase (XO) et le découplage de
I'oxyde nitrique synthase (NOS) (Lavie 2015). Ce statut pro-oxydant est également caractérisé par
une diminution des défenses antioxydantes avec une diminution plasmatique de substances
antioxydantes, telles que les vitamines A et E, et d’enzymes antioxydantes telles que la superoxyde

dismutase (SOD) et la catalase (Eisele et al. 2015).

3.1.2. Voie mitochondriale

En conditions normales, la mitochondrie produit des ERO qui vont servir de messagers pour
différentes voies de signalisation. Cette production d’ERO est due a une fuite d’électrons au niveau
des complexes | et Il de la chaine respiratoire mitochondriale et va entrainer la formation d’anions
superoxydes (Figure 2) (Lavie 2003).

Une étude menée sur des muscles du palais de patients apnéiques a montré une distribution
anormale des mitochondries et une activité oxydative altérée (Stal et al. 2012). Chez le rongeur, 10
jours d’exposition a I'HI entrainent une diminution de 89% de I'activité du complexe | de la chaine
respiratoire mitochondriale et une diminution de 79% de I'activité de I’aconitase. Ces 2 observations
sont en faveur d’'une augmentation de la production d’anions superoxydes par la mitochondrie apres

exposition a I'HI (Peng et al. 2003).
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3.1.3. NADPH oxydase (NOX)

La NOX est une enzyme membranaire exprimée dans de nombreux tissus (vaisseaux, coeur, systeme
nerveux central) et dans les cellules sanguines. Elle va générer des anions superoxydes en transférant
des électrons du NADPH vers une molécule de dioxygene (Figure 2) (Lavie 2015).

Chez les patients atteints de SAQS, il y a une augmentation de la production d’anions superoxydes
par les leucocytes circulants, les granulocytes neutrophiles et les monocytes. Cette augmentation est
due a une activation de la NOX et est abolie par la PPC (Schulz et al. 2000; Dyugovskaya et al. 2002).
Le lien entre la NOX et le stress oxydant induit par I'HI est renforcé par I'observation qu’un
polymorphisme pro-oxydant de la NOX pourrait également jouer un réle dans la susceptibilité
génétique au SAOQS, indépendamment d’autres facteurs tels que I'age, le poids ou I’hypertension
(Pierola et al. 2011).

L'utilisation de modeéle animaux d’HI a permis de montrer qu’une exposition de 14 jours entrainait
une augmentation de I'expression de la NOX et de la production d’anions superoxydes dans le coeur
(Ramond et al. 2013). L'augmentation de I'expression de la NOX a également été observée dans le
foie (Jun et al. 2008), les poumons (Nisbet et al. 2009), le muscle squelettique (Williams et al. 2015)

et le cerveau (Hui-guo et al. 2010).

3.1.4. Xanthine oxydase (XO)
La XO est une enzyme également responsable d’une production d’anions superoxydes (Figure 2). Elle
est ubiquitaire et exprimée dans de nombreux tissus (Lavie 2015). Son rble délétére dans la
génération d’un stress oxydant a d’abord été démontré au cours de l'ischémie-reperfusion dans
différents tissus (coeur, intestin, foie, reins et cerveau) grace a I'utilisation d’inhibiteurs tels que
I'allopurinol (Manning et al. 1984; McCord 1985). L'HI va exposer les organes a des stimuli proches de
ceux rencontrés au cours de l'ischémie-reperfusion en termes d’hypoxie-réoxygénation. L'utilisation
d’un modele cellulaire d’exposition a I'HI a permis de montrer une augmentation de I'activité de la
XO dés 5 cycles d’Hl et cette activité est d’autant plus importante que le nombre de cycles augmente

(Nanduri et al. 2015).
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Figure 2 : Schéma illustrant I'origine du stress induit par I’HI ainsi que les défenses anti-oxydantes
diminuées.

En rouge : le stress oxydant ; Violet : son origine ; vert : les défenses anti-oxydantes. O,", anion
superoxyde ; SOD, superoxyde dismutase ; CAT, catalase ; GPx, glutathion peroxydase ; H,0,,
peroxyde d’hydrogéne ; OH’, radical hydroxyle ; H,0, eau.

3.1.5. Oxyde nitrique synthase (NOS)

La NOS est I'enzyme responsable de la synthése d’oxyde nitrique (NO), un composé vasoactif, a partir
de la L-arginine. Libéré par les cellules endothéliales vasculaires, il va diffuser vers les cellules
musculaires lisses et entrainer une vasorelaxation. En plus de ces propriétés, il posséde également
des propriétés anti-thrombotiques et protéege les vaisseaux de I'athérosclérose.

Il existe 3 isoformes de la NOS : la NOS neurale (nNOS, NOS1) exprimée dans le cerveau et le coeur, la
NOS endothéliale (eNOS, NOS3) exprimée par les cellules endothéliales et les cardiomyocytes, et la
NOS inductible (iNOS, NOS2) (Andrew et al. 1999).

Dans certaines conditions, la eNOS peut étre responsable de la production d’anions superoxydes au
lieu du NO (Figure 2). Ce découplage de la eNOS peut étre causé par un manque de substrat (L-

arginine) ou de cofacteurs (tétrahydrobioptérine, BH,), par un inhibiteur endogéne (diméthylarginine
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asymétrique, ADMA) ou par une S-glutathionylation. En présence d’un stress oxydant, un déficit en
BH, peut étre causé par son oxydation en dihydrobioptérine (BH,), par I'inhibition de I'enzyme qui le
synthétise ou de celle qui réduit le BH, en BH, (Li et al. 2013).

Ainsi, le stress oxydant induit par I'HI peut ainsi avoir le potentiel de découpler la eNOS pour
produire des ERO, tels que I'anion superoxyde, qui auront des effets déléteres sur le systeme
cardiovasculaire (Figure 2).

Une étude récente menée sur des biopsies de tissu sous-cutané de patients apnéiques a mis en
évidence une possible implication du découplage de la eNOS dans la dysfonction endothéliale. Tout
d’abord, I'analyse des biopsies pré- et post-PPC montre une diminution du stress oxydant et une
augmentation du NO apres 12 semaines de traitement par PPC. Afin de vérifier si ces améliorations
étaient dues a un retour a la normale de I'activité de la eNOS, les auteurs ont utilisé un inhibiteur, le
L-Nitroarginine-Methyl-Ester (L-NAME), et un cofacteur, le BH,;, de la eNOS. Ils ont montré que le
découplage de la eNOS était plus important chez les patients atteints de SAOS et que le traitement
par PPC ne renversait pas totalement cet effet (Varadharaj et al. 2015).

En plus du découplage responsable d’'une diminution de la biodisponibilité en NO, I'HI réduit sa
production en diminuant I’expression de la eNOS dans de nombreux vaisseaux tels que les carotides
(Krause et al. 2015), I'aorte thoracique et les artéres mésentériques (Wang et al. 2013) ainsi que dans

le coeur (Yuan et al. 2015).

3.1.6. Diminution des défenses antioxydantes
La premiére enzyme intervenant dans la défense antioxydante est la SOD qui va transformer |’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Il existe 3 formes de SOD : une forme cytosolique
constitutive (Cu/Zn-SOD, SOD1), une forme mitochondriale inductible (Mn-SOD, SOD2) et une forme
extracellulaire (SOD3). L'H,0, sera ensuite transformé en eau par la catalase et la glutathion
peroxydase (GPx) (Figure 2). D’autres molécules non enzymatiques telles que des vitamines (C, E) et
le glutathion peuvent jouer un réle antioxydant important.
Des études menées sur des patients atteints d’un SAOS sévere ont montré une diminution des
capacités antioxydantes du plasma. Cette diminution est d’autant plus importante que le SAOS est
sévere, mais elle peut étre corrigée par 12 mois de traitement par PPC (Christou et al. 2003; Barcelo
et al. 2006; Cofta et al. 2008; Wysocka et al. 2008). L’évaluation des taux sériques en vitamines a mis
en évidence une diminution de la vitamine E circulante qui n’est pas améliorée aprés 1 an de
traitement par PPC (Barcelo et al. 2006). Chez des patients présentant un SAOS modéré a séveére, les
capacités antioxydantes de I'albumine sont altérées par des modifications structurales telles que
I’oxydation et la glycation. Ces altérations sont corrélées a I'lAH et corrigées aprés 15 mois de
traitement par PPC (Faure et al. 2008). Concernant les enzymes antioxydantes, le SAOS entraine une
diminution de I'activité de la SOD1 érythrocytaire indépendamment de sa sévérité ou de la présence
d’un surpoids ou d'une obésité (Cofta et al. 2008; Wysocka et al. 2008). Dans des cas de SAOS séveére,
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une diminution de I'activité de la catalase et de la GPx a été observée et corrélée a I'|AH (Asker et al.
2015).

Le role de I'HI dans la diminution des défenses antioxydantes a été montré dans plusieurs organes
grace aux modeéles animaux. Au niveau vasculaire, I’'HI induit une diminution de I'activité de la Cu/Zn-
SOD et une diminution de son expression ainsi que de celle de la catalase et de la GPx dans |'aorte
thoracique aprés 14 jours d’exposition (Hung et al. 2013; Totoson et al. 2013). Concernant le
myocarde, il y a une diminution de I'activité de la Cu/Zn-SOD dans le ventricule gauche aprés 5
semaines d’HI (Chen et al. 2005). Au niveau cérébral, I'HI entraine une diminution de I'activité de la
Cu/Zn-SOD et de la Mn-SOD. Aucune modification de I'activité de la catalase n’a été constatée alors
que celle de la GPx augmente (Hui-guo et al. 2010; Quintero et al. 2013). Une diminution de I'activité
de la Cu/Zn-SOD et une augmentation de celle de la GPx ont également été observées dans d’autres
organes tels que les poumons et le foie apres 2 semaines d’exposition. Dans le foie, on observe

également une diminution de I'activité de la Mn-SOD et de la catalase (Quintero et al. 2013).

3.1.7. Peroxydation lipidique

L'une des conséquences biochimiques directes de la production d’ERO va étre la peroxydation
lipidique induite par le radical hydroxyle (Figure 2). L’oxydation des lipides va altérer de nombreux
processus physiologiques et entrainer des dysfonctions cellulaires a I'origine des complications
cardiovasculaires. Parmi les produits de la peroxydation lipidique, les substances réagissant a I'acide
thiobarbiturique (TBARS) et les isoprostanes sont les composés les plus communément dosés (Lavie
2015).

Chez le patient apnéique, les niveaux de TBARS de prélevements sanguins effectués le matin sont
augmentés et cette augmentation est corrigée par le traitement par PPC (Barcelo et al. 2000; Lavie et
al. 2004; El Solh et al. 2006). Les mesures des isoprostanes peuvent se faire sur différents fluides tels
que le sang, l'urine ou le condensat respiratoire expiré. Au niveau plasmatique, les patients atteints
de SAQOS ont un taux d’isoprostanes 3 fois plus élevé que les sujets sains (Passali et al. 2015). Le taux
de 8-isoprostane exhalé est augmenté le matin mais cette augmentation ne perdure pas dans la
journée et est corrigée par la PPC (Carpagnano et al. 2003). Au niveau urinaire, on observe une
corrélation entre I'lAH et le taux de 15-F,-isoprostane (Monneret et al. 2010).

Chez I'animal, ce sont essentiellement les TBARS qui sont quantifiés dans les fluides ou les tissus.
Concernant le sang et les urines, aucune augmentation des TBARS n’a été démontrée pour des
expositions a I'HI allant de 1 a 4 semaines (Jun et al. 2008; Dopp et al. 2011). Pour ce qui est des
tissus, leur sensibilité est organe-dépendante. Par exemple au niveau du cerveau, la peroxydation
lipidique n’est pas augmentée a 2 semaines alors qu’elle I’est a 4 semaines d’HI (Hui-guo et al. 2010;
Quintero et al. 2013). Pour d’autres organes tels que l'aorte thoracique, le foie et le cceur,

I’augmentation des TBARS tissulaires apparait dés la 1° semaine d’exposition et persiste jusqu’a 4
(aorte et foie) et 8 semaines (coeur) (Chen et al. 2005; Jun et al. 2008; Hung et al. 2013; Quintero et
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al. 2013; Yuan et al. 2015). Le rein, quant a lui, présente une importante peroxydation lipidique dées 3

jours d’HI qui perdure jusqu’a 8 semaines (Wu et al. 2015).
3.2. Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1)

3.2.1. Généralités

L’existence du facteur de transcription HIF-1 a été mise en évidence en 1992 par Semenza et Wang
grace a I'étude de la région promotrice du gene de I'érythropoiétine (EPO) exprimé en réponse a
I’'hypoxie (Semenza et al. 1992). Quelques années plus tard, HIF-1 a été purifié et sa structure a pu
étre étudiée. C’'est un hétérodimere constitué d’une sous-unité HIF-1a et d’une sous-unité HIF-1pB. La
sous-unité HIF-1B est commune a d’autres facteurs de transcription alors que la sous-unité HIF-1a est
spécifique de HIF-1 (Wang et al. 1995; Wang et al. 1995). D’un point de vue structurel, les 2 sous-
unités, a et B, possédent dans leur partie N-terminale un motif hélice-boucle-hélice indispensable a
leur dimérisation et constituant le domaine de liaison a I’ADN (Jiang et al. 1996).

Sur des cellules, il a été montré qu’il y avait une trés importante augmentation de HIF-1 a partir de
d’une concentration d’oxygéne inférieure a 6%. La quantité de HIF-1 atteint son maximum a 0,5% et
une réoxygénation a 20% d’oxygene va entrainer une rapide diminution de la quantité d’HIF-1. Ces
résultats mettent ainsi en évidence le réle de HIF-1 dans I'homéostasie de |'oxygene (Jiang et al.
1996).

La dégradation rapide de la quantité de HIF-1 en conditions de normoxie est due a la dégradation par
le protéasome de la sous-unité HIF-1a aprés ubiquitination (Figure 3) (Hurst 2016). Cette spécificité
de HIF-1a vient de la présence d’un domaine indispensable a sa régulation par I'oxygene, le domaine
de dégradation oxygene-dépendante (Oxygen-Dependant Degradation Domain, ODDD) (Huang et al.
1998). De plus, dans sa partie C-terminale, HIF-1a possede 2 domaines de transactivation (TAD)
jouant également un réle dans sa régulation : TAD-N et TAD-C (Jiang et al. 1997). Cette région permet
la fixation du co-activateur CREB Binding Protein (CBP/p300), a I'origine de la translocation nucléaire
de HIF1-a et de sa dimérisation avec la sous-unité B. L’'hétérodimére va se fixer sur la région
promotrice de ses genes cibles et exercer son activité transcriptionnelle (Kallio et al. 1998). Ces
régions sont appelées HRE pour Hypoxia Response Element. Elles ont été retrouvées dans de
nombreux genes impliqués dans la fonction cardiovasculaire tels que I'EPO, le facteur de croissance
de I’endothélium vasculaire (VEGF), iNOS, eNOS et I'ET-1 (Semenza et al. 1992; Arnet et al. 1996;
Forsythe et al. 1996; Hu et al. 1998; Jung et al. 2000). HIF-1 va également réguler I'expression de
protéines impliquées dans la régulation du métabolisme glucidique telles que I'aldolase A, I'énolase 1

et la lactate déhydrogénase (Semenza et al. 1996).

3.2.2. HIF-1 et hypoxie continue
En normoxie, les prolines P402 et P564 de HIF-1a sont hydroxylées par des protéines appelées prolyl-
4-hydroxylases (PHD) présentes sous 3 isoformes: PHD1, PHD2 et PHD3 (Figure 3). Les PHD
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appartiennent a la famille des dioxygénases. Elles contiennent dans leur domaine catalytique un ion
fer et utilisent I'oxygéne et le a-kétoglutarate comme substrats (Bruick et al. 2001; Epstein et al.
2001).

L’hydroxylation de ’'ODDD va permettre au facteur suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau (pVHL)
de se fixer a HIF-1a. Il va recruter la protéine ubiquitine ligase E3 qui, grace a I'ubiquitine activatrice
E1l et I'enzyme de conjugaison de I'ubiquitine E2, va étre a I'origine de I'ubiquitination de HIF-1a et
de sa dégradation par le protéasome (Figure 3) (Jaakkola et al. 2001).

Ainsi, la diminution de la disponibilité en oxygéne va entrainer, selon le niveau d’hypoxie, une
diminution ou un arrét de I'hydroxylation de HIF-la et donc de sa dégradation. De plus, une
augmentation de production d’ERO par la mitochondrie va également diminuer I'activité des PHDs
(Epstein et al. 2001; Mansfield et al. 2005).

D’autre part, il existe un inhibiteur de HIF-1 (factor inhibiting HIF-1, FIH-1) qui, une fois fixé a la
région TAD-C de HIF-1a, va entrainer une diminution de son activité transcriptionnelle. FIH-1 est une
asparagine hydroxylase qui, comme les PHD, contient un ion fer dans son domaine catalytique et va
utiliser 'oxygene et du 2-oxo-glutarate comme substrat (Dann et al. 2002). L’hydroxylation de
I’asparagine 803 va empécher l'interaction de HIF-1a avec ses co-activateurs CBP/p300. De plus, le
FIH-1 va interagir avec le pVHL, jouant ici le role de répresseur transcriptionnel (Mahon et al. 2001).
Ainsi, en hypoxie, le manque d’oxygene va réduire I'activité de FIH-1 empéchant I’hydroxylation de
I’Asn-803. CBP/p300 peut alors se fixer sur HIF-1a qui va alors exercer son activité transcriptionnelle.
L’augmentation de I'activité transcriptionnelle de HIF-1a lors d’'une hypoxie est donc causée par une
diminution de sa dégradation par les PHD et une levée de son inhibition par FIH-1.

A cela s’ajoute une augmentation de sa transcription. En effet, les niveaux d’ARN messagers (ARNm)
de HIF-1a augmentent dans de nombreux organes en réponses a I'hypoxie (Wiener et al. 1996;

Bergeron et al. 1999).
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Figure 3 : Schéma représentant la régulation de HIF-1.

En conditions normoxiques (haut), la sous-unité a de HIF-1 est hydroxylée par les PHD, ubiquitinée
puis dégradée par le protéasome et la dimérisation avec les autres sous-unités est inhibée par le FIH.
En hypoxie, HIF-1a n’est plus dégradé entrainant I'activation de HIF-1. HIF, Hypoxia Inducible Factor ;
PHD, Prolyl-4-hydroxylase ; FIH, Factor inhibiting HIF-1 ; pVHL, facteur suppresseur de tumeur Von
Hippel-Lindau ; Ub, ubiquitine ; E2, enzyme de conjugaison de 'ubiquitine ; HRE, Hypoxia Response
Element ; Pro, proline ; Asn, asparagine. D’apres Hurst et al. 2016.

3.2.3. HIF-1 et hypoxie intermittente/SAOS

Le potentiel impact de I'HI sur I'activité de HIF-1 a été soulevé en 2003 grace a l'utilisation de souris
partiellement invalidées pour la sous-unité HIF-1a (Cai et al. 2003).

In vitro, I'exposition de cellules PC12 (cellules originaires d’'un phéochromocytome de la médullo-
surrénale de rat) a des cycles de 30 secondes d’hypoxie (1,5%) suivies de 4 minutes de normoxie
(20%), répétés 10, 30, 60 et 120 fois, a mis en évidence une augmentation de HIF-1a dans le noyau
ainsi que de son activité transcriptionnelle. Cette augmentation est d’autant plus importante que le
nombre de cycles est grand et est Ca**-calmoduline protéine kinase (CamK) dépendante. L’activité
de HIF-1a est également 2,5 fois plus importante apres 120 cycles d’HI qu’a I'issue d’une heure
d’hypoxie continue (Yuan et al. 2005).Une étude réalisée quelques années apres par la méme équipe
a pu mettre en évidence I'ensemble des voies impliquées dans I'activation de HIF-1 induite par I'HI
(Figure 4). Comme mentionné précédemment, I'HI est a I'origine d’un important stress oxydant qui
est, entre autre, causé par la NOX. Cette production d’ERO va conduire a l'activation de la
phospholipase C (PLC) elle-méme responsable de [I'activation, Ca**-dépendante ou via la le
diacylglycérol, de la protéine kinase C (PKC) et de la CamK. D’une part, la PKC va étre responsable
d’une augmentation de la synthése de HIF-1a en activant la voie mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin) et de sa stabilisation en inhibant les PHD.

42



IH

!

NADPH
Oxidase

'

Rcl)S
/ PI107

IP-3 DAG

'

[Ca?],” ——— pkc —— HIF-1a Prolyl
l l Hydroxylase

CamK mTOR l

| }

p300 Synthesis Stability

. /
l— HIF-1p

| HIF-1 Transcriptional Activity l

Figure 4 : Schéma représentant les différentes voies de signalisation intervenant dans I'activation de
HIF-1 (stabilisation et expression) en réponse a I'HI.

ROS, Reactive Oxygen Species ; PLC, Phospholipase C ; DAG, Diacylglycérol ; PKC, Protéine Kinase C;
mTOR, mammalian Target Of Rapamycin ; CamK, protéine kinase Ca”*-calmoduline dépendante.
D’apres Yuan et al. 2008.

De son c6té, la CamK favorise l'interaction entre p300 et HIF-1a qui va migrer dans le noyau, se
dimériser avec la sous-unité B et activer la transcription des genes cibles.

Ainsi, 'augmentation de la synthése, de la migration nucléaire, de la dimérisation et de la stabilité de
HIF-1a vont étre a l'origine d’une augmentation de I'activité transcriptionnelle de HIF-1 qui sera
maintenue durablement apreés la réoxygénation grace a la voie mTOR (Yuan et al. 2008).
Expérimentalement, les modéles d’exposition a I’'HI ont permis de mettre en évidence |'activation
importante et soutenue de HIF-1 dans de nombreux organes tels que le coeur (Belaidi et al. 2009),
I'aorte (Gras et al. 2016), le cerveau (Wang et al. 2009), le foie et les poumons (da Rosa et al. 2012).
Chez les patients apnéiques, une augmentation de I'expression de genes cibles de HIF-1 a été
observée. En effet, ils présentent des concentrations plasmatiques d’EPO plus importantes que des
sujets sains et cette augmentation est corrigée par le traitement par PPC (Cahan et al. 1995). Les taux
de VEGF circulants sont également accrus et le sont d’autant plus que la sévérité du SAOS augmente
(Imagawa et al. 2001; Gozal et al. 2002; Schulz et al. 2002). La méme observation a été faite pour

I’'ET-1 (Phillips et al. 1999).
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Plus récemment, une augmentation de I'expression de HIF-1a a été observée sur des biopsies de

peau réalisées chez des patients atteints de SAOS (Kaczmarek et al. 2013).
3.3. Endothéline 1 (ET-1)

3.3.1. Généralités

L'ET-1 est un peptide vasoactif synthétisé et libéré par de nombreux types cellulaires et
majoritairement par les cellules endothéliales (Yanagisawa et al. 1988). Elle est synthétisée sous la
forme d’un précurseur appelé pré-pro-ET-1 qui est clivé en big-ET-1 par une endopeptidase. La big-
ET-1 va a son tour étre clivée en ET-1 par des métalloprotéases membranaires, les enzymes de
conversion de I'ET-1 (ECE-1 et ECE-2) (Yanagisawa et al. 2000). L’ET-1 sécrétée peut se fixer sur 2
types de récepteurs membranaires, ET, et ETg, exprimés au niveau du systeme cardiovasculaire par
les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cardiomyocytes et les fibroblastes.

Le récepteur ETg est exprimé préférentiellement par les cellules endothéliales. En réponse a I'ET-1 il
va entrainer la libération de NO et de prostaglandines qui auront une action vasodilatatrice. De plus,
ce récepteur va étre responsable de la clairance de I'ET-1. Les cellules musculaires lisses, quant a
elles, expriment principalement le récepteur ET, qui va étre a l'origine d’une vasoconstriction
conférant ainsi a I'ET-1 son puissant pouvoir hypertenseur. Il en est de méme pour les
cardiomyocytes. La balance étant en faveur du récepteur ET,, I'ET-1 va exercer un effet inotrope
positif sur le myocarde en augmentant la concentration intracellulaire de Ca** via la régulation des
flux calciques. Pour terminer, les deux types de récepteurs sont exprimés de facon équivalente dans
les fibroblastes ol I'ET-1 exerce des effets profibrotiques (voir pour revue (Rodriguez-Pascual et al.

2011)).

3.3.2. ET-1 et hypoxie intermittente/SAQOS

Comme mentionné précédemment, le géne de I'ET-1 est un des genes-cibles de HIF-1 activé pendant
I’'HI (Hu et al. 1998). Chez les patients souffrant de SAQS, une étude menée au cours d’une nuit de
sommeil a montré une augmentation des taux circulants d’ET-1 corrélée a celle de la pression
artérielle moyenne. Ces deux parametres étaient corrigés par I'application de la PPC (Phillips et al.
1999). Il a également été démontré qu’il existait une corrélation entre la concentration d’ET-1
mesurée pendant la nuit et I'lAH (Gjorup et al. 2007). De plus, I'augmentation des taux circulants
d’ET-1 est durable puisqu’elle est aussi observée durant la journée chez les patients apnéiques
(zamarron et al. 2011).

Les mémes observations ont été faites chez des animaux exposés a I'HI. Dées 5 jours d’exposition, les
animaux présentent des taux plasmatiques d’ET-1 significativement élevés (Kanagy et al. 2001;
Allahdadi et al. 2008). Au niveau tissulaire, une augmentation de I'expression de I'ET-1 et de son
précurseur a également été mise en évidence au niveau cardiaque (Allahdadi et al. 2008; Belaidi et
al. 2009). L'augmentation de I'expression d’ET-1 a également été observée dans les cellules
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musculaires des artéres pulmonaires, dans les glomérules carotidiens et dans la paroi de vaisseaux
cérébraux (Rey et al. 2006; Capone et al. 2012; Wang et al. 2013).

L’étude des récepteurs de I'ET-1 a également mis en évidence des modifications de leur expression
en réponse a I’HI. Au niveau vasculaire, on observe une augmentation de I'expression du récepteur
ET, dans les artéres mésentériques et pulmonaires alors que I'expression du récepteur ETg est
inchangée voire diminuée dans les cellules endothéliales des artéres pulmonaires (Allahdadi et al.
2008; Huang et al. 2010; Wang et al. 2013). Les mémes observations ont été faites au niveau de
différents tissus tels que le cceur, les glomérules carotidiens et le cerveau accompagnées, dans les
deux derniers cas, d’'une augmentation de I’activité de I'ECE-1 (Peng et al. 2003; Belaidi et al. 2009;
Capone et al. 2012). Ces modifications d’expression des récepteurs s’accompagnent d’une
augmentation de la réponse vasoconstrictrice a I'ET-1 dans les arteres mésentériques (Allahdadi et
al. 2008), coronaires (Belaidi 2009), carotidiennes (Lefebvre 2006), aortiques et pulmonaires (Wang

et al. 2013).

3.4. Boucles d’amplification de I'axe ERO-HIF-1-ET-1 dans le SAOS et |'HI
La voie d’activation de cet axe ne s’effectue pas uniqguement selon un mode vertical. En effet, chaque
acteur va exercer sur les autres une stimulation directe ou indirecte (Figure 5).
Ainsi, la production d’ERO entraine une augmentation de l'activité de I'ECE conduisant a une
production d’ET-1 indépendante de la voie HIF-1 et de la synthése de novo (Peng et al. 2013). Les
ERO vont également, via l'augmentation de la concentration intracellulaire de calcium, activer
directement la NOX, qui a son tour produira d’avantage d’ERO (Nanduri et al. 2015).
De son cOté, I'ET-1 est responsable d’une augmentation de HIF-1 causée par l'augmentation de la
synthése de HIF-1a et par une diminution de sa dégradation par les PHD (Pisarcik et al. 2013). De
plus, 'ET-1 peut étre a I'origine d’une production d’anions superoxydes en stimulant I'activité des
NOX (Li et al. 2003). L'expression de la NOX peut également étre régulée par HIF-1 puisque sa sous-
unité a est indispensable a 'augmentation de I’expression de NOX induite par I'HI (Yuan et al. 2011).
Ainsi, I’activation de I'axe ERO-HIF-1-ET-1 par I'HI est accompagnée de plusieurs boucles de

rétrocontréle positif qui vont potentialiser ses effets délétéres sur le systeme cardiovasculaire
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Figure 5 : Schéma représentant les boucles d’amplification de I’axe ERO-HIF-1-ET-1.

NOX, NADPH oxydase ; XO, Xanthine oxydase ; NOS, NO synthase ; ERO, espéces réactives de
I’oxygéne ; ET-1, endothéline 1 ; ECE, enzyme de conversion de I'ET-1.

1:Pengetal. 2013 ; 2 : Nanduri et al. 2015 ; 3 : Pisarcik et al. 2013 ; 4 : Li et al. 2003 ; 5 : Yuan et
al. 2011.

3.5. Activation sympathique
Pendant le sommeil, la balance entre les systémes nerveux sympathique (SNS) et parasympathique
(SNP) varie selon les phases de sommeil. Pendant les phases de sommeil lent I'activité
parasympathique augmente alors que l'activité sympathique décroit. Lors du sommeil paradoxal
c’est l'inverse qui se produit. Cet équilibre va pencher en faveur d’une activation sympathique
lorsque la durée et la qualité du sommeil se détériorent, ce qui est le cas avec la fragmentation du
sommeil chez les patients SAOS. De plus, chez les patients apnéiques, I'hypoxémie et I’'hypercapnie
causées par les obstructions vont activer les chémorécepteurs centraux et périphériques augmentant
I'activation du SNS au cours du sommeil (Somers et al. 1989; Smith et al. 1998). Cette activation
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sympathique, qui perdure durant la journée, s’illustre par une augmentation de I'activité nerveuse
sympathique musculaire et du taux de catécholamines circulantes (Carlson et al. 1993) et est réduite
par le traitement par PPC (Narkiewicz et al. 1999; Heitmann et al. 2004). Une relation directe entre
I’HI et I'activation sympathique a pu étre établie grace a l'utilisation des modéles d’exposition a I'HI.
Ainsi, I'exposition a I'HI permet a elle seule d’augmenter I'activité nerveuse sympathique musculaire
et les taux de catécholamines circulantes chez I'animal et le sujet sain (Dematteis et al. 2009;
Tamisier et al. 2011).

La médullosurrénale est responsable, en grande partie, de I'élévation des taux de catécholamines
circulantes. L'utilisation des modeles animaux a permis de montrer que I'HI, via le stress oxydant
gu’elle génere, entraine une augmentation de la sécrétion de catécholamines par la glande surrénale
(Kumar et al. 2006; Kuri et al. 2007). En plus d’augmenter leur libération, I’'HI augmente la synthese
des catécholamines en activant la tyrosine hydroxylase, enzyme clé de cette synthese (Kumar et al.

2003).

4. Implication des mécanismes physiopathologiques de I’HI dans les complications

cardiovasculaires du SAOS

L'impact de I'HI sur les complications cardiovasculaires associées au SAOS a pu étre largement
exploré grace aux nombreux modeéles animaux et cellulaires d’HI. De plus, I'utilisation d’outils
pharmacologiques et d’animaux génétiquement modifiés ont permis de mettre en évidence

I'importance de ces cibles potentielles dans la prévention des conséquences déléteres du SAOS.

4.1. Hypertension artérielle

Chez le rongeur, I'utilisation de nombreux antioxydants a permis de démontrer le réle majeur du
stress oxydant dans I’élévation de la pression artérielle induite par I'HI.

L’atorvastatine, connue pour ses propriétés hypocholestérolémiantes, exerce également une action
antioxydante en inhibant la NOX (Wassmann et al. 2002). L’administration d’atorvastatine pendant
14 jours d’exposition a I'HI va entrainer une diminution de la pression artérielle systolique,
comparativement aux animaux exposés non traités (Totoson et al. 2013). L'utilisation d’un inhibiteur
sélectif de la NOX, I'apocynin, et de souris déficientes en NOX a donné des résultats similaires, soit
une normalisation de la pression artérielle systolique pour les animaux exposés traités ou déficients
(vs. exposés non traités ou wild-type, WT) aprés 6 semaines d’exposition (Schulz et al. 2014).
L'utilisation de piégeurs de radicaux libres, la mélatonine, ou de SOD-mimétiques, le 4-Hydroxy-

2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl (tempol), a permis de montrer que méme si la production d’ERO
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a eu lieu, une supplémentation en défenses antioxydantes permet d’abolir I’élévation de la pression
artérielle systolique induite par I'exposition a I’'HI (Hung et al. 2013; Ramond et al. 2013).

Le réle de HIF-1 dans I’'HTA induite par I’HI a pu étre mis en évidence grace a des souris partiellement
invalidées pour HIF-1a. Aprés 10 jours d’Hl, les souris HIF-1a™ ne présentent pas d’augmentation des
pressions artérielles systolique, diastolique et moyenne, contrairement aux souris WT (Peng et al.
2006).

L'ET-1 est reconnue depuis de nombreuses années comme étant un puissant vasoconstricteur
responsable d’'une élévation de la pression artérielle (Goetz et al. 1988). Pour comprendre son
implication dans I’'HTA induite par I'HI, des antagonistes spécifiques ou mixtes de ses récepteurs ont
été utilisés. Chez le rat, 'administration aigué de doses croissantes d’un antagoniste non-sélectif, le
PD145065, a lissue de 11 jours d’exposition a I'HI, entraine une diminution dose-dépendante de la
pression artérielle moyenne alors qu’il n’y a aucune variation chez les animaux du groupe contréle
(Kanagy et al. 2001). D’autre part, un traitement chronique avec un autre antagoniste mixte, le
bosentan, administré pendant les 14 jours d’exposition, prévient le développement de I’"HTA induit
par I’HI (Belaidi et al. 2009). Le réle prédominant du récepteur ET, a pu étre mis en évidence grace a
un antagoniste sélectif, le BQ123. Une administration aigué ou chronique de BQ123 entraine une
diminution de la pression artérielle moyenne chez les animaux hypoxiques traités vs. les animaux
normoxiques ou hypoxiques non traités (Allahdadi et al. 2008).

Chez 'Homme, une seule étude a observé les effets du bosentan sur des patients apnéiques
légerement hypertendus. La comparaison des effets de 4 semaines de PPC a ceux d’un traitement
par bosentan n’a pas mis en évidence un effet supérieur du bosentan sur la pression artérielle
mesurée sur 24 heures. Le bosentan s’est toutefois avéré plus efficace que la PPC pour abaisser la
pression artérielle mesurée au sphygmomanometre (Joyeux-Faure et al. 2016).

Enfin, I'activation sympathique induite par I'HI semble jouer un role dans I'HTA. D’une part,
I'utilisation d’un modeéle de dénervation sympathique induite chimiquement a montré que le SNS
périphérique était indispensable au développement de I’'HTA en réponse a I'HI (Fletcher et al. 1992).
De plus, la libération des catécholamines par la médullosurrénale semble largement impliquée dans
I’hypertension artérielle associée au SAOS et a I'HI puisqu’'une démédullation permet d’abolir le

développement de I'hypertension chez le rat exposé a I'HI (Lesske et al. 1997).

4.2. Dysfonction vasculaire
Le SAOS et I'HI sont responsables d’atteintes vasculaires qui se manifestent par des altérations de la
vasodilatation endothélium-dépendante.
L'effet du stress oxydant sur la fonction endothéliale pu étre évalué grace a I'administration aigué ou
chronique de molécules antioxydantes chez 'Homme et I'animal. Une injection intraveineuse de
vitamine C, un piégeur de radicaux libres, entraine une amélioration de la réponse vasodilatatrice de
I’artére humérale chez le patient apnéique (Grebe et al. 2006). Un traitement de 2 semaines par un
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inhibiteur de la XO, I'allopurinol, conduit a la méme observation (El Solh et al. 2006). Chez I’'animal,
les effets de divers produits avec des propriétés antioxydantes tels que I'atorvastatine, la mélatonine
et I'allopurinol ont pu étre testés sur différents vaisseaux tels que les carotides, I'aorte thoracique et
I'artere du muscle gracile, respectivement. Ces traitements ont permis d’améliorer la vasodilatation
endothélium-dépendante chez les animaux exposés a I'HI (vs. animaux exposés non traités) (Dopp et
al. 2011; Hung et al. 2013; Totoson et al. 2013). La mesure du flux sanguin cérébral a également mis
évidence une altération de la vasodilatation endothélium-dépendante apres 14 et 35 jours
d’exposition a I'HI. L'utilisation d’un modele de souris invalidées pour le géne de la NOX a également
permis de confirmer I'implication du stress oxydant généré par I'HI dans cette altération (Capone et
al. 2012).

D’autre part, la méme étude a montré que le blocage des récepteurs ET, par un antagoniste
spécifique, le BQ123, restaurait la réponse vasodilatatrice a I'acétylcholine soulignant ainsi le réle

délétere de I'ET-1 sur la fonction endothéliale.

4.3. Infarctus du myocarde

De la méme facon, I'impact du stress oxydant sur la susceptibilité a I'IM a été évalué grace a
I'administration de molécules antioxydantes pendant I'exposition a I'HI. Le traitement par
I'atorvastatine, la mélatonine ou le tempol pendant I’exposition a I’'HI permet d’abolir I'augmentation
de la taille d’infarctus induite par I'HI, apres une ischémie globale ex vivo (vs. animaux exposés non
traités) (Ramond et al. 2013; Totoson et al. 2013). Le méme résultat a pu étre observé au cours d’une
ischémie régionale ex vivo réalisée apres 28 jours d’exposition a I'HI conjointement a un traitement
par la mélatonine (Yeung et al. 2015).

L'utilisation de souris partiellement délétées pour HIF-1a a également permis de démontrer le role
de HIF-1 dans I'augmentation de la taille de I'infarctus consécutive a une ischémie régionale in vivo
apres 14 jours d’HI (Belaidi et al. 2016).

Concernant l'impact de I'ET-1, le blocage de ses récepteurs par le bosentan entraine une
normalisation de la taille d’infarctus aprées une ischémie globale ex vivo chez des animaux exposés 14

jours a I'HI (vs. animaux exposés non traités) (Belaidi et al. 2009).

4.4. Arythmies ventriculaires
Actuellement, aucune étude expérimentale n’a établi de lien entre HI et arythmies ventriculaires.
Cependant, les effets bénéfiques de la PPC sur leur incidence suggérent que I'Hl, via les mécanismes
décrits précédemment, pourrait favoriser leur survenue.
Dés les années 90, il a été démontré que I'administration d’un régime riche en antioxydant, tel que la
vitamine E, réduisait I'incidence de FV dans les premieres minutes de I'ischémie myocardique

(Sebbag et al. 1994). De la méme maniere, 10 semaines de régime riche en sélénium, renforgant les
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défenses antioxydantes en augmentant l'activité de la GPx, va entrainer une diminution de
I'incidence des TV et FV soutenues (Tanguy et al. 1998).

L'utilisation aigué d’antioxydants au cours d’épisodes d’ischémie-reperfusion a également prouvé
I'impact du stress oxydant sur les arythmies ventriculaires. En effet, une injection intrapéritonéale de
mélatonine 30 minutes avant une ischémie régionale de 5 minutes réduit le temps passé en TV et FV
pendant la reperfusion (Lagneux et al. 2000). L’allopurinol exerce aussi un effet cardioprotecteur en
termes d’arythmies ventriculaires. En effet, une administration orale et intrapéritonéale,
respectivement 24 heures et 15 minutes avant I'ischémie-reperfusion, diminue I'incidence des TV a
I'ischémie et la durée des TV et FV pendant la reperfusion (Manning et al. 1984).

Quant a I'ET-1, une injection proche des arteres coronaires provoque des arythmies ventriculaires
fatales dans les 2-3 minutes qui suivent (Yorikane et al. 1990). Un prétraitement d’une semaine avec
du bosentan avant une ligature permanente de I'artére coronaire gauche protege le coeur et réduit la
durée des TV observées dans les 24 heures post-IM. Ceci permet de mettre en évidence |'effet pro-
arythmogene de I'ET-1 dans un contexte d’'IM (Kolettis et al. 2008).

Par ailleurs, les catécholamines libérées en réponse a une exposition a I’HI pourraient également étre
responsables de I'incidence accrue d’arythmies ventriculaires rencontrée chez les patients apnéiques

car elles sont tres arythmogeénes (Bhagat et al. 1980).

L'implication de I'axe ERO-HIF-1-ET-1 dans les complications cardiovasculaires du SAOS a fait 'objet
d’une revue publiée dans le journal « Pharmacology & Therapeutics » a laquelle j’ai contribué dans le

cadre de ma these. Cet article peut étre consulté dans la partie annexe du manuscrit.
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5. Ischémie-reperfusion myocardique

L'ischémie-reperfusion se caractérise par une interruption suivie d’une restauration du flux sanguin
au sein d’un organe. L'ischémie s’accompagne donc d’une hypoxie tissulaire et d’'une diminution des
apports en divers substrats énergétiques. La reperfusion myocardique correspond a la restauration
du flux sanguin dans la région soumise a l'ischémie, généralement par thrombolyse ou par une

intervention coronarienne percutanée.

5.1. Altérations cellulaires induites par I'ischémie sévere
Au niveau du myocarde, I'ischémie est consécutive a un rétrécissement ou a 'occlusion d’une artere
coronaire. La diminution (ischémie modérée) ou I'arrét (ischémie sévere) d’apport en oxygene et en
nutriment va entrainer d’'importantes modifications métaboliques dans le myocarde. En effet, le
cceur est l'organe qui a les plus grands besoins énergétiques et il est dépendant de Ia
phosphorylation oxydative pour subvenir a ses besoins en ATP (adénosine triphosphate). L'ischémie
va, par manque de substrat, conduire a I’activation de la glycolyse qui, en plus d’étre moins rentable
énergétiquement, va étre responsable de I'accumulation de CO,, de lactates, de protons et de
nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) conduisant ainsi a une diminution du pH intracellulaire

(Neely et al. 1984; Khuri et al. 1985).

5.1.1. Surcharge calcique
Afin de lutter contre I'acidification intracellulaire, les cardiomyocytes vont expulser les protons
accumulés dans le cytosol grace a I'échangeur Na'/H" (NHE) qui, pour la sortie d’un proton, fait
entrer un sodium conduisant ainsi a une augmentation de la concentration intracellulaire de sodium
(Figure 6) (Piwnica-Worms et al. 1986; Karmazyn et al. 1999). La restauration du pH cytosolique
passe également par I'activation du co-transporteur Na'-HCO; (Camilion de Hurtado et al. 1995;
Aiello et al. 1998). Ces deux mécanismes vont étre a l'origine d’'une augmentation de la
concentration intracellulaire de sodium. De plus, dans un contexte ischémique, le manque d’ATP va
altérer le fonctionnement de la pompe Na'/K*-ATPase, qui permet normalement la sortie de 3 ions
Na® en échange de I'entrée de 2 ions K*, exacerbant ainsi la surcharge sodique (Beller et al. 1976;
Tani et al. 1990). Afin de réduire la concentration intracellulaire en sodium, I'échangeur Na*/Ca™
(NCE) va fonctionner en mode « reverse ». Dans ce mode, 3 ions Na* sortent de la cellule en échange
avec un ion Ca** conduisant a une surcharge calcique cytosolique (Pott et al. 2011). La diminution de
la disponibilité en ATP va également participer a la surcharge calcique en réduisant I'expulsion du
Ca”* par des transporteurs membranaires ATP-dépendants ainsi qu’en diminuant sa recapture par la

pompe ATPase SERCA du réticulum sarcoplasmique (RS) (Krause et al. 1984; Kaplan et al. 1992).
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Sarcoplasmic Reticulum

Figure 6: Schéma illustrant les mécanismes conduisant a une surcharge calcique dans les
cardiomyocytes pendant I'ischémie myocardique.

1 : la diminution du pH conduit & une excrétion des protons contre 'entrée de Na* par I'échangeur
Na’/H"; 2 : le manque d’ATP va altérer le fonctionnement de la pompe Na’/K'-ATPase conduisant a
une surcharge sodique ; 3 : extrusion du sodium via le fonctionnement en mode reverse de
I’échangeur Na*/Ca®* conduisant & une surcharge calcique ; 4 : surcharge calcique exacerbée par la
diminution de I'excrétion active de Ca®" et sa recapture par le réticulum sarcoplasmique. Adapté de
Sanada et al. 2011.

5.1.2. Production d’ERO

Dés la 3°™ minute I'ischémie, et malgré I'arrét de I'apport d’oxygéne, il y a une production d’anions
superoxydes a partir de I'oxygéne provenant de la myoglobine (Merx et al. 2001; Zhu et al. 2013).
Bien que tres faibles, ces quantités d’oxygene résiduelles vont étre a 'origine d’ERO (Vanden Hoek et
al. 1997). Ces ERO vont entrainer la péroxydation de certains lipides de la membrane interne
mitochondriale (cardiolipides) entrainant des altérations structurelles de la mitochondrie (Lesnefsky
et al. 2001). Lors de I'ischémie, les ERO sont essentiellement produits par le complexe Il de la chaine
respiratoire et, dans une moindre mesure par le complexe | (Chen et al. 2003). Les anions
superoxydes libérés dans I'espace inter-membranaire vont étre responsables d’'une perméabilisation
de la membrane externe de la mitochondrie entrainant une libération du cytochrome c associée a
une production d’H,0, (Madesh et al. 2001; Pasdois et al. 2011). De plus, le cytochrome c peut, sous
sa forme oxydée, constituer un important piégeur d’anions superoxydes (Korshunov et al. 1999).
Ainsi, sa fuite de la mitochondrie et sa forme réduite pendant I'ischémie vont majorer la production

d’anions superoxydes.

52



La production d’ERO au court de l'ischémie est également due a la conversion de la xanthine
déshydrogénase (XD) en XO par un clivage de I'enzyme sous I'action de protéases Ca**-dépendantes
(Engerson et al. 1987). L'arrét de la phosphorylation oxydative pendant l'ischémie favorise
I’hydrolyse de I’ATP en produits ayant une valeur énergétique plus faible tels que I’ADP et 'AMP. Ce
dernier est ensuite transformé en hypoxanthine qui, avec I'oxygéne résiduel, sera a I'origine de la

production d’anions superoxydes sous I’action de la XO (Bulkley 1994).
5.2. Altérations myocardiques induites par I'ischémie sévere

5.2.1. Dysfonction contractile

L'ischémie myocardique va entrainer d’importantes dysfonctions contractiles causées par le manque
d’oxygene et par I'accumulation de métabolites.

Comme mentionné précédemment, le métabolisme anaérobie au cours de l'ischémie va étre a
I’origine d’une production insuffisante d’ATP pour couvrir les importants besoins du coeur (Hearse
1979). De la méme maniere, le manque d’ATP va entrainer 'apparition de contractures dans les
minutes succédant l'ischémie (Hearse et al. 1977). Cette contracture peut aussi étre due a |'élévation
de la concentration intracellulaire de Ca**, elle-méme consécutive au manque d’ATP, responsable de
I'arrét des pompes calciques membranaires (Owen et al. 1990).

L'acidité engendrée par I'accumulation de métabolites tels que des protons et le lactate va

également provoquer des altérations de la contraction (Cobbe et al. 1980).

5.2.2. Mort cellulaire
Au court des premiéres minutes de I'ischémie, les dommages cellulaires demeurent réversibles par la
reperfusion. Au-dela d’une certaine durée (20 minutes chez le chien par exemple), les
cardiomyocytes seront endommagés méme aprées reperfusion. L'étendue des lésions va dépendre de
la zone a risque et de la durée de I'ischémie. En effet, plus I'occlusion de I'artére coronaire aura lieu
sur une partie proximale du vaisseau, plus la zone a risque, soit la zone vascularisée en aval de
I'occlusion, sera grande (Reimer et al. 1985). De la méme maniére, plus I'ischémie est longue plus la
taille de l'infarctus sera importante (Figure 7A) (Benhabbouche et al. 2011). La mort des tissus va
s’étendre progressivement de I'endocarde vers |'épicarde par un phénomeéne est appelé wavefront

(Figure 7B) (Reimer et al. 1979; Kloner 2003).
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Figure 7 : Représentations graphiques des lésions d’ischémie-reperfusion.

A. Graphique montrant la progression de I'infarctus lors d’une ischémie suivie d’une reperfusion (gris
foncé). Durant I'ischémie, la mort cellulaire augmente avec la durée de I'ischémie. La reperfusion va
limiter cette progression mais elle va quand méme étre responsable d’une mort cellulaire importante
dans les premiéres minutes de reperfusion, ce sont les lésions de reperfusion. Adapté de
Benhabbouche et al. 2011. B. Illustration mettant en évidence le phénomene de wavefront sur des
coupes transversales de cceurs soumis a une ischémie. Adapté de Kloner 2013.
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Figure 8 : Schéma récapitulatif des mécanismes conduisant a la mort cellulaire lors de I'ischémie
myocardique.

Adapté de (Opie 2004)

Comme mentionné précédemment, les conséquences directes de I'ischémie vont étre un manque
d’apport en oxygene et I'accumulation de métabolites responsables d’une chute de la disponibilité
en ATP et d’une acidification intracellulaire, respectivement (Figure 8). La surcharge calcique qui en
résulte va étre a l'origine d’'une contracture myocardique et de dommages mitochondriaux
exacerbant les effets de I'ischémie (Greenawalt et al. 1964; Steenbergen et al. 1990). De plus, cette
surcharge calcique va entrainer I'activation de phospholipases conduisant a d’importants dommages
au niveau de la membrane cytoplasmique (Fiskum 1983). L'intégrité membranaire des
cardiomyocytes est également mise a mal par une altération de la régulation des volumes
intracellulaires en faveur d’un gonflement des cellules pouvant causer la rupture des membranes. Il y
a alors une libération du contenu cellulaire des cardiomyocytes dans la circulation sanguine (Jennings
et al. 1986). Parmi les substances libérées dans la circulation figurent la créatine kinase MB et la
troponine dont les dosages sont utilisés pour le diagnostic de I'IlM. Par ailleurs, I'accumulation

cytoplasmique de métabolites (lactate, protons, CO,) et I'acidité qui en découle vont entrainer un
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éclatement des lysosomes et la libération de leur contenu en enzymes protéolytiques (hydrolases)
(Wildenthal 1978). Ainsi I'ischémie est responsable d’altérations métaboliques et ioniques qui vont
étre a l'origine d’atteintes structurelles irréversibles des cardiomyocytes conduisant a la mort du

tissu de la zone a risque.

5.2.3. Arythmies ventriculaires

Les arythmies ventriculaires rencontrées au cours de I'ischémie vont des battements ectopiques a la
FV en passant par la TV. Elles vont étre la conséquence des perturbations ioniques qui vont modifier
I'activité électrique du coeur.

La survenue des arythmies au cours de l'ischémie peut étre causée par une augmentation de
l'automatisme cardiaque. En effet, apreés l‘occlusion coronaire, d’importantes modifications
électrophysiologiques ont lieu. Dans les minutes qui suivent I'ischémie, I'entrée de charges positives
sous forme de Na* et de Ca’* augmente, conduisant & une dépolarisation du potentiel de repos
membranaire (Downar et al. 1977; Marban et al. 1990; Yan et al. 1995). Cette augmentation du
potentiel de repos va favoriser I'apparition de dépolarisations spontanées pouvant étre a I'origine
d’une contraction et donc d’un battement ectopique (Bassani et al. 1997). Ces phénomeénes donnent
naissance a des post-dépolarisations tardives (delayed afterdepolarization, DADs). Entre 2 et 3
battements prématurés on parle de salve mais au-dela de 3, il s’agit alors d’'une TV (Walker et al.
1988).

Par ailleurs, l'ischémie constitue au terrain propice a la survenue de phénomenes de ré-entrée. En
effet, parallelement aux perturbations sodiques et calciques, I'homéostasie potassique est
également modifiée. Le manque d’ATP va altérer le bon fonctionnement de 2 transporteurs du K".
Comme mentionné précédemment, I'ischémie entraine une diminution de I'activité de la pompe
Na‘/K*-ATPase réduisant le flux entrant de K*. De plus, il va lever I'inhibition des canaux K" sensibles a
I’ATP augmentant le flux sortant potassique. Il y a donc une diminution de la concentration
intracellulaire de K" accompagnée d’une accumulation extracellulaire causée par le défaut de
perfusion (Wilde et al. 1995). Cette accumulation de potassium extracellulaire va étre a I'origine
d’une diminution de I'excitabilité et de la conduction (Carmeliet 1999). Ainsi, la zone ischémique
constitue une zone dans laquelle la conduction est lente ce qui, lors de I'arrivée d’une impulsion
proximale dans un circuit composé de 2 branches, va ralentir I'impulsion. Lorsque I'impulsion lente
rejoint la partie distale, elle s’arréte puisque les fibres de la branche adjacente se trouvent en
période réfractaire donc inexcitable (Figure 9A). Si la vitesse de conduction est suffisamment
ralentie, I'impulsion lente va rencontrer des fibres sorties de leur période réfractaire et donc de
nouveau excitables (Figure 9B). Ce retour de I'impulsion dans le circuit conduit aux phénomenes de
micro-réentrées donnant naissance a la désynchronisation de la contraction des cellules cardiaques

caractéristique de la FV (Figure 9C).
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Figure 9: Schéma illustrant les phénoménes de réentrées a I'origine d’arythmies sur un circuit
constitué de 2 branches.

La zone grise représente une zone de conduction lente. A. L'impulsion proximale passe par chacune
des 2 branches et est ralentie dans la branche gauche mais lorsqu’elle rejoint la partie distale, les
cellules de la branche droite sont en période réfractaire, donc inexcitables. L'impulsion s’arréte. B.
Lorsque l'impulsion est suffisamment ralentie, les autres fibres sont sorties de leur période
réfractaire et sont de nouveau excitables conduisant a un retour de I'impulsion dans le circuit. C. Ce
retour de [l'impulsion va conduire a des réentrées désynchronisant la contraction des
cardiomyocytes.

5.3. Altérations cellulaires induites par la reperfusion
Paradoxalement, et bien que nécessaire, la reperfusion va elle-aussi étre a 'origine d’importants
dommages cellulaires appelés lésions de reperfusion (Figure 7A). Ces lésions sont causées par la

réintroduction rapide et massive de I'oxygéne dans le tissu.

5.3.1. Surcharge calcique
La surcharge calcique produite par l'ischémie est exacerbée a la reperfusion. La reprise de la
circulation sanguine permet I’évacuation des protons accumulés au cours de I'ischémie (Jennings et
al. 1960). Le gradient de protons ainsi généré va accélérer le fonctionnement du NHE et permettre
une restauration rapide pH intracellulaire (Figure 10). Pendant [I'ischémie, I'augmentation
intracellulaire de Na* entraine un fonctionnement en mode inverse du NCE a I'origine de I'importante
surcharge calcique observée a la reperfusion (Tani et al. 1989; Schafer et al. 2001). Le retour de
I'oxygéne et donc du métabolisme aérobique permet d’augmenter la synthese d’ATP. Ceci va
entrainer I'excrétion du Ca®* par les transporteurs ATP-dépendants et permettre au RS de
« tamponner » la surcharge calcique (Nakamura et al. 1999; Sanada et al. 2011). La surcharge

calcique du RS va cependant entrainer une libération de Ca** via le récepteur a la ryanodine (RyR)
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causant d’importantes oscillations de la concentration calcique intracellulaire a I'origine d’une
contracture des cardiomyocytes (Figure 11) (Piper et al. 2004).
La surcharge calcique, concomitante a la restauration du pH intracellulaire, va également entrainer

d’importants dommages via I'activation de protéases et des altérations mitochondriales.

9 ® Ca™" Ca*
-

Ca?* Sarcoplasmic Reticulum

Figure 10: Schéma illustrant les mécanismes conduisant a une surcharge calcique dans les
cardiomyocytes pendant la reperfusion myocardique.

1 : augmentation de 'activité de I’échangeur Na'/H" ; 2 : fonctionnement en mode « reverse » de
I’échangeur Na*/Ca®* pour contrer la surcharge sodique conduisant a une entrée importante de
calcium ; 3 : excrétion et recapture du calcium cytosolique grace au retour de la synthése d”’ATP.
Adapté de Sanada. 2011.

5.3.2. Activation de protéases
A la reperfusion, la surcharge calcique et la restauration du pH vont entrainer I'activation de la
calpaine, une protéase Ca**-dépendante maintenue inactive pendant Iischémie par I'acidité
intracellulaire (Hernando et al. 2010). L'activation de cette protéase va avoir des conséquences
structurelles puisqu’elle va, par la dégradation de protéines du cytosquelette, conduire a la fragilité
de la membrane plasmique et a des dégats au niveau des fibres contractiles (Yoshida et al. 1995;
Garcia-Dorado et al. 2014). De plus, les dommages causés a la membrane plasmique vont perturber
le bon fonctionnement des protéines membranaires. C’est le cas par exemple de la Na'/K'-ATPase
conduisant a une surcharge sodique et, par conséquent, a une exacerbation de la surcharge calcique

(Inserte et al. 2005).
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Reperfusion: Ischemia:
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—— High ATP —» SERCA

Mito

SR

Ca2?* Oscillations

High ATP mPTP Opening
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Figure 11 : Schéma représentant les différents mécanismes impliqués dans les altérations
cellulaires induites par la reperfusion.

ATP, Adénosine Triphosphate ; Cyt c, cytochrome c; SR, réticulum sarcoplasmique ; SERCA,
pompe ATPase présente sur le réticulum sarcoplasmique ; RyR, récepteur a la ryanodine ;
mPTP, pore de transition de perméabilité mitochondriale. D’apres Piper et al. 2006.

5.3.3. Altérations mitochondriales
La surcharge calcique entraine une entrée du calcium dans la matrice mitochondriale grace a un
canal présent dans la membrane interne de la mitochondrie : le mitochondrial Ca** Uniporter (mCU)
(Figure 11). Le mCU permet I'entrée de Ca®* en utilisant le gradient de protons généré par la reprise
de la chaine respiratoire mitochondriale a la reperfusion (Weiss et al. 2003). L’augmentation de la
concentration calcique dans la matrice mitochondriale et la restauration de pH conduisent a
I'augmentation de la perméabilité mitochondriale apres I'ouverture d’'un méga-pore : le pore de
transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) (Crompton et al. 1999; Halestrap et al. 2004). La
perméabilité de la membrane mitochondriale va dissiper le gradient de protons et bloquer la chaine
respiratoire mitochondriale ce qui va conduire a une altération de la synthése d’ATP (Baines 2009).
Une entrée d’eau dans la mitochondrie peut également entrainer la rupture de la membrane externe
et la libération du contenu de la matrice avec, entre autres, des facteurs pro-apoptotiques tels que le

cytochrome c (Di Lisa et al. 2006).
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De plus, de part leur proximité dans la cellule, il y a des échanges de signaux calciques entre le RS et
la mitochondrie (Szalai et al. 2000). En effet, les oscillations de Ca®* générées par le RS semblent

étroitement liées a 'augmentation de la perméabilité mitochondriale (Ruiz-Meana et al. 2009).

5.3.4. Production d’ERO

La reperfusion va étre a I'origine d’une réintroduction brutale d’oxygéene dans les cellules qui va avoir
pour conséquence une production massive de radicaux libres tels que I’anion superoxyde, le radical
hydroxyle et le peroxyde d’hydrogene. L'utilisation d’'un modéle de coeur isolé perfusé de rat a
permis de montrer que l'apparition de ces ERO conduisait a des dommages cellulaires via
I"augmentation de la péroxydation lipidique. La réoxygénation entraine également une altération des
défenses antioxydantes en diminuant I’activité d’enzymes telles que la SOD et la GPx (Guarnieri et al.
1980). L'utilisation de la résonance paramagnétique électronique a permis d’identifier les especes
réactives générées par la reperfusion et de mettre en évidence qu’elles proviennent de I'anion
superoxyde et/ou du peroxyde d’hydrogéne (Garlick et al. 1987; Bolli et al. 1989).

De la méme maniere que pendant I'ischémie, les mitochondries vont étre le siege de la production
d’ERO par la chaine respiratoire (Ambrosio et al. 1993). L’augmentation de la concentration calcique
intra-mitochondriale et les altérations structurelles vont perturber I'organisation des transporteurs
d’électrons de la chaine respiratoire. De plus, 'ouverture du mPTP va aussi favoriser la production
d’ERO (Batandier et al. 2004). Réciproquement, I'augmentation des ERO pendant la reperfusion
contribue a I'ouverture du mPTP (Halestrap et al. 2004).

La production d’ERO au cours de la reperfusion est également imputable a I'activité d’oxydases telles
que la XO et la NOX. Comme mentionné précédemment, I'ischémie conduit a la conversion de la XD
en XO qui va catalyser I'oxydation de I’"hypoxanthine accumulée pendant I'ischémie en acide urique
et anions superoxydes (Manning et al. 1984; McCord 1985). Les cellules circulantes telles que les
granulocytes neutrophiles semblent également jouer un réle dans le stress oxydant induit par la NOX

lors de la reperfusion (Chakraborti et al. 2000; Babior 2004).
5.4. Altérations myocardiques induites par la reperfusion

5.4.1. Sidération myocardique
Il s’agit de la persistance d’une dysfonction myocardique apres la reperfusion, indépendante de la
présence de lésions irréversibles. Elle peut durer de quelques heures a quelques semaines. La
sévérité et la durée de cette dysfonction va dépendre de la taille de la zone affectée et de la durée de
I'ischémie (Braunwald et al. 1982). L’élévation et les oscillations de la concentration intracellulaire de
Ca’* de méme que la production d’ERO sont des éléments déterminants dans les lésions de

reperfusion (Bolli et al. 1999).
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5.4.2. Mort cellulaire
En termes d’infarctus, la reperfusion ne permet pas un arrét complet de sa progression. En effet,
bien qgu’a la reperfusion le cceur soit a nouveau ré-oxygéné et approvisionné en substrat
énergétique, I'expansion de la zone infarcie continue. On parle alors de Iésion de reperfusion (Figure
7A) (Benhabbouche et al. 2011).
Les altérations cellulaires décrites dans le chapitre précédent (5.3) vont étre a I'origine de la mort des
cardiomyocytes par deux grandes voies de mort cellulaire : la nécrose et I'apoptose (Figure 11).
La nécrose se caractérise par un gonflement de la cellule suivi de la rupture de la membrane
plasmique et d’une dégradation protéique, causées par la contracture et 'activation de protéases,
ainsi que par une fragmentation de I’ADN par les espéeces radicalaires (Sanada et al. 2011).
La voie de I'apoptose est un processus actif consommant de I’ATP. Elle est initiée par la libération du
cytochrome c apres la rupture de la membrane externe de la mitochondrie (Di Lisa et al. 2006). Le
cytochrome c forme alors un apoptosome avec la pro-caspase 9 et I'apoptotic protease-activating
factor-1 conduisant a I'activation de la caspase 9 (initiatrice), elle-méme responsable de I'activation
de la caspase 3 (effectrice) qui va spécifiquement cliver la laminine, la fodrine et la poly(ADP-ribose)
polymerase (Bernardi et al. 1999). Il y a alors fragmentation de I’ADN, condensation de la chromatine

et formation de corps apoptotiques qui seront ensuite phagocytés (Kroemer et al. 2007).

5.4.3. Arythmies ventriculaires

Tout comme l'ischémie, la reperfusion va étre un terrain propice a la survenue d’arythmies
ventriculaires plus ou moins sévéres. De nombreux facteurs vont influencer la fréquence et la gravité
de ces arythmies.

Tout d’abord, la durée et la sévérité de I'ischémie vont avoir un impact sur les arythmies de
reperfusion. D’aprés Manning, la durée de I'ischémie est peut-étre le facteur le plus important dans
le risque de survenue d’arythmies. En effet, il y a maintenant plus de 30 ans, I'utilisation de différents
modeles animaux d’ischémie-reperfusion in vivo a permis de montrer que l'incidence des FV variait
selon la durée de I'ischémie précédant la reperfusion (Manning et al. 1984). Chez de nombreuses
especes, incluant 'Homme, la relation entre la durée de I'ischémie et I'incidence des arythmies de
reperfusion forme une courbe en cloche avec un pic d’incidence pour des durées d’ischémie
comprises entre 5 et 20 minutes, selon les especes animales considérées. Pour des durées d’ischémie
plus longues, la diminution de la survenue d’arythmies a la reperfusion s’explique par l'irréversibilité
des lésions tissulaires entrainant une perte d’excitabilité cellulaire (Hearse 1990). De la méme
maniere, plus la sévérité de I'ischémie (en termes de flux coronaire résiduel) est importante, moins il
y aura d’arythmies ventriculaires au moment de la reperfusion (Dennis et al. 1983; Penny et al.
1983).

L'un des autres facteurs déterminant de la survenue des arythmies au moment de la reperfusion est
I’exacerbation de la surcharge calcique qu’elle engendre. Comme décrit plus haut (chapitre 5.3.1),
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I'entrée massive de Ca** par le NCE fonctionnant en mode « reverse » et le rétablissement de la
production d’ATP conduisent a une surcharge calcique du RS a l'origine d’importantes oscillations
calciques via les RyR. Ces importantes oscillations de la concentration intracellulaire de Ca*'
entrainent a leur tour des variations du potentiel de membrane des cardiomyocytes favorisant la
survenue de post-dépolarisations précoces (early afterdepolarization, EADs) (Garcia-Dorado et al.
2014). En effet, les EADs sont fréquentes a la reperfusion et précédent les arythmies ventriculaires
(Priori et al. 1990).

Les radicaux libres générés massivement a la reperfusion vont aussi contribuer a la survenue des
arythmies. Des les années 80, I'utilisation de différents antioxydants tels que le glutathion, la
superoxyde dismutase, I’allopurinol et la mélatonine a permis de mettre en évidence la relation entre
le stress oxydant et les arythmies de reperfusion (Manning et al. 1984; Woodward et al. 1985;
Lagneux et al. 2000). L’hypothése est que la production d’ERO va exacerber la surcharge calcique
cytosolique en contribuant a I'ouverture du mPTP ou en bloquant la recapture du Ca** par le RS par
inhibition des Ca®*-ATPases (Xu et al. 1997; Halestrap et al. 2004). Le stress oxydant induit aussi une
dépolarisation du potentiel membranaire de repos en inhibant I'activité des canaux K' rectifiants
entrants (Nakaya et al. 1992).

L’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca** et les modifications du potentiel
membranaire de repos vont favoriser I'apparition de DADs. En effet, la surcharge calcique va
entrainer des fuites et/ou une libération de Ca** par le RS via les RyR générant des « waves »
calciques capables de dépolariser la membrane sarcoplasmique des cardiomyocytes. Ceci, additionné
a l'inhibition des canaux K' rectifiants, va conduire a I'apparition de DADs et donc d’arythmies

(Wagner et al. 2015).

6. Homéostasie du zinc, stress oxydant et myocarde

6.1. Généralités
Le zinc est un métal essentiel jouant un réle primordial dans la fonction cellulaire. Un déficit ou un
exces en zinc vont étre a l'origine de nombreux troubles soulignant ainsi I'importance d’une
régulation fine des niveaux de zinc intracellulaire. De nombreux acteurs moléculaires interviennent
dans la régulation de 'homéostasie du zinc. Parmi eux, deux grandes familles de transporteurs
transmembranaires, appelés ZnT (solute-linked carrier 30, SLC30) et Zip (solute-linked carrier 39,
SLC39) vont participer a cette régulation. Chacune de ces familles a des effets qui lui sont propres.
Les ZnT vont étre a l'origine d’une diminution de la concentration cytosolique en zinc en favorisant la
sortie de zinc de la cellule ou son entrée dans des vésicules intracellulaires telles que I'appareil de
Golgi, le réticulum endoplasmique et les endosomes. De leur c6té, les Zip vont avoir des effets

opposés, soit une augmentation des concentrations cytosoliques en zinc en augmentant son entrée
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dans les cellules et sa libération par les différents compartiments intracellulaires (Figure 12) (Liuzzi et
al. 2004; Cousins et al. 2006). L’expression de ces transporteurs va étre régulée par la disponibilité en
zinc mais également par de nombreux autres facteurs physiologiques tels que des hormones ou des

cytokines pro-inflammatoires (Lichten et al. 2009).

ZnT Zip
SLC30A SLC39A
>100 members >86 members
9 human 15 human

Vesicles

Plasma

Membrane
(HEXPHE)

Figure 12: Schéma représentant les 2 grandes familles de transporteurs
transmembranaires intervenants dans la régulation de I’lhoméostasie cellulaire du
zinc.

Les ZnT réduisent les concentrations cytosoliques en zinc. A l'inverse, les Zip
I"augmentent. D’apres Liuzzi et al. 2006.

La quantité de zinc total varie de 10 a 100 pg/g selon les organes, le cerveau et I'os présentant les
concentrations les plus faibles et les plus élevées, respectivement (Palmiter et al. 1995). La
concentration plasmatique en zinc est estimée a environ 1 pg/ml et dépend de I'dge, du sexe et de
I’'heure a laquelle est faite la mesure (Vallee et al. 1993). La concentration intracellulaire en zinc est
comprise entre 200 et 300 uM. La grande majorité du zinc intracellulaire est lié a des protéines
réduisant ainsi la concentration de zinc labile qui est de I'ordre de la picomole (Krezel et al. 2006).

En effet, dans la cellule, le zinc est en grande partie lié a des protéines appelées métallothionéines
(MT) qui fixent également d’autres métaux divalents tels que le cuivre, le cadmium et le mercure. Le
zinc se fixe entre quatre résidus cystéines des MT. Une MT peut lier jusqu’a 7 atomes de zinc sous la
forme de deux clusters. Le premier cluster, renfermant 3 atomes de zinc, se trouve dans la région N-
terminale de la protéine et le second se trouvant dans la partie C-terminale peut en contenir jusqu’a
4 (Vallee et al. 1990). Le zinc peut également étre stocké dans la mitochondrie ainsi que dans des

vésicules riches en zinc appelées « zincosomes » (Eide 2006).
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Outre son importance dans la structure des protéines, le zinc semble également jouer un role de

éme

second messager intracellulaire qui lui a valu I'appellation de « calcium du 21 siecle »
(Frederickson et al. 2005; Hirano et al. 2008). De plus, en réponse a un stress oxydant, le zinc joue un
role dans la régulation de I'activité de certaines protéines comme la protéine kinase C (PKC). En effet,
I'activation de la PKC, causée par le diacylglycérol ou un stress oxydant, conduit a la libération
d’atomes de zinc des résidus cystéines modifiant ainsi sa structure tridimensionnelle. Ce changement
de conformation est nécessaire a l'initiation de I'activité catalytique de la PKC. Ce phénomeéne est
appelé « zinc redox switch » et est illustré dans la figure 13. L'exposition de cellules fibroblastiques
surexprimant la PKC a un activateur de cette derniére, le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), ou
a du peroxyde d’hydrogene conduit a la libération de zinc de la PKC, observée grace au N-(6-
methoxy)-8-quinolyl-toluene sulfonamide (TSQ), marqueur fluorescent du zinc labile intracellulaire

(Korichneva et al. 2002). Ainsi, en plus de sa fonction structurale, le zinc joue un réle de signalisation

et de régulation en réponse a divers stimuli et tout particulierement en réponse au stress oxydant.

Figure 13 : Figure représentant le
phénoméne de «zinc redox-
switch ».

Les images montrent des cellules
marquées au TSQ, sonde
fluorescente spécifiqgue du zinc
labile, exposées 13 minutes a un
stress oxydant (peroxyde
d’hydrogéne). On observe qu’avec
le temps (rotation des images dans
le sens horaire), les quantités de
zinc labile, libéré de la protéine
kinase C augmentent. D’aprés
Korichneva I, 2006.

6.2. Zinc et stress oxydant

En plus de ses propriétés structurelles et fonctionnelles, le zinc posséde, bien qu’il soit inerte d’un
point de vue redox, des propriétés antioxydantes. Cet effet antioxydant indirect est connu depuis de

nombreuses années et il peut étre chronique ou aigu (Powell 2000).

6.2.1. Effet antioxydant chronique
Dés la fin des années 70, des études ont mis en évidence que I'administration d’un régime pauvre en
zinc, chez le rongeur, entrainait une diminution de I'activité des SOD1 et SOD3 dans les érythrocytes
et le foie, respectivement (Bettger et al. 1978; Dreosti et al. 1978). A contrario, un régime enrichi en

zinc de 21 semaines augmente I'activité de la SOD1 dans les globules rouges (Fischer et al. 1991).
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L'impact du statut en zinc sur les capacités antioxydantes est également illustré par I'utilisation de
régimes déficients en zinc. A I'issue de 3 semaines de régime pauvre en zinc, le contenu en glutathion
et I'activité de la SOD1 sont diminués dans le foie et dans le plasma et sont restaurés par le retour a
un régime riche en zinc. La mesure de la péroxydation lipidique permet également d’apprécier les
propriétés antioxydantes du zinc. En effet, elle est augmentée lorsque les apports en zinc sont
réduits (Shaheen et al. 1995). De la méme manieére, la production de radicaux libres dans le foie et
dans les poumons est accrue aprés 6 semaines de régime pauvre en zinc (Kubow et al. 1986). Le zinc
va également avoir des effets antioxydants indirects via les MT. En effet, ces protéines ne jouent pas
uniquement un réle de transporteur puisqu’elles possedent des propriétés antioxydantes en
piégeant des espéces radicalaires telles que I’anion superoxyde et le radical hydroxyle (Carpene et al.
2007). Diverses expériences menées in vitro et in vivo ont permis de démontrer que les MT sont
régulées par la biodisponibilité du zinc. L'exposition de cellules a du zinc augmente I'expression des
MT de facon dose-dépendante. L’addition d’un chélateur spécifique du zinc labile, le TPEN
(N,N,N’,N’-tétrakis(2-pyridylméthyle) éthylenediamine) abolit cet effet (Cao et al. 2001). Chez
I'animal, la relation entre zinc et MT est la méme. Une diminution de sa biodisponibilité par
I"'administration d’un régime pauvre en zinc va entrainer une diminution de I'expression des MT dans
de nombreux organes tels que le foie, le pancréas, le sang, les reins et les intestins et inversement,
un régime enrichi en zinc va augmenter I'expression tissulaire des MT (Onosaka et al. 1982; Bremner

et al. 1987; Szczurek et al. 2001).

6.2.2. Effet antioxydant aigu

Parmi les effets bénéfiques d’'une administration aigué de zinc en réponse a un stress oxydant, on
retrouve une protection des fonctions sulfhydryles présentes dans les groupements thiols des
protéines. Cette propriété a largement été étudiée sur une enzyme appelée acide 6-aminolévulinique
déhydratase puis retrouvée dans de nombreuses autres protéines (voir pour revue (Powell 2000)).

Un second mécanisme par lequel le zinc exerce un effet antioxydant aigu provient de sa compétition
avec d’autres métaux tels que le fer, le nickel, le cobalt et le cuivre. En effet, ces ions sont
responsables de la production d’anions superoxydes et de radicaux hydroxyles. Le zinc va ainsi agir
comme un antagoniste et réduire la production d’ERO par des enzymes telles que la NOX et la XO

(Girotti et al. 1985; Afanas'ev et al. 1995).

6.3. Zinc et cardioprotection
L'impact du zinc sur la fonction cardiaque a été mis en évidence deés la fin des années 70. En 1976,
une étude réalisée chez des patients néozélandais admis dans une unité de soins intensifs de
cardiologie a montré que les patients atteints d’un infarctus du myocarde présentaient une
diminution du taux de zinc plasmatique lors des 3 premiers jours post-admission (Low et al. 1976). La

mesure des concentrations plasmatiques de zinc labile ou fixé a des transporteurs (majoritairement
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I'albumine) apres un infarctus montre que cette diminution est essentiellement imputable a la
diminution du zinc transporté par des protéines (Arnaud et al. 1994). De la méme maniére, une
diminution des concentrations myocardiques de zinc a été observée apres un infarctus (Zama et al.
1986).

L’utilisation de nombreux modeles animaux a permis de démontrer les effets bénéfiques du zinc sur
le myocarde. Tout d’abord, des modeles de nécrose myocardique induite par l'isoprotérénol ont mis
en évidence une diminution du zinc plasmatique et myocardique, proportionnelle aux dommages
tissulaires (Chvapil et al. 1977; Mathew et al. 1978; Ahmad et al. 1980). L'administration de sulfate
de zinc par voie intrapéritonéale et orale permet également de protéger le coeur de la nécrose et des
arythmies induites par les injections d’isoprotérénol (Chvapil et al. 1977; Singal et al. 1982).

Le second modéle couramment utilisé est I'ischémie-reperfusion (I/R) a permis de mettre en
évidence une diminution de la concentration myocardique de zinc total et de zinc labile lors de la
reperfusion de coeurs isolés et perfusés (Karagulova et al. 2007; MclIntosh et al. 2010). Ces deux
études ont également montré I'implication du zinc intracellulaire dans les atteintes myocardiques
post-ischémiques grace a l'utilisation de I'ionophore pyrithione de zinc a la reperfusion. En effet, une
augmentation du contenu intracellulaire en zinc conduit a une meilleure récupération fonctionnelle
en termes de pression développée par le VG, de diminution des arythmies de la reperfusion et de
réduction de la taille d’infarctus.

Ces différentes données font du zinc un outil intéressant dans la protection du myocarde face aux

altérations induites par I'l/R ou par I'HI.
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7. PARTIE |: Role de I'hypoxie intermittente dans la survenue d’arythmies
ventriculaires lors de l'ischémie myocardique et étude des mécanismes sous-

jacents

7.1. Article 1 « Obstructive sleep apnea and the risk of sudden cardiac death: chronic

intermittent hypoxia promotes myocardial ischemia-related ventricular arrhythmias”

Animaux
Des rats Wistar males, d’environ 8 semaines, ont été utilisés pour la réalisation des études menées in
vivo et ex vivo. lls étaient hébergés par cages de 3 avec des cycles jour-nuit de 12h/12h et disposaient

de la nourriture et de I'’eau ad libithum.

Protocole d’exposition a hypoxie intermittente

L'exposition a I'HI a été réalisée grace au dispositif d’exposition pour rongeurs de la plate-forme
d’hypoxie du laboratoire HP2. Le développement de ce dispositif est né d’une collaboration entre le
laboratoire et un partenaire industriel (Entreprise André CROS S.A., Echirolles, France). Afin de mimer
les épisodes de saturation-désaturation en oxygene causés par I'Hl, le dispositif soumet les animaux a
des variations de la composition en oxygéne de |'air environnant, faisant ainsi varier leur fraction
inspirée en oxygéne (FiO,). Pour diminuer la fraction en oxygene, de I'azote issu d’un extracteur est
envoyé dans les cages grace a un compresseur et un systéme d’électrovannes. L'ouverture et la
fermeture de ces derniéres sont entierement automatisées grace a un systéeme de pilotage
informatisé programmable. La FiO, était controlée tout au long de I'exposition grace a un analyseur
de gaz (ML206, ADInstruments, Oxford, United Kingdom).

Apres une semaine de stabulation, les animaux utilisés dans le cadre de cette theése ont été exposés a
I’'HI durant 8h consécutives durant leur période de sommeil. L'HI était constituée de cycles d’'une
minute alternant 30 secondes a 21% et 30 secondes a 5% de FiO,, soit 60 cycles/heure (Figure 14).
Nous avons exposé les animaux a des durées de 14 ou 35 jours d’HI ou de normoxie (N) dans des
cages ventilées par des cycles identiques d’'air normoxique afin de les soumettre au méme stress en

termes de nuisances sonores et de flux d’air.

Mesure de la pression artérielle

Les animaux ont été anesthésiés par une injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique (Ceva,
50 mg/kg). Les mesures étaient réalisées sous controle de la température corporelle, maintenue a
37°C, grace a une sonde rectale connectée a un tapis chauffant (Harvard Apparatus, Les Ulis, France).
La pression artérielle était mesurée par cathétérisme carotidien. Les pressions artérielles systolique

(PAS), diastolique (PAD), moyenne (PAM) et différentielle (pression diastolique - pression systolique)
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ainsi que la fréquence cardiaque étaient enregistrées et analysées grace a un systeme d’acquisition
system (Powerlab, ADInstruments). Le produit de la pression artérielle systolique et de la fréquence
cardiaque (rate pressure product, RPP) a été calculé et utilisé pour estimer la consommation

myocardique en oxygene (Gobel et al. 1978).

A N B

1 min

Figure 14 : Dispositif d’exposition a I’HI de la plate-forme d’hypoxie du laboratoire HP2.

A. Photographie du dispositif d’HI présent au laboratoire HP2. B. lllustration représentant les flux
d’air dans les cages d’exposition des animaux. La fleche bleue montre les flux entrants d’air injecté
dans les cages dont la composition varie entre 5 et 21% d’oxygéne. La fleche rouge représente les
flux d’air sortants. C. Exemple de tracé montrant les cycles, obtenu par la mesure des concentrations
en oxygene dans les cages.

Protocole d’ischémie myocardique in vivo

Durant toute la procédure les animaux ont été ventilés artificiellement (10 ml/kg de volume courant
a 65-70 respirations/min) avec l'air ambiant a I'aide d’un respirateur pour rongeurs (Harvard
Apparatus, Les Ulis, France). L'intubation trachéale était effectuée par trachéotomie. La température
était maintenue a 37°C tout au long du protocole. Un second cathéter était placé au niveau de la
veine pénienne afin de maintenir I'anesthésie (pentobarbital sodique, 15 mg/kg/h).

La dérivation DIl de 'ECG a été enregistrée a I'aide de 2 électrodes sous-cutanées. L’électrode
négative était placée au niveau du membre antérieur droit et I'électrode positive au niveau du
membre postérieur gauche. Les 2 électrodes étaient reliées a un systeme d’acquisition permettant
I’enregistrement du signal (Animal BioAmp, ADInstruments).

Apreés héparinisation de I'animal par voie intra-péritonéale (200 1U/kg), le thorax était ouvert au

eme

niveau du 5 espace intercostal gauche afin d’exposer le cceur. Pour réaliser une occlusion
temporaire de |'artére coronaire gauche, un fil de suture 4/0 en soie (Syneture Sofsilk, Covidien,
Dublin, Ireland) était passé autour de I'artere coronaire antérieure, sur sa partie descendante, le plus

proche possible de son origine. Les 2 extrémités du fil de suture étaient placées dans un petit tube de
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polyéthyléene. L’occlusion de I'artere coronaire était réalisée par I'application d’une tension sur ce
tube. L'ischémie était confirmée par I'élévation du segment ST de I'ECG.

La pression artérielle et 'ECG ont été enregistrés tout au long du protocole d’I/R.

Protocole d’ischémie myocardique ex vivo

L'ischémie régionale ex vivo a été réalisée sur coeur isolé perfusé. Brievement, apres anesthésie et
administration d’héparine, la cage thoracique était ouverte et le coeur prélevé rapidement. Il était
ensuite arrété par immersion dans du tampon Krebs-Henseleit a 4°C (en mM : 118,0 NaCl, 25,2
NaHCO;, 1,2 KH,PO,, 1,2 MgS0,, 4,7 KCl, 11,0 glucose, 2,5 CaCl,). L'aorte était rapidement placée sur
une canule afin de perfuser le coeur, de fagon rétrograde en mode Langendorff a une pression
constante de 75 mmHg, avec du tampon Krebs-Henseleit oxygéné par un mélange oxygene-dioxyde
de carbone (Carbogen). La température du coeur était mesurée par une sonde thermique et
maintenue a 37°C tout au long de I'expérimentation. Un ballonnet en latex rempli d’eau (Hugo Sachs,
no. 4), couplé a un capteur de pression, était inséré dans le ventricule gauche via I'oreillette gauche.
La pression ventriculaire gauche en fin de diastole était ajustée entre 8 et 12 mmHg. Le débit
coronaire (DCo) était mesuré en collectant les effluents provenant du coeur et était exprimé en
ml/min/g de tissu. La fréquence cardiaque (FC), les pressions ventriculaires gauches systolique
(PSVG), en fin de diastole (PFDVG) et la pression développée par le ventricule gauche (PDVG =
PSVG - PFDVG) ainsi que 'ECG, mesuré grace a 2 électrodes recouvertes de téflon cousues dans
I'apex et la base du coeur et connectées au systeme d’acquisition (Animal BioAmp), étaient mesurés
tout au long de l'expérimentation (PowerlLab, ADInstruments). De la méme maniére que pour
I'ischémie in vivo, un fil de suture était placé autour de l'artére coronaire antérieure. Apres une
stabilisation de 15 minutes, une ischémie régionale de 30 minutes était réalisée comme décrit ci-

dessus. L'ischémie était confirmée par une diminution d’au moins 70% du DCo et de la PDVG.

Evaluation des arythmies ventriculaires d’ischémie, in vivo et ex vivo

Les arythmies ventriculaires induites par I'ischémie myocardique régionale ont été analysées selon
les directives de la convention de Lambeth (Walker et al. 1988). La fibrillation ventriculaire était
déterminée par un tracé sur lequel il était impossible de visualiser les complexes QRS et mesurer une
fréquence cardiaque. Chez le rat, la fibrillation ventriculaire peut étre soutenue ou peut
spontanément s’arréter avec un retour du rythme sinusal. Une fibrillation ventriculaire durant plus

de 5 min était considérée comme irréversible.
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Dosages des catécholamines plasmatiques

Afin de doser les taux de catécholamines plasmatiques, du sang veineux a été prélevé dans la veine
cave inférieure dans des tubes EDTA et centrifugé (4000 rpm, 10 minutes) afin d’obtenir le plasma.
Ces préléevements ont été réalisés sur des animaux exposés 14 jours a I'HI et n’ayant pas subi
d’ischémie myocardique. Les catécholamines, adrénaline et noradrénaline, ont été dosées par
dosage immunologique a I'aide du Kit ELISA CatCombi (IBL International, Hamburg, Germany). Les

valeurs sont exprimées en ng/ml.

Analyse spectrale de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle

L'ECG et la pression artérielle ont été enregistrés en continu avec une fréquence d’échantillonnage
de 1000Hz a l'aide d’'un Powerlab/8s (ADInstruments) et du logiciel LabChart (v. 7.2.4,
ADInstruments). Des portions de 5 minutes d’enregistrement ont été traitées par un logiciel
d’analyse spectrale spécifique pour petit animal (Nevrokard SA-BPV, Ljubljana, Slovenia) de facon a
obtenir les spectres fréquentiels de la variabilité de la fréquence cardiaque et des pressions
artérielles systolique, diastolique, moyenne et différentielle. Aprés fenétrage de Hanning (1024
points, 50% de chevauchement, résolution de 0,0195 Hz), le spectre de chaque segment a été calculé
selon la transformée de Fourier. Les bandes spectrales d’intérét (basse fréquence, LF : 0,20-0,75 Hz,
haute fréquence, HF : 0,75-3,00 Hz) ont été sélectionnées selon les recommandations spécifiques du
rat. Les composantes LF et HF des spectres de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle sont
considérées comme des marqueurs de l'activité des systemes nerveux sympathique ou
parasympathique, respectivement (Malliani et al. 1991). Elles ont été exprimées en valeurs absolues
(ms” et mmHg®, respectivement) et en unités arbitraires (pourcentage des valeurs absolues de LF et
de HF par rapport a celle du spectre moins celle des tres basses fréquences (0,01-0,20 Hz)) et ce, afin
de minimiser I'effet de potentielles variations de la puissance totale. Finalement, le rapport LF/HF,

correspondant a la balance sympatho-vagale a également été calculé (Malliani et al. 1991).

Analyse des intervalles sur les tracés d’ECG

L'ECG basal (avant thoracotomie) a été analysé a I'aide d’un programme spécifique au rat (ECG
Analysis Add-On for LabChart, ADInstruments). L'intervalle QT était mesuré du début du complexe
QRS jusqu’a la fin de I'onde T, c’est-a-dire lorsqu’elle croise la ligne de base. Le QTc, correspondant
au QT corrigé en fonction de la fréquence cardiaque, était calculé grace a la formule de Bazett
(QTc=QT/VRR). L'intervalle entre le sommet et la fin de 'onde T (Tpeak-Tend) était mesuré entre le

voltage maximal et la fin de 'onde T, lorsqu’elle croise la ligne de base.
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Enregistrement et mesure des durées des potentiels d’action monophasiques ex vivo

Les rats ont été anesthésiés et le coeur rapidement prélevé et perfusé en mode Langendorff tel que
décrit précédemment. Avant la stabilisation, 2 électrodes étaient cousues sur le coeur, une a la base
et I'autre a 'apex. Elles étaient reliées a un stimulateur (Powerlab 26T, ADInstruments), lui-méme
connecté a un systeme d’acquisition (LabChart, ADInstruments). Une fréquence cardiaque de 300
battements/min était ainsi imposée au cceur pour toute la durée de I'expérimentation. Aprés 15
minutes de stabilisation, les potentiels d’action monophasiques (PAM) étaient enregistrés (EP
Technologies, EPT Langendorff probe) sur des portions d’épicarpe et d’endocarde adjacentes. La
durée des PAM (ms) a été mesurée a 50% (APD50) et 90% (APD90) de repolarisation. Pour chaque

site d’enregistrement, les durées d’au minimum six PAM ont été mesurées puis moyennées.

Extraction d’ARNm total et RT-PCR

Pour extraire I’ARNm total, les tissus ont été homogénéisés dans du TRI Reagent (1 ml/50-100 mg de
tissu, Sigma Aldrich) a I'aide d’un Precellys 24 (Bertin Technologies). Apres une incubation de 5
minutes a température ambiante, du chloroforme a été ajouté (0,20 ml/ml de TRI Reagent) et incubé
pendant 10 minutes. Apres centrifugation (12 000g, 15 minutes a 4°C), 0,20ml de 2-propanol était
ajouté a la phase aqueuse pendant 5 minutes. Aprés une nouvelle centrifugation (12 000g, 10
minutes a 4°C), le culot d’ARN était rincé 2 fois a I'éthanol 75%. Ensuite les culots étaient dissous
dans 300 pl d’eau ultra-pure et conservés a -80°C. La concentration et la qualité de ’ARNm obtenu
étaient mesurées au NanoDrop2000c (Thermo Scientific).

La Reverse Transcription (RT) a été effectuée avec le iScriptTM Reverse Transcription Supermix (Bio-
Rad) et 0,5 pug d’ARN.

La PCR quantitative était réalisée a 'aide de Sso Advanced UniversalTM SYBR Green (Bio-Rad) et d’un
thermocycleur (C1000™ Thermal Cycler couplé & un CFX96 Real-Time System, Bio-Rad, Marne la
coquette, France). Les 3 génes de ménage utilisés étaient : Ppia, B-actin et HPRT1. Les résultats
étaient normalisés aux 2 meilleurs genes de ménages sélectionnés grace au programme RefFinder
(Xie et al. 2012). Pour chaque gene d’intérét, les cycles et les températures ont été choisis afin

d’obtenir la meilleure efficacité. Les amorces et cycles utilisés sont détaillés dans la Table 1.

74



Cycles
Geénes Forward primers Reverse Primers
T° Durée Nb cycles

95°C 30sec

Ppia TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC 95°C Ssec 39x
59°C 10sec
95°C 30sec

B-actin GGGTATGGAATCCTGTGGCATCC GCTCAGGAGGAGCAATGATCTTGA 95°C Ssec 39x
61°C 10sec
95°C 30sec

Hprtl GGGGGACATAAAAGTTATTGGTGGA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCTTG 95°C Ssec 39x
61°C 10sec
95°C 10min
95°C 10sec

Trpcl TGGTATGAAGGGTTGGAAGAC TGCTGTTCACAGAAGATGCC 50x
58°C 10sec
72°C 19sec
95°C 30sec

Trpc2 CTCTCTCCTTCACCCAACCACA CCTCAGACTCTTCCACATTCCG 95°C Ssec 39x
60°C 10sec
95°C 30sec

Trpc3 TTAATACCTTCACCATGCGGAG GAACTCTTGGAGGCCAACAGG 95°C Ssec 39x
60°C 20sec
95°C 30sec

Trpcd AAGGATTAGCTTCACGGGGTG CCTCCTCCTGGGCGTGTTTC 95°C Ssec 39x
60°C 20sec
95°C 3min
94°C Imin

Trpc5 TGAGTCGTCAGGCAAACGGTC TCCTGCCACATAGAGTGCTGC P py— 39x
72°C 2min
95°C 10min
95°C 10sec

Trpc6 GATATCTTCAAATTCATGGTCATA ATCCGCATCATCCTCAATTTC 50x
56°C 10sec
72°C 19sec
95°C 30sec

Cacnalc ACGCCCAGCTCATGCCAACA ATACTGCTGCCGCTTCCGCT 95°C Ssec 39x
65°C 10sec
95°C 5min
95°C 30sec

Cacnald CTGCGCAGGCAAAACAGCCA AGGCCTGCAACGGCCATGAT 46x
56°C 20sec
72°C 20sec

Table 1 : Récapitulatif des différents primers utilisés pour les RT-PCR et des cycles correspondants a
chaque couple d’amorces.
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7.2. Résultats complémentaires : Impact du stress oxydant induit par I'HI sur I’activation

sympathique et les altérations de la repolarisation ventriculaire.

Administration d’un traitement antioxydant pendant I’exposition a I’'HI

Les animaux ont été répartis en 4 groupes expérimentaux (n=6 par groupe) :

- 2 groupes non traités exposés a 14 jours de N ou d’HlI, et

- 2 groupes N et HI traités durant les 14 jours d’exposition avec du tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethyl-piperidine-1-oxyl, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) administré a raison

de 1 mM dans I'eau de boisson (protégée de la lumiére et renouvelée tous les jours).

Parameétres mesurés

A l'issue des 14 jours d’exposition a la normoxie ou a I’HI, avec ou sans traitement, la pression PAS,
PAD, PAM, la FC et 'ECG étaient mesurés. La variabilité de la FC ainsi que les intervalles de I'ECG ont
été analysés tel que décrit précédemment. Du sang était collecté dans le ventricule droit afin de
mesurer I’"hématocrite. Les 2 ventricules étaient séparés avant d’étre pesés afin de calculer I'index de

Fulton (poids de la paroi libre du ventricule droit / (poids du ventricule gauche + septum)).

8. PARTIE Il : Homéostasie du zinc et atteintes myocardiques en réponse a un

stress oxydant

Prélevements et dosage du zinc total

Aprés exposition a 14 ou 35 jours de N ou d’HI, les animaux étaient anesthésiés et le sang veineux
était directement prélevé dans le ventricule droit dans des tubes héparinés pour éléments traces (BD
vacutainer). Apres centrifugation, le plasma était récupéré et conservé a -80°C jusqu’au dosage. Le
ceeur, le foie et le fémur étaient ensuite prélevés et rapidement congelés a -80°C.

Les différents échantillons ont été traités par I'Institut de Biologie et de Pathologie (IBP, Centre
Hospitalier Universitaire de Grenoble). Les dosages ont été réalisés par spectrométrie de masse a

plasma a couplage inductif (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS).

Effets de la supplémentation en zinc sur un stress oxydant induit chimiquement

Un stress oxydant a été induit par perfusion de cceurs isolés de rat pendant 5 minutes avec du
peroxyde d’hydrogéne 0,375 mM (H,0,, Sigma Aldrich) afin d’obtenir une diminution d’au moins 20%
de la PDVG, tel que décrit précédemment (Tanguy et al. 2003). Aprés 3 minutes de perfusion avec du
Krebs-Henseleit, des injections de concentrations croissantes de zinc pyrithione (Mercaptopyridine

N-oxide zinc salt, Sigma Aldrich) ou de Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Aldrich) ont été effectuées
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(10°,10%, 107, 10°, 10° and 10™ M). Les injections étaient réalisées toutes les 10 minutes. A chaque
fois un volume de 100 pl était injecté en 1 minute directement dans la circulation coronaire par la

canule de perfusion. La PDVG et le DCo étaient mesurés tout au long de I'expérimentation.

Protocoles utilisés pour évaluer I'effet de I'ischémie-reperfusion (I/R) sur ’lhoméostasie du zinc et

les effets cardioprotecteurs de la supplémentation en zinc

Une ischémie myocardique régionale a été réalisée sur des coeurs isolés perfusés suivie d’une

reperfusion, tel que décrit précédemment. Les parametres hémodynamiques (FC, PDVG, DCo) ont

été mesurés tout au long des protocoles d’I/R. Divers protocoles d’l/R ont été utilisés :

- Pour évaluer 'effet de I'l/R sur ’homéostasie du zinc, des coeurs de rats non exposés a I’HI ont
été soumis a une ischémie de 30 minutes suivie d’une reperfusion. Les effluents coronaires ont
été collectés en fin de stabilisation, a 15 minutes d’ischémie et pendant les 30 premiéres
secondes de reperfusion dans des tubes en polypropylene (Nunc, ThermoFischer scientific) et
congelés a -80°C. Le contenu en zinc total des effluents a été dosé a I'IBP selon la méthode
décrite ci-dessus.

- Pour évaluer l'effet antiarythmique de la supplémentation en zinc, des cceurs de rats non
exposés a I'Hl ont été soumis a une ischémie de 15 minutes suivie de 10 minutes de reperfusion.
La reperfusion a été effectuée avec du Krebs-Henseleit contenant du zinc pyrithione a 3
concentrations différentes (1.10°, 2.10° et 3.10° M) ou du sodium pyrithion (2-
Mercaptopyridine N-oxide sodium salt Sigma Aldrich). Zinc et sodium pyrithione étaient dilués
dans du DMSO afin d’obtenir des solutions mére a des concentrations de 1.10%, 2.10° et 3.10
M. Ainsi, ces solutions étaient diluées au 1/1000°™ dans le liguide de Krebs-Henseleit (soit 0,1%
de DMSO final).

- Pour évaluer I'effet de la supplémentation en zinc sur I'augmentation de la taille d’infarctus
induite par I'HI, des cceurs de rats exposés pendant 14 jours a la N ou a I’HI ont été soumis a une
ischémie de 30 minutes suivie d’'une reperfusion de 120 minutes. La reperfusion a été effectuée
avec du Krebs-Henseleit contenant du zinc pyrithione a 2.10° M ou son véhicule (sodium

pyrithione dilué dans du DMSO).

Analyse des arythmies de la reperfusion

Les arythmies ont été analysées a I'aide d’un électrogramme mesuré tout au long de I'l/R grace a 2
électrodes cousues dans le myocarde (base et apex). Au cours de la reperfusion, le temps passé en
rythme sinusal, en tachycardie ou fibrillation ventriculaire (TV, FV) a été mesuré et exprimé en
secondes. Le taux de survie, correspondant a la quantité de cceurs en rythme sinusal, a également

été évalué a 5 et 10 minutes de reperfusion.
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Détermination de la taille d’infarctus

A la fin du protocole d’I/R, la ligature de I'artére coronaire était de nouveau resserrée. Un colorant
(bleu Evans 2%) était lentement perfusé par I'aorte afin de délimiter la zone a risque. Aprés avoir
retiré le ventricule droit, les oreillettes et les tissus conjonctifs, le coeur était congelé puis coupé
transversalement en tranches d’environ 2 mm d’épaisseur de I'apex a la base (6 a 7 tranches/cceur).
Les tranches étaient ensuite incubées 20 minutes a 37°C dans un tampon phosphate contenant 1%
de chlorure de triphényltétrazolium (pH 7,4). Elles étaient ensuite fixées dans du formaldéhyde 10%
afin d’augmenter le contraste entre les zones viables colorées des zones nécrosées restées blanches.
Apres 24h de fixation, les tranches étaient photographiées. La zone a risque et la taille de I'infarctus
du ventricule gauche ont été déterminées a I'aide du logiciel Image J (NIH). L’analyse des zones a
risque a permis de mettre en évidence I'homogénéité entre les différents groupes. Les tailles

d’infarctus ont été exprimées en pourcentage de zone a risque.

9. PARTIE lll: Article 2: Zinc deficiency up-regulates ET-1 mediated signaling

through HIF-1 expression affecting endothelial cell migration

Cellules endothéliales

Pour la réalisation de cette étude, des cellules endothéliales microvasculaires humaines (HMVEC
pour Human Micro Vascular Endothelial Cells) issues du derme, ont été utilisées (Lonza, ref. CC-
2811). Elles étaient cultivées dans leur milieu de culture EGM2-MV complet (Lonza, CC-3202) selon
les recommandations du fournisseur. Aprés décongélation, les cellules étaient utilisées apres 4 a 8

passages.

Immunofluorescence

Les cellules destinées a l'immunofluorescence étaient cultivées sur des lamelles de verre
préalablement couvertes de fibronectine (1,5ug/cm?, Sigma Aldrich). Aprés 24h d’adhésion, les
cellules étaient exposées soit au véhicule (DMSO, 0,05%.), soit a un chélateur perméable du zinc, le
N,N,N',N'-tetrakis (2- pyridylmethyl) ethylene diamine (TPEN, 0,5 uM dans du DMSO a 0,05%o, Fluka
analytical). L'exposition durait 2 et 5 heures. A la fin de I'exposition, les cellules étaient fixées avec du
paraformaldéhyde a 3,7% puis perméabilisées par du Triton 0,1% (chacun dilué dans du PBS 1X).
L’anticorps primaire anti-HIF-1a (1:100, Ab Cam) et I'anticorps secondaire (Alexa Fluor® 546, 1:500,
Invitrogren) étaient incubés a 37°C pendant 60 et 45 minutes, respectivement. Le Dapi (0,5 ug/ml)
était incubé 10 minutes a température ambiante avant 'assemblage des lamelles a I'aide d’un milieu

de montage (Dako, USA). Les lames étaient ensuite analysées par microscopie a fluorescence
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(Axiolmager, Zeiss) et la quantification du rapport noyau/cytosol était réalisée grace a un logiciel de

traitement d’image (NIH).

Protocole de transfection du siRNA de HIF-1a

La transfection était réalisée lorsque les cellules atteignaient approximativement 70% de confluence,
avec TransIT-TKO (1:200, Mirus) utilisé selon les recommandations du fournisseur. Les cellules
étaient transfectées soit par un siRNA controle couplé a la fluorescéine soit par un mélange de 3
siRNA dirigés contre HIF-1a (20 nM pour les 2 siARN, Santa Cruz). L’efficacité de la transfection et la
diminution de I'expression de HIF-1la ont été contrdlées par microscopie a fluorescence et par

western blot.

Western blot

48 heures aprés la transfection, les cellules transfectées ont été récupérées a I'aide de scrapers et
centrifugées (1000 rpm, 5 min, 4°C) et conservées a -80°C. L’extraction protéique était réalisée a
I’aide d’un tampon RIPA (50 mM Tris HCI pH 7,2, 150 mM NacCl, 1% NP40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 1 mM
PMSF) auquel était ajouté un mélange d’inhibiteurs de protéases (Roche). La concentration en
protéines totales des extraits a été mesurée par le dosage BCA de Pierce (Thermo Scientific).

Des gels SDS-PAGE 9% ont été utilisés pour séparer les protéines des extraits totales (10 ug de
protéines par puits). Aprés transfert sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences) et
un blocage d’une heure au TBS-Tween 0,1% contenant 5% de lait en poudre, les anticorps primaires
étaient incubés pour la nuit a 4°C sous légere agitation (anti-HIF-1a et anti-B-actine, Active Motif et
Sigma Aldrich, respectivement, 1:1000). Aprés ringages, les membranes ont été incubées 1 heure a
température ambiante sous légere agitation avec les anticorps secondaires couplés a la péroxydase
de Raifort (1:2500, Santa Cruz et Sigma Aldrich). A la fin de I'incubation, les membranes ont été

révélées en utilisant la méthode ECL (Thermo Scientific).

Migration cellulaire en réponse a une blessure

Les HMVECs étaient ensemencées a raison de 40.10° cellules par puits dans une plaque 48 puits
(Nuclon) afin d’atteindre 100% de confluence. Aprés 24 heures, une blessure était réalisée en
traversant le puits de part en part a I'aide de la pointe d’un céne de 10-100 pl (Starlab, TipOne). Les
cellules décollées sont retirées des puits lorsque le milieu est changé. Pour I'étude des effets de
I'ET-1 et du TPEN, 3 conditions expérimentales ont été testées : véhicule, 0,01 uM ET-1 et 0,5 uM
TPEN. Les mémes conditions ont été réalisées en ajoutant du bosentan (1 uM, gracieusement fourni
par Actelion Pharmaceuticals, Suisse) dans le milieu de culture. 3 puits de cellules transfectées
contrdle ou siARN anti-HIF-1a ont également été ensemencés et les cellules ont été exposées aux 3

conditions décrites ci-dessus. La réparation de la blessure a été suivie grace a un microscope
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dynamique (AxioVert 200M, Zeiss). Les images ont été enregistrées toutes les 30 minutes pendant
environ 16 heures a un grossissement X10 (Metamorph). L’analyse a été effectuée sur 2 positions
pour chaque puits, toutes les 2 heures. La zone « réparée » est déterminée par la soustraction de Ia
surface de la blessure a un temps donné, a la surface lésée au départ de I'expérience (Image J

software). Chaque condition étaient normalisée au puits controle.

Dosage d’ET-1 dans le surnageant
A l'issue des expériences de réparation de blessure, les surnageants des conditions contréle et TPEN
sont collectés et conservés a -80°C. Le dosage de I'ET-1 est réalisé a I'aide d’un kit ELISA (Enzo Life

Sciences).
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10.PARTIE |: Role de I’hypoxie intermittente dans la survenue d’arythmies
ventriculaires lors de l'ischémie myocardique et étude des mécanismes sous-

jacents

10.1. Article 1 : « Obstructive sleep apnea and the risk of sudden cardiac death: chronic

intermittent hypoxia promotes myocardial ischemia-related ventricular arrhythmias »

Le SAQOS, reconnu comme un facteur de risque de maladies cardiovasculaires est associé a une
importante morbi-mortalité avec, entre autres, une augmentation du risque de mort subite (Marin et
al. 2005; Levy et al. 2015). Ce risque est corrélé a la sévérité du SAOS et les évenements surviennent
2 fois plus souvent pendant la nuit que chez les sujets non apnéiques (Gami et al. 2005; Gami et al.
2013). La principale cause de mort subite est I'ischémie myocardique qui est a I'origine d’arythmies
telles que la tachycardie et la fibrillation ventriculaire (Myerburg et al. 2012). En adéquation avec les
incidences nocturnes de mort subite, les patients apnéiques présentent une prévalence d’infarctus
myocardique plus importante au cours de la nuit (Kuniyoshi et al. 2008).

L’'objectif de cette étude était de mettre en évidence I'impact de I'HI dans la survenue des arythmies
ventriculaires lors d’une ischémie myocardique et d’identifier les mécanismes pro-arythmogénes

sous-jacents.

Dans cette étude nous avons montré que I’Hl, en augmentant lincidence des arythmies
ventriculaires lors d’'une ischémie myocardique, pouvait étre associée a risque accru de mort subite
lors d’un infarctus du myocarde. L’activation sympathique pourrait étre impliquée, ainsi que des
modifications d’expression des canaux calciques, potentiellement responsables des altérations de la

repolarisation ventriculaire observées.
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Background. Ischemic ventricular arrhythmias are a common cause of sudden cardiac
death (SCD) and increased sympathetic nervous system activity is a well-known
contributing factor. Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with IH and
sympathoactivation but a link between OSA and ischemic ventricular arrhythmias
remains to be established.

Objective. To investigate the effects of chronic exposure to intermittent hypoxia (IH) on
the incidence and severity of myocardial ischemia (Ml)-related ventricular arrhythmias.
Methods. Rats were exposed to 14 days of IH (60-sec cycles, 21-5 % FiO2, 8h/day) or
normoxia and submitted to a 30-min in vivo ligature of the left coronary artery. Arterial
blood pressure (BP) and ECG were recaorded for power spectral analysis, ECG interval
measurement and arrhythmia quantification. Left ventricular monophasic action
potentials duration (APD) and expression of L-type calcium channels (LTCC) and
transient receptor potential channels (TRPC) were assessed in adjacent epicardial and
endocardial sites.

Results. Chraonic IH enhanced the incidence of ischemic arrhythmias, in particular
ventricular fibrillation (66.7% vs. 33.3% in N rats, p<0.05). IH also increased BP and
plasma norepinephine levels along with increased low-frequency (LF), decreased high-
frequency (HF) and increased LF/HF ratio of heart rate and BP variability. |H prolonged
QTc and Tpeak-to-Tend intervals, increased the ventricular APD gradient and
upregulated endocardial but not epicardial LTCC, TRPC1 and TRPCG (p<0.05).
Conclusions. Chronic IH, such as that occurring in OSA, is a major risk factor for SCD
upon MI through sympathoactivation and alterations in ventricular repolarization,
transmural APD gradient and endocardial calcium channel expression.
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Abbreviations and Acronyms

APD = action potential duration

IH = intermittent hypoxia

LTCC = L-type calcium channels
MAP = monophasic action potential
MI = myocardial ischemia

N = normoxia

OSA = obstructive sleep apnea
SCD = sudden cardiac death

SNS = sympathetic nervous system
TRPC = transient receptor potential channels
VT = ventricular tachycardia

VF = ventricular fibrillation
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Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) syndrome is a common sleep-related breathing
disorder, characterized by repetitive upper airway collapses during sleep resulting in
intermittent hypoxia (IH), sleep fragmentation and repetitive intrathoracic pressure
changes due to increased respiratory efforts against occluded upper airways . OSA
represents a substantial public health problem as it affects at least 10% of the
general population and is recognized as an important and independent risk factor for
cardiovascular disease. In particular, accumulating evidence indicates that sleep
apnea is associated with hypertension, left ventricular dysfunction, coronary artery
disease and cardiac rhythm disorders 2. OSA is also causally related to excessive
cardiovascular morbi-mortality ® such as an increased risk of sudden cardiac death
(SCD) “. The specific link between OSA and SCD is based on the observation that
SCD occurs predominantly during sleep in apnoeic patients but not in the general

population °

. The severity of OSA (i.e. nocturnal hypoxemia) is also directly
correlated with the risk of nocturnal SCD, independently of other well-established risk

factors °.

Myocardial ischemia (MI) is a leading cause of SCD, in particular through lethal
ventricular arrhythmias such as sustained and irreversible ventricular tachycardia
and/or fibrillation (VF) ®. The pathophysiology of ischemia-related ventricular
arrhythmias is complex and includes a cascade of abnormalities resulting from tissue
injury, changes in autonomic tone and alterations in metabolic status °. In accordance
with their increased rate of nocturnal SCD °, apnoeic patients exhibit a high

’. This nocturnal Ml

prevalence of myocardial infarction during sleeping hours
incidence in apneic patients, associated with the beneficial effect of the treatment
with continuous positive airway pressure (CPAP) to reduce mortality from myocardial

events 3, suggests a strong potential causative role of OSA in the occurrence of fatal
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coronary events. Furthermore, since cardiac arrest is often the first clinical
manifestation of a pre-existing coronary artery disease, it is particularly important to

determine the specific mechanisms of OSA-related SCD.

Accumulating evidence from OSA patients and animal models suggest that chronic
IH is probably the most important OSA-related consequence in terms of

8

! Sympathetic activation ®, oxidative stress and HIF-1-

cardiovascular impact
endothelin signalling ° have been identified as important mechanisms in the
development of the IH-induced cardiovascular alterations. However, the relationship

between IH exposure and the incidence of Mi-related ventricular arrhythmias and

SCD has never been investigated.

Thus, the aims of the present study were to investigate the effects of chronic
exposure to intermittent hypoxia on the incidence of Mil-related ventricular
arrhythmias and to identify the potential mechanisms involved with particular
emphasis on sympathoactivation, alterations in ventricular electrophysiological

properties and cardiac ion channel expression.
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Methods

Details are provided in the online supplement.

Animals

The institutional ethics committee approved all the study protocols, which conformed
to the Position of the American Heart Association on Research Animal Use. Male
Wistar rats (8 weeks old) were exposed to 14 days of IH (21-5% FiO,, 30s-30s
cycles, 8h/d) or normoxia (N, similar air-air cycles), as previously described *. After N
or IH exposure period, they were anesthetized for arterial blood pressure and ECG
(lead 1) recording followed by blood and tissue sampling. The rate pressure product

(RPP) was calculated as the product of heart rate and systolic blood pressure.

In vivo and ex vivo assessment of ischemic ventricular arrhythmias

Regional myocardial ischemia was performed in anesthetized animal and in isolated
hearts perfused in Langendorff mode. A 4/0 silk suture was placed around the left
anterior descending coronary artery and a 30-min coronary occlusion was performed.
Ischemic ventricular arrhythmias were analysed in accordance with the Lambeth

conventions. VF lasting more than 5 minutes was considered as lethal.

Sympathetic nervous system activity

Power spectral analysis. Baseline 5-min segments of ECG and arterial pressure
signals were processed using a rodent spectral analysis software (SA-BPV,
Nevrokard, Ljubljana, Slovenia). Frequency domain analysis of heart rate, systolic,
diastolic, mean and pulse pressure variability was performed. Power and normalized
units of the low frequency (LF) and high frequency (HF) components of the resulting
power spectra, as well as the LF/HF ratio, considered as general marker of

sympathovagal balance, were computed.
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Plasma catecholamine assay. Catecholamine content was measured by ELISA

(CatCombi kit, IBL International, Hamburg, Germany) in venous samples.

ECG analysis and measurement of action potential duration

Baseline electrocardiograms were analysed using a rodent ECG analysis software
(ECG Analysis Add-On for LabChart, ADInstruments). QT and Tpeak-Tend intervals
were measured (Figure 3A) and the QTc interval was computed using Bazett's
formula (QTc=QT/VRR). Left ventricular monophasic action potentials (MAP) were
measured on isolated hearts paced at 300 beats/minute. After a 15-min stabilization
period, MAP were recorded (EP Technologies, EPT Langendorff probe) on adjacent
epicardial and endocardial sites. Action potential duration (ms) was measured at 50%

(APD50) and 90% (APD90) repolarization as represented in Figure 3E.

Ventricular calcium channel gene expression

Total MRNA was extracted from left ventricular endocardial and epicardial samples.
Cavl.2, Cavl.3 and TRPC1 to TRPC6 mRNA levels were assessed by guantitative
real-time PCR. Data were normalized to common reference housekeeping genes

(Ppia, Actb or Hprtl).

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM or median value. They were analysed using
unpaired t-tests or nonparametric Mann-Whitney U tests, according to normality and
variance, and by two-way ANOVA followed by post hoc Tukey test. A 2-sided

p value <0.05 was considered statistically significant.
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Results

Intermittent hypoxia causes systemic hypertension and increases cardiac

workload

The hemodynamic parameters measured in N and IH rats are summarized in
Table 1. Exposure to IH significantly increased haematocrit values compared to
normoxia. Diastolic, systolic and mean arterial blood pressures values were
significantly increased in rats exposed to IH compared to N, whereas heart rate and
pulse pressure values were not different. The increase in systolic blood pressure
resulted in a significantly higher RPP, indicative of an increased workload-related

myocardial oxygen consumption in rats exposed to IH.

Intermittent hypoxia promotes lethal ischemia-induced ventricular arrhythmias

In vivo, arterial blood pressure and ECG were recorded throughout the 30-min
myocardial ischemia period. We observed a 2-fold increase in the incidence of lethal
ischemia-induced arrhythmias in animals exposed to IH compared to those exposed
to normoxia (Figure 1A). The enhanced arrhythmia susceptibility was characterized
by a predominant and significant increase in the overall incidence of ventricular
fibrillation (VF) in IH compared to N rats (66.7% vs. 33.3%, respectively, p<0.05)

(Figures 1B and 1C).

Ex vivo, VF incidence during the 30-min regional myocardial ischemia was also
significantly increased in isolated hearts from IH compared to N rats (34.5% vs.

4.2%, respectively, p<0.01) (Figure 1D).
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Intermittent hypoxia increases sympathetic nervous system activity

Sympathetic nervous system (SNS) activation was assessed indirectly through
measurement of plasma catecholamine levels and spectral analysis of heart rate and
arterial blood pressure variability. These data were obtained 12 to 16 hours after the

end of hypoxic exposure.

As shown in Figure 2A, hypoxic rats exhibited significantly higher baseline plasma
norepinephrine levels compared to normoxic animals. Plasma epinephrine levels did

not significantly differ between both groups (data not shown).

Power spectral analysis of heart rate and arterial blood pressure variability revealed
that, while total power was unchanged, rats exposed to IH had a significant increase
in the low frequency (LF) component and a significant decrease in the high frequency
(HF) component of heart rate (RR interval), systolic and diastolic blood pressure
spectra compared to normoxic rats (Figures 2B and 2C and Table 2). This resulted in
a significant increase in the LF/HF ratio of RR interval, systolic and diastolic blood

pressure spectra (Figure 2D and Table 2).

Intermittent hypoxia alters ventricular repolarization

Whereas RR interval (155.0 + 3.8 vs. 154.1 £+ 47 ms in N and IH groups,
respectively), P wave duration (21.7 £ 0.5 vs. 21.0 + 0.8 ms), PR interval (48.4 £ 0.7
vs. 49.2 £ 1.3 ms) and QRS interval (21.5 £ 0.5 vs. 20.9 £ 0.5 ms) were unaffected
by IH exposure, we observed a significant increase in QTc and Tpeak-Tend intervals,
reflective of ventricular repolarization abnormalities and increased arrhythmogenic

risk, in animals submitted to IH (Figure 3 B and C).
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Intermittent hypoxia increases left ventricular transmural repolarisation

gradient

We assessed transmural repolarisation through measurement of MAP duration in
adjacent endocardial and epicardial sites. Endocardial APD50 values were
significantly longer than epicardial APD50 values in normoxic rats (41.3+0.6 vs.
36.3+1.2 ms, respectively, p<0.05) as well as in those exposed to IH (49.1+2.2 vs.
38.6+0.8 ms, respectively, p<0.0001). However, while epicardial APD50 was not
affected by IH exposure (38.6+0.8 vs. 36.3£1.2ms in IH and N groups, respectively),
we observed a significant increase in endocardial APD50 in IH-exposed compared to
normoxic rats (49.1+2.2 vs. 41.3+0.6 ms, respectively, p<0.001) (Figure 3C).
Consequently, the transmural endocardial/epicardial APD gradient was significantly
enhanced in animals submitted to IH compared to normoxic animals (10.5+1.8 vs.
4.9+£1.5 ms, respectively, p<0.05). Variations in APD90 values closely followed those

of APD50 values (data not shown).

Intermittent hypoxia increases expression of L-type calcium and transient

receptor potential channels in the left ventricular endocardium

Apart from a significant increase in transient receptor potential channel (TRPC) 4
MRNA levels (27.6% compared to N, p<0.05), IH exposure appeared to have little
effect on ion channel expression in the left ventricular epicardium (Figure 3F). In
contrast, in the LV endocardium, IH significantly enhanced mRNA expression of L-
type calcium channels (LTCC) Ca,1.2 a; subunit (35.3% increase compared to N,
p<0.05), TRPC1 (26.7% increase compared to N, p<0.05) and TRPC6 (33.1%
increase compared to N, p<0.05) (Figure 3G). TRPC2, -3 and -5 mRNA levels were

undetectable in both epicardial and endocardial samples.

95



Discussion

The present study is the first to demonstrate that chronic exposure to intermittent
hypoxia, such as that occurring in severe OSA patients, is a major risk factor for SCD
from Ml-related ventricular arrhythmias. We also show that the pro-arrhythmogenic
state promoted by intermittent hypoxia is characterized by SNS activation, altered
ventricular repolarization and increased expression of LV endocardial calcium

channels.

Chronic exposure to IH promotes ischemic ventricular arrhythmias and sudden

cardiac death

In the present study, we demonstrate for the first time that IH exposure greatly
enhances the incidence of ventricular arrhythmias, in particular of lethal VF, during
the early phase of MI. This is in accordance with the literature estimating that, in
humans, approximately 50% of MI-related SCD occurs during the early phase *°. This
result also corroborates the causative role of IH in the high prevalence of myocardial

infarction ” and associated SCD ° during sleeping hours in apnoeic patients.

Potential mechanisms behind the increase in lethal ischemic ventricular

arrhythmias promoted by chronic exposure to intermittent hypoxia

Chronic exposure to IH engenders systemic and cardiac sympathetic activation

The sympatho-adrenal activation induced by IH exposure is well characterized 2.
Indeed, rodents exposed to chronic IH have increased basal resting plasma
norepinephrine levels and SNS activity along with increased systemic blood pressure
! Similarly, healthy humans exposed to IH for 2 weeks develop enhanced muscle

sympathetic activity and elevated blood pressure 2. In accordance, apnea-induced IH
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is thought to be the main mechanism behind the chronic SNS activation

characteristic of OSA and related systemic hypertension 2

. Indeed, although acute
increases in SNS activity occur during apneas, a sustained activation is also seen
during daytime in OSA patients characterized by enhanced daytime muscle

sympathetic activity and plasma catecholamine levels !,

Power spectral analysis of heart rate and blood pressure variability is widely used to
assess autonomic modulation of the heart and blood vessels. It has proved to be a
reliable and reproducible technique to demonstrate sympatho-vagal imbalance in
various pathophysiological conditions such as essential hypertension 2. To our
knowledge, our study is the first to perform power spectral analysis of both heart rate
and blood pressure variability in IH-exposed rats. The resulting increase in LF
component, decrease in HF component and increase in LF/HF ratio of heart rate,
systolic and diastolic blood pressure are indicative of a cardiac and systemic
sympathetic activation that is also corroborated by the increase in circulating
catecholamines. In accordance with our data, various studies have reported a
cardiac autonomic imbalance in moderate to severe OSA patients with an increase in
LF and a decrease in HF components of heart rate variability along with an increase

in LF/HF ratio > 4.

SNS activation coupled to reentry mechanisms has been linked to early ischemic
ventricular arrhythmias °. In addition to the IH-induced sympathoactivation, efferent

cardiac sympathetic fibres are reflexively activated by coronary occlusion in man **

and animal models

. Although the enhanced sympathetic activity is initially
beneficial by providing inotropic support to maintain cardiac output and arterial
pressure, it has also been directly related to the pathogenesis of ventricular

arrhythmias in experimental models *° and in patients with acute MI **. Finally, local

catecholamine release through an inversion of the reuptake mechanism also
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promotes arrhythmogenesis *°. In accordance, we observed that VF incidence was

increased in isolated hearts of rats exposed to IH.

Chronic exposure to IH induces arrhythmogenic ECG modifications

To the best of our knowledge, our study is the first to demonstrate that chronic IH
exposure alters ventricular repolarization leading to prolonged QTc and Tpeak-Tend
intervals. A prolonged QTc is considered a marker of ventricular electrical instability
and a risk factor for ventricular arrhythmias and SCD *’. Prolongation of the Tpeak-
Tend interval, thought to reflect transmural dispersion of ventricular repolarization *2,
appears to be an even stronger predictor for arrhythmia-related SCD in patients with

cardiovascular disease *°.

Whereas some authors report a prolongation of the QTc interval in OSA patients %°,
others did not observe significant changes .. Nevertheless, CPAP withdrawal is
associated with prolongation of both QTc and Tpeak-Tend intervals *° and a positive
correlation has been shown between prolonged Tpeak-Tend interval and OSA
severity, estimated by the apnea-hypopnea index 2. IH thus appears probably the
most prominent arrhythmogenic factor in OSA patients since, even after accounting
for co-morbidities, the main predictor of arrhythmia occurrence and severity is the

level of nocturnal hypoxemia .

Chronic exposure to IH alters the left ventricular transmural action potential

gradient

In accordance with the initial observations of Sekiya et al. on the canine heart %, we
observed that baseline endocardial APD values were significantly longer than those
recorded in adjacent ventricular epicardial sites. Exposure to 14 days of IH

significantly increased MAP duration in the endocardium but not in the epicardium.
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The resulting increase in the left ventricular transmural APD gradient could explain
the prolongation in QTc and Tpeak-Tend intervals 2, and the associated risk of SCD.
Moreover, prolongation of APD is also well known to promote early
afterdepolarizations, an important trigger for ventricular arrhythmias particularly in the

presence of a prolonged QT interval %%,

Chronic exposure to IH alters left ventricular calcium channel expression

The left ventricular APD gradient has been linked to transmural differences in
function and perfusion leading to heterogeneity in ion channel expression. Indeed,
the electrophysiological characteristics of the cardiomyocytes vary from epicardium
to endocardium leading to important distinctions in action potential morphology and

ion currents *®

. In addition, it is generally acknowledged that, under physiological
conditions, subendocardial exceeds subepicardial blood flow because of the
mechanically-related higher oxygen demand of the endocardium #. This high oxygen

demand is one of the reasons behind the increased sensitivity of the

subendocardium to ischemia 2.

Based on these observations, we hypothesized that endocardial cardiomyocytes
could be more susceptible to the effects of IH in a context of increased oxygen
demand (increased RPP), leading to differential transmural expression of ion
channels involved in APD duration. In accordance, we observed that IH significantly
upregulated endocardial but not epicardial Ca,1.2, TRPC1 and TRPC6 expression
while endocardial Ca,1.3 and TRPC4 levels did not vary. We targeted calcium
channels because dysregulation in Ca®" homeostasis can affect APD as well as
promote ventricular arrhythmias 2’. More specifically, we investigated Cay and TRPC
channels because they have been shown to be upregulated upon hypoxia by HIF-1

8. 29 3 transcription factor activated by IH with deleterious consequences on the
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myocardium as shown by our group °. Interestingly, HIF-1 appears to promote the

expression of Ca,1.2, TRPC1 and TRPC6 but not Ca,1.3 and TRPC4 2% %,

Endocardial upregulation of Ca,1.2, the ion-conducting a; subunit of LTCC involved
in phase 2 of the cardiac AP #, could explain the selective increase in endocardial
APD induced by IH exposure and the associated increase in QTc and Tpeak-Tend
intervals. Moreover, since both LTCC #’ and TRPC *° contribute to Ca** entry into
cardiomyocytes, their upregulation is associated with Ca** overload #° thus providing
an important substrate for arrhythmogenic early afterdepolarization and premature

24 2T This is even more relevant in a context of SNS

ventricular contractions
activation since catecholamines have the ability to increase LTCC 2’ and TRPC *

activity and in general, to promote calcium overload-related ventricular arrhythmias

27

Conclusion

This study is the first to demonstrate that intermittent hypoxia, a hallmark of OSA,
promotes SCD upon myocardial ischemia by inducing a pro-arrhythmogenic state
characterized by sympathoactivation and alterations in ventricular action potential
duration and repolarization associated with overexpression of myocardial calcium
channels. These results raise the following recommendations: 1) Assessment of
coronary risk should be enforced in OSA patients with severe nocturnal hypoxemia
along with increased QTc interval and sympathetic activity in order to prevent both
MI-induced lethal ventricular arrhythmias and SCD, 2) The risk is particularly high in
OSA patients with obesity and comorbidities acting synergistically to increase
sympathetic activity and 3) Clinical studies should be performed to evaluate the

effects of beta-blockers and calcium channel antagonists in the prevention of fatal
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and non-fatal cardiovascular events in apnoeic patients at risk for coronary artery

disease.
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Figure titles and legends

Figure 1. Intermittent hypoxia (IH) enhances myocardial ischemia-related lethal
ventricular arrhythmias. (A) Incidence of lethal arrhythmias occurring during
myocardial ischemia in rats exposed to 14-days of normoxia (N) or IH. (B) Incidence
of both reversible and irreversible ventricular fibrillation (VF) during ischemia. n=27
and 24 in N and IH groups, respectively. (C) Representative recording showing
ischemia-induced SCD (irreversible VF) in a rat submitted to IH. The upper tracing
represents arterial blood pressure (mmHg), and the lower tracing ECG lead Il with
characteristic ST-segment elevation (mV). (D) Incidence of VF occurring during a
30-min regional ischemia in isolated hearts of rats exposed to N or IH. n=24 and 29

in N and IH group, respectively. * p<0.05 vs. N. ** p<0.01 vs. N.

Figure 2. Intermittent hypoxia (IH) increases systemic and cardiac sympathetic
nervous system activity. (A) Plasma norepinephrine levels in rats exposed to 14-
days of normoxia (N) or IH. n=12 and 14 in N and IH groups, respectively. (B)
Representative power analysis spectra of diastolic blood pressure variability after
exposure to N (top) or IH (bottom). Low (LF) and high (HF) frequency bands of the
spectra are highlighted in red and green, respectively. (C) LF component (normalized
values, nu) and (D) LF/HF ratio obtained by frequency domain analysis of RR
intervals and diastolic blood pressure in rats exposed to 14-days N or IH. n=8 and 6
in N and IH groups, respectively. Data are expressed as mean = SEM. * p<0.05 vs.

N. ** p<0.01 vs. N.
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Figure 3. Intermittent hypoxia (IH) promotes heterogeneity of ventricular
repolarization, increases the transmural action potential gradient and alters the
transmural expression of Ca®" channels. (A) Typical ECG lead Il recorded in
anesthetized rats, with details of P wave, QRS complex, T wave, QT interval and
Tpeak-Tend intervals. IH induced a significant increase in QTc (B) and Tpeak-Tend
intervals (in milliseconds: ms) (C) compared to normoxia (N). n=14 per group. (D) IH
exposure induced a significant increase in endocardial APD50, but not in epicardial
APD50, compared to normoxia (N). n=10 and 9 in N and IH group, respectively. (E)
Representative monophasic action potential (MAP) recording showing measurement
of action potential duration at 50% (APD50) and 90% of repolarization. (F) Epicardial
and (G) endocardial mRNA levels of Ca,1.2 (Cacnaclc), Ca,1.3 (Cacnacld) and

TRPC1/4/6 (Trpcl/4/6) in rats exposed to normoxia (N) or IH. n=6 per group.

Data are expressed as mean +/- SEM. * p<0.05 vs. N. ** p<0.01 vs. N. ** p<0.001

vs. N.
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Hematocrit (%)

Arterial blood pressure
(mmHgQ)

Systolic pressure
Diastolic pressure
Mean pressure

Heart rate (bpm)

RPP (bpm x mmHgQ)

473+1.0

1449+ 3.4

108.7 +2.7

120.8 +2.8

4054 £5.9

58879 + 1872

IH
55.2+1.9

163.2+5.0

123.2+2.9

136.6 + 3.4

407.1+£10.3

66510 + 2661

p value
<0.001

<0.01
<0.001
<0.001

0.878

<0.05

Table 1. Baseline hemodynamic parameters in rats exposed for 14 days to

normoxia (N) or intermittent hypoxia (IH). n=20 and 15 in N and IH groups,

respectively. Data are expressed as mean + SEM. RPP: rate pressure product.
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N IH p value
RR interval
Total power (ms?) 2.76 £ 0.65 2.16 £0.48 0.506
LF power (ms?) 0.03 £ 0.01 0.09 £0.03 0.059
HF power (ms?) 2.64 £0.65 1.64 £ 0.28 0.213
LF power (nu) 1.60 £ 0.48 5.33+1.89 <0.05
HF power (nu) 98.40+0.48 94.67 £1.89 <0.05
LF/HF ratio 0.02 £ 0.01 0.06 £ 0.02 <0.05
Systolic blood
pressure
Total power (mmHg?)  37,19+4.94 23.94+5.25 0.095
LF power (mmHg?) 1.24 £ 0.33 2.06 + 0.61 0.223
HF power (mmHg?) 32.62+4.68 16.45+3.68 <0.05
LF power (nu) 3.81+£0.86 1048224 <0.01
HF power (nu) 96.19+0.86 89.52+2.24 <0.01
LF/HF ratio 0.04+£0.09 0.12+0.29 <0.02
Diastolic blood
pressure
Total power (mmHg?) 7.46 £1.23 441+0.72 0.073
LF power (mmHg?) 0.46 +£0.13 0.76 £ 0.19 0.195
HF power (mmHg?) 5.95+1.12 1.89 +0.45 <0.02
LF power (nu) 8.53+£219 29.17+6.72 <0.01
HF power (nu) 9147 +£219 70.83+6.72 <0.01
LF/HF ratio 0.10 £ 0.03 0.49+0.16 <0.02

Table 2. Power spectral analysis of heart rate (RR interval) and of systolic and
diastolic arterial blood pulse pressure variability in rats exposed for 14 days to
normoxia (N) or intermittent hypoxia (IH). LF: low frequency; HF: high frequency;
absolute (ms? and mmHg?, respectively) and normalized (nu) values are presented.

n=8 and 6 in N and IH groups, respectively. Data are expressed as mean = SEM.
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10.2. Résultats complémentaires : Impact du stress oxydant induit par I'HI sur I'activation

sympathique et les altérations de la repolarisation ventriculaire

Le tempol est un piégeur de radicaux libres mimant 'activité de la SOD ce qui a pour conséquences
de réduire la quantité d’anions superoxydes générés lors d’un stress oxydant et de prévenir leurs
effets déléteres (Manning et al. 2005). Ses effets bénéfiques au niveau vasculaire ont été démontrés
dans plusieurs études. En effet, I'administration de tempol dans de nombreux modéles murins
d’hypertension a permis de montrer qu’il diminue la quantité d’anions superoxydes vasculaires,
améliore la vasodilatation dépendante du NO et réduit la pression artérielle (Simonsen et al. 2009).
Dans le contexte du stress oxydant généré par I'exposition a I'HI, Troncoso Brindeiro et al. ont
montré que le tempol, administré pendant 14 jours d’HI eucapnique, permettait d’abolir
I"augmentation de la pression artérielle induite par I’HI (Troncoso Brindeiro et al. 2007). Nous avons
par la suite montré que, pour une méme durée d’exposition a I'HI et de traitement, le tempol
diminue la production d’anions superoxyde dans le coeur et abolit 'augmentation de la taille
d’infarctus causée par I’HI (Ramond et al. 2013).

Sur la base de ces observations, nous avons choisi d’utiliser le tempol pour évaluer la contribution du
stress oxydant a I’activation sympathique et aux altérations de la repolarisation ventriculaire induites

par I'HI.

Effets du tempol sur les paramétres hémodynamiques

Comme précédemment décrit dans la littérature (Ramond et al. 2013), nous avons observé que
I'administration de tempol dans I'eau de boisson durant les 14 jours d’exposition a I'HI a des effets
positifs sur les différents parametres hémodynamiques mesurés a la fin de I'exposition. En effet, les
animaux exposés a I'Hl présentent une augmentation de la PAS, de la PAD et de la PAM comparés
aux animaux exposés a la normoxie (N) (p<0,05). L'administration de tempol entraine une
normalisation de la pression artérielle chez les animaux exposés a I’HI (Figure 15A, 15B et 15C). En
revanche, le tempol ne prévient pas I'augmentation de I’hématocrite induite par I'HI (Figure 15E)
(p<0,05 vs. le groupe N controle) et n’a pas d’effet sur la fréquence cardiaque qui n’est pas modifiée
par I'HI (Figure 15D). L’HI induit une augmentation de l'indice de Fulton (rapport du poids du
ventricule droit sur celui du ventricule gauche + le septum) traduisant une hypertrophie ventriculaire

droite (p<0,05 vs. le groupe N contréle) et cet effet est aboli par le tempol (Figure 15F).
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Figure 15 : Effet du tempol sur les altérations des parametres hémodynamiques causées par I'HI.

Mesure de la pression artérielle systolique (A), diastolique (B) et moyenne (C), de la fréquence
cardiaque (D), de I'hématocrite (E) et de I'indice de Fulton (F). Valeurs exprimées en moyenne + SEM
(n=6). *p<0,05 vs. le groupe normoxique (N) controle, #p<0,05 vs. le groupe HI contréle. Test non
paramétrique de Kruskal-Wallis.

Effets du tempol sur I'activation sympathique évaluée par analyse spectrale

L'analyse spectrale de la fréquence cardiaque (intervalle RR) met en évidence une augmentation
significative de la composante a basse fréquence des spectres (LF) (Figure 16A) et donc du rapport
LF/HF (Figure 16B) chez les animaux exposés a I’HI (p<0,05 vs. le groupe N contrdle). L’administration
de tempol n’a pas d’effet chez les animaux exposés a la N et n’abolit pas I'augmentation de LF et du

rapport LF/HF chez ceux exposés a I'HI.

113



RRI RRI
*
50 1 2.54
2.0
.l V;I/;a 2 .
30l 104 *
—~ 15+ * 02—+
3 .
= I
4 o i
0.14
54
0 T T Y 0.0 T T T
N HI N HI N HI N HI
Contrdle Tempol Contrédle Tempol

Figure 16 : Effet du tempol sur I'activation sympathique cardiaque induite par I'HI évaluée par
analyse spectrale de la fréquence cardiaque (intervalle RR, RRI).

(A) Composante spectrale a basse fréquence (LF) exprimée en valeurs normalisées (nu). (B) Rapport
LF/HF ol HF représente la composante spectrale a haute fréquence. Valeurs exprimées en moyenne
+ SEM (n = 6). * p<0,05 vs. le groupe normoxique (N) contrdle. Test non paramétrique de Kruskal-
Wallis.

Effets du tempol sur les altérations de la repolarisation ventriculaire

L'exposition a [I'Hl entraine un allongement des intervalles QTc et Tpeak-Tend de
I’électrocardiogramme (p<0,05 et p=0,067, respectivement, vs. le groupe N controle).
L’administration de tempol abolit de fagon significative I’allongement de ces 2 intervalles en réponse

a I'HI (Figure 17A et 17B).
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Figure 17 : Effet du tempol sur les altérations de la repolarisation ventriculaire induites par I'HI.

Le traitement au Tempol prévient I'allongement du QTc (A) et du Tpeak-Tend (B) apres 14 jours
d’exposition a I’HI. Valeurs exprimées en moyenne + SEM (n=5-6 par groupe). *p<0,05 vs. le groupe
normoxique (N) contréle. Test non paramétrique de Kruskal-Wallis.
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11.PARTIE Il : Homéostasie du zinc et atteintes myocardiques en réponse au stress

oxydant

Le premier objectif de cette étude était d’observer les effets d’un stress oxydant aigu, I'ischémie-
reperfusion, ou soutenu, I’HI chronique, sur ’lhoméostasie du zinc.
Puis, dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux effets cardioprotecteurs de la

supplémentation en zinc dans divers contextes de stress oxydant.

Effet de I'ischémie et de la reperfusion sur I’homéostasie du zinc

Apres 15 minutes d’ischémie régionale ex-vivo induite par ligature de I'artére coronaire gauche, nous
n’observons pas de variation de la concentration en zinc total dans les effluents coronaires (vs. la
valeur de stabilisation). En revanche, au cours des 30 premiéres secondes de la reperfusion, nous
observons une augmentation significative de la concentration en zinc total dans les effluents
coronaires qui atteint une valeur approximativement 1,75 fois plus élevée que celles mesurées a la
stabilisation et a I'ischémie (615,7 * 78,2 nmol/L vs. 329,4 + 44,3 nmol/L et 374,4 + 34,8 nmol/L,
respectivement, p<0,01) (Figure 18).
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Figure 18 : Effet d’une I/R régionale sur les concentrations en zinc (Zn) total des effluents coronaires.

La reperfusion (reperf) entraine une augmentation de la concentration en zinc total dans les effluents
coronaires comparativement aux valeurs mesurées a la stabilisation (stab) et apres 15 minutes
d’ischémie (isch 15’). Valeurs exprimées en moyenne + SEM (n=17, 18 et 9 pour les groupes stab, isch
15’ et reperf, respectivement). **p<0,01 vs. stab et isch 15’. ANOVA a une voie.
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Effet de I’hypoxie intermittente sur I’homéostasie du zinc

L'exposition a I'HI pendant 14 jours ne suffit pas a altérer le taux plasmatique de zinc total. En
revanche, nous constatons que lorsque I'on augmente la durée d’exposition a 35 jours nous
observons une diminution significative du zinc plasmatique (Table 2).

En revanche, I'exposition a I’'HI n’a pas d’impact sur les concentrations de zinc tissulaires, et ce
qguelque soit la durée d’exposition puisque nous observons que 14 ou 35 jours d’HI n’entrainent pas

d’altération de 'homéostasie du zinc au niveau osseux, hépatique et myocardique (Table 2).

14 jours 35 jours
[zinc] N HI N HI

¥
(::;;:7” 11,66+ 0,34 12,55 £ 0,38 13,01 £ 1,19 10,31 + 0,53

Fémur

93,04 + 5,31 93,73 + 4,22 - -
(ng/g)

Foie

22,18 + 0,48 21,96 + 0,86 27,64 + 1,10 26,30 £ 0,42
(ue/g)

Coeur

- - 15,09 + 0,25 15,70 + 0,21
(me/g)

Table 2 : Perturbations de 'homéostasie du zinc aprés des expositions a I’HI de 14 et 35 jours.

Au niveau plasmatique, seule une exposition de 35 jours entraine une diminution des concentrations
de zinc total. Ni 14, ni 35 jours n’altérent les concentrations osseuses, hépatiques et myocardiques
de zinc. Valeurs exprimées en moyenne + SEM (n=7-8 pour les dosages plasmatiques, n=4 pour
dosages osseux et n=7-8 pour les autres dosages). *p<0,05 vs. la valeur du groupe HI 14 jours. Test
non paramétrique de Kruskal-Wallis.

Effets de la supplémentation en zinc sur un stress oxydant induit chimiquement par du peroxyde
d’hydrogene

La perfusion de coeurs isolés avec du peroxyde d’hydrogéne (0,375 mM) entraine une diminution de
la PDVG qui atteint environ 30% de sa valeur de base aprés 5 minutes de perfusion. Le débit
coronaire est également diminué, mais de fagon moins importante (Figure 19).

Parmi les différentes concentrations de zinc administrées, seule la concentration de 10®M semble
avoir un effet bénéfique sur les altérations causées par le peroxyde d’hydrogene. En effet, a cette
concentration, I'administration de zinc tend a améliorer la PDVG (p = 0,051) (Figure 19A). Concernant
le DCo, les coeurs supplémentés en zinc récupérent mieux que ceux ayant recu du DMSO (Figure

19B).
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Figure 19: Effets du zinc sur la récupération fonctionnelle aprés un stress oxydant induit
chimiquement.

L’administration de zinc, a la concentration de 10°M, améliore la récupération fonctionnelle
myocardique en termes de pression développée du ventricule gauche (PDVG) (A) et de débit
coronaire (B) suite a un stress oxydant induit par une perfusion de 5 minutes de peroxyde
d’hydrogene sur des coeurs isolés-perfusés de rats. Valeurs exprimées en moyenne + SEM (n=4a7
par groupe). *p<0,05 vs. la valeur du groupe DMSO 10®M. Test de Mann Whitney.

Effets de la supplémentation en zinc sur les arythmies d’ischémie-reperfusion

Les arythmies ont été analysées au cours des 10 premieres minutes de reperfusion suite a une
ischémie régionale ex-vivo de 15 minutes en présence de véhicule (sodium pyrithione) ou de zinc
pyrithione a 1, 2 ou 3.10°M. La concentration de 1.10°M tend a augmenter et celle de 2.10°M
augmente de facon significative le temps passé en rythme sinusal, comparativement au groupe
véhicule (190,6 + 56,8 secondes vs. 35,9 + 31,6 secondes, respectivement) (Figure 20A). De plus, la
reperfusion avec 1.10°M et 2.10°M de zinc diminue de facon significative la durée des arythmies
ventriculaires séveres telles que la TV et la FV (Figure 20B). En revanche, I'administration d’une
concentration plus importante de zinc (3.10°M) a la reperfusion n’a pas d’effet protecteur tant sur le
temps passé en rythme sinusal que sur la durée des arythmies (Figure 20A et 20B). L'effet protecteur
du zinc a I'égard des arythmies peut également étre apprécié en termes de survie, caractérisée par
un retour en rythme sinusal. A la dose de 2.10°M, le zinc augmente significativement le nombre de
coeurs en rythme sinusal a 5 minutes de reperfusion (7/17 cceurs) comparativement aux cceurs
reperfusés avec le véhicule (1/17 cceurs) (Figure 21A) et cet effet tend fortement a persister a 10
minutes de reperfusion (6/17 cceurs) (Figure 21B).

Les effets antiarythmiques du zinc sont associés a une amélioration trés nette de la récupération
fonctionnelle en termes de PDVG et de débit coronaire. En effet, les 3 concentrations de zinc
augmentent significativement le débit coronaire a 5 et 10 minutes de reperfusion (Figure 22A et
22B). Concernant la PDVG, la concentration de zinc & 1.10°M tend a améliorer et celle de 2.10°M de
zinc améliore de facon significative la récupération myocardique en termes de contraction, alors que

la concentration de 3.10°M est sans effet (Figure 22C et 22D).
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Figure 20 : Effet de la supplémentation en zinc pendant la reperfusion sur la survenue des arythmies

au cours des 10 premiéres minutes de reperfusion.

Le temps passé en rythme sinusal (A) ou en tachycardie et fibrillation ventriculaire (TV/FV) (B) est
mesuré en secondes. Valeurs exprimées en moyenne = SEM (n=15 ou 17 par groupe). *p<0,05 et
**p<0,01 vs. véhicule. Test non paramétrique de Kruskal Wallis.
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Figure 21 : Effet de la supplémentation en zinc pendant la reperfusion sur la survie.

La survie est exprimée par la proportion de cceurs en rythme sinusal vs. ceux présentant des
arythmies sévéres (TV/FV) aprés 5 minutes (A) et 10 minutes (B) de reperfusion. (n=17 par groupe).
*p<0,05 vs. véhicule. Test exact de Fisher.
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Effets de la supplémentation en zinc sur 'augmentation de la taille d’infarctus induite par I’hypoxie
intermittente

Conformément aux résultats du laboratoire, la taille d’infarctus des cceurs isolés et perfusés avec du
véhicule est augmentée chez les animaux exposés 14 jours a I’HI par rapport au groupe N (43,9 +4,1
% vs. 29,2 + 4,3%, respectivement). L’addition de zinc (2.10°M) dans le Krebs durant les 120 minutes
de reperfusion permet d’abolir I'augmentation de la taille d’infarctus induite par I’'HI (33,0 £ 5,4 % vs.

26,3 £ 2,7 % dans les groupes HI et N, respectivement) (Figure 25).
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Figure 22: Effet de la supplémentation en zinc pendant la reperfusion sur la récupération
fonctionnelle post-ischémique.

Débit coronaire apres 5 minutes (A) et 10 minutes de reperfusion (B); pression développée par le
ventricule gauche (PDVG) apres 5 minutes (C) et 10 minutes de reperfusion (D). Valeurs exprimées en
moyenne + SEM (n=15 ou 17 par groupe). *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 vs. véhicule. Tests non
paramétriques de Kruskal Wallis hormis pour le débit coronaire a 10 minutes de reperfusion (ANOVA
a une voie).
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Figure 23: Effet de la supplémentation en zinc (2.10°M) pendant la reperfusion sur la taille
d’infarctus sur des cceurs d’animaux exposés a la normoxie (N) ou a HI pendant 14 jours.

A. Taille de la zone a risque (en % de celle du ventricule gauche, VG) générée par la ligature
coronaire. B. Taille d’infarctus suite a une ischémie régionale de 30 minutes suivie de 120 minutes de
reperfusion. Valeurs exprimées en moyenne + SEM (n=9-13 par groupe). *p<0,05 vs. le groupe N
correspondant. ANOVA a deux voies.
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12.PARTIE Ill : Article 2: Zinc deficiency up-regulates ET-1 mediated signaling

through HIF-1 expression affecting endothelial cell migration

Au vu de la déplétion en zinc induite par l'exposition a I’hypoxie intermittente et des effets
bénéfiques de sa supplémentation dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése d’un lien éventuel
entre les perturbations de 'homéostasie du zinc et I'activation de I'axe HIF-1-ET-1.

Nous nous sommes donc intéressés aux effets d’'une déplétion en zinc, induite chimiquement grace a
un chélateur spécifique, le TPEN, sur I'activation de cet axe dans des cellules endothéliales humaines
(Karagulova et al. 2007). L'utilisation des cellules endothéliales présente ici un double intérét. Tout
d’abord, comme mentionné dans la partie Il ci-dessus, ce sont les concentrations plasmatiques de
zinc qui diminuent en réponse a I’HI. D’autre part, a I'échelle de 'organisme, c’est au niveau artériel
que sont mesurées les plus grosses variations de SpO, chez des rongeurs exposés a I'Hl (Reinke et al.
2011). Ainsi, hypothétiquement, ce sont les cellules endothéliales qui sont le plus exposées aux
variations de concentration en zinc et en oxygéne en réponse a I’HI. De plus, elles sont responsables
de la sécrétion d’ET-1, géne-cible de HIF-1, jouant un rbéle majeur dans I’hypertension artérielle
(Yanagisawa et al. 1988; Kanagy et al. 2001) et I'aggravation de la taille d’infarctus (Belaidi JACC
2009) induites par I'HI.

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence que la déplétion en zinc par le TPEN induisait
une translocation nucléaire de HIF-1la et une sécrétion d’ET-1 avec, comme conséguence

fonctionnelle, une accélération de la migration cellulaire sous le controle de I'axe HIF-1-ET-1.
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Abstract

Background and objective. Zinc is an important trace element regulating numerous
physiological processes, particularly in conditions of oxidative stress. Amongst its
various structural, catalytic and regulatory properties, zinc affects the expression and
function of numerous transcription factors, including hypoxia-inducible factor-1 (HIF-
1). HIF-1 and its target gene endothelin-1 (ET-1) are activated by intermittent hypoxia
(IH), one of the main consequences of obstructive sleep apnea (OSA) syndrome, and
they play a key role in the cardiovascular consequences of IH. Since OSA and IH
induce oxidative stress and are associated with zinc deficiency, the main objective of
this study was to investigate the effect of zinc deficiency on the HIF-1-ET-1 axis and
to observe its functional consequences on endothelial cells.

Methods. Primary human microvascular endothelial cells (HMVECSs) were incubated
with sub-micromolar doses of a zinc-specific membrane-permeable chelator
N,N,N',N'-tetrakis (2- pyridylmethyl) ethylene diamine (TPEN, 0.5 puM) or ET-1 (0.01
pMM) with or without bosentan, an antagonist of ET-1 receptors. HIF-1a was silenced
by transfection with specific siRNA. Wound healing capacity of HMVECs was
evaluated in vitro with a scratch assay.

Results. Zinc chelation by TPEN exposure induced the translocation of the cytosolic
HIF-1a subunit of HIF-1 to the nucleus as well as an HIF-mediated ET-1 secretion by
HMVECSs. Incubation with both TPEN and ET-1 increased endothelial wound-healing
capacity. Bosentan and HIF-1a silencing abolished this effect.

Conclusion. Altogether, the results suggest that zinc deficiency up-regulates ET-1
signaling through HIF-1 activation and stimulates endothelial cell migration
suggesting a role for zinc in the activation of the HIF-1-ET-1 axis and its deleterious

consequences in IH and OSA.
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Introduction

Zinc is an essential trace element that is vital for cell function as shown by the severe
consequences of zinc deficiency [1]. More specifically, zinc deficiency has been
linked to various diseases associated with endothelial cell migration and defective
angiogenesis such as atherosclerosis, pulmonary hypertension [2] or cancer [3]. The
mechanisms by which zinc may affect endothelial cell function are multifaceted since
it has structural, catalytic, signaling and regulatory properties [4]. Zinc binding or
release from zinc-containing proteins can modulate their activity, as shown for protein
kinase C [5], matrix metalloproteinases [6], or multiple transcription factors [4].
Moreover, zinc can regulate the activity of transcription factors that do not contain
structural zinc. Hence, zinc depletion has been shown to increase the activity of NF-
kKB and AP-1 leading to proinflammatory effects such as enhanced endothelial cell
permeability and adhesion to monocytes [7] but also to increased expression of pro-
angiogenic molecules such as VEGF, IL-8 and MMP9 by cancer cells [8].

Another transcription factor well known to play a role in normal and defective
angiogenesis is HIF-1, the hypoxia sensitive transcription factor first identified in the
90’s by Semenza, Kaelin, and Ratcliffe [9]. HIF-1 is a heterodimer consisting of an
oxygen-sensitive HIF-1a subunit and a constitutive HIF-18 subunit. In well-
oxygenated cells, proline hydroxylation of the HIF-1a subunit by oxygen-dependent
prolyl-hydroxylase enzymes (PHDs) leads to its proteasomal degradation. In hypoxic
conditions, PHDs activity is reduced leading to HIF-1a stabilization, translocation to
the nucleus and dimerisation with the HIF- 1B subunit leading to transcription of

several angiogenic genes such as placental growth factor, TGF-B1 an, VEGF [9].
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The link between zinc homeostasis and HIF-1 regulation is suggested by the fact that
the HIF-1 pathway plays a major role in diseases associated with zinc deficiency,
such as atherosclerosis, pulmonary hypertension and cancer [9]. Although direct
experimental evidence is scarce, zinc supplementation has been shown to promote
HIF-1a degradation and decrease expression of VEGF [10] and zinc deficiency to
inhibit HIF-1a ubiquitination and induce VEGF expression [11] in cancer cells.

Zinc deficiency is observed in obstructive sleep apnea (OSA) syndrome [12], a well
known risk factor for cardiovascular disease and cancer [13], and OSA patients
exhibit increased tissue expression of HIF-1 [14] and of plasma levels of HIF-1 gene
products involved in endothelial dysfunction and angiogenesis such as VEGF [15]
and endothelin-1 (ET-1) [16]. We have shown that HIF-1 activation and ET-1
expression are major contributors to the vascular remodeling and enhanced
atherosclerosis induced by exposure to chronic intermittent hypoxia, a hallmark of
OSA [17]. Interestingly, we also observed that IH exposure induces a significant
decreased in plasma zinc levels (see supplementary data for details).

The present study was thus designed to investigate the effects of zinc deficiency on
the HIF-1-endothelin pathway and its functional consequences in terms of endothelial
cell migration. Using human microvascular endothelial cells we demonstrate that zinc
deficiency caused by specific zinc chelation promotes HIF-1 translocation to the

nucleus leading to HIF-1-dependent ET-1 secretion and endothelial cell migration.
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Methods

Endothelial cells
Primary human adult dermal microvascular endothelial cells (HMVEC-D) (Lonza)
were cultured in EGM2-MV according to the supplier's recommendations. The cells

were used between passages 4 and 8.

Immunofluorescence

Cells cultured on fibronectin-coated glass slides (1.5ug.cm?2, Sigma) in 24-well
dishes were exposed to vehicle (DMSO 0.05%o) or to the membrane-permeable zinc
chelator N,N,N',N'-tetrakis (2- pyridylmethyl) ethylene diamine (TPEN, 0.5 uM in
DMSO 0.05%0, Fluka Analytical) for 2 and 5 hours. They were then fixed with 4%
paraformaldehyde and permeabilised in PBS-0.1% Triton. HIF-1a primary antibody
(1:100, AbCam) and secondary antibody (Alexa Fluor® 546, 1:500, Invitrogen) were
incubated at 37°C for 60 and 45 minutes, respectively. Dapi (0.5 pg.ml™) was
incubated during 10 min at room temperature. Slides were assembled with
fluorescence mounting medium (Dako) and analyzed by fluorescence microscopy
(Axiolmager, Zeiss) or by confocal microscopy (LSM710, Zeiss). The quantification of
nuclei/cytosol HIF-1 ratio was performed using ImageJ (NIH) image processing
software. Positive control of HIF-1 translocation was performed using cells incubated

with 200uM of the hypoxia-mimetic agent cobalt chloride (CoCl,, Sigma).

HIF-1a gene silencing by small interfering RNA (siRNA)
HMVEC were transfected with 20nM of scrambled siRNA coupled to fluorescein

(Santa Cruz) or with 20nM of a pool of 3 target-specific sSiRNAs directed against
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HIF-1a (Santa Cruz). In accordance, transfected cells are referred to as control and
HIF-1a-neg, respectively. Transfection was performed when confluence achieved
approximately 70% wusing TransIT-TKO (Mirus) according to the supplier's
recommendations. Transfection efficiency was assessed by determining HIF-1

protein expression using Western blot analysis.

Western blot analysis

Twenty-four to 48 hours after transfection, cultured cells were collected, centrifuged
(1000 rpm, 5 min, 4°C) and stored at -80°C. Protein extraction was performed in
RIPA buffer (50 mM Tris HCI pH 7.2, 150 mM NacCl, 1% NP40, 0.5% DOC, 0.1%
SDS, 1 mM PMSF) with a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics). Protein
concentration of cytosolic extracts was determined using Pierce BCA protein assay
kit (Thermo Scientific). A 9% SDS-PAGE gel was used for protein separation on 10
Mg of cytosolic extracts. After transfer to a nitrocellulose membrane (Amersham
Biosciences) and blocking in TBS-Tween 0.1% containing 5% dried milk, overnight
incubation at 4°C was performed with primary antibodies under gentle agitation.
Rabbit anti-HIF-1a (Active Motif) and mouse anti-B-actin (Sigma) antibodies were
used at 1:1000 dilution in TBS-tween 0.1% with 5% dried milk. HRP-coupled anti-
rabbit (Santa Cruz) and anti-mouse (Sigma) secondary antibodies were used at
1:2500 dilution in TBS-tween 0.1% containing 5% dried milk. They were applied
during 1h under gentle agitation at room temperature before ECL revelation (Thermo

Scientific).
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Wound healing experiments

HMVECs were seeded at 40.10° cells per well in 48-well dishes (Nunclon) to reach
100% confluence. After 24 h, a scratch was performed by crossing the wells from
side to side with a sterile 10-100ul cone (Starlab, TipOne). Detached cells were
removed by changing the culture medium. Non-transfected cells were incubated
overnight with vehicle, 0.01 uM ET-1 or 0.5 pM TPEN with or without 1 pM bosentan
(graciously provided by Actelion Pharmaceuticals, Switzerland). Control or
HIF-1a-neg cells were seeded 24h after transfection and submitted to the same
conditions. Wound reparation was recorded with a dynamic microscope (AxioVert
200M, Zeiss) equipped with temperature and CO, controls. Pictures were taken
every 30 min during 16 hours under 10x magnification (Metamorph). Two positions
per well were recorded. Size of filled areas was determined by subtracting that of
cell-free areas at the end of the experiment from initial cell-free areas (Image J
software). Filled areas values were normalized as percentages of control wells

values.

Endothelin-1 assay
Endothelin-1 was measured in the culture medium of cells exposed to TPEN for 16h
using an endothelin-1 ELISA kit (Enzo Life Sciences) according to the supplier’s

recommendations.

Statistical analysis

Data (expressed as mean + SEM) were analyzed using GraphPad Prism 6 Software

(San Diego, California). Statistical significance was set at p<0.05.
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Results

TPEN induces the nuclear translocation of HIF-1a in HMVEC cells
Cell exposure to TPEN led to HIF-1a translocation from cytosol to nucleus. Indeed,
the nuclear/cytosolic HIF-1a ratio was significantly increased after 5 hours of

incubation with TPEN (p<0.05 vs. vehicle-exposed cells) (Figure 1).
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Figure 1: TPEN treatment induces HIF-1a nuclear translocation in HMVEC cells.
A) Representative images showing HIF-1a (red) and nuclear (Dapi, blue) staining in
HMVEC cells treated for 5 hours with vehicle (DMSO 0.05%.), TPEN (0.5 puM) or
CoCl, (200 pM) as a positive control. B) Quantification of the HIF-1a
nucleus/cytosolic ratio, normalized to vehicle-treated cells. N=4 experiments *
p=0.045 vs. vehicle-treated cells at 5h, Kruskall Wallis rank sum test.
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TPEN promotes endothelin secretion by HMVEC cells in a HIF-1-dependent
manner

ET-1 levels were increased by 28.5% in supernatant of cells exposed to TPEN for
16h compared to those of vehicle-exposed cells (p<0.05). Moreover, HIF-1a

downregulation prevented the effect of TPEN on ET-1 secretion (Figure 2).
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Figure 2: TPEN treatment triggers HIF-1a-dependent ET-1 secretion by HMVEC
cells. A) Effect of TPEN (0.5 puM) on ET-1 secretion measured in culture medium of
HMVEC cells transfected with scrambled (Control) or anti-HIF-1a (HIF-1a-neg)
siRNA. N=6 experiments. *p=0.031 vs. vehicle-treated cells, Wilcoxon-signed rank
test. B) Representative Western blots and quantification of HIF-1a expression after
transfection with scrambled or anti-HIF-1a siRNA. N=3 independent experiments.

Endothelin and TPEN promote wound healing

Wound healing was significantly increased when cells were cultured with either ET-1
or TPEN (p<0.05). The effects of ET-1 and TPEN on cell migration were similar (26.8
and 26.1% increase, respectively). Finally, while bosentan per se did not affect

wound healing, it prevented both ET-1-induced and TPEN-induced cell migration

(Figure 3).
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Figure 3: Endothelial cell wound closure is induced by ET-1 and TPEN and is
abolished by bosentan. A) Representative pictures showing wound at t0 and wound
closure after 12h for cells treated with vehicle, TPEN (0.05 uM) or TPEN + bosentan
(1 uM). B) Quantification of wound healing normalized to control cells. N=minimum 5
experiments.* p<0.05 vs. control cells, Wilcoxon signed rank test.

HIF-1a gene silencing abolishes endothelin- and TPEN- induced wound healing
HIF-1a downregulation by siRNAs transfection decreased wound healing by almost
40% compared to control cells (p<0.05) and significantly abolished the cell migrating

effects of ET-1 and TPEN (p<0.0.05) (Figure 4).
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Figure 4: Endothelial cell wound closure induced by TPEN is HIF-1a-dependent
A) Representative pictures showing initial wound at tO0 and wound closure after 12h
for cells transfected with anti-HIF-1a siRNA and treated with TPEN (0.5 pM).

B) Quantification of wound healing normalized to control cells. N=minimum 3
experiments. * p<0.05 vs. control cells, Wilcoxon signed rank test, and # p<0.05 vs.
corresponding control cells, two-way ANOVA.
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Discussion

The present study provides evidence that zinc deficiency promotes the activation of
the HIF-1-endothelin axis resulting in increased migration of endothelial cells.
Translocation of the HIF-1a sub-unit from the cytosol to the nucleus is necessary for
the activation of HIF-1 and transcription of its target genes [9]. We have shown that
zinc chelation by TPEN rapidly induces a nuclear translocation of HIF-1a in HMVECs
confirming that zinc signaling is involved in the regulation of HIF-1 activity in
endothelial cells. Studies in cancer cells have identified some of the mechanisms
behind this regulation. Hence, Choi et al. showed that zinc chelation stabilizes HIF-1a
by inhibiting its ubiquitination and by preventing the inhibitory hydroxylation of its
Asp®® residue by FIH-1 [11]. In accordance, Nardinocchi et al. observed that zinc
supplementation decreases cytosolic HIF-1a levels by promoting its proteasomal
degradation [10]. In both studies, modulation of cytosolic HIF-1a levels was
accompanied by changes in transcriptional activity of its target genes. Our study,
however, is the first to confirm that stabilization of HIF-1a by zinc chelation effectively
induces its translocation to the nucleus.

Dimerization of HIF-1a with HIF-1 3 in the nucleus, along with recruitment of
transcriptional co-activators, leads to HIF-1 DNA binding and transcription of
numerous genes such as erythropoietin, VEGF and ET-1 [17]. In our study, TPEN-
induced HIF-1a translocation was accompanied by increased transcriptional activity
since it induced an increase in ET-1 secretion that was abolished by HIF-1a
silencing. HIF-1a down-regulation did not affect baseline ET-1 secretion by HMVECS
since HIF-1 is not involved in the transcriptional control of ET-1 synthesis in standard

conditions [18].
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In order to evaluate the functional consequences of the increased ET-1 secretion in
response to TPEN, we analyzed cell migration capacity using wound-healing scratch
assays. Data showed that TPEN as well as ET-1 accelerated wound closure
suggestive of increased cell migration capacity and thus of an enhanced angiogenic
process [19]. Wound-healing capacity of cultured cells can be influenced by cell
migration but also by cell proliferation. However, since primary HMVEC have a very
slow proliferation rate and since the wound healing effects of TPEN or ET-1
appeared very rapidly, we can deduce that they were primarily due to cell migration.
While the effects of ET-1 on endothelial cell migration [20] and angiogenesis [18] are
well known, our data are the first to show that zinc deficiency has similar actions.
Furthermore, the effects of both ET-1 and zinc deficiency were blocked by the dual
endothelin receptor antagonist, bosentan, confirming that ET-1 release by TPEN is
responsible for its effects endothelial cell migration.

HIF-1a silencing abolished TPEN-induced wound healing along with ET-1 secretion
confirming that activation of the HIF-1-ET-1 axis by zinc chelation is responsible for
the enhanced cell migration. Interestingly, HIF-1a silencing also abolished ET-1-
induced wound healing. In fact, there is a cross talk between HIF-1 and ET-1. Hence,
ET-1 has been shown to reduce PHD2 activity and to enhance HIF-1a synthesis and
stability in various cell types including endothelial cells [21], thus promoting its
secretion in a HIF-1 dependent feed-forward mechanism.

Finally, the increased HIF-1 activity induced by ET-1 could also promote cell
migration through increased transcription of other HIF-1-dependent angiogenic
factors such as VEGF [9]. In accordance, we recently showed that VEGF promotes

wound healing in HMVEC [22].
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In summary, although the exact mechanism whereby zinc regulates HIF-1 activity
remains to be elucidated, the results of this study demonstrate that zinc deficiency
promotes the HIF-1-endothelin axis associated with endothelial activation. Additional
investigations are mandatory to evaluate whether disturbance of zinc homeostasis
could explain HIF-1 activation in oxidative-stress related conditions such as IH and

OSA.
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Supplementary data and methods

Methods

Intermittent hypoxia exposure.

Male Wistar rats (8 weeks old, CERJ, France) were exposed to intermittent hypoxia
(IH) for 14 and 35 days. Animals were exposed daily (8 h/day) to 1-min cycles of IH
(30 sec at 21% and 30 sec at 5% FiO2) or normoxia (N similar air-air cycles). At the
end of N or IH exposure, animals were anesthetized with intraperitoneal injection of

pentobarbital (50 mg.kg™?) and venous blood was collected directly into the right
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ventricle in heparinized tubes for trace element assay (BD Vacutainer). After

centrifugation, plasma samples were conserved at -80°C.

Plasma and tissue zinc assay.

Zinc was determined using a quadrupole ICP-MS Thermo X serie Il (Thermo
Electron, Bremen, Germany) equipped with quartz impact bead spray chamber and
concentric nebulizer. The Xt interface option was used. Liquid sample were diluted in
nitric acid 1% (v/V) prior to analysis. Tissues were mineralized in nitric acid and then
diluted 100 fold in decontaminated water prior to analysis. 64Zn and 66Zn were
measured and 71Ga was used as internal standard. An external standard calibration
curve was generated using four calibration standards (0-120-600 and 1200 nmol/l).
The mean of the two stable isotopes was used as final concentration. For tissue
analysis, method accuracy was assessed by analyzing NIST standard reference
material 1577b (bovine liver) at least at the beginning and end of the analytical run.
The limits of detection and quantification were respectively 15.5 and 51.7 nmol/l. The

between run precisions was 5.45%. The average bias was equal to 0.787%.

Results

Exposure to intermittent hypoxia alters plasma but not tissue total zinc levels

While plasma total zinc levels were not affected by a 14-day exposure to IH, they
were significantly decreased in animals exposed to 35 days of IH (12.5 + 0.4 vs. 10.3
+ 0.5 uM, respectively, p=0.028) (Table S1). Whatever its duration, IH exposure did

not affect bone, liver or myocardial zinc homeostasis (Table S1).
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Table S1

14 days 35 days

N IH N IH

plasma

*
11.66+0.34 12.55+0.38 13.01+1.19 10.31+0.53
(umole/L)

Plasma total zinc levels of rats exposed to normoxia (N) or chronic intermittent
hypoxia (IH) for 14 and 35 days. *p<0,05 vs. corresponding value at 14 days. Kruskal

Wallis rank sum test.
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13.PARTIE |: Role de I'hypoxie intermittente dans la survenue d’arythmies
ventriculaires lors de l'ischémie myocardique et étude des mécanismes sous-

jacents

13.1. Article 1 « Obstructive sleep apnea and the risk of sudden cardiac death: chronic
intermittent hypoxia promotes myocardial ischemia-related ventricular arrhythmias”

Au cours de cette étude nous avons démontré que I'HI multipliait par 2 le risque de survenue
d’arythmies ventriculaires séveres au cours de I'ischémie myocardique.
Parmi les mécanismes potentiellement impliqués, nous avons confirmé que I'HI induisait une
activation sympathique cardiaque et systémique connue pour ses effets pro-arythmogénes dans un
contexte d’ischémie-reperfusion (Di Diego et al. 2011; Brachmann et al. 2012).
Nous avons, pour la premiére fois, mis en évidence un allongement des intervalles QTc et Tpeak-
Tend chez les animaux exposés a I'Hl. Ces allongements sont en faveur d’une altération de Ila
repolarisation ventriculaire et sont associés a un risque accru de mort subite (Moss 2006; Panikkath
et al. 2011). Afin de mieux caractériser les altérations de la repolarisation induites par I'HI, nous
avons réalisé des enregistrements de potentiels d’action monophasiques (PAM) sur des sites
épicardiques et endocardiques adjacents. Nous avons ainsi observé que I'HI induisait un allongement
plus important de la durée des PAM endocardiques par rapport aux PAM épicardiques, avec comme
conséguence une augmentation du gradient transmural de repolarisation du ventricule gauche
susceptible d’expliquer les modifications électrocardiographiques observées (Antzelevitch 2007).
Ceci était accompagné d’une expression accrue des canaux calciques de type L et des canaux de type
« transient receptor potential caconical » (TRPC) au niveau de I'endocarde.
Le myocarde est un tissu hétérogéne et les caractéristiques électrophysiologiques de la paroi
ventriculaire varient de I'épicarde a I'endocarde (Abd Allah et al. 2012). Ceci se manifeste par des
morphologies et durées de PAM différentes qui peuvent s’expliquer par des différences de courants
ioniques (Antzelevitch et al. 1991). Le gradient transmural ventriculaire peut ainsi étre affecté par

des variations de I'expression et/ou de I'activité des canaux ioniques.

13.1.1. Hl et canaux calciques de type L
Puisque les PAM présentent un allongement de la phase précoce de la repolarisation indiqué par une
augmentation de APD50, nous nous sommes intéressés a I'expression de canaux calciques jouant un
réle au cours de cette phase a savoir les canaux calciques de type L (LTCC). Egalement connus sous le
nom de canaux sensibles aux dihydropyridines, ils appartiennent a la famille des canaux calciques
voltage-dépendants a haut voltage et participent aux phénomeénes de couplage excitation-

contraction dans les cellules musculaires. lls sont constitués de 4 sous-unités : a;, a,6, B ety. C'est la
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sous-unité a, qui, grace a ses 4 domaines a 6 segments transmembranaires, va former le pore par
lequel vont entrer les ions Ca®* (Figure 24) (Catterall 1995; Gurkoff et al. 2013). Il existe différentes
isoformes de cette sous-unité dont I'expression varie en fonction du tissu considéré : Cavl.1, Cavl.2,
Cavl.3 et Cavl.4. Au niveau du cceur, les isoformes Cavl.2 et 1.3 sont exprimées dans les
cardiomyocytes ventriculaires ou atriaux et dans les cellules pacemaker, respectivement (Catterall
1995). Les LTCC cardiaques vont étre responsables de la forme du potentiel d’action cardiaque, en
particulier du plateau observé lors de la repolarisation puisqu’ils sont ouverts en réponse a la
dépolarisation (Lipscombe et al. 2004). Ainsi, une augmentation de leur expression va promouvoir
I'allongement du potentiel d’action cardiaque (Abd Allah et al. 2012). De plus, une activité trop
importante de ces canaux va, a travers la surcharge calcique, fournir un terrain propice a la survenue
de post-dépolarisations précoces et donc d’arythmies (Anderson 2004). Les LTCC présentent
également un intérét particulier dans le contexte de I'HI puisqu’ils sont sensibles au statut redox de
la cellule et que le stress oxydant entraine une augmentation de leur activité (Hool 2009).
Finalement, I'expression des sous-unités a; de Cavl.2 et Cavl.3 est augmentée en réponse a

I’hypoxie et ceci, de facon HIF-1a dépendante (Li et al. 2015).

VOLTAGE-GATED CALCIUM CHANNELS

Extracellular

i
s

Figure 24 : Schéma illustrant les différentes sous-unités formant un canal
calcique voltage-dépendant.

Les sous-unités formant le canal sont : al constituant le pore par lequel le
Ca’*entre dans la cellule, a26, B et y. D’aprés Gurkoff et al. 2013
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13.1.2. Hl et canaux de type « transient receptor potential caconical »

En plus de promouvoir la survenue de post-dépolarisations précoces, la surcharge calcique
augmente la probabilité d’ouverture des RyR provoquant ainsi des dépolarisations spontanées (Bers
2002). L'entrée de Ca®* dans les cardiomyocytes peut avoir lieu par les canaux de type L mais
également par des canaux cationiques non sélectifs tels que les TRPC, pour transient receptor
potential caconical (Clapham et al. 2001). Ils sont exprimés dans de nombreux types cellulaires et
comportent 7 isoformes (TRPC1 a TRPC7) (Ramsey et al. 2006). Les isoformes TRPC1, 3, 6 et 7 sont
exprimées dans les cardiomyocytes, TRPC2 dans I'organe voméro-nasal, TRPC4 dans les cellules
endothéliales et faiblement dans le coeur et TRPC5 dans le cerveau (Clapham et al. 2005; Rowell et al.
2010). Les TRPC sont des tétraméres dont chaque sous-unité comporte 6 domaines
transmembranaires (Figure 25) (Woudenberg-Vrenken et al. 2009). lls sont activés en réponse a la
stimulation d’un récepteur couplé a une protéine G et vont étre activés directement par la
phospholipase C ou par les produits de cette derniére, le diacylglycérol et I'inositol 3-phosphate (Eder
et al. 2011).

Tout comme les LTCC, les TRPC présentent un intérét particulier dans le cas de I’HI car une étude
utilisant des souris partiellement délétées pour HIF-la a démontré que l'augmentation de
I’expression de TRPC1 et TRPC6 induite par I’hypoxie chronique était médiée par HIF-1a et entrainait
une surcharge calcique (Wang et al. 2006). Ainsi, I’HI pourrait étre a 'origine d’'une augmentation de
la concentration intracellulaire de Ca®* via ces canaux constituant un substrat pour I'apparition de
post-dépolarisations retardées causées par la fuite de Ca®* du RS via les RyR. Ces fuites peuvent
générer des vagues calciques conduisant a une dépolarisation progressive de la membrane qui, si elle
est assez importante, va conduire a une contraction prématurée (Wagner et al. 2015) De plus, parmi
les récepteurs couplés a une protéine G activant les TRPC figurent les récepteurs des catécholamines

et de I'ET-1, dont I'expression est également augmentée par I’HI (Eder et al. 2011; Belaidi et al. 2016).

a

Extracellular

space
Plasma = )
membrane v,
Cytoplasm
Cation
Cation
N c channel

Figure 25 : lllustration représentant la structure des TRPC.

Schéma d’une sous-unité a 6 domaines transmembranaires (a) et formation d’'un TRPC
grace a 'association de 4 sous-unités (b). D’aprés Woudenberg-Vrenken et al. 2009.
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13.1.3. Perspectives
Dans cette étude, la relation entre I'activation sympathique causée par I'HI et l'incidence des
arythmies ventriculaires n’est pas directement mise en évidence. |l serait intéressant d’exposer des
animaux ayant subi une dénervation sympathique chimique induite par la 6-hydroxydopamine afin
de confirmer I'implication de cette activation dans la survenue de ces arythmies (Fletcher et al.
1992). L’administration de B-bloquants, connus pour leurs effets bénéfiques dans ce contexte,
permettrait également de confirmer cette implication de méme que l'intérét de leur administration
chez les patients apnéiques a risque de maladie coronarienne (Zicha et al. 2006).
La sensibilité particuliere de I'endocarde a I'HI pourrait s’expliquer par ses besoins en oxygéne plus
importants susceptibles d’entrainer une activation de HIF-1 et de ses génes-cibles plus importante
qu’a I'épicarde (Beyar et al. 1986). Cette hypothése peut étre vérifiée en analysant, sur des coupes
de coeurs d’animaux exposées a la normoxie et a I’HI, le niveau d’hypoxie (par un marqueur tel que le
pimonidazole) et de stress oxydant (par la DHE) dans I'épicarde et I'endocarde. Un marquage de
HIF-1 et des canaux LTCC et TRPC tissulaires pourrait étre effectué en parallele de facon a pouvoir
corréler leur degré d’expression au niveau d’hypoxie et/ou de stress oxydant. Il serait aussi
intéressant de regarder si I'HI, en plus d’augmenter I'expression de ces canaux, a un impact sur leur
activité.
De plus, on ne peut exclure que I'HI puisse avoir un impact sur I'expression et/ou I'activité d’autres
canaux ioniques jouant un réle dans la durée du potentiel d’action cardiaque. Par exemple, il a été
montré que I'expression des canaux Kv.4.3, qui sont responsables du courant potassique sortant (l;)
lent dans la premiéere phase de repolarisation, diminuait dans les cellules musculaires lisses d’arteres
pulmonaires prélevées sur des animaux exposés a une hypoxie chronique pendant 21 jours (Wang et
al. 2005) ou exposées a 60-72h d’hypoxie in vitro (Platoshyn et al. 2001). Une diminution du courant
I, conduisant a un allongement du PA, est retrouvée dans de nombreuses pathologies (Oudit et al.
2001).
Finalement, il serait intéressant d’explorer les perturbations de I’homéostasie calcique sur des
cardiomyocytes isolés a partir de coeurs de rats exposés a la normoxie et a I'HI. Ceci permettrait de
mettre en évidence I'impact de I'HI sur le contenu cytosolique et réticulaire en Ca** de méme que
sur la survenue de « sparks » et de « waves », issues du réticulum sarcoplasmique et source bien
documentées d’arythmies (Ter Keurs et al. 2007).
D’un point de vu pharmacologique, puisqu’il y a une augmentation de I'expression des LTCC associée
a un allongement de la durée du potentiel d’action, il serait intéressant de vérifier si un traitement
par des antagonistes des canaux calciques permet de réduire cet allongement et donc, les altérations
de la repolarisation ventriculaire a I'origine des arythmies. Parmi les antagonistes des canaux
calciques, le diltiazem et le vérapamil représentent deux molécules intéressantes au vu de leurs

effets prépondérants sur le coeur (Catterall et al. 2005; Sueta et al. 2017).
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Pour conclure, I'ensemble des résultats et des mécanismes mis en évidence dans cette étude, ainsi
que les perspectives thérapeutiques ciblées qu’ils ouvrent pour les patients apnéiques a risque de

maladie coronarienne sont résumés dans la figure 26.

6-hydroxydopamine . Hyp?XIe
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Figure 26 : Schéma récapitulatif des résultats et des perspectives de la PARTIE I.

En bleu sont représentés les outils pharmacologiques qui permettraient de mettre en évidence les
mécanismes impliqués. En orange sont représentées les perspectives thérapeutiques potentielles. 1 :
Yuan et al. 2008 ; 2 : Dematteis et al. 2009 ; 3 : Li et al. 2005 ; 4 : Wang et al. 2006 ; 5 : Abd Allah et al.
2012 ; 6 : Moss et al. 2006 ; Panikkath et al. 2011 ; 7 : Antzelevitch et al. 2007 ; 8 : Wagner et al.
2015 ; 9 : Anderson et al. 2004.

13.2. Résultats complémentaires : Impact du stress oxydant induit par I'HI sur I'activation

sympathique et les altérations de la repolarisation ventriculaire
13.2.1. Stress oxydant et altérations cardiovasculaires induites par I'HI

13.2.1.1. Hypertension artérielle
Dans un premier temps nous avons confirmé I'effet bénéfique du tempol sur la pression artérielle

moyenne, systolique et diastolique lorsqu’il est administré durant les 14 jours d’exposition a I'HI.
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Comme mentionné précédemment, ces résultats ont déja fait I'objet de publications, y compris par
notre équipe (Troncoso Brindeiro et al. 2007; Ramond et al. 2013). Parmi les mécanismes permettant
d’expliquer l'effet protecteur du tempol vis-a-vis de [|'hypertension induite par I'HI figure
I'amélioration de la réponse vasodilatatrice des vaisseaux. En effet, plusieurs études ont montré que
le tempol améliorait la vasodilatation endothélium-dépendante altérée par I'HI (Simonsen et al.
2009; Totoson et al. 2013). De plus, une étude récente du laboratoire a montré que le traitement par
le tempol pendant I'HI permettait de prévenir 'augmentation de la réponse contractile a I'ET-1 au
niveau des artéeres ophtalmiques de rats exposés a 14 jours d’HI (Mentek et al., soumis au Journal of

Physiology).

13.2.1.2. Remodelage cardiaque : hypertrophie ventriculaire droite

En plus des atteintes vasculaires que nous venons de mentionner, I'exposition a 14 jours d’Hl
entralne une augmentation de l'index de Fulton, reflet du développement d’une hypertrophie
ventriculaire droite en réponse a I’HI. Diverses études sur des modeles murins d’exposition a I’'HI ont
permis de démontrer que cette hypertrophie était associée a une hypertension pulmonaire (McGuire
et al. 2001; Campen et al. 2005). Chez I'Homme, le lien entre SAOS et hypertrophie ventriculaire
et/ou hypertension pulmonaire est plus discuté et selon les études, entre 10 a 40% des patients
apnéiques présentent une hypertension pulmonaire (Guarnieri et al. 1980; Sajkov et al. 2009;
Javaheri et al. 2013). Concernant I'hypertrophie ventriculaire droite, des études de la fonction
cardiaque chez les patients apnéiques par échographie ont montré une augmentation de |'épaisseur
de la paroi ventriculaire droite chez les patients avec un SAQOS sévere (Guidry et al. 2001; Tugcu et al.
2009). Vitarelli et al. ont montré que cette augmentation était retrouvée majoritairement chez les
patients apnéiques présentant une hypertension pulmonaire et que 4 mois de PPC tendaient a
réduire I'épaisseur de la paroi ventriculaire droite sans toutefois la normaliser (Vitarelli et al. 2015).

Diverses études du laboratoire ont permis de mettre en évidence la contribution de I'axe HIF-1-ET-1
dans ce remodelage cardiaque a I'aide de différents modeles d’animaux transgéniques et outils
pharmacologiques (thése d’Emmanuelle Gras). En effet, nous n’observons plus d’augmentation de
I'index de Fulton aprés 2 semaines d’HI chez des souris partiellement invalidées pour le géne de la
sous-unité de HIF-la (HIF-1a™) comparativement aux souris sauvages (WT). Des mesures
échographiques ont permis de montrer que cette hypertrophie ventriculaire était associée a une
hypertension pulmonaire chez les souris WT mais pas chez les souris HIF-1a™". Le réle de HIF-1a dans
le remodelage ventriculaire droit est également souligné par I'étude de souris PDH1”" et PHD2"" qui
présentent une moindre dégradation de HIF-1 et un index de Fulton élevé en conditions
normoxiques. L'effet préventif du traitement par le bosentan, un antagoniste mixte des récepteurs
de I'ET-1, pendant les 14 jours d’exposition a I’HI a permis de démontrer que I'ET-1 était également
impliquée dans le développement de I’hypertrophie ventriculaire droite chez la souris. Récemment,
nous avons observé un effet similaire du macitentan, un autre antagoniste mixte des récepteurs de
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I’'ET-1, sur le remodelage ventriculaire droit induit par I’HI chez le rat (résultats non publiés) (Figure
27). Ces résultats suggérent que I'ET-1 contribue au développement de I'hypertension pulmonaire et
de I'hypertrophie ventriculaire droite en réponse a I’'HI, comme dans le cas de I’"hypoxie chronique

(Weigand et al. 2006).
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Figure 27 : Effet du macitentan sur le I'hypertrophie ventriculaire droite.

Le macitentan, antagoniste mixte des récepteurs de I'ET-1, était administré dans I'alimentation a
raison de 30 mg/kg/jour pendant les 14 jours d’HI a I'issue de laquelle I'index de Fulton était calculé.
Valeurs exprimées en moyenne + SEM (n=7-8 par groupe) ***p<0,001 vs. le groupe N. Test non
paramétrique de Kruskal Wallis.

Finalement, le tempol prévient I’hypertension pulmonaire et I’hypertrophie ventriculaire droite
induites par I'exposition a I'hypoxie aigué et chronique (Elmedal et al. 2004; Rashid et al. 2012).

Dans le cadre de cette these, nous avons montré qu’en réduisant la production d’ERO par son effet
SOD mimétique, le tempol abolissait le remodelage ventriculaire droit en réponse a I'HI. L'ensemble
de ces résultats nous permet donc de conclure a une implication de I'axe ERO-HIF-1-ET-1 dans le

développement du remodelage cardiaque induit par I'HI.

13.2.2. Stress oxydant et activation sympathique induite par I'HI
L'analyse spectrale de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle n’a pas
montré d’effet bénéfique du tempol sur I'augmentation de l'activité sympathique cardiaque et
systémique chez les animaux traités exposés a I'HI. Cependant, il faut noter que, dans cette série
expérimentale, seule I'analyse spectrale de la fréquence cardiaque a mis en évidence une activation
sympathique par I'exposition a I’HI. En effet, contrairement aux résultats de I’article 1, nous n’avons

pas retrouvé cette activation lors de I'analyse spectrale des pressions artérielles (résultats non
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présentés). L'absence d’effet du tempol et ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer d’une
part par un nombre restreint d’animaux (n = 6 par groupe) mais également par le fait que
I'anesthésie (pentobarbital) utilisée dans cette étude n’est pas optimale pour les mesures de
variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle.

En effet, comparativement a d’autres anesthésiques, comme l'isoflurane, le pentobarbital diminue la
fréguence cardiaque et augmente l'activité sympathique cardiaque. Il a également un effet
hypotenseur en diminuant la pression artérielle systolique (Murakami et al. 2014). Afin de confirmer
I'impact de I'anesthésie sur la mesure de I'activité sympathique par analyse spectrale, nous avons
réalisé une analyse de la pression artérielle chez des animaux N et Hl anesthésiés a I'isoflurane. Nous
observons un effet trés net de I'HI sur le rapport LF/HF confirmant une activation sympathique
systémique chez ces animaux (Figure 28). Le rapport LF/HF est en effet multiplié par un facteur 16
par l'exposition a I'HI sous anesthésie a l'isoflurane, contre un facteur 5 sous anesthésie au
pentobarbital. Ceci suggére que I'utilisation de ce dernier est a proscrire pour I'enregistrement de

parameétres destinés a I'analyse spectrale puisqu’il atténue les différences entres les animaux N et HI.
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Figure 28 : Rapport LF/HF de rats exposés a la normoxie (N) ou a I’HI pendant 14 jours.

Les valeurs ont été obtenues par analyse spectrale de la variabilité de la pression artérielle
diastolique sur des enregistrements réalisés sous anesthésie a l'isoflurane. Valeurs exprimées en
moyenne + SEM (n=4-5 par groupe). *p<0,05 vs. N. Test de Mann Whitney.

13.2.3. Stress oxydant et altérations de la repolarisation induites par I'HI
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a I'impact du stress oxydant généré par I'HI sur
les altérations de la repolarisation ventriculaire. Nous avons montré qu’en réduisant le stress
oxydant par administration de tempol pendant les 14 jours d’HI, nous abolissions I'allongement des
intervalles QTc et Tpeak-Tend. Ceci suggére que le stress oxydant consécutif a I'HI pourrait étre

impliqué dans I'augmentation de I'incidence des arythmies au cours de I'ischémie myocardique.

13.2.4. Perspectives
Au vu des effets préventifs du tempol sur les altérations de la repolarisation induites par I'HI, il serait
intéressant de regarder ses effets sur la survenue des arythmies sévéres de I'ischémie et sur les
divers mécanismes pro-arythmogenes de I’"HI mis en évidence dans I'article 1. Ainsi, le rle du stress
oxydant dans [l'activation sympathique induite par I'Hl pourrait étre confirmé par d’autres
enregistrements de la PA et de la FC réalisés sous anesthésie a l'isoflurane afin d’effectuer une
analyse spectrale fiable. Ces résultats pourraient également étre complétés par le dosage
plasmatique des catécholamines. Les observations effectuées sur les intervalles QTc et Tpeak-Tend
pourraient étre complétées par la mesure des durées des PAM a I’endocarde et a I'épicarde afin de
voir si le tempol permet d’abolir 'augmentation du gradient transmural chez les animaux traités
exposés a I'Hl. Finalement, le stress oxydant augmentant I'activité de HIF-1 (Belaidi et al. 2016), il
serait intéressant de voir si I'administration de tempol pendant I'HI permet de prévenir

I"augmentation de I'expression des LTCC et des TRPC.
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14.PARTIE Il : Homéostasie du zinc et atteintes myocardiques en réponse au stress

oxydant

14.1. Ischémie-reperfusion et homéostasie du zinc
Concernant les perturbations de ’homéostasie du zinc en réponse au stress oxydant induit par I'l/R,
nous avons pu mettre en évidence une libération de zinc au cours des 30 premiéres secondes de
reperfusion. D’autres études, utilisant d’autres méthodes de dosages, ont également obtenu le
méme résultat. En effet, Karagulova et al. ont montré une diminution du zinc labile dans le tissu
myocardique aprés une |/R par marquage fluorescent sur des coupes de coeurs (Karagulova et al.
2007). Plus récemment, une autre équipe, utilisant la spectrométrie d’émission optique, a montré
une diminution de la concentration cytosolique de zinc au cours de la reperfusion sur des cceurs
isolés perfusés. Cette diminution du contenu en zinc myocardique a essentiellement lieu lors des 5
premieres minutes de reperfusion (Xu et al. 2014). Ces résultats et les notres démontrent que la
reperfusion déplete le contenu en zinc des cellules myocardiques et qu’il est éliminé dans la

circulation coronaire.

14.2. HI et homéostasie du zinc
Les études qui se sont intéressées a 'lhoméostasie du zinc chez les patients apnéiques sont peu
nombreuses et divergentes. En effet, 2 études ont mis en évidence une diminution des taux
plasmatiques de zinc, diminutions qui étaient d’autant plus importantes que I'lAH était élevé (Chen
et al. 2013)(Akyuz et al. 2013). Une autre étude montre quant a elle l'inverse, a savoir une
augmentation des taux plasmatiques de Zn chez les patients présentant un SAQOS sévere (Asker et al.
2015). Le role joué par I'HI dans ces perturbations a été peu étudié. Seule une étude animale a
évalué les effets d’'une exposition de 8 semaines a une HI de faible intensité (FiO, minimale de 9-
11%) sur la concentration en Zn au niveau cérébral sans montrer d’effet (Veasey et al. 2013).
Indépendamment du fait que le cerveau soit I'organe le moins concentré en zinc (Palmiter et al.
1995), il semblerait que I'HI n’ait pas d’effet sur les taux tissulaires de zinc puisque nous ne sommes
également pas parvenus a mettre en évidence d’altérations de la concentration du zinc au niveau
hépatique, myocardique et osseux aprés 14 et 35 jours d’exposition a une Hl sévére. En revanche,
bien que 14 jours d’HI ne suffisent pas a modifier les taux de zinc au niveau plasmatique, nous avons
observé que 35 jours d’HI entrainent une diminution du Zn circulant. Ces divers résultats montrent
que les perturbations de I'homéostasie du zinc sont dépendantes de la sévérité mais surtout de la

durée de I'exposition a I'HI.
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14.3. Effets cardioprotecteurs de la supplémentation en zinc
Afin d’évaluer les propriétés cardioprotectrices de I'apport de zinc vis-a-vis des atteintes induites par
le stress oxydant, des coeurs isolés perfusés de rats ont été soumis a divers stress oxydants d’origine
chimique ou pathologique (I/R, HI).
Tout d’abord, nous avons montré que lorsqu’un stress oxydant était induit chimiquement par une
perfusion de 5 minutes de peroxyde d’hydrogene, I'administration de faibles volumes (100 pl) de zinc
pyrithione a faible concentration (10°M) permettait d’améliorer la récupération myocardique en
termes de pression ventriculaire gauche développée et de débit coronaire.
Ensuite, nous avons montré que l'administration de zinc pyrithione a la reperfusion aprés une
ischémie régionale de 15 minutes avait un effet antiarythmique puissant se traduisant par une
réduction du temps passé en arythmies ventriculaires séveres, telles que la tachycardie ou la
fibrillation ventriculaire et par un taux de survie plus important accompagné par une meilleure
récupération fonctionnelle. Ces résultats sont en adéquation avec ceux de Karagulova et al. qui
avaient montré que I'administration de zinc pyrithione a la reperfusion réduisait d’au moins 2 fois
I'incidence des arythmies ventriculaires et améliorait la récupération apres une ischémie globale de
15 ou 30 minutes (Karagulova et al. 2007). La concentration optimale pour avoir ces effets positifs
étaient la méme (1.10°M) que celle obtenue dans notre étude et, tout comme dans notre étude,
I’effet cardioprotecteur du zinc disparaissait a des concentrations plus élevées. Parmi les mécanismes
impliqués dans la survenue des arythmies, le Ca®* constitue une piste majeure afin d’expliquer les
effets antiarythmiques du zinc (Wagner et al. 2015). En effet, des expériences de patch-clamp
réalisées sur des cardiomyocytes ventriculaires isolés de rat et de lapin ont montré que le zinc
pyrithione, a la concentration de 1.10°M, réduisait d’environ 30% l'intensité du courant calcique de
type L (Turan 2003). Dix ans plus tard, a I'aide de différentes sondes fluorescentes, Yi et al. ont mis en
évidence plusieurs mécanismes permettant d’expliquer la relation entre zinc et homéostasie
calcique. Ainsi, I'exposition de cardiomyocytes isolés de rongeurs a du zinc entraine une diminution
de la concentration intracellulaire de Ca®* s’expliquant par : une inhibition compétitive de I'entrée de
Ca’* par les LTCC, une déphosphorylation du phospholamban réduisant la charge calcique du RS et
une déphosphorylation des RyR diminuant ainsi les fuites de Ca** du RS (Yi et al. 2013).
Finalement, nous avons observé que I'administration de zinc pyrithione pendant la reperfusion
abolissait I'augmentation de la taille d’infarctus induite par I'exposition a I'HI. Les propriétés
antioxydantes du zinc pourraient contribuer a la réduction de la mort cellulaire liée a I'l/R. Une étude
réalisée sur des cardiomyocytes néonataux isolés de rats soumis a une hypoxie-réoxygénation a
montré que le zinc pyrithione, lorsqu’il était ajouté a la réoxygénation, améliorait la survie des
cardiomyocytes en diminuant la production d’anions superoxydes et en réduisant I'activité de la NOX
(Kasai et al. 2011). Parmi les autres mécanismes par lesquels le zinc pourrait protéger le myocarde

de la mort cellulaire causée par I/R, nous pouvons mentionner I'activation de la voie de signalisation
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cardioprotectrice RISK. En effet, des études ont montré que le zinc, et plus particulierement le zinc
pyrithione, activerait la voie RISK en modulant I'activité de protéines kinases telles que GS3K, Akt et
ERK1/2, limitant ainsi 'ouverture du mPTP et ses conséquences délétéres (Chanoit et al. 2008; Lee et
al. 2009; Xu et al. 2014). Le zinc pourrait également moduler le stress du réticulum endoplasmique
(RE) qui, lorsqu’il est trop important, est impliqué dans la mort cellulaire liée a I'l/R. Une étude
récente a montré que la diminution du zinc intracellulaire a la reperfusion favorise I'augmentation du
stress du RE et I'ouverture du mPTP suggérant que I'apport de zinc a la reperfusion pourrait limiter
I'activation de cette voie conduisant a la mort cellulaire (Wang et al. 2016).

Il est a souligner que I'administration de zinc au cours de la reperfusion n’a pas eu d’effet protecteur
sur la taille d’infarctus des animaux soumis a la normoxie. Ceci laisse supposer que |'effet protecteur
du zinc est attribuable a une réduction des effets délétéres de I'HI indépendamment de I'l/R.
Cependant, deux études utilisant des modeéles d’I/R ex vivo chez I'animal sain ont observé une
diminution de la taille d’infarctus par I'administration de zinc a la reperfusion. Dans ces études, le
zinc pyrithione était utilisé a une concentration de 2 UM en combinaison avec 5 uM de chlorure de
zinc et était perfusé au cours de la premiére demi-heure de reperfusion (Mclntosh et al. 2010;
Jamwal et al. 2016). Dans notre étude, la perfusion de zinc pyrithione, seul a la concentration de 10
UM, a été effectuée durant les 2 heures de la reperfusion. De plus, notre groupe controle a été
perfusé par du sodium pyrithione, qui malgré I'absence d’effet antiarythmique a la reperfusion,
pourrait avoir un effet cardioprotecteur potentiel en termes de survie cellulaire. Aucune étude n’a

cependant été publiée a cet effet a ce jour.

14.4. Perspectives

Lors des expériences effectuées dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés aux
effets bénéfiques de I'administration aigué de zinc, mais il semblerait qu’une administration
chronique puisse présenter un intérét majeur dans les altérations myocardiques causées par I’HI. En
effet, une étude a montré qu’un traitement de 15 jours avec du zinc sulfate réduisait les niveaux
plasmatiques et cardiaques de MDA et augmentait ceux de glutathion réduit suite a une I/R in vivo,
comparativement aux animaux non traités (Ozyildirim et al. 2016). Une autre équipe a récemment
publié une étude montrant les effets bénéfiques de I'administration quotidienne de chlorure de zinc
sur les altérations de la fonction ventriculaire causées par 14 jours d’exposition a I'HI. Le traitement
permettait d’une part d’abolir la peroxydation lipidique et protéique induite par I'HI, et d’autre part,
de restaurer les défenses antioxydantes en rétablissant I'activité d’enzymes telles que la catalase, la
SOD et la GPx. D’un point de vue fonctionnel, la supplémentation en zinc permettait d’améliorer la
fonction ventriculaire gauche en restaurant la fraction de raccourcissement et d’éjection (Chen et al.
2016).

En diminuant le stress oxydant et en augmentant les défenses antioxydantes, une administration
chronique de zinc pourrait donc présenter un intérét majeur dans la prévention de I'augmentation
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de la taille d’infarctus et de la survenue d’arythmies sévéres a I'ischémie chez les animaux exposés a

I"HI.

15.PARTIE Ill : Article 2 : « Regulation of HIF-1 activity and ET-1 secretion by zinc

chelation and its functional consequences in endothelial cells »

15.1. Conclusions de I'étude

Les résultats de I'étude menée sur des cellules endothéliales ont montré que la déplétion en zinc
induite par le TPEN conduisait a une translocation de HIF-1a dans le noyau et une sécrétion d’ET-1
HIF-1a dépendante responsables d’une augmentation des capacités migratoires des cellules. De plus
I’'ET-1, connue pour ses effets sur la migration cellulaire, augmente elle aussi la migration via HIF-1a.
Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence le role de HIF-1a dans la migration cellulaire
induite par le TPEN et I'ET-1 exogene.

Finalement, la réduction de la capacité migratoire des cellules par la transfection avec un siRNA anti-
HIF-1a peut s’expliquer par la réduction de la transcription du géne de I'ET-1 mais également de celui
du VEGF. En effet, les effets positifs du VEGF sur la migration des cellules endothéliales et la
réparation ont été récemment mis en évidence au laboratoire (Shweiki et al. 1992; Briancon-

Marjollet et al. 2014).

15.2. Perspectives
Ainsi, il semblerait qu’il existe une relation entre I'homéostasie du zinc et I'axe HIF-1-ET-1 qui
pencherait en faveur de son activation dans un contexte de déplétion en zinc. Les mécanismes a
I’origine de la translocation de HIF-1a et de I'expression de I'ET-1 restent encore a étre explorés.
Parmi eux, il serait intéressant de voir si le TPEN, via la régulation de HIF-1a, entraine une
augmentation de la synthése et/ou de la sécrétion de VEGF, qui pourrait ainsi expliquer le fait que
HIF-1a soit indispensable dans les effets du TPEN et de I'ET-1 exogéne (Figure 29).
Par ailleurs, Wang et al. ont récemment montré qu’il existait une relation entre I’'homéostasie du zinc
et le stress du RE (Wang et al. 2016). Ceci est confirmé par une étude sur des cellules hépatiques
(H41IEC3, lignée hépatocytaire de rat) exposées au TPEN. Les auteurs ont montré que 6h de chélation
du zinc entrainaient un stress du RE ainsi qu’un stress oxydant (Sun et al. 2015). Le stress du RE et le
stress oxydant, tous deux bien connus pour étre a I'origine d’une activation de HIF-1 (Yuan et al.
2008; Belaidi et al. 2016), représentent donc deux mécanismes potentiels pouvant expliquer la
relation entre la déplétion en zinc et I'activation de I'axe HIF-1-ET-1.
Finalement, une inhibition de la PHD2 par la chélation du zinc pourrait également expliquer I'effet du

TPEN sur I'axe HIF-1-ET-1. En effet, la PHD2 possede dans sa structure un domaine a doigts de zinc.
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L'inhibition ou la mutation de ce domaine empéche I’hydroxylation de HIF-1la conduisant a sa
stabilisation (Arsenault et al. 2016; Arsenault et al. 2016). En chélatant le zinc de ce domaine, le TPEN
pourrait ainsi causer une modification structurelle de la PHD2 susceptible de bloquer son activité et
d’augmenter celle de HIF-1.

En conclusion, cette étude, montrant I'impact d’'une déplétion en zinc sur I'activation de I’axe HIF-1-
ET-1, présente un intérét dans notre modele d’HI. En effet, nous avons montré dans la PARTIE I
gu’une exposition longue a I'HI (35 jours) conduisait a une diminution des concentrations
plasmatiques de zinc, on peut imaginer que cette diminution pourrait avoir un effet sur I'activation
de HIF-1 et la sécrétion d’ET-1 dans les cellules endothéliales des animaux exposés. De fait, une
supplémentation en zinc apportée par la nourriture pendant les 35 jours d’HI pourrait, en restaurant

le statut zinc des animaux exposés, prévenir I'activation de cette voie HIF-1-ET-1 et limiter ses effets

l ...... > Hypotheses

déléteres au niveau du systéme cardiovasculaire.

ET-1 Transfection
exogéne anti-HIF-1a

Bosentan

> Migration cellulaire

Figure 29 : Schéma résumant les mécanismes mis en évidence et les hypothéses émises dans la PARTIE
1.

Les résultats obtenus sont représentés en vert et le bleu représente les hypothéses permettant
d’expliquer les effets de la chélation du zinc par le TPEN sur la stabilisation de HIF-1, la sécrétion d’ET-1
et la migration des cellules endothéliales. HIF-1a : sous-unité a de I’hypoxia inducible factor ET-1:
endothélinel ; PHD2 : prolyl hydroxylase de type 2 ; VEGF : vascular endothelial growth factor ;
bosentan : antagoniste mixte des récepteurs de I'ET-1. 1 : Dong et al. 2005 ; 2 : Caprara et al. 2014; 3 :
Briangon-Marjollet et al. 2014 ; 4 : Sun et al. 2015 ; 5 : Belaidi et al. 2016 et Yuan et al. 2008; 6 : Li et al.

2017 ; 7 : Arsenault et al. 2016.
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Méme s’il est toujours sous-diagnostiqué, la prévalence du SAOS a augmenté ces 20 dernieres
années, jusqu’a 55% selon la population observée (age et sexe). Elle est actuellement estimée entre 9
et 17% chez les femmes et les hommes agés de 50 a 70 ans, respectivement. Le SAOS constitue un
probleme majeur de santé publique dans le monde et en Europe de part la forte morbidité et
mortalité cardiovasculaire qui lui sont associées. En effet, les apnées du sommeil sont étroitement
corrélées a la survenue de complications cardiovasculaires telles que I'hypertension, les maladies
coronariennes, les arythmies ventriculaires et auriculaires ou encore la mort subite.

Comme a pu le démontrer I'utilisation de modeles animaux ou humains, I'HI causée par les
obstructions répétées des VAS est le principal facteur responsable des complications
cardiovasculaires rencontrées chez les patients apnéiques. Parmi les mécanismes impliqués dans la
survenue des altérations cardiovasculaires figurent le stress oxydant généré par les cycles d’hypoxie-
réoxygénation qui est, entre autres, a I'origine de I'activation de HIF-1 et de la transcription de ses
genes cibles dont fait partie I'ET-1.

Le laboratoire a déja, a plusieurs reprises, mis en évidence la relation entre I'HI et des complications
cardiovasculaires telles que I'augmentation de la pression artérielle et de la taille d’infarctus, une
dysfonction et un remodelage vasculaire. Pour la premiere fois, le réle potentiel de I'HI dans Ia
survenue de mort subite associée a I'ischémie myocardique a été mis en évidence. En effet, dans
I'article | « Obstructive sleep apnea and the risk of sudden cardiac death: chronic intermittent
hypoxia promotes myocardial ischemia-related ventricular arrhythmias », nous avons montré que
I’'HI augmentait I'incidence d’arythmies séveres, telle que la fibrillation ventriculaire, lors d’une
ischémie myocardique et multipliait par 2 la survenue d’arythmies |étales. Parmi les mécanismes
pouvant expliquer ce statut pro-arythmogene, I'activation sympathique cardiaque et systémique
pourrait jouer un réle qui reste a confirmer en exposant des animaux ayant subi une dénervation
sympathique chimique ou encore par I'administration de bétabloquants. Il semblerait aussi que I'HI
ait des conséquences sur la repolarisation ventriculaire, se manifestant par un allongement des
intervalles QTc et Tpeak-Tend prédictif du risque de survenue d’arythmies. Les altérations de la
repolarisation ont également été observées directement au niveau du myocarde avec un
allongement de la durée du potentiel d’action plus important a I’endocarde des animaux exposés a
I’HI, propice a la survenue d’arythmies. L'étude des canaux ioniques a montré que I’HI entrainait une
augmentation de I'expression de la sous unité Cav1.2 des LTCC et de TRPC1 et 6 a I'’endocarde, ce qui
pourrait expliquer I'allongement du potentiel d’action et étre a l'origine d’une surcharge calcique
fournissant ainsi un substrat a la survenue des arythmies ventriculaires.

Les premiers résultats obtenus avec I'administration de tempol ont montré que le stress oxydant
pourrait étre en cause dans ces altérations de la repolarisation ventriculaire puisque les animaux

exposés et traités ne présentent plus d’allongement des intervalles QTc et Tpeak-Tend.
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En résumé, I'ensemble de ces résultats permet de proposer plusieurs approches pharmacologiques
(antioxydants, bétabloquants, antagonistes calciques) a tester pour la prévention des altérations de
la repolarisation et du risque arythmogene lié au SAOS.

Le zinc, élément trace de I'organisme possédant des propriétés antioxydantes, présente également
un intérét dans la prévention des altérations cardiovasculaires liées a I'HI et au SAOS. En effet,
comme nous I'avons montré, son homéostasie est perturbée par le stress oxydant tel que celui
dégénéré par I'l/R ou par I’'HI. Nous avons également démontré que sa supplémentation dans ce
contexte a des effets bénéfiques tant chez le rat sain, ou elle réduit la durée des arythmies séveres
de reperfusion et améliore la récupération fonctionnelle, ainsi que chez le rat exposé a I'HI, ou elle
abolit I'augmentation de la taille d’infarctus. Puisque I'HI diminue les taux circulants de zinc et qu’une
déplétion en zinc semble activer I'axe délétere HIF-1-ET-1, il serait intéressant de voir si une
supplémentation chronique de zinc, tout au long de I'exposition, pourrait limiter les conséquences
déléteres de I'HI, tant au niveau vasculaire que myocardique, en limitant |'activation de cet axe soit

directement, soit en réduisant le stress oxydant et le stress du RE générés pat I'HI (Figure 30).

Hypoxie Ischémie
intermittente reperfusion
A\ A\ 4
Stress oxydant Stress oxydant
¥ Zinc

Zinc
v \ 4
HIF-1 / Arythmiesde \/
Zinc / reperfusion

Taille Arythmies
d’infarctus d’ischémie

Figure 30 : Schéma illustrant les conclusions générales de la thése.

Schéma général des différents acteurs présentés dans la these et potentiels mécanismes mis en jeu.
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Abstract

Performing hypoxia-reoxygenation cycles in cell culture with a cycle duration accurately
reflecting what occurs in obstructive sleep apnea (OSA) patients is a difficult but crucial
technical challenge. Our goal was to develop a novel device to expose multiple cell culture

dishes to intermittent hypoxia (IH) cycles relevant to OSA with limited gas consumption.

With gas flows as low as 200 mL/min, our combination of plate holders with gas-permeable
cultureware generates rapid normoxia-hypoxia cycles. Cycles alternating 1 minute at 20% O,
followed by 1 minute at 2% O, result in pO; values ranging from 124 to 44mmHg. Extending
hypoxic and normoxic phases to 10 minutes allows pO; variations from 120 to 25mmHg. The
volume of culture medium or the presence of cells only modestly affected the pO, variations.
In contrast, the nadir of the hypoxia phase increased when measured at different heights
above the membrane. We validated the physiological relevance of this model by showing
that HIF-la expression was significantly increased by IH exposure in human aortic
endothelial cells (HAOEC), murine breast carcinoma (4T1) cells as well as in a blood-brain

barrier model (2.5, 1.5 and 6-fold increases, respectively).

In conclusion, we have established a new device to perform rapid intermittent hypoxia
cycles in cell cultures, with minimal gas consumption and the possibility to expose several
culture dishes simultaneously. This device will allow functional studies of the consequences
of IH and deciphering of the molecular biology of IH at the cellular level using oxygen cycles

that are clinically relevant to OSA.
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INTRODUCTION

Intermittent hypoxia (IH) is the hallmark of obstructive sleep apnea (OSA), a common
chronic disease affecting 5-20% of the general population and characterized by recurrent
collapses of the upper airway leading to the repetitive occurrence of oxygen
desaturation/reoxygenation sequences (14). OSA is recognized as an important and
independent risk factor for hypertension, coronary heart disease and stroke, and could also
be associated with mild cognitive dysfunction (16). Moreover, recent studies suggest that
the excess mortality in OSA could be at least partly due to an increased risk of cancer (5, 19).
The molecular pathways underlying the deleterious consequences of OSA are under
investigation (8, 10, 26) but cellular and molecular mechanisms remain poorly understood.
Moreover, clinical research is limited by confounding factors that make it difficult to
distinguish between the respective effects of intermittent hypoxia and comorbidities. Since
stroke and coronary heart disease are common OSA-associated comorbidities, increased
knowledge of the effects of IH exposure of endothelial cells and blood brain barrier appears
to be crucial. Finally, IH is also observed in tumors and exposure of tumor microenvironment
to IH might promote tumor growth and metastatic activity (1).

In this context, significant efforts were recently made in several leading laboratories in the
field to obtain relevant models of IH in cell cultures. The achievement of rapid oxygen cycles
in standard culture dishes is flawed by the very slow oxygen diffusion in culture medium in
the absence of mixing (2). Moreover, thermally-induced convective mixing of the media is
not sufficient to ensure rapid oxygen equilibration across the height of medium (2, 17, 20)
thus limiting the development of relevant IH systems. For instance, one of the first cellular IH
model, based on air flushing in a Lucite chamber, generated cycles alternating 15 seconds of
1% 0O, and 3 minutes of 21% O, that allowed only limited (between 50 and 70 mmHg)
fluctuations in pO, in the culture medium (12). This highlights the challenge of oxygen
diffusion for effective cell exposure to IH. Longer cycles have allowed cycling between 2% O,
and 15% 0O,, but with cycle durations of one (11) and 1.5 (28) hour, that are not clinically
relevant in the context of OSA-related IH. Another strategy has consisted in using pre-
equilibrated culture medium (2, 24, 27). In these systems, the use of preconditioned medium
does ensure instantaneous oxygen changes at the cell level. However, repeated changes in
medium complicate the measurement of soluble factor secretion and can induce an

important shear stress that could impact cell activity and metabolism. More recently, a team
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has proposed a system in which gas was directly injected in the culture flask (23). They
alternated 5 minutes of 16% O, and 5 minutes with 0% O, resulting in 6 cycles per hour
which was the best compromise to achieve sufficient oxygen variation amplitude.

Finally, the last type of system described in the literature uses gas permeable dishes in order
to obtain rapid and accurate cycles at the cell level (18, 22). In this system, variations
between 16% and 1% O, lead to similar oxygen variations in the culture medium within
minutes, allowing a frequency of 6 cycles per hour without any change in medium or
bubbling. The major disadvantage of this elegant setting is the high gas consumption
necessary to replace the air volume of the cabinet incubator hosting the dishes.
Achievement of the control normoxic exposure also relies on expensive pre-mixed gas
bottles (16% 0O,, 5% CO, and 79% N,). Recently, a variant of this system, based on air
circulation underneath highly-permeable PDMS (polydimethylsiloxane) membranes for cell
culture, achieved very fast oxygen cycles at the cell level in a system adapted for direct
microscopy imaging (4). The major limitation of this model relies on its small size (4-mm
diameter dishes) and thus in the low number of exposed cells, preventing large scale studies

or the collection of cells for biochemical or molecular biology studies.

Therefore, our objective was to set up a cost-effective and rapid-cycling model producing IH
cycles able to mimic the tissue oxygenation characteristics of OSA. We aimed at developing
and characterizing a device that would allow rapid oxygen cycling, minimal gas consumption,
avoiding the use of expensive premixed gas bottles, and allowing exposure of multiwell
plates and larger culture plates. The originality of this system is that it generates rapid cycles
in culture media while minimizing gas consumption by using gas-permeable cell cultureware

and custom made holders in which the air is renewed only below the dishes.

MATERIALS AND METHODS

Gas-permeable dishes and plate holders.

Gas-permeable dishes were either from Sarstedt (Lumox® 55-mm dishes, 24- and 96-well
plates, Sarstedt, Germany) or from Zell-Kontakt (Fluorocarbon Imaging plates, 24- and 96-
well plates, Zell-Kontakt GmbH, Germany). The thickness of the membrane is 25 um for Zell-

Kontakt plates and Sarstedt dishes, while it is 50 um for Sarstedt plates. Since poor cell
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adhesion was observed with both types of membranes, they were coated with type |
collagen (0.2 mg/ml for 1 h at 37°C) before seeding cells.

Transwells with either 0.4 um or 8 um pores (Corning) were placed in 24-well Zell-Kontakt
plates. Transwells and plate wells were filled with 200 puL and 600 pL of culture medium,
respectively.

The plate holders were custom-made (SMTEC, Nyon, Switzerland) to accommodate either
55-mm dishes or 24- or 96-well plates (Figure 1). The dishes or plates are attached to the
holders with clips in order to minimize air leakage. The air volume under the plate or dish is
as low as 15-20 ml thus allowing very rapid flushing, even with flows as low as 200 ml/min,

and very low gas consumption.

Gas supply.

Compressed air and >98% nitrogen are provided by a nitrogen extractor and a gas
compressor and carbon dioxide is supplied by a gas bottle. The three gas inputs are
connected to a gas blender (Gas Blender 100, MCQ Instruments, Rome, Italy) that can mix
gases in any desired fraction with a maximum output flow of 250 ml/minute. The gas
mixture is heated in a water bath set a 37°C and travels through a 5-meter long plastic tube
to allow temperature equilibration before being transmitted to culture plate holders hosted

in a standard cell culture incubator.

Oxygen measurements.

Oxygen in air was measured with a gas analyzer (ADInstruments, Oxford, United Kingdom).
Dissolved oxygen in culture medium was measured with fluorescent oxygen sensors (pO, E-
Series Sensor) coupled to an Oxylite device (Oxford Optronix, Oxford, United Kingdom). The
pO, sensors were maintained by a holder equipped with a micrometric screw, allowing the
vertical movement of the sensor by 60-um steps from the membrane level (pericellular
environment) up to the top of the culture medium. Data were recorded using an acquisition

system (Powerlab, ADInstruments, Oxford, United Kingdom).

Experimental intermittent hypoxia protocols.

Different pO, cycling protocols were programmed to characterize the behavior of the model

(Table 1). The IH protocols alternated a 20% or 16% normoxic phase and a 5% or 2% hypoxic
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phase. The 16% oxygen value of normoxic phase was chosen according to the mean arterial
pO, value of healthy humans, as in other IH models (22, 23). We programmed IH protocols
with 5% (5% 2’-2” and 3’-3’) and 2% (2% 30”-30”, 1’-1’, 2’-2’, 3’-3’, 3’-5’ and 5’-5’) hypoxic
phases named according to the duration (in seconds or minutes) of the normoxic and
hypoxic phases, respectively. Following hypoxia, a brief 20% O, phase was used to accelerate
the return towards the normoxic 16% plateau. Similarly, a 1-minute burst of 3% pO2 was
added to rapidly attain a stable 5% hypoxic plateau. No burst was used to attain the 2%
hypoxic plateau, since 2% is the minimum oxygen contain of our gas supply (98% pure

nitrogen).

Cell culture and HIF-1a quantification.

Human aortic endothelial cells (HAoEC, Cascade Biologics) were cultured in M200 medium,
supplemented with large vessel endothelial supplement (LVES) as recommended by the
manufacturer, and used after 6-8 population doubling. Human breast carcinoma cells (4T1,
graciously provided by V. Josserand, IAB, Grenoble) were cultured in RPMI medium
supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics. The blood-brain barrier (BBB)
model is composed of bEnd.3 endothelial cells (ATCC, USA) combined to C6 astrocytes
(ATCC, USA) cultured in transwells with 0.4um pores, as previously described (6).

HAOEC and 4T1 cells were exposed to 6 hours of IH (protocol 2% 5’-5’). BBB model was
exposed to 2h of IH (protocol 2% 5’-5’) followed by 6 hours of normoxia (16% O,), repeated 3
times for a total of 24 hours.

At the end of IH exposure, supernatants were collected and frozen (-80°C), while the cells
were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 10 minutes and kept at 4°C until use. HIF-1a

expression was measured with a cell-based Elisa assay (R&D Systems) on PFA-fixed cells.

Statistical analysis.
Data (expressed as mean + SEM) were analyzed using GraphPad Prism 6 Software (San
Diego, California). The statistical tests performed are detailed in figure legends. Statistical

significance was set at P <0.05.
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RESULTS

Rapid intermittent hypoxia cycles with appropriate amplitude were achieved with the model.

Fig. 2 and Table 2 depict typical oxygen cycles observed in 55-mm dishes, filled with 5 ml of
PBS, with the various protocols tested (see Table 1 for details of gas settings).

Short cycles composed of 30 seconds at 20% followed by 30 seconds at 2% resulted in
oxygen cycling between 105.8 + 1.3 and 58.5 £ 2.2 mmHg in the culture medium (Fig. 2A).
Increasing the duration of the normoxic and hypoxic phases enhanced the nadir-to-peak
amplitude, with cycles between 124.3 + 2.4 and 44.3 + 1.5 mmHg (nadir-to-peak amplitude:
79.9 *+ 3.6 mmHg) with protocol 2% 1’-1’ (Fig. 2B), and between 118.8 + 2.4 and 33.8 £ 0.3
mmHg (nadir-to-peak amplitude: 84.4 + 1.9 mmHg) with protocol 2% 2’-2’ (Fig. 2C).
Protocols with a 2-min normoxic phase resulted in a pO; plateau around 120 mmHg and pO,
values > 110 mmHg were achieved within a mean time of 52.1 + 2.2 seconds. Protocols with
5% O, generated a hypoxic plateau around 40 mmHg (Fig. 2D and Table 2). For protocols with
2% 0,, a hypoxic plateau was more difficult to achieve, even with a 5-minute hypoxia
duration (Fig. 2E and 2F) and time to reach pO, values < 50 mmHg and < 40 mmHg was 47.2
+ 4.5 and 89.0 + 9.1 seconds, respectively. pO, values < 30 mmHg were reached after 3
minutes of hypoxia with protocols 2% 3’-3" and 2% 5’-5" while the minimum value of 25
mmHg could only be attained after 5 minutes of hypoxia (Fig. 2F, 2G and Table 2). On the
other hand, decreasing the duration of normoxia from 5 to 3 minutes resulted in identical
peak and nadir pO, values (Fig. 2F and Table 2).

Since our 55-mm dish holder is designed for 3 dishes, we measured the cycles in the 3 dishes

and did not observe any difference in cycle pattern or pO, range (Fig. 2H).

Effects of cultureware type and membrane thickness on intermittent hypoxia cycles.

We compared the impact of support type and membrane thickness on the nadir-to-peak
amplitude of the cycles generated by protocols 2% 3’-3’ and 2% 5’-5’. Whatever the
protocol, we did not observe any difference on nadir-to-peak cycle amplitude between 25
pm-thick 24-well or 96-well plates and 55-mm dishes. Hence, typical cycles generated by
protocol 2% 5’-5’ in 24-well plates were between 26 and 113 mmHg (Fig. 3A), similar to
those observed in 96-well plates and 55-mm dishes. We serially connected three 96-well
plates in order to compare the typical aspect of the pO, cycles. We did not observe a

difference in pO; cycles between the three plates (Fig. 3B).
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However, there was a significant difference in nadir values and nadir-to-peak amplitude of
the cycles measured in 25 um-thick and 50 pum-thick 24-well plates (Fig. 3C). Hence, nadir
values were significantly lower in 25 um-thick plates compared to 50 um-thick plates (27.0 +
1.9 vs. 55.4 + 2.3 mmHg, respectively, P = 0.008) while peak pO, values were not affected
(118.6 and 114.6 mmHg, respectively). Therefore, nadir-to-peak amplitude was 91.8 + 2.9
mmHg in 25 um-thick plates but only 59.2 + 2.9 mmHg in 50 um-thick plates (P = 0.008).

Culture medium volume modestly alters the intermittent hypoxia cycles.

Overall, culture medium volume had a significant impact on the cycles (P = 0.037) (Table 3).
In particular, the lowest nadir value was obtained with a volume of 5 ml (27.2 + 2.4 mmHg
vs. 36.7 £ 2.9 mmHg with a 3 ml volume, P = 0.019). However, the nadir-to-peak amplitude
was not significantly affected by culture medium volume (101.3 + 2.9, 103.2 + 1.6 and

104.7 £ 0.3 mmHg for 3, 5 and 7 ml, respectively).

Presence of cells decreases the amplitude of intermittent hypoxia cycles.

The presence of cells induced a significant decrease in the nadir-to-peak amplitude of the IH
cycles (from 95.6 + 3.0 to 86.5 + 1.5 mmHg, P = 0.004) (Table 4). More precisely, the
presence of cells decreased the maximum pO; value (from 124.4 + 0.9 to 113.1 + 3.5 mmHg,

P < 0.01) without affecting the minimum value.

Amplitude of intermittent hypoxia cycles decreases from bottom to top of culture medium.

To test the homogeneity of the cycles throughout the culture medium, we recorded oxygen
cycles from the membrane up to the top of the liquid layer using protocols 2% 3’-3’ and 2%
5’-5’. To estimate the effect of gas exchange with ambient air we also measured pO,
gradient with protocol 2% 5’-5’ in dishes sealed with tape. Whatever the distance from the
membrane and the IH protocol, the maximum pO, value remained stable. However, as
expected, the minimum pO, value linearly increased when the O, probe was moved away
from the membrane and the nadir-to-peak amplitude therefore concomitantly decreased
(Fig. 4A). Moreover, AUC obtained with sealed-plates was significantly higher than that
recorded in unsealed plates (P = 0.012) (Fig. 4B).

Finally, to evaluate the possibility of using transwells for co-cultures or for permeability or

migration assays under IH, we measured cycles in transwell inserts placed in 24-well
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permeable plates. The nadir-to-peak amplitude of IH cycles measured in transwells
increased with pore diameter. Indeed, amplitudes of 49 mmHg (nadir and peak pO, values of
78 and 127 mmHg) and 59 mmHg (nadir and peak pO, values of 66 and 125 mmHg values)

(Fig. 4C) were measured in transwells with 0.4 um and 8 um pores, respectively.

Gas permeable dishes allow optimal cell oxygenation under normoxic conditions.

Baseline culture medium pO, values measured in plastic dishes with 4T1 cells were
significantly lower than those measured in permeable dishes independently of cell
confluence (Fig. 5). At 70% confluence, pO; values of 123.3 + 3.4 and 140.8 + 3.6 mmHg were
measured in plastic and permeable dishes, respectively (P = 0.016). At 100% confluence, pO,
values of 101.8 + 14.2 and 153.6 + 5.2 mmHg were measured in plastic and permeable
dishes, respectively (P = 0.008). Interestingly, no difference between plastic and permeable

dishes was observed with 100% confluent HAOEC cells.

Intermittent hypoxia exposure increases HIF-1a expression in cells.

Six hours of cell exposure to IH with protocol 2% 5’-5’ resulted in a significant increase in HIF-
la expression compared to normoxia (2.6 and 1.5 fold-increase in HAEC and 4T1 cells,
respectively, P < 0.05) (Fig. 6A).

Moreover, repeated IH exposure over 24h of a cell BBB model resulted in a very significant

increase in HIF-1a expression compared to normoxia (6.1 fold-increase, P < 0.01) (Fig. 6B).

DISCUSSION

In this paper, we describe an innovative system aiming to perform exposure of cells cultures
to intermittent hypoxia with a pattern accurately mimicking that occurring in sleep apnea
patients. This system is adapted from commercial gas-permeable dishes and uses custom-
made plate holders. The small volume of air in the holders is easily renewed even with low
gas flow, thus allowing low gas consumption and fast cycling. Our system is working with gas
sources (air, CO, and N,) either from commercial bottles (CO;) or produced by gas extractor
and compressor, thus avoiding expensive premixed gas bottles described elsewhere (22). We
were able to connect up to 3 holders in series, thus allowing the simultaneous exposure of

three multiwell plates (24-well or 96-well) or up to nine 55-mm dishes, or combinations of
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multiwell plates and 55-mm dishes. This low cost system effectively produced short IH cycles
in culture medium and allowed the exposure of a large number of cells. This should help the

field to address molecular biology of IH exposure with a relevant physiological model.

We characterized the oxygen cycles obtained with various settings, with normoxic phases
between 20 and 12% oxygen and hypoxic phases between 5% and 2%. With 16%-2% cycling
at a frequency of 6 to 8 cycles per hour, we obtained nadir-to-peak amplitudes of about 95
mmHg, cycling between 25-30 mmHg and 120 mmHg. Although a nadir value of 25-30
mmHg is not as low as those attained with other systems (4, 23), it is relevant to OSA
physiopathology since 30 mmHg roughly corresponds to the lowest arterial blood saturation
level (60% oxygen saturation) recorded in severe sleep apnea patients during hypoxic
episodes (15). Similarly, the peak can be chosen at any value up to 125 mmHg, which was
chosen to be slightly higher than the mean value of arterial pO, in healthy humans, as done
in other IH models (22, 23). Therefore, our system can reproduce patterns of hypoxia-
reoxygenation relevant to severe human OSA by cycling between 30 and 100-120mmHg or
to moderate OSA by cycling between 40-45mmHg and 100-120mmHg. This is a major
advantage to appropriately assess the dose-response relationship between the amount of IH

and its deleterious or preconditioning outcomes (13, 14).

Although similar cycles were observed in Lumox® dishes and in fluorocarbon plates which
have 25um-thick membranes, cycles measured in plates with 50um-thick Lumox®
membranes presented high nadir values and decreased nadir-to-peak amplitudes. This
suggests that Lumox® membrane thickness can affect gas diffusion. In contrast, similar
cycles were recorded with 10um- and 37.5um- thick PDMS membranes in another IH system
(4). This discrepancy could be due to different chemical composition and/or thickness of the

membranes.

Uncoated gas-permeable membranes result in poor cell adhesion and were recently shown
to profoundly affect cell morphology and function (21). We thus established that fibronectin,
collagen or Matrigel® coating did not significantly alter the cycles measured in the culture
medium (data not shown). We also observed that the presence of cells modestly decreased
peak values and amplitude of the cycles, whereas nadir values were unchanged. The
difference in cycles in the presence of cells could be due to oxygen consumption and/or to
impaired gas diffusion through the cell layer. Nevertheless, since the impact of the presence
of cells was modest (<10% decrease in cycle amplitude), we can conclude that the
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membrane maintains good gas permeability even in the presence of a confluent cell

monolayer.

Variations in culture medium volume also modestly affected the IH cycles. While peak values
and nadir-to-peak amplitude were not significantly altered, nadir values measured in 55-mm
dishes were lower at high (5mL) compared to low (3mL) medium volume. This could be
explained by oxygen retrodiffusion from air above the medium since low volumes result in
thin thickness (approximately 1 mm with 3ml vs. 2 mm with 5ml in 55-mm dishes). Thus, it
appears mandatory to always use the same amount of culture medium in order to ensure

reproducibility of the IH cycles.

A drawback of some IH systems is the limited number of dishes or plates that can be
exposed simultaneously, resulting in insufficient amount of cells for biochemical analysis or
molecular biology. In order to minimize gas consumption, we did not choose to perform IH
cycles directly in the cell incubator as in other systems (22), but we wanted to be able to
expose at least several 55-mm dishes or multiwell plates. Our use of custom-designed plate
holders branched in series enabled us to obtain similar cycles in up to 3 multiwell plates or
nine 55-mm dishes (or combinations of multiwell plates and 55-mm dishes) simultaneously
exposed to IH. This setup ensures that several experiments can be performed
simultaneously and that a sufficient quantity of cells can be collected for biochemical

analysis or molecular biology.

However, since gases are diffusing from below the plate, we expected that the cycles would
perform well at the membrane level only. This is perfectly suitable for adherent cells but
represents a limitation for non-adherent cell cultures, such as monocytes or PBMC, or for co-
culture systems such as transwell inserts. Indeed, while the peak value was unchanged, we
observed that the nadir of the IH cycles gradually increased when measured away from the
membrane so that the cycles almost disappeared at the top of the liquid layer. However,
adequate IH cycles oscillating between 50 and 110 mmHg were still measured 500 pum above
the membrane. Moreover, cycles measured inside 8 um-pore transwells, commonly used for
cell migration or permeability assays, oscillated between 65 and 125 mmHg, suggesting that
our system can be used to study the effects of moderate IH on cell migration. Furthermore,
our system was successfully used to induce a clear increase of HIF-1 expression in cells

cultured in 0.4um-pore transwell.
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Indeed, HIF-1a expression was increased by more than 6 fold in a BBB model composed of
endothelial cells and astrocytes cultured in transwells and exposed to IH. In addition to
transwells, we observed that HIF-1a expression was increased by 2.6 and 1.5 fold, in primary
endothelial and in tumor cells, respectively, after 6h of IH exposure. In accordance with
various other studies, we chose to use HIF-1a expression as a marker of hypoxia sensing to
validate IH exposure of our cells. Hence, Yuan et al. reported an increase in HIF-1 protein
level in nuclear extracts together with an increase in HIF-1 reporter genes in PC12 cells after
60 cycles of IH (4min-30sec, 20%-1.5%) (31), and more recently Campillo et al. observed a
1.5 fold increase in HIF-1a nuclear translocation in mesenchymal stem cells exposed to 4h of
IH (30sec-30sec, 20%-1%) (4). In a very different system, exposure of endothelial cells to long
IH cycles (1h-30 min, 20%-1%,) did not increase HIF-1 gene expression but increased its
nuclear translocation and DNA binding activity (29). Nevertheless, other studies have failed
to observe changes in HIF-1 expression or transcriptional activity with different paradigms of
IH exposure (22-24). Thus, despite numerous studies in animal models showing that HIF-1 is
activated by intermittent hypoxia in various organs (3, 7, 30), the determinants of HIF-1
activation in cells exposed to IH remain to be assessed, with particular emphasis on the
characteristics of the IH cycles (minimal and maximal pO,, duration of normoxic and hypoxic
phases, total duration of exposure or number of cycles) and on the metabolic activity of the

cells exposed.

Finally, we compared standard plastic dishes and permeable dishes under normoxic
condition. We measured a difference of up to 50 mmHg between standard plastic and semi-
permeable dishes, depending on cell type and confluence rate. Indeed the biggest difference
was observed for metabolically active cancer cells. These results are consistent with previous
data showing different levels of culture medium hypoxia with more or less metabolically
active cells (17, 22). In particular, Polak et al. showed that HIF-1 activity was much higher in
standard than in permeable plates, probably due to poor oxygenation of culture medium in
plastic plates along with O, consumption by cells (22). Despite the fact that oxygen tension
during standard cell culture if often a neglected factor, these results suggest that it could be
of interest to use gas permeable plates even in routine use under normoxic conditions, in
order to ensure real and reproducible normoxia at different stages of cell culture and

confluence levels.
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It should be pointed that the pO, measurements performed in the present study were
recorded with probes having a 90% response time of 20 seconds, which is not negligible
compared to the rise and decay duration of our IH cycles. Therefore, one can assume that
the oxygen cycles performed by our system are actually faster than those measured and that
the rise and decay durations are overestimated. Moreover, pO, values measured for short
cycles that did not reach plateau values might be inaccurate so that the nadir-to-peak
amplitude might actually be larger than reported. Nevertheless, we can suggest that the
peak and nadir pO, values measured for longer IH cycles (3’-3’ or 5’-5’) were estimated with

a good accuracy since we were able to attain plateau phases at in both cases.

In summary, we have developed a new low-cost device to perform rapid intermittent
hypoxia cycles at the cellular level characterized by very low gas consumption and good cell
throughput for biochemistry or molecular biology analysis. This device can be used to
mimick the cellular impact of OSA but also that of other pathological conditions in which
rapid hypoxia-reoxygenation cycles are observed, such as ischemia-reperfusion events in
heart, brain or other organs, or tumor development where oxygen variations can be
observed independently of OSA, due to structural abnormalities of the vascular network (9,
25). This device thus presents a new alternative to existing techniques for laboratories that
plan to perform cellular IH or simply want to precisely control oxygen tension in their cell

cultures.
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Table 1.
Gas settings and duration (in seconds or minutes) of the normoxic and hypoxic phases of the

various protocols tested.

Protocol 20% 16% 3% 5% 2%
2% 30”-30” 0.5 0.5
2% 1'-1’
2% 2'-2’
2% 3'-3’
2% 3'-5’
2% 5’-5’
5% 2'-2’
5% 3’-3’

Ul W IN -

B R R R R R R
N R, BRNNBR

Table 2.
Nadir and peak pO, values and cycle amplitude (calculated delta value) measured in 55-mm
dishes submitted to the intermittent hypoxia protocols depicted in Table 1. Data (in mmHg)

are means + SEM. * P =0.05 and **P < 0.01 vs. 2% 5’-5’ protocol, two-way ANOVA.

Protocol Nadir Peak Delta
2% 30”-30” | 585+2.2** 105.8+13* 473+3.0**
2% 1’-1 443 £1.5 ** 1243+2.4 799+36*
2% 2'-2’ 33.8+0.3 118.2+2.4 84.4+1.9
2% 3'-3’ 30.3+1.4 115.4+4.4 85.1+3.7
2% 3’-5’ 249+2.0 120445 95.5+3.3
2% 5’-5 255+1.2 120.6+1.9 95.1+1.6
5% 2’-2’ 38.0+3.1* 123.3+3.3 85.31+6.4
5% 3’-3’ 39.7+55* 126.0+8.0 86.3+4.5
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Table 3.

Impact of culture medium volume on intermittent hypoxia cycles. Nadir and peak pO, values
and cycle amplitude (calculated delta value) measured in 55-mm dishes filled with different
volumes of culture medium and submitted to protocol 2% 5'-5'. Data (in mmHg) are means *
SEM. n = 3 independent experiments. Medium volume significantly alters the cycles (P =

0.037, two-way ANOVA). * P =0.019 vs. nadir at 5ml, two-way ANOVA.

Volume Nadir Peak Delta
3 ml ‘ 36.7+29 *  138.0+0.1 101.3 £2.9
5 ml ‘ 27.2+2.4 130.3+0.9 103.2+1.6

7 ml ‘ 29.3+3.0 134.0+ 3.1 104.7 +0.3

Table 4.

Impact of the presence of cells on intermittent hypoxia cycles. Nadir and peak pO, values
and cycle amplitude (calculated delta value) measured in 55-mm dishes filled with 4ml of
culture medium with or without a confluent layer of 4T1 cells, and exposed to protocol 2%
5’-5’. The presence of cells does not change nadir values but lowers peak and delta values.
Data (in mmHg) are means + SEM. n = 3 independent experiments performed in duplicates.

** P <0.01 vs. corresponding values without cells, two-way ANOVA.

Nadir Peak Delta
Without cells ‘ 28.8+2.4 124.4+0.9 95.6+2.9

With cells ‘ 26.7+2.7 113.1+3.5** 865+ 1.5 **
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Figure legends

Fig. 1.
Pictures showing the holders for 55-mm dishes (first lane) and for 24-well and 96-well plates

(second lane). The dishes or plates are maintained with forceps in order to avoid air leakage.

Fig. 2.

Characterization of pO; cycles in 55-mm dishes containing 5ml of culture medium without
cells. A-F show typical cycles measured with the following intermittent hypoxia protocols:
2% 30”-30” (A), 2% 1’-1’ (B), 2% 2’-2’ (C), 5% 2’-2’ (D), 2% 3’-3’ (E) and 2% 5’-5’ (F). G shows
peak and nadir pO, values and amplitude of pO, variation for each protocol. Data are from
at least 3 independent measurements and for over 10 independent experiments for protocol
2% 5’-5’. H shows cycles measured in three 55-mm dishes exposed simultaneously in holder

to protocol 5% 2’-2".

Fig. 3.

Characterization of pO, cycles in 24-well plates. A: Typical cycles measured in 24-well plates
(filled with 500 pl PBS) with protocol 2% 5’-5’. Cycles measured in 96-well plates were
similar. B: Typical measurements in 3 plate holders serially connected (protocol 2% 5’-5’),
nadir and peak pO, values and cycle amplitude (calculated delta value) for the 3 consecutive
plate holders. Cycles were only very slightly attenuated, with no significant difference. C:
Nadir and peak pO, values and cycle amplitude (calculated delta value) in gas-permeable 24-
well plates with 50 um-thick (Sarstedt) or 25 um-thick (Zell-kontakt) membranes using
protocol 2% 5’-5’. n = at least 5 independent measurements. ** P < 0.01 for nadir and cycle

amplitude vs. 25 pm-thick membranes, Mann-Whitney rank sum tests.

Fig. 4.

Evolution of the cycles throughout the culture medium and in transwells. A: Typical nadir
and peak pO; values and cycle amplitude (calculated delta value) at different heights above
the membrane. Measurements were performed with protocol 2% 5’-5" in 55-mm dishes.
Similar results were observed in 96-well dishes. Data (in mmHg) are means + SEM. n = at
least 3 independent experiments. B: Cycle amplitude (calculated delta value) at different

heights above the membrane in unsealed and sealed 55-mm dishes, and corresponding

212



calculated Area Under the Curve (AUC). Measurements were performed with protocols 2%
3’-3’ (diamonds) and 2% 5’-5’ (squares) in unsealed dishes and with protocol 2% 5’-5’
(triangles) in dishes sealed with tape to limit gas exchanges with incubator air. Data are
means + SEM. n = at least 3 independent experiments. * Area under the curve vs. protocol
2% 3’-3’ in unsealed dishes, P = 0.012 (one-way ANOVA). There was no significant difference
in cycle amplitude between unsealed and sealed plates at membrane level (probe height =
0). C: Cycles measured with protocol 2% 5’-5’ inside a 8um-pore transwell with 100 pl of

medium placed in a 24-well plate (Zell-kontakt) filled with 600 uL of culture medium.

Fig. 5.

Comparison of pO, values in standard and permeable dishes under normoxia. pO, values
were measured at the level of the cell layer in standard plastic or gas-permeable 55-mm
dishes plated with HAOEC or 4T1 cells at different cell confluences and incubated under
normoxia. Cultures were pre-equilibrated at 21% O, in a standard incubator, placed under
normoxia (21% O, + 5% CO,) in the intermittent hypoxia device and allowed to equilibrate
for at least 30 minutes before pO, measurements. Data are means + SEM. n = at least 5
measures from 3 independent experiments. * P < 0.05 and ** P < 0.01 vs. gas permeable

plates, Mann-Whitney rank sum test.

Fig. 6.

Intermittent hypoxia increases HIF-1a expression. A: Expression of HIF-1a in HAOEC and 4T1
cells after 6 hours of exposure to protocol 2% 5’-5’, expressed as a ratio of HIF-1a expression
in cells exposed to 6 hours of normoxia (16% 0,). * P <0.05 vs. normoxia, Mann-Whitney
rank sum test. B: Expression of HIF-1a in a blood brain barrier model composed of b. End3
endothelial cells and C6 astrocytes after 24 hours of IH (2h of 2% 5’-5’ and 6h of normoxia,
repeated 3 times). Data are means + SEM. n = 3 independent experiments, ** P < 0.01 vs.

normoxia, Mann-Whitney rank sum test.
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Obstructive sleep apnea (0OSA) is now recognized as an independent and important risk factor for cardiovascular
diseases such as hypertension, coronary heart disease, heart failure and stroke. Clinical and experimental data
have confirmed that intermittent hypoxia is a major contributor to these deleterious consequences. The repeti-
tive occurrence of hypoxia-reoxygenation sequences generates significant amounts of free radicals, particularly
in moderate to severe OSA patients. Moreover, in addition to hypoxia, reactive oxygen species (ROS) are potential
inducers of the hypoxia inducible transcription factor-1 (HIF-1) that promotes the transcription of numerous
adaptive genes some of which being deleterious for the cardiovascular system, such as the endothelin-1 gene.
This review will focus on the involvement of the ROS-HIF-1-endothelin signaling pathway in OSA and intermit-

tent hypoxia and discuss current and potential therapeutic approaches targeting this pathway to treat or prevent
cardiovascular disease in moderate to severe OSA patients.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is characterized by repetitive upper
airway occlusions during sleep leading to intermittent hypoxia. Factors
promoting OSA include functional or anatomical anomalies of the upper
airways, obesity, age over 60 years, smoking and alcohol consumption
(Young et al., 2002). According to recent estimates, the prevalence of
the disease has more than doubled in the last 20 years and is now esti-
mated to be between 9 and 17% in women and men, respectively, aged
50 to 70 years (Peppard et al., 2013). It is a major public health concern
worldwide and in Europe since it is associated with high cardiovascular
morbidity and mortality (Baguet et al,, 2012; Lévy et al., 2015). Intermit-
tent hypoxia (IH), the landmark of OSA, induces oxidative stress and con-
sequently promotes low-grade inflammation, endothelial dysfunction

Abbreviations: AHI, apnea-hypopnea index; ARBs, angiotensin Il receptor blockers; BP,
blood pressure; CAD, coronary artery disease; Camk, calcium-calmodulin kinase; CPAP,
continuous positive airway pressure; ET-1, endothelin-1; ET-A, type A endothelin recep-
tor; FIH, factor inhibiting HIF-1; HF, heart failure; HIF-1, hypoxia inducible factor-1; IH, in-
termittent hypoxia; LV, left ventricle; mTOR, mammalian target of rapamycin; miRNA,
micro-ribonucleic acid; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NO, nitric
oxide; NOX, NADPH oxidase; OSA, obstructive sleep apnea syndrome; PHDs, HIF-1 prolyl-
hydroxylases; PKC, protein kinase C; PLC, phospholipase C; ROS, reactive oxygen species.

* Corresponding author at: Laboratoire HP2, Inserm U1042, Faculté de Médecine-
Pharmacie, Université Grenoble Alpes, BP 170, 38042 Grenoble Cedex 9, France.
Fax: +33476 63 71 78.

E-mail address: diane.ribuot@univ-grenoble-alpes.fr (D. Godin-Ribuot).
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and cardiometabolic co-morbidities. Thus, effective treatment of OSA is
expected to represent an important target for improving cardiometabolic
risk.

Continuous positive airway pressure (CPAP) is the first line therapy
for OSA. While CPAP therapy clearly improves vigilance and cognitive
function, it is still debated whether CPAP alone may substantially reduce
the rate of new cardiovascular events (Barbe et al.,, 2012). One of the
major barriers to CPAP efficacy is patient adherence. Indeed, 15% of
OSA patients initially refuse the treatment and 20% of those treated dis-
continue or use it irregularly or suboptimally. Moreover, the response to
CPAP therapy, in terms of cardiovascular and metabolic outcomes, is ob-
tained only in CPAP compliers (Bratton et al., 2015) and differs in non-
obese and obese OSA patients. Thus, in obese OSA patients, CPAP
alone has a limited effect, compared to weight loss, on blood pressure,
insulin sensitivity, lipid profile and inflammation (Chirinos et al.,
2014). The failure of CPAP to improve cardiometabolic and inflammato-
ry markers in obese OSA patients (Jullian-Desayes et al., 2015) empha-
sizes the need for combined therapeutic strategies (Pepin et al., 2012).
Hence, angiotensin II receptor blockers (ARBs) are more effective than
CPAP to lower blood pressure (BP), but there is an added benefit of com-
bining both treatments especially on nighttime BP (Pepin et al., 2010;
Thunstrom et al., 2016). Therefore, it is important to identify the best
pharmacological approach to counteract the key intermediary mecha-
nisms responsible for OSA-related cardiovascular alterations, namely
oxidative stress, sympathetic activation and inflammation.
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As previously described (Dematteis et al., 2009), IH is a major conse-
quence of OSA in terms of impact on the cardiovascular system, in partic-
ular through the generation of reactive oxygen species (ROS) (Lévy et al.,
2015). Indeed, ROS enhance the stabilization and activity of the hypoxia
inducible factor-1 (HIF-1) transcription factor well known to promote
adaptive and maladaptive responses to hypoxia (Semenza, 2009).
Among the various HIF-1 target gene products, some have beneficial ef-
fects on the cardiovascular system, such as nitric oxide and carbon mon-
oxide (Andreadou et al., 2015), while others, like endothelin-1 (ET-1), are
involved in several pathophysiological pathways associated with cardio-
vascular disease (Kaoukis et al., 2013). Differential modulation of these
gene pathways could account for the dual aspect of IH, which has been
shown to be protective or deleterious according to the duration and se-
verity of the hypoxia-reoxygenation cycles (Verges et al., 2015).

In the present review, we will focus on the involvement of the ROS-
HIF-1-endothelin signaling pathway in the deleterious cardiovascular
consequences induced by the rapid IH cycles and low desaturation
levels encountered in moderate to severe OSA patients (Fig. 1). We
will propose new therapeutic avenues targeting this pathway to treat
or prevent the OSA-related cardiovascular complications. We will dis-
cuss the rationale for innovative clinical trials based on the mechanistic
insights presented in this review.

2. Cardiovascular impact of obstructive sleep apnea and
intermittent hypoxia

2.1. Systemic hypertension

It is now well established that OSA and intermittent hypoxia cause ar-
terial hypertension (Pepin et al,, 2014; Torres et al,, 2015). There is indeed

a linear relationship between the severity of sleep-disordered breathing,
determined by the apnea-hypopnea index (AHI), and blood pressure el-
evation, independent of confounding factors (Young et al., 1997).

Fletcher et al. were the first to demonstrate that intermittent hypox-
ia was one of the landmark features of OSA, showing its role in the de-
velopment of hypertension (Fletcher et al., 1992). This has been
confirmed in several rodent models of IH (Dematteis et al., 2009) as
well in healthy human volunteers exposed exclusively to intermittent
hypoxia (Tamisier et al., 2011).

2.2. Vascular dysfunction and remodeling, atherosclerosis

OSA promotes endothelial dysfunction (Hoyos et al., 2015), vascular
remodeling (Baguet et al., 2005) and atherosclerosis (Drager et al.,
2011; Stanke-Labesque et al., 2014; Trzepizur et al., 2014). Similarly,
[H exposure results in endothelial dysfunction in various vascular terri-
tories (Phillips et al., 2004; Totoson et al., 2013; Krause et al., 2015), in
inflammatory and fibrotic vascular remodeling (Yang et al., 2011;
Arnaud et al.,, 2011a; Castro-Grattoni et al., 2016; Gras et al., 2016)
and in accelerated atherosclerosis (Savransky et al., 2008; Arnaud
et al., 2011b; Drager et al., 2013).

2.3. Myocardial infarction and stroke

Moderate to severe OSA is associated by an enhanced risk of coro-
nary heart disease (CAD) (Arzt et al., 2015) and stroke (Arzt et al.,
2005; Dong et al., 2013). OSA patients with acute myocardial infarction
have more severe CAD, prolonged myocardial ischemia and less sal-
vaged myocardium than non-apneic patients (Arzt et al., 2015). Thus,
a high AHI is independently associated with a larger infarct size
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Fig. 1. Among the consequences of obstructive sleep apnea (OSA), intermittent hypoxia plays a major role in the development of associated cardiovascular pathologies. More specifically,
intermittent hypoxia is well recognized to induce oxidative stress with subsequent activation of the hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) transcription factor and upregulation of genes
deleterious for the cardiovascular system such as the endothelin-1 (ET-1) gene. NF<B, nuclear factor kappa B; VasoC, vasoconstriction.
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3 months after acute myocardial infarction (Buchner et al., 2014). IH ap-
pears to be a major contributor since several experimental studies have
demonstrated an increase in myocardial infarct size following IH expo-
sure (Joyeux-Faure et al., 2005; Belaidi et al., 2009; Ramond et al., 2013;
Yeung et al., 2015; Belaidi et al., 2016; Bourdier et al., 2016). Cerebral in-
farct size and neuronal excitotoxicity (an index of stroke vulnerability)
are also increased by IH (Jackman et al., 2014; Jagadapillai et al., 2014).

2.4. Cardiac dysfunction and heart failure

Left ventricular dysfunction and remodeling have been reported in
OSA patients prior to the development of hypertension or other cardio-
vascular diseases (Baguet et al., 2012; Aslan et al.,, 2013). Following
acute myocardial infarction, cardiac dysfunction and remodeling are
worsened in OSA compared to non-apneic patients (Arzt et al., 2015).
Thus, not only is OSA a significant risk factor for the development of in-
cident heart failure (Gottlieb et al., 2010), but it also enhances mortality
in heart failure patients (Wang et al., 2007; Khayat et al., 2015).

In rodent models, prolonged IH exposure results in left ventricular
dysfunction (Chen et al., 2008), fibrotic ventricular remodeling
(Hayashi et al., 2008; Ding et al., 2014) and cardiac hypertrophy
(Chen et al,, 2010).

Regarding heart failure (HF), a recent study in rats has shown that a
4-week IH exposure exacerbated myocardial remodeling and cardiac
dysfunction in a pressure overload-induced HF model (Li et al., 2015).

3. The reactive oxygen species—hypoxia inducible transcription
factor-1-endothelin pathway in obstructive sleep apnea and inter-
mittent hypoxia and its role in the cardiovascular alterations

3.1. Why the reactive oxygen species—hypoxia inducible
transcription factor-1-endothelin pathway?

0OSA is widely recognized as an oxidative stress disorder (Lavie &
Lavie, 2009; Badran et al., 2014, Eisele et al., 2015; Lavie, 2015). As re-
cently reviewed by Eisele et al., OSA patients present with increased su-
peroxide anion release by circulating leucocytes associated with an
upregulation of NADPH oxidase (NOX), reduced nitric oxide bioavail-
ability reflected by a decrease in total nitrate and nitrite, increased
lipid peroxidation and reduced antioxidant status characterized by
lower plasma levels of antioxidant substances, such as vitamin A and
E, or antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase and catalase
(Eisele et al., 2015). Accordingly, lipid peroxidation products, such as
thiobarbituric reactive substances (Barcelo et al., 2000; Lavie et al.,
2004) or isoprostanes (Carpagnano et al., 2003; Biltagi et al., 2008;
Monneret et al., 2010; Del Ben et al., 2012) are increased in OSA patients
and their levels are correlated with sleep apnea severity (Lavie et al.,
2004; Biltagi et al,, 2008; Monneret et al,, 2010). Few studies have inves-
tigated the correlation of OSA-related oxidative stress with cardiovascu-
lar disease markers but we have demonstrated a direct relationship
between urinary 15-F2t-isoprostane levels and carotid intima-media
thickness in non-obese OSA patients, in support for a role of oxidative
stress in the early atherosclerotic process (Monneret et al., 2010). In-
deed, there is a linear relationship between oxidative stress and sleep
apnea severity (Franco et al., 2012). Thus the lowest antioxidant status
and the highest ROS production by circulating leucocytes are observed
in the most severe OSA patients (Mancuso et al., 2012; Pilkauskaite
et al,, 2013). In accordance, the severity of the cardiometabolic alter-
ations is correlated to that of hypoxemia, with alterations most signifi-
cant in patients with severe nocturnal hypoxia (He et al., 2010; Gami
et al., 2013; Cakmak et al., 2015). In a recent retrospective follow-up
study on 1068 men originally referred to night polysomnography due
to suspected OSA, Muraja-Murro et al. conclude that adjusting AHI
with severity of obstruction events enhances the detection of patients
with the highest risk of cardiovascular morbidity or mortality
(Muraja-Murro et al., 2014).

Animal models of chronic short-cycling IH exposure closely repro-
duce the desaturation pattern and cardiovascular alterations seen in
moderate to severe OSA patients (Dematteis et al., 2009). Chronic cyclic
IH exposure also induces an oxidative stress in the brain, lung and liver,
in proportion to hypoxia intensity (Quintero et al., 2013) while a 3-day
exposure is sufficient to produce oxidative stress-related kidney dam-
age (Wu et al,, 2015). Likewise, others and we have shown that IH in-
duces an important oxidative stress in cardiovascular tissues (Chen
et al., 2005; Troncoso Brindeiro et al., 2007; Ramond et al., 2013;
Friedman et al., 2014). Moreover, animals exposed to IH experience
the same alterations in oxidant status than OSA patients, namely in-
creased NOX expression and decreased catalase activity (Totoson
et al., 2013).

The hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) is a fundamental transcrip-
tion factor in the molecular physiology of O, homeostasis. HIF-1 is a
complex protein composed of 2 subunits, the cytosolic HIF-1a (O,-sen-
sitive) subunit and the nuclear HIF-1@ subunit, that dimerize in the nu-
cleus to form the functional HIF-1 transcription factor and activate gene
transcription. The N-terminal portion of HIF-1ae and HIF-1f3 contains
bHLH (basic helix-loop-helix) and PAS (Per-ARNT-Sim homology) do-
mains necessary for heterodimerization and DNA binding (Xia et al.,
2012). The C-terminal portion contains two transactivation domains
(TAD), called TAD-N and TAD-C separated by an inhibitory domain. Ac-
tivation of transcription by HIF-1 requires various co-activators such as
the CREB Binding Protein (CBP)/p300 co-activator. The O,-sensitive re-
gion of HIF-1at is called the oxygen degradation domain and is pivotal
for the stabilization of this subunit under hypoxic conditions.

In well-oxygenated cells, proline hydroxylation of the HIF-1ax sub-
unit by prolyl-hydroxylase enzymes (PHDs) leads to binding of the
von Hippel-Lindau (VHL) protein, recruitment of an E3-ubiquitin pro-
tein ligase complex with subsequent ubiquitination and proteasomal
degradation. Moreover, the factor inhibiting HIF-1 (FIH) negatively reg-
ulates HIF-1 transactivation by asparagine hydroxylation, which blocks
HIF-1 binding on its co-activator CBP/p300 (Fig. 2).

In sustained hypoxia, there is a general consensus that oxygen dep-
rivation is the main mechanism behind HIF-1 activation with an on-
going debate on a potential role of mitochondrial ROS (Hagen, 2012;
Movafagh et al., 2015). In contrast, ROS production by the repetitive
desaturation-reoxygenation sequences induced by IH appears to play
a major role in up-regulating HIF-1 activity through complex mecha-
nisms involving prolyl-hydroxylase inactivation and HIF-1 transcription
and transactivation (Fig. 3). Briefly, repetitive apneas and intermittent
hypoxia trigger nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase-dependent production of ROS, mostly superoxide an-
ions, which in turn activate phospholipase C (PLC) leading to calcium-
calmodulin kinase (CamK) and protein kinase C (PKC) activation. PKC
stimulates mammalian target of rapamycin (mTOR)-dependent syn-
thesis of HIF-1a and inhibits PHD-dependent HIF-1oe degradation
(Prabhakar & Semenza, 2012). CamK also promotes the interaction be-
tween HIF-1a and its co-activator p300, thereby leading to increased
transcriptional activation upon dimerization with HIF-1(3. While HIF-
1o is rapidly degraded (t1/2 <5 min) upon reoxygenation following
sustained hypoxia, HIF-1ax levels remain elevated following intermit-
tent hypoxia due to the persistent activation of mTOR (Semenza, 2009).

Although in vitro studies established that the pro-inflammatory
transcription factor nuclear factor-«B (NF-kB) plays a more important
role than HIF-1 in the response to IH (Ryan et al., 2005; Polotsky et al.,
2010; Taylor et al., 2014), we and others have observed that chronic
in vivo exposure to [H leads to a strong and sustained activation of
HIF-1 in the heart (Belaidi et al., 2008, 2009, 2016), aorta (Gras et al.,
2016), brain (Wang et al., 2009; Chou et al., 2013) and liver (da Rosa
et al., 2012). Nevertheless, the important role of pro-inflammatory
pathways is in accordance with these observations since there is a
strong crosstalk and synergistic activity between NF-xB and HIF-1
(Gorlach & Bonello, 2008; Bruning et al., 2012) (Fig. 1). An interesting
aspect of HIF-1 activation by IH is that it persists when the animals are
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back in normoxic conditions. This is in agreement with in vitro ob-
servations showing that HIF-1 activity remains lastingly elevated
after termination of IH (Yuan et al., 2008) and can explain the long-
lasting HIF-1 levels and activity observed hours after termination of
[H in experimental animals. Although data in OSA patients are scarce,
Kazmareck et al. have confirmed that HIF-1a and target genes
mRNA are increased in skin biopsies from severe OSA patients and
concluded that HIF-1 expression profile may correlate with disease
severity and could possibly be used to predict cardiovascular risk
(Kaczmarek et al., 2013).

Among the various HIF-1 target gene products, some encode
for proteins that have an impact on the cardiovascular system,
such as erythropoietin, inducible/endothelial nitric oxide
synthases, vascular endothelial growth factor and ET-1. We have
identified ET-1 as a major gene product of interest based on the
fact that:

- Through its vasoconstrictive, growth promoting and pro-inflamma-
tory properties, ET-1 has been implicated in several pathophysiolog-
ical pathways associated with cardiovascular disease (Ohkita et al.,
2012; Kaoukis et al., 2013).

- Plasma big ET-1 and ET-1 are increased in OSA patients (Saarelainen
et al,, 1997; Phillips et al., 1999; Gjorup et al., 2007; Karkoulias et al.,
2010; Zamarron et al., 2011), in correlation with BP values (Phillips
et al,, 1999; Anunciato et al., 2013), and in plasma and tissues of ani-
mals exposed to IH (Kanagy et al., 2001; Belaidi et al., 2009; Capone
et al,, 2012; Peng et al., 2012).

- Endothelin receptors, in particular ET-A receptors, are upregulated by
IH and the vascular response to ET-1 is increased (Allahdadi et al.,
2005; Lefebvre et al., 2006; Rey et al., 2007; Belaidi et al., 2009;
Pawar et al., 2009; Snow et al., 2011; Wang et al., 2013; Friedman
et al, 2014).

- ET-1 has the ability to increase NADPH oxidase activity and HIF-1 ex-
pression in part through its ET-A receptors (Li et al., 2003; Pisarcik

et al,, 2013), thus further promoting superoxide production and
HIF-1 activity in a feed-forward mechanism (Fig. 3).

In the following sections, we will present the experimental pharmaco-
logical evidence in favor of an inhibition of the ROS-HIF-1-endothelin axis
in the prevention of the cardiovascular complications induced by IH.

3.2. Role in systemic hypertension

Numerous experimental studies have confirmed that reduction in
oxidative stress level, either by NOX-2 deficiency (Schulz et al., 2014)
or antioxidant treatments (Hung et al., 2013; Ramond et al., 2013) pre-
vents the development of hypertension in response to intermittent hyp-
oxia exposure. Endothelin receptor antagonists have also been shown to
be very effective in preventing or reversing hypertension in rodents ex-
posed to IH (Kanagy et al., 2001; Allahdadi et al., 2008; Belaidi et al.,
2009; de Frutos et al., 2010).

3.3. Role in vascular dysfunction and remodeling

In rats exposed to intermittent hypoxia, allopurinol treatment
(through its xanthine oxidase-inhibiting property) attenuated the im-
pairment in acetylcholine-mediated vasodilation (Dopp et al.,, 2011). In
a comprehensive study in mice, Capone et al. confirmed the role of both
oxidative stress and ET-1 on the impairment in cerebrovascular
endothelial-dependent relaxation induced by IH. Hence, cerebrovascular
dysfunction was abolished in mice lacking the NOX2 subunit of NADPH
oxidase as well as by local perfusion with Mn(Ill)tetrakis(4-benzoic
acid)porphyrin chloride (a free radical scavenger) or with BQ-123 (a se-
lective ET-A receptor antagonist) (Capone et al., 2012). We have recently
demonstrated that oxidative stress was responsible for the IH-induced
vascular dysfunction in the rat ophthalmic artery, in particular regarding
the increased contractile response to ET-1 (Mentek et al.,, 2016).
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In the case of vascular remodeling, de Frutos et al. demonstrated in
mice that [H-induced remodeling of mesenteric arteries could be
prevented by the mixed endothelin receptor antagonist bosentan (de
Frutos et al., 2010). Finally, we have recently established that ET-1
was involved in the inflammatory vascular remodeling induced by IH,
through a feed-forward mechanism implicating HIF-1 and its crosstalk
with NF-kB (Gras et al,, 2016).

3.4. Role in myocardial infarction and stroke

There is experimental data in favor of a major role for oxidative
stress and endothelin system activation in the increased sensibility to
myocardial infarction induced by chronic IH exposure in rodents.
Thus, in mice, the increase in infarct size is associated with enhanced
protein carbonylation and lipid peroxidation and decreased thioredoxin
content (Park & Suzuki, 2007). In rats, tempol, melatonin as well as ator-
vastatin treatment during IH exposure reduce myocardial free radical
production and prevent the increase in infarct size (Ramond et al.,
2013; Totoson et al,, 2013).

The cardiac endothelin system is activated by HIF-1 in rats exposed
to IH, resulting in increased tissue ET-1 levels, upregulation of coronary
ET-A receptors and enhanced vasoconstriction. The deleterious impact
of these effects on the myocardium is evidenced by the ability of

bosentan to completely prevent the related increase in infarct size
(Belaidi et al., 2009). Similar effects on the brain's susceptibility to ische-
mia remain to be demonstrated. However, Capone et al. have observed
that alterations of the cerebral circulation induced by chronic IH in mice
were prevented by the selective ET-A receptor antagonist BQ123
(Capone et al., 2012). In a recent study, we have shown that endoplas-
mic reticulum (ER) stress and HIF-1 were responsible for the infarct
size expansion induced by IH (Belaidi et al., 2016).

3.5. Role in myocardial dysfunction and remodeling

In rats, treatment with allopurinol throughout IH exposure signifi-
cantly improved LV dysfunction (Williams et al., 2010). Mice deficient
for gp91phox (the membrane-bound catalytic subunit of NOX) did not
develop LV remodeling in response to IH (Hayashi et al., 2008). Further-
more, pitavastatin treatment during IH exposure significantly reduced
NADPH oxidase-related superoxide production as well as LV remodel-
ing in mice (Inamoto et al., 2010).

There is ample evidence that activation of the endothelin system
promotes cardiac hypertrophy and HF. Hence, plasma and myocardial
ET-1 levels (Cavero et al., 1990; Margulies et al., 1990; Yorikane et al.,
1993) and ET-1 receptors (Sakai et al., 1996b) are increased in animal
models of congestive HF and in HF patients (McMurray et al., 1992;
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Table 1

Summary of experimental studies demonstrating the beneficial effects of targeting reactive oxygen species (ROS), HIF-1 and the endothelin-1 (ET-1) system in animal models of cardio-
vascular complications associated with intermittent hypoxia (IH). Gp91phox: MnTBAP: Mn(Ill)tetrakis(4-benzoic acid)porphyrin chloride; NOX2: gp91phox subunit of NADPH oxidase.

Cardiovascular disease IH model Target Treatment/models References
Systemic hypertension Rat ROS Melatonin (10 mg/kg/day) Hung et al., 2013
Rat ROS Tempol (1 mM in water) Ramond et al., 2013
Rat ET-1 PD145065 (1-1000 nmol/kg) Kanagy et al., 2001
Rat ET-1 BQ-123 (10-1000 nmol/kg) Allahdadi et al., 2008
Rat ET-1 Bosentan (100 mg/kg/day) Belaidi et al., 2009
Mouse ROS Apocynin (30 mg/kg/day)/NOX-2 deficiency Schulz et al., 2014
Mouse ET-1 Bosentan (30 mg/kg/day)/PD155080 (50 pg/kg/day) de Frutos et al., 2010
Vascular dysfunction Rat ROS Allopurinol (65 mg/kg/day) Dopp et al., 2011
Rat ROS Atorvastatin (10 mg/kg/day) Totoson et al., 2013
Rat ET-1 BQ-123 (10 uM perfusion) Mentek et al., 2016
Mouse ROS MnTBAP (100 uM perfusion) Capone et al., 2012
Mouse ET-1 BQ-123 (10 pM perfusion) Capone et al., 2012
Vascular remodeling Mouse ET-1 Bosentan (30 mg/kg/day)/PD155080 (50 pg/kg/day) de Frutos et al., 2010
Mouse ET-1 Bosentan (100 mg/kg/day) Gras et al., 2016
Mouse HIF-1 HIF-1 deficiency Gras et al., 2016
Cardiac dysfunction Rat ROS Allopurinol (1% in water) Williams et al., 2010
Cardiac remodeling Mouse ROS NOX2 deficiency Hayashi et al., 2008
Myocardial infarction Rat ROS Melatonin (100 mg/L)/tempol (1 mM in water) Ramond et al., 2013
Rat ET-1 Bosentan (100 mg/kg/day) Belaidi et al., 2009
Mouse HIF-1 HIF-1 deficiency Belaidi et al., 2016
Stroke Mouse ROS MnTBAP (100 uM perfusion)/NOX2 deficiency Capone et al., 2012
Mouse ET-1 BQ-123 (10 pM perfusion) Capone et al., 2012

Zolk et al., 1999). Moreover, ET-1 receptor antagonists (Fraccarollo et al.,
1997; Mulder et al., 1997; Mishima et al., 2000) have been shown to im-
prove LV dysfunction and remodeling and to enhance survival (Sakai
et al., 1996a; Mulder et al., 1997) in HF models. Nevertheless, the role
of ET-1 in the development of cardiac remodeling and HF in response
to IH still remains to be investigated.

Table 1 summarizes the various experimental studies associating
chronic IH to cardiovascular diseases described in this section as well
the beneficial effects of targeting ROS or the endothelin system in this
context.

4. Targeting the reactive oxygen species—hypoxia inducible
transcription factor-1-endothelin axis as
a novel therapeutic approach in obstructive sleep apnea

The experimental evidence presented above clearly underscores the
therapeutic potential of interventions targeting this axis in the preven-
tion and/or reduction of cardiovascular alterations in moderate to se-
vere OSA patients. While large-scale clinical investigations specifically
designed to address this issue are still pending, we have identified sev-
eral potentially interesting pharmacological agents that have already
been tested clinically or are in pre-clinical development.

4.1. Antioxidant treatment

As mentioned earlier, there is an emerging consensus that OSA is an
oxidative stress disorder. In accordance, various studies have shown
that reversal of apneas by CPAP therapy can reduce OSA-related oxidative
stress markers (Eisele et al., 2015; Jullian-Desayes et al., 2015). However,
other studies report limited effects (Barceld et al., 2006; Del Ben et al.,
2012; Jullian-Desayes et al., 2015) and a recent sham-controlled random-
ized study specifically designed to test the effect of CPAP treatment on pri-
mary markers of lipid peroxidation failed to observe significant effects
(Sivam et al,, 2015). These data, plus the fact that a significant proportion
of OSA patients are unable or unwilling to use CPAP therapy, represent a
strong argument in favor of studies investigating the effects of antioxi-
dants in OSA patients. Still, apart from some reports of beneficial effects
of acute intravenous vitamin C injection (Grebe et al., 2006; Buchner
et al,, 2011) or of oral allopurinol treatment (El Solh et al., 2006), no
large-scale clinical studies have been performed. The reason behind this
discrepancy could be that while antioxidants have proven effective in

preventing or reverting oxidative stress-related cardiovascular alterations
in experimental models, they have generally yielded disappointing results
when translated to human clinical practice, as recently reviewed in this
journal (Farias et al., 2016).

Nevertheless, the fact that part of the effectiveness of medications
such as statins, angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors or
ARBs is due to their pleiotropic antioxidant and anti-inflammatory
properties (Siti et al,, 2015) supports the use of these agents in the pre-
vention or treatment of the cardiovascular complications associated
with OSA (Pepin et al., 2010; Thunstrom et al., 2016). This is strength-
ened by the fact that these drugs interfere with NADPH oxidase activa-
tion and expression, a therapeutic strategy potentially more efficient
than non-selective ROS scavenging (Schramm et al., 2012), particularly
in the context of IH and OSA.

Hence, we have shown that the IH-induced vascular remodeling and
increase in blood pressure and infarct size were prevented by atorva-
statin along with a decrease in NADPH oxidase upregulation and a pres-
ervation of superoxide dismutase activity (Totoson et al., 2013). In OSA
patients, 3 months of atorvastatin treatment lowered blood pressure
and improved lipid profile (Joyeux-Faure et al., 2014). Also, increased
internalization of endothelial CD59 in IH appears to be cholesterol-
dependent and is reversed by statins in a CD59-dependent manner
(Emin et al.,, 2016).

In accordance, we have shown that valsartan induced a fourfold
greater decrease in mean 24-hour BP compared to CPAP in a small co-
hort of untreated hypertensive OSA patients (Pepin et al., 2010). In
view of the antioxidant, anti-inflammatory and anti-hypertensive ac-
tions of statins, ACE inhibitors and ARBs, their beneficial effects in OSA
patients should definitely be confirmed in large-scale clinical trials.

Another interesting therapeutic candidate appears to be melatonin, a
circadian rhythm regulating hormone with potent pleiotropic antioxi-
dant properties (Tan et al.,, 2015) and whose secretion profile is altered
in OSA patients (Zirlik et al., 2013). We were among the first to report
the potent cardioprotective effects of melatonin against ischemia-reper-
fusion injuries (ventricular arrhythmias and infarct size) (Lagneux et al.,
2000). More recently, others and we have shown that melatonin admin-
istration throughout IH exposure was very effective in preventing the de-
velopment of myocardial susceptibility to infarction, hypertension and
endothelial dysfunction (Hung et al., 2013; Ramond et al., 2013; Yeung
et al., 2015). These effects were also associated with a reduction in IH-
induced NADPH oxidase expression and with an increase in antioxidant
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enzyme activity (Hung et al., 2013). Of particular relevance to the topic of
present review, melatonin also has the ability to inhibit HIF-1 activity and
target gene expression, possibly through its antioxidant actions (Vriend &
Reiter, 2016).

Finally, the novel therapeutic concept of replacing antioxidant sup-
plementation by activation of endogenous antioxidants was recently ad-
dressed in this journal (Chan & Chan, 2015). This approach is particularly
interesting in the context of OSA where antioxidant defenses are
lowered. Moreover, this could be achieved by non-pharmacological
means such as exercise. In a recent study, moderate exercise was
shown to increase endogenous antioxidant levels in healthy as well as
in diabetic patients and to reduce oxidative DNA damage (Pittaluga
et al,, 2015). In that respect, we have recently shown that high-
intensity training during IH exposure reduces pro-apoptotic ER stress
and prevents the development of hypertension and the increase in in-
farct size (Bourdier et al., 2016).

4.2. Endothelin system antagonism

Although the major role of endothelin and its receptors in the devel-
opment of systemic and pulmonary hypertension, coronary atheroscle-
rosis, myocardial infarction and heart failure is well documented
(Ohkita et al., 2012), endothelin receptor antagonists are currently
mainly used for the treatment of pulmonary hypertension where they
have proven effective in decreasing pulmonary vascular resistance
and increasing cardiac index (Channick et al., 2001). Yet, mixed recep-
tor antagonists like bosentan (Krum et al., 1998), or selective ET-A re-
ceptor antagonists like darusentan (Nakov et al., 2002; Black et al.,
2007), have been shown to significantly decrease blood pressure in pa-
tients with essential or resistant arterial hypertension. Bosentan im-
proved peripheral (Rafnsson et al, 2012) and the ET-A receptor
antagonist atrasentan improved coronary (Reriani et al., 2010) endo-
thelial function in patients with type-2 diabetes and early atherosclero-
sis, respectively. Finally, in a study in patients with heart failure
resistant to standard therapy, bosentan treatment increased cardiac
output and decreased systemic and pulmonary vascular resistance
(Sutsch et al., 1998) although subsequent clinical trials with mixed
and ET-A antagonists have failed to show clear clinical benefits
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(Kaoukis et al., 2013). Moreover, the safety profile of these drugs has
been disappointing due to a high incidence of hepatotoxicity, headache
and edema. Nevertheless, a new generation of endothelin system antag-
onists is emerging such as ET-converting enzyme inhibitors, mixed ECE
and neutral endopeptidase inhibitors, ET-B receptor agonists or new
potent non-toxic mixed antagonists, such as macitentan (Maguire &
Davenport, 2014). These promising agents should definitely be tested
in experimental IH models in order to compare their efficacy to that of
bosentan or ET-A receptor antagonists.

Some authors argue that selective ET-A receptor antagonists are bet-
ter suited than mixed antagonists for the prevention or treatment of
cardiovascular diseases (Nasser & EI-Mas, 2014) but this remains to be
confirmed by specifically-designed clinical studies, particularly in the
context of OSA since the deleterious effects of IH are mainly due to ET-
A receptor upregulation (Allahdadi et al., 2008; Belaidi et al., 2009; de
Frutos et al.,, 2010; Capone et al., 2012; Briancon-Marjollet et al., 2016;
Mentek et al., 2016).

In a small randomized controlled pilot study in OSA patients (n = 16)
with mild untreated hypertension (clinical BD of 142/85 mm Hg), we re-
cently showed that a 4-week bosentan treatment resulted in a 3 mm Hg
greater decrease in 24-hour DBP than CPAP, but this effect was minimal
and not significant compared to baseline (Joyeux-Faure et al., 2015).
This could be due to the fact that these patients were not severe enough
in terms of hypertension and sleep apnea level. Hence, in view of the clear
involvement of the ET-1 system in the severe IH-induced cardiovascular
alterations and of the dramatic effects of ET-1 receptor antagonists in
this context (Belaidi et al., 2009; Briancon-Marjollet et al., 2016; Gras
etal, 2016), large-scale clinical investigations of ET-1 system antagonism
in moderate to severe OSA patients are undoubtedly warranted.

4.3. Hypoxia inducible transcription factor-1 inhibition

Since both ROS and ET-1 have the ability to promote HIF-1 activity in
a feed-forward manner (Fig. 3), HIF-1 appears to be a pivotal target to re-
verse the deleterious cardiovascular consequences of chronic IH and
OSA. Various novel molecular and pharmacological interventions to re-
duce HIF-1 expression or activity have reached the phase of clinical
translation, mostly in the field of cancer research (Fig. 4). These could
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Fig. 4. Stabilization of the O,-sensitive cytosolic alpha subunit of the hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) transcription factor is determinant for HIF-1 activity. In normoxia, proline
hydroxylation (OH) of HIF-1cx leads to its recognition by the Von Hippel-Lindau (VHL) ubiquitylation complex and subsequent proteasomal degradation. Intermittent hypoxia, by
inhibiting prolyl-hydroxylase (PHD) activity, induces HIF-1« stabilization followed by translocation to the nucleus, dimerization with HIF-1f3 to form HIF-1, transactivation and
binding to hypoxia response elements (HRE) in the promoter of target genes. HIF-1 content and transcriptional activity can be reduced by various therapeutic strategies: miRNA and
camptothecin inhibit its traduction; YC-1 activates FIH; EZN-2968 inhibits its transcription; moracin O and manassantin A inhibit its translocation to the nucleus; acriflavin and
curcuma prevent its dimerization with HIF-1p; echynomycin prevents its binding to HRE; trichostatin prevents its transactivation.
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potentially be investigated in OSA patients after prior pre-clinical studies
evaluating the most appropriate therapeutic approaches to prevent ex-
cessive HIF-1 activation without suppressing its essential physiological
actions.

4.3.1. Genetic strategies to decrease hypoxia
inducible transcription factor-1a protein levels

MicroRNAs (miRNAs) are a class of single-stranded non-coding RNAs
that negatively regulate eukaryotic gene expression at the post-
transcriptional and translational levels. Several miRNAs, named
hypoxamiRs, are upregulated by hypoxia through various transcription
factors including HIF-1 and NF-kB (Nallamshetty et al., 2013; Cottrill
et al.,, 2014). Among them, miR-210 is a ubiquitous HIF-1 target gene
that has been identified has a major prognostic and therapeutic target
in a number of hypoxia-related diseases such as tumor progression,
myocardial infarction and pulmonary hypertension (Cottrill et al., 2014).

Reciprocally, miR-210 and other hypoxamiRs engage in regulatory
feedback loops with HIF-1. Hence, miR-210 and miR-424 have the abil-
ity to promote HIF-1 stabilization through suppression of glycerol-3-
phosphate dehydrogenase 1-like enzyme and cullin 2, respectively
(Nallamshetty et al., 2013). Moreover, miR-210 appears to be involved
in the ROS-mediated HIF-1 stabilization (Nallamshetty et al., 2013;
Movafagh et al., 2015).

On the other hand, targeting of the 3’ untranslated region (3’ UTR) of
Hiflaby miR-155 (Bruning et al., 2011), miR-519 (Cha et al.,2010), miR-
20D (Lei et al., 2009) or the miR-17/92 cluster (Taguchi et al.,, 2008) de-
creases HIF-1o: protein levels.

Thus delivery of miRNA antagonists (miR-210, miR-424) or mimics
(miR-155, miR-519, miR-20b, miR17/92) represents a promising new
approach to reduce HIF-1 activity that should be tested in pre-clinical
IH models. Translation to clinical studies is possible in view of the
rapid development of miRNA-based therapy and of its apparent lack
of adverse effects (Bader et al., 2011).

4.3.2. Chemical inhibitors

Several anti-cancer agents acting at different levels of HIF-1 signaling
have been tested in clinical trials, or are being investigated in pre-
clinical studies. These molecules inhibit HIF-1 activity by interfering
with HIF-1oc mRNA expression, translation, dimerization with HIF-1
and DNA binding or by promoting HIF-1a degradation (Xia et al., 2012).
Below is presented a selection of small molecular HIF-1 inhibitors along
with some experimental data in favor of their potential use in the preven-
tion or treatment of IH- and OSA-induced cardiovascular alterations.

Camptothecin, a natural inhibitor of topoisomerase I, prevents HIF-
1o transcription and has proven beneficial in phase I and II clinical stud-
ies (Rapisarda et al., 2004). Interestingly, camptothecin also has the abil-
ity to decrease HIF-1 expression and activity by up-regulating miR-155
expression (Bertozzi et al., 2014).

Antisense oligodeoxynucleotide HIF-1oc mRNA inhibitors, such as
EZN-2968, have been shown to reduce the expression of its target
genes in cell and animal models (Greenberger et al., 2008) as well as
in cancer patients (Jeong et al., 2014).

YC-1, 3-(5-hydroxymethyl-2-furyl)-1-benzyl indazole, first de-
scribed as a platelet guanylate cyclase activator (Ko et al., 1994), is an
approved cancer drug that prevents HIF-1a from interacting with the
transcriptional co-activators p300/CBP by activating FIH (Li et al.,
2008). In cardiomyocytes, HIF-1 inhibition by YC-1 effectively represses
VEGF induction (Hui et al., 2012).

Acriflavine, a cutaneous antibacterial and antiviral agent, prevents
HIF-1 dimerization by binding to the PAS subdomain of HIF-1«, thereby
inhibiting HIF-1 DNA-binding and transcriptional activity (Lee et al.,
2009). Moreover, acriflavine prevents HIF-1 activity in C2C12 mouse
myocytes exposed to [H (Cai et al., 2013).

Echinomycin is an antibiotic that can bind DNA in a sequence-
specific fashion and that interferes with HIF-1-induced gene transcrip-
tion by binding to its hypoxia response elements (Kong et al., 2005).

Finally, the antifungal antibiotic trichostatin, a class I and II histone
deacetylase inhibitor, promotes the proteasomal degradation of HIF-
Ta (Kong et al., 2006; Geng et al., 2012). It was recently shown to re-
press HIF-1-VEGF signaling and to inhibit choroidal angiogenesis
in vivo (Chan et al,, 2015).

4.3.3. Natural inhibitors

Various natural substances possess HIF-1 inhibiting activities.
Moracin O, from Morus alba also known as white mulberry, inhibits
HIF-1 translocation and activity due to its particular structure contain-
ing a 2-arylbenzofuran ring (Xia et al., 2011). Curcumin, a yellow spice
from Curcuma longa, is known to repress HIF-1 activity via its action
on HIF-1p (Choi et al., 2006). And finally, Manassantin A, from the
water plant Saururus chinensis, prevents HIF-1a nuclear translocation
(Hossain et al., 2005).

5. Conclusion

Although continuous positive airway pressure treatment, the first
line therapy for OSA, clearly improves quality of life and sleepiness, pos-
itive response to CPAP in terms of cardiovascular and metabolic out-
come is hampered by poor patient adherence, suboptimal use or
limited efficacy. Novel therapeutic strategies are thus required to help
counteract the key mechanisms responsible for OSA-related cardiovas-
cular consequences. These therapeutic agents could be used in OSA pa-
tients unable or unwilling to use CPAP or in combination with CPAP in
order to increase its efficacy.

This review supports a role for the ROS-HIF-1-endothelin axis in the
deleterious cardiovascular consequences of the chronic intermittent
hypoxia associated with moderate to severe OSA. It also stresses the im-
portance to extend fundamental and clinical research around the pivot-
al role of the HIF-1 transcription factor in this context.
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