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Résumé

L’apnée du sommeil (AS) induit des variations constantes d'oxygénation artérielle (hypoxie
intermittente — HI) qui affectent environ 5 a 7 % de la population. Il se produit une augmentation
du stress oxydatif (production d’especes réactives de I’oxygene - ROS), augmentant les risques
cardiovasculaires, neurologiques et métaboliques. Les études épidémiologiques démontrent que
la prévalence d'AS est inférieure chez les femmes que chez les hommes, mais apres la
ménopause la prévalence augmente pour atteindre le méme niveau que chez les hommes.
L'cestradiol (E2) est un puissant agent antioxydant, mais son role éventuel dans le traitement ou
la prévention de I'AS n'est pas exploité. Toutefois, I’ cestradiol (associé ou non a la progestérone)
permet de réduire I'AS chez les femmes ménopausées. Les ROS peuvent étre produites par les
mitochondries, la NADPH oxydase et/ou la Xanthine oxydase. La mitochondrie est le plus
important producteur de ROS (90% de 'oxygene consommé) et son dysfonctionnement est tres
préjudiciable. L’ cestradiol est une cible de la mitochondrie a travers ses récepteurs nucléaires
alpha et béta (ERa et ER[3) qui sont capables de moduler le fonctionnement de la mitochondrie
et diminuer la production de ROS.

Nous avons testé 1’hypothése dans un modele animal ovariectomisé exposé a une HI, que
I’estradiol et ses agonistes spécifiques ERa et Erf3 sont capables de limiter le stress oxydatif
cérébral, la dysfonction mitochondriale et I’apparition des désordres systémiques.

Nos résultats ont permis de montrer que 1’estradiol est capable d’éviter I’augmentation de la
pression artérielle et la survenue de désordres respiratoires causés par I’HI. De plus, ’'HI
augmente le stress oxydatif cérébral en augmentant I’activité d’enzymes pro-oxydantes et en
diminuant I’activité d’enzymes antioxydantes. L’estradiol permet de prévenir 1’augmentation
du stress oxydatif. On retrouve également une dysfonction de la chaine respiratoire
mitochondriale dans le cortex en HI qui est préservée de maniere différente par le traitement
avec les modulateurs sélectifs des récepteurs ERa et ERB (SERMs). Nous avons montré que
ERp joue un role dans le controle cardio-respiratoire et la fonction mitochondriale dans le
cerveau.

Nos résultats apportent une meilleure compréhension du role de 1’estradiol comme agent
protecteur contre I’apnée du sommeil et ses conséquences associées. L utilisation d’agonistes
spécifiques nous renseigne sur le réle que tient chaque récepteur dans la protection induite par
I’estradiol contre la dysfonction mitochondriale. L’utilisation du remplacement hormonal avec
de I’estradiol ou des SERMs peut constituer une thérapie efficace contre I’apnée du sommeil et

ses conséquences.
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Summary

Sleep apnea (SA) induces constant changes of arterial oxygenation (Intermittent hypoxia - IH)
that affect about 5 to 7% of the general population. IH increases oxidative stress (production of
reactive oxygen species — ROS) and lead to cardiovascular, neurological and metabolic risks.
Epidemiological studies show that the prevalence of SA is lower in women than in men, but
after menopause the prevalence increases to the same level that in men. Estradiol (E2) is a potent
antioxidant, but its potential role in the treatment or prevention of SA is not exploited. However,
estradiol (with or without progesterone) can reduce SA in postmenopausal women. ROS can
be produced by mitochondria, NADPH oxidase and/or Xanthine oxidase. Mitochondria is the
most important producer of ROS (90% of oxygen consumed) and its dysfunction is very
detrimental. Estradiol is a target of mitochondria through its mitochondria alpha and beta (ERa
et ERp) that are able to modulate mitochondrial function and decrease ROS production.

We tested the hypothesis in ovariectomized animal model exposed to IH, that estradiol and its
specific receptor ERa and ER[3 agonists are able to limit cerebral oxidative stress,
mitochondrial dysfunction and the appearance of systemic disorders.

Our results have shown that estradiol is able to avoid the increase of blood pressure and the
occurrence of respiratory disorders caused by IH. Furthermore, IH increases cerebral oxidative
stress by increasing activity of pro-oxidant enzymes and decreasing activity of antioxidant
enzymes. Estradiol prevents against the increase of oxidative stress. There is also a
mitochondrial respiratory chain dysfunction in the cortex by IH, that is preserved differently by
treatment with selective ERa and ERf receptor modulators (SERMs). We have shown that
ERp plays an important role in cardiorespiratory control and mitochondrial function in the
brain.

Our results provide a better understanding of the role of estradiol as a protective agent against
sleep apnea and its associated consequences. The use of specific agonists informs us on the role
of each receptors in estradiol-induced protection against mitochondrial dysfunction. The use of
hormone replacement with estradiol or SERMs may be an effective therapy against sleep apnea

and its consequences.

v



Table des matieres

] o 1]
SUMIMARY ...iiciiiiiiiiiiiiiiiiesiiisssssssssss s sassss s aa s s s s e s s s a s s s e e e e s s s a s e e e e e e e s s s aaa s e e e e e e s s s sananaanssssssssannns v
LISTE DES TABLEAUX....uuutiiiiiiicitiiiiiiinisinisssnsssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssensssssssns X
LISTE DES FIGURES .....cuueiiiiiiiininiiiiininnnesiisssnnsssssssss s sssssassss s s s s saass s s s s s s s s aanss s s s sssssssssnnnssssssssssssnnnnansnns Xl
LISTE DES ABREVIATIONS........cccveurereeeeenesesesesesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssesssssssssesssssssnses Xiv
REMERCIEMENT ....coiiitiitiiiiiiiiniiiiiinsinssiessssss s ssssse s s saass s s s s s s s s aaa s s e s s s s s s aa s e e e s e s s s aana e e e e s s sssnnnnananas XVI
AVANT-PROPOS......ceeiiiiiiiiciiiiiiiiiiniisisnssassssissssssssssssssssss s sasssssssssssssssssnessesssssssssssesssssssssssnnnsnnssssssns XVl
L I | N 1
INTRODUCTION GENERALE ......ouuueeiiiiiiiitiiiininnnnennsinssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 1

I) CONNAISSANCES GENERALES SUR L’APNEE DU SOMMEIL CHEZ L’HOMME ADULTE.. 1

1) AUFIL DU TEMPS i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaans 1
2) D=3 T 3
3) SEVERITE, SIGNES CLINIQUES ET DIAGNOSTIC .« eeeettennnuuaneeeeeeenennnnaaeeeeeeeennnnnassaeeessnanseeeeeensnnnnnaeeeeeensnnnnnnns 4
3.1) L'indice d’ apnées-NYPOPNEES. .......ccoeiiiiieieeiieeeceee et e e e e aan 5
I = T Yo 0 Y o [T o Vol TN | 0T 3 V= 5
3.3) Syndrome d’apnées dU SOMMEI| ........uuviiiiiiiiiiiiiiee et e e e e et e e e e e e e aaareeeeeeeeannnees 6
3.4) HypoXEmie €t MICIO-VEIIS ......ccceeeii i et b b s e e e e e e e ennan 6
3.5) Quels types d’enregistrements réaliser pour diagnostiquer les patients apnéiques ?..........ccccvveeenneee. 7
I ) IO LU= 3R =T (= 0 1 T=T 0 3 8

4)  COMORBIDITES ASSOCIEES A L’ APNEE DU SOMMEIL CHEZ L'HOMMIE ...ttt eee e eeaeaaesaesssssenssnenannnnns 9
4.1) Apnées du sommeil et problémes cardiovasCulaires..........cccuvveeeeeeiiiiiiieee e e 9
4.1.1) Apnée du sSOmMmMEIl €t NYPEITENSION ....cc.uviiiiee ettt e e et e e e e e e ebr e e e e e e s etbereeeeeeeeeennnsaeeeeeeeennnes 10

4.1.2) PPC L NYPEITENSION. . utviiiieeeiiiiieee e e e ettt e et e e e e et e e e e e e e eittaeeeeeeeaetsaaeaaeeeaasssaeeeassaasssnsasseeeeeenssssseeeeeannnes 10

4.2) Apnée du sommeil et troubles COgNITITS .......iiiiiiiiiiiiiiiie e e e e eeee e 10
4.2.1) Apnée du sommeil €t SOMNOIENCE DIUME....ciiiiiiiiiiiie et e e e e et e e e e e e eaasrrreeeeeeeeanes 10

4.2.2) PPC et SOMNOIENCE QIUINE ..ciiviiiieeeeeeiitie e e e eee e ettt e e e e e e eetaaeeeeeeeeetaaaeeeeeeasatabaeeeaeeaaassssreeeseeeeseassssseeeeenannnes 11

4.3) Apnée du sommeil et dysfonction Mé&taboliqUe ............ceeiviiiiiiiie i 12
4.3.1) Apnée du sommeil et résistance a FINSUIINE........c.vvveeiiiii et e e e e e e earre e e e e e e eanes 12

4.3.2) PPC €t DIADOT ....couteiiiiieite ettt h ettt e sa e e b e et ht e e beeenee e 12

5)  EPIDEMIOLOGIE ...veeveeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s eeeese et eeeeeeese e e eaeeteeeeeeeeeeseeteeeeeeeseeteeeeseseeseseee et ensenseeeeeneeeens 13
5.1) FACTEUIS 08 MSQUES....eeeeiiettiiieeeeeeeieittee et e eeeeeeetbaeeeeeeesaatbaeeeeeessaassssaseeeeeaassssasaeeeeaassnnnsssneeaeessannnes 13
5.2) POPUIGLION BENEIAIE ..oeeiieiiieeeie ettt e e e e e e e st e e e e e e eeaabaaeaeeeeeenarsabbraeeaeeeaananes 14
5.3) Ménopause et apnée dU SOMMIEIL.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e s s e e e e e e e strr e e e e e e e ssarrareeeeeeaneeenanes 16
oY) @foY T [V o] o O PPRPRROE 17



n)

)

MODELES D’APNEES DU SOMMEIL CHEZ L’ANIMAL : MECANISMES PHYSIOLOGIQUES CELLULAIRES ET

IMIOLECULAIRES........uttiiiiiuteiisiuetiisissesssssseessssssesssssssessssss s ssssssesssssssesessssssssssssesssssssssssssesssssssesssssssesssssssesssnns 18
MIMER L’ APNEE DU SOMMEIL CHEZ L’ ANIMAL : LES DIFFERENTS MODELES ....uvvteeeiutteeesiiieesauereeesieeeesnaneeeesneeeenns 18
1.1) Hypoxie Intermittente ChrONIQUE ..........eiiiiiiie ettt e 18
1.2) [l o] o o I (= Tel a =T PP PPPPPPPPRPPPPUIRt 20
CONSEQUENCES SYSTEMIQUES ..ccvvvttttiiiitiitttiittteeeetttetteetetteteteetteetteetiestittetttttttttttteeeeteeeseeeeeteeesaesseneeeeeeeenns 21
2.1) [ AV o= o = o 1S o) o O TP PP TP PPPPRPPP 21
2.2) Les mécanismes systémiques responsables de I'hypertension ..........ccccueeeveveeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeenn, 23
2.2.1) Systéme nerveux sympathique et controle cardiovasCulaire..........cuveevveeeeeiieeeiiieecree e ee s 23
2.2.2) Le chémoréflexe artériel PEriPNErIQUE.......ccuiiieiiiee et e st e e e et e e e sabe e e sab e e e e sasaeeessseaeanes 24
2.2.3) Activation du corps carotidien et de I'activité sympathique par 'Hl.........cooviiieeiiiie e 26
2.2.4) Chez 'homme : MEMES MECANISIMES D..vvveiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiteeeeeeeeeittreeeeeeeeisareaeeseaasssreeeeesaaisraeeeseeeesesisreees 28
2.3) Altérations NEUIOCOZNITIVES ....ccvvviiiiiiiiiiiececece e, 29
2.3.1) La SOMNOIENCE QIUIMNE.....coiiiiiiiee ettt e et e e e et e e e e e e ettt e e e e e e e e taaeaeaeeeeebbaaeeeeeeeeeeetasreeeeeeenntssseens 29
2.3.2) L'apprentisSage SPATIal. ...ee . eereeeiieeeieeiie ettt e b e e bbbt e e enb e e s e eeee 30
2.4) (6] ool [V o] o HOR T P PP P PP OPPPPROP 30
LE STRESS OXYDATIF : ACTEUR CELLULAIRE MAJEUR DANS L"HI..eeiiiiiiiiiiiii ettt 30
3.1) Les especes réactives de I'oxygene et le stress oxydatif..........coooeeiiiiiiiiiiiiiiiiicicc e 30
TR 00 D <Y T T e o IO PP PTTRRRPRRP 30
3.1.2) Les principaux producteUrs de ROS.........uieiiuiieeiiiieeeiieeeeiieeeeriteeesitaeesstaeeessaeeesssaeeesnsseeesnsseseeesseeesssseeeanes 34
3.1.3) Les dEfenSes antiOXYOaNTES. ... .ueeiiuuiieiirieeiitieeeesieee e st e e eteeeetteeesteeeessaeeeeasteeesasaeeesnsseeeeesssaeeessseeesnsseeeanes 42
3.1.2) Effet des ROS sur les biomolécules de 1a CElIUIE .........ooouviveei i 45
3.2) Le cerveau : un organe sensible au stress oxydatif. ..........coooeeiiiiiiiiiiciicccce 48
3.3) Le stress oxydatif dans les modeles d'HI.........cooooiiiiiiie e s 49
3.3.1) Le stress oxydatif dans I'induction de I'hypertension artérielle systémique...........cccvvvvereeeeiiiieeeeeeecciirennns 49
3.3.2) Le stress oxydatif dans les troubles NeUrOCOBNILIS........cuuvieiiiiiiiiiiiee et eanaes 51
3.3.3) Le stress oxydatif chez I'homme atteint de SAODS .......coouiiiieie et e e e e e e e e e e eaaaneeas 52
3L4) CONCIUSION. ..eeieiititiiee e e e e ettt e e e ettt e e e e e e e e e ettt b e e e e e e e e saabbaeeeaeeeaaasssaeaeeeeeasssaasaeeseanesaasrssaeaaeessanases 53
TRAITEMENTS HORMONAUX DE LA MENOPAUSE : IMPLICATION DE L’'ESTRADIOL .....ccccoveeriineersisnnees 54
LA IVIENOPAUSE ...ttt bbb s bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb e s 54
N D 1< T V1 4T Y o [PPSR 54
1.2) SymptOMES [IES A 12 MENOPAUSE ...eeieeeiiiiiiiieee e ettt e e e e et e e e e e e et a e e e e e e eeaaaaaeeeeesentbaseesaeeeaeens 55
1.3) MENOPause et Stress OXYAatif.......ueiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e et rareaa e 56
1.4) HOrmonOthErapie (HRT) ..eeceiiiiiiiiieie e e ettt e e e eetre et e e e e ettt e e e e e e e e aab s e e e e e e eeannsaaeeeeseenssnnrrraneeaenss 56
1.4.1) Effet sur les CONSEQUENCES SYSTEMIGUES ......uvvveeeeeeeiiiireeeeeeeeiitreeeeeeeeitrseeeeeesaessaeeaeesasensrseeeeeseessssssreeeeenns 56
1.4.1) Effet sUr 1@ Stress OXYAatif ....eeei i e e e et e e e e e s a e e e e e e e e e e eanaaaeeeeesennnnsaeaeeaans 58
1.5) Autre traitement : les modulateurs sélectifs des récepteurs estrogéniques (SERMS)..........cccvveeeeeen. 58
1.6) CONCIUSION ...utteiiie e ittt ettt e et e e e e e e et e e e e e e e e ssaaabbaaeeeeeesssssaaeeeeeeanssssaeeesasaaeesaassraaneaeenas 59
Iy 1Y o] T PO PP OPRTOPPRPN 60
2.2) Les récepteurs de I'eSTradiol..........cccuiiieeiee et e e e e et e e e e et rreeaaeeeaanes 60



W ) T £ =< T Vo 41T [ 60

2.2.2) EffetS NON-ENOMIGUES ..eeeeieeeeieeeeeeiititeeeeeee et eeeeeeesnaaeeeeeeesasssaaeaaeeeaassaaaeeaeeaaansssneeaeeseeesnssseaeeeeennnsssnees 61

2.2) Estradiol et soNn role antioXYAaNT ...........uuueuiuiieeee e aaaaaaaaaaaanabaaanrbbaas e nnnn 63

2.3) Estradiol et fonction de la chaine respiratoire mitochondriale dans le cerveau.........cccceeeeeeeeeecnnnn.. 63
PARTIE ] cuueeeeeeiiiiiiiensneeeesiiesssssnneesssssssssssnssesssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssnsessssssssssssnsesssssssssssssnnsessssssssssnnansssnss 67
HYPOTHESE GENERALE ET OBJECTIFS......cccocctttiiiiiinssnneeeienissssssnsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnasssssssssssssnssasssss 67
PARTIE 1] cuueeeieeeeeiiiiiieisneeeeteniissssnneesssssssssssnssesssssssssssnnsssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssnsesssssssssssssnseessssssssssnnanssssss 71
CHAPITRE L.ouieeieeeeeiiiiiiiinineeeeiisiiisssnesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssssssssnseessssssssssnnans 71

ESTRADIOL PROTECTS AGAINST CARDIO-RESPIRATORY DYSFUNCTIONS AND OXIDATIVE STRESS IN

INTERMITTENT HYPOXIA. ..ccoiuiiiiiiitiiiiieeiiiiieesssssessssse e ssssse s ssssss e s s s se e sssas e s s s sss e ssssanesssssnsesssssssessssssnessssnns 71
1) RESUME EN FRANGAIS ¢ttt ettttueetttueeetsuneesssunseesssneeesssnssesesunseesnsesessnsesesssseeessnseesssneeesssseeeseseeeesssonmernronnens 73
2)  ABSTRACT tirtiiiiiiiiiiiee ettt ettt et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaas 74
3) 1T 0 on T 75
4) IMIATERIAL AND IMETHODS ..ttt tttuteetttnsesetsusesessunesessunssesssusessssnsessssnsssseseesssanserssnneesessnseeessnmeesssnneesrsneeersnnns 77

4.1) Ethical @QpPProVal.......oooo i 77
4.2) EXPerimental BroUpP ..cuu e 77
4.3) SUIGICAl PrOCEAUIES ..coeeeeeeeeeeeeeeeee e 77
4.4) Chronic intermittent hypoxia EXPOSUIE.........ccoiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 78
4.5) Body weight and food intake ... 78
4.6) SYStEMIC MEASUINEIMENTS ..cciiiiiiiieeeeeeee e e e e e e e e 78
4.7) Data @NaAlYSiS cooviiiiiiiiiieeee e 79
4.8) Oxidative stress enzyme aCtiVities.......ccovvviiiiiiiii i, 80
4.9) Makers of OXidatiVe StrESS ..ccciiiiiiiiiicieee e 82
4.10) Statistical @NalYSiS.....cciiviiiiieiiii e, 82
D) RESULTS i iiiiuttueeeeeeeeeeittteeeeeeeeeeetraeeeeeeeeeaassaaaaeeeeeeeaastaaeeaaeessaasbaeeeaeeeaaasaasaaeeeeaansaaeaaaaeeeaanseanrraaeeaaeeas 82
5.1) Estradiol protects against metabolic alterations induced by CIH. .........cccccooiviiiiiieiieeeicieee e 84
5.2) Estradiol prevents the increase of arterial pressure and heart rate induced by CIH............cc.cconne 85

5.3) Estradiol reduces the frequency of sighs and apneas and promotes stability of the breathing pattern
during exposure to chronic intermittent NYPoXia. ......cooeeeieieeeeee e 85

5.4) Estradiol prevents the increase in chemoreflex function during exposure to chronic intermittent

1Yo - 87

5.5) Estradiol protects against pro-oxidant status during exposure to chronic intermittent hypoxia........ 88

6)  DISCUSSION ..uutvrrereeeeseeutsseeeeeesseesssseeeeeaeaaussssaeaeeaaass nnssssesaesssaasssssesseessanssssasseeeesasssssssseeessasnssnssssnesaaeens 91
CHAPITRE Hluuueiiiiineiiiiineiiisseesiissneessssssesssssssesssssssssssssssssssssesssssssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssnasssss 96

ESTRADIOL RECEPTOR AGONISTS OL AND B PREVENT BRAIN MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION IN

INTERMITTENT HYPOXIA. ....eriiiititiiineiniiienssneessasesssssse s sass s s s as e s s sass s s s sas s essannessssnnassssssnsnssssnnanssnnns 96

1) RESUME EN FRANGAIS...eeeeeeieutrrreeeeessiasssaeeeeesasassssseeesaasssssssseseseessansssssssaesssnasssssssessssssssssseeesessssssseseees 97



2)  ABSTRACT tetiiiitiiieeeeee ettt ettt e e e e e e e aaaaaas 99

3) INTRODUCTION 1. aaasaasassssssssssssssee s nnnsnnnnsnnnnnnnnnnsnnnnsnnnsnsssssnsssssssssssssnssssssssnnnnnnn 100
4) IMIATERIAL AND IMETHODS ..t tttttetttunsesetuneessusneeessnnessssnnsesssansesssansssnnsesssnnseeessneeessnneesssnneeessnneeesssineesennnns 101
A1) ANIMALS oo 101
4.2) SUIGICAl PrOCEAUIES .coeeeeeeeeeeeeeeee e 101
4.3) Chronic intermittent hypoxia @XPOSUIe...........coiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 102
4.4) EXPerimental BroUP ..ouv e 102
4.5) Oxygen consumption and H,0, production on permeabilized brain cortex ...............cccccci. 102
4.6) In Vitro enzymatic aCtiVity .......cooviiiiiiiii 103
4.6.1) Measurement of COMPIEX | @CHIVITY ...vieiiuiieiiiieeeiiiee ettt e et e st e e et e e e stre e e saae e e saabaeeesasaeeenseeas 103

4.6.2) Measurement of cytochrome c oxidase (COX) aCtiVIty.......ccueeeriueeeeiiieeeiiie e erree e eree e srree e e e 104

4.6.3) Measurement of Pyruvate Dehydrogenase (PDH) @CtiVity ........cccueeevvieeeiiieeeiieeeeiieeesiee e sree e 104

4.6.4) Measurement of Citrate Synthase (CS) @CtIVITY ..ecveeeeiiuveeiiiiiee it et ettt e et e e e e s vae e e e s 104

4.7) Statistical @nalySiS.......cooiiiiiiiiii 105

5) 2 1 106
5.1) PPT and DPN treatments rescued decreased Oz consumption decreased by CIH..........ccccceeveeeninnnns 106
5.2) PPT and DPN treatments rescued RCR decreased by CIH...........cccoeiiiiiiiii e, 107
5.3) PPT and DPN treatments rescued H202 production increased by CIH..........cccuvveeeeiiiiiiiiieeeeieesinns 107
5.4) PPT and DPN treatments rescued PDH activity decreased by CIH .........ccoooiiiiiiiiiiiiiciccs 108

6) DISCUSSION 1. aasaaasaassassassssssnsssssssss s aaanssnnnnnnnnssnsnnssnssnssssssssssssssssssssssssssssssnnsssnnnnnnnnnnn 110
(00 1Y I I | N 111

ROLE OF ESTRADIOL RECEPTOR BETA (ERB) ON ARTERIAL PRESSURE, RESPIRATORY CHEMOREFLEX AND

MITOCHONDRIAL FUNCTION IN YOUNG AND AGED FEMALE MICE..........cccettttmuiiiiiiiiiinnnniiiinnneennneniiinnneees 111
1) RESUME EN FRANGAIS ..ttt tetttunterttunseeetunseeessuseeessuseessssssessssnsesunseeesssseeesssseeemssetemmnneeesmseeesmmnreemnreem 112
2)  ABSTRACT terttiiitiiiiiiiee ettt e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaans 113
3)  INTRODUCTION ttvvtereeeeeeuuttreeeeeessaitssseeeseesaasssssseeeeeaaassssessassseeesaasssssseaesssaasssasseseesaasssssssaesesansssseeeassaeeens 114
4) IMIATERIAL AND IMETHODS ..t ttttneetttunseetsunseeessnseeessnneeessssssesssansesssunssssssesessnseeessnseeessnneeessnneeesssnnsesssineessnnns 115

4.1) Measurements Of arterial PrESSUIE......cc.uviiiiiee it e e ettt e e e e st e e e e e e e ebaa e e e e e e eeabrareeeaeeaeeeas 115
4.2) Respiratory and metabolic reCOrdiNgS........uuiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e eeeeee s 115
4.3) Analysis of respiratory and metabolic rate variables...........ccovveiiiiiiiiiiiieee e 116
4.4) Mitochondrial respiration recordings on permeabilized brain samples.........ccoccvvveeeieeiiiiiiieee e, 116
4.5) In vitro activity of the mitochondrial cOmMPIEX | ........eevviieiiiiiiiiiiie e 117
Y I =Y 4oL PPPP 118
L IR AUV £ TSP PRPP 118
5.1) Arterial pressure in young and old WT and ERBKO female mice.......cccveveeeeiiiiiireeeee e e 118

5.2) Body weight, respiratory and metabolic variables at rest in young and old WT and ERBKO female

5.3) Hypoxic and hypercapnic ventilatory responses in young and old WT and ERBKO female mice....... 121

viii



5.4) Mitochondrial respiration and in vitro activity of electron transport chain complexes in young and old

WT and ERBKO fEMAlE MICE .....coeeeeeeeeeeeeeeeeeee e bbb bbb bbb bbb et e e e nnnn 123

6) DISCUSSION 1. aananananansansasssnssssssssssss e nnnsnnnnnsnnnnsnnsnsnnnnnsnnnnssnnsnssnssssssssssssssssnssssnnnnnnnnnnn 124
6.1) Role of ERB on the cardiovascular system in old vs young female mice............ccooeeeeieiiiiiiiiiciicnnnnn, 125

6.2) Role of ERB on the respiratory control system in old vs young female mice..........cccoeeeeeieiiiiiicnnnnn. 125

6.3) Role of ERP on mitochondrial respiration in old female mice...........ccccoeeiiiiiiiiie e, 127

(S I 0] 3 Yol [V o s RN 127
N 1 3 128
DISCUSSION/CONCLUSION GENERALE .......ccccereuereuerrressressresssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssessssssness 128
1) Résumé des principaux résultats obtenuUS...........cccoiiiii e, 128

2) L’estradiol traitement du SAOS ou de ses conséquences SyStEMIqUES ? .......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 128

2.1) Estradiol et apnées dU SOMMEIl.........uiiiiuiieiiiiie et et ete e e et e e s e e e e s ta e e esateeessabeeesassseeesnsseeensseaeanes 128

2.2) Estradiol et actiVité SYMPAthigUE .......eieiiieeiiiie ettt et e e s e e e st e e e saba e e e s abeeessaaeeessaeaeanes 130

3) La progestérone : stimulant respiratoire ou antioxydant ? ............cccccc 131

4) HIF-1 et HIF-2 : modulateurs des ROS induits par I'hypoxie intermittente..................................... 134

5) Hypoxie intermittente, dysfonction mitochondriale et adaptation métabolique : role des récepteurs

EROUET ER B .ttt ettt ettt ettt ettt ettt ea e e et e bt e bt e e e bt e e bt e e e a bt e e a bt e eab e e eab e e eabe e e bt e e be e e e sabeesabeeen 137
6)  Conclusion générale et perspectives CliniqQUESs ..........cooeeeeeiiiiiiii e, 140
PARTIE V ..ceeeeiiineeiicnnessisneesssssnesssssnsesssssnesssssssesssssssesssssnesssssssesssssnesssssnsssssssnesssssnsessssssnesssssnsesssssnesssssnsesssnans 142
BIBLIOGRAPHIE.......ccccttriernneriinsnnesessnesssssnesssssnsessssssessssssssssssssesssssnssssssssesssssnsesssssnesssssnsesssssnsesssssnssssssnnasssans 142
PARTIE Vl.uuueeiiieneeiiinnesiissnnesisssesssssnsessssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssnssssssnssssssanesssssnsessssssnasssssnsesssssnesssssnsassssans 164
ANNEXE ..ccciiireeriiereeriissnnessssssesssssssessssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssessssssssssssssesssssssessssssesssssssesssssnssssssasesssssnnens 164
Collaboration avec le laboratoire du DrJorge SOliz.......ccooeeeeeeeee e e e 164
[ (=l U] o] Tor= T T o PP PPPP PPt 165
Liste des conférences nationales et interNatioNales : ...........uueiiiiiiiiiiiiiiiiieieiierereeeeeeree e e e erereeeeeeeeeeeeeeaens 166

X



Liste des tableaux

Tableau 1.1 : Prévalence de 'apnée du sommeil et du syndrome d’apnées du sommeil chez la femme et chez
I’homme selon les études réalisées entre 1992 et 2015
Tableau 1.2 : Différents protocoles d’hypoxie intermittente induisant des changements de la pression artérielle
(ol a1 L= - | TP T O O OO PP PP UP PP OPPPPTRPPPRIN 22
Tableau 1.3 : Les 3 principales catégories de défenses antioXydantes.......cccoeeeeieeeiiiiiiiiceiiii e 43
Tableau 1.4 : Respiratory and metabolic variables recorded at rest in young (5-6 months) and old (17-18

months) wild-type (WT) and ERBKO femMale MICE. .....ccoeeeeiiiee et e 120



Liste des figures

Introduction

Figure I.1:
Figure .2 :
Figure .3 :
Figure 1.4 :

Couverture du livre « Les papier posthumes du Pickwick Club » de Charles Dickens ..........ccccccuunn..... 2
Enregistrement typique d’apnées successives a I'aide d’un polygraphe SanBorn.........ccccceeeeeeeeinnnne. 3
Les différents types d’apnées rencontrés chez 'homme ... 4

Exemples typiques d’enregistrements de polygraphie ventilatoire montrant des apnées obstructives

[ Aol 01 =] (=TT PURRR 8

Figure I.5:
Figure 1.6 :
Figure 1.7 :
Figure 1.8 :
Figure 1.9 :

Figure .10 :
Figure .11 :

sommeil ...

Figure .12 :
Figure 1.13:
Figure .14 :
Figure 1.15:
Figure 1.16 :
Figure 1.17 :
Figure 1.18 :
Figure 1.19:
Figure 1.20 :
Figure 1.21:

Figure 1.22

Figure 1.23:
Figure 1.24 :
Figure 1.25:
Figure 1.26 :
Figure 1.27 :
Figure 1.28 :

Figure 1.29 :
Figure 1.30 :

Traitement de I'apnée obstructive du SOMMEIl.......cccooiiiiiiiiii e 9
Exemple d’'une chambre d’hypoxie intermMitteNte ........ccooeeeiiiiiiiiiiii e 19
Protocoles d’hypoxie intermittentes induisant des effets dél&teres..........couuvimiiviiriieieeieieeeeeeeeeeenens 20
Méthode du ballon trachéal pour mimer les apnées du SOMMEIl ...........eeveviiiiririiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeens 21
Innervation du cceur et de la glande surrénale par le systeme nerveux autonome ............ccceeeeunn.. 24
Représentation schématique d’un corps Carotidien ........ccccoceeieeiiiiiiiiiiiia e 25

Mécanismes de l'installation de I'hypertension artérielle systémique induite par I'apnée du

...................................................................................................................................................... 29
Formation du radical SUPEroXyde (O2° )..uueeicuiiie i e eiieieesireeeestte e e ere e e e e e e s st raee e eeaeeessneaeaeanes 31
(=Y Yo LU TotuTo) oo [T o A 7= =T o1 32
Représentation schématique (A) et par microscopie électronique (B) d’'une mitochondrie........... 35
Représentation schématique et fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale........... 36
Les mécanismes de fUite 0@ PrOtONS .........u i eeeaeabe e b e ses e e e e nan 38
Production du superoxyde a travers les complexes | €t Hl.......cccoceeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
Représentation schématique du complexe | de la chaine respiratoire .........cccoeeeeeiiiiiciicciiiccccnnnn, 40
Production du superoxyde par le cycle du coenzyme Qu.......cccceeeeeieiinnnnnnieeeeeeeneneenns 41
Fonctionnement de [a NADPH OXydase (NOX) ......uuveeeeeeiiiiiiiieeeeeeiiiiieeeeeeeeesinreeeeeeeeeeninreeeeaeeaeeens 42
Principales défenses antioxydantes enzymatiQUES .........ccceeeeeeeieieiiiinniniiiiiiiaeeeeeeeeaeeeeeeean e enns 44

: Cycles réactionnels de régénération des antioxydants ..........cccccoeiiiiiiii 45
Mécanisme de la peroxydation liPidiQUE...........eeeiieiiiiiiiii b e eaas 46
Les différentes catégories d’attaques radiCalaires.........cccoceeeeeeeeieiiiiiiiiee s 48
Représentation schématique de la voie de synthese de I'estradiol .........ccccoeeeeieiiiiiiiiiiiciciiinnn, 55

Structure chimique des principaux modulateurs sélectifs des récepteurs de |'estradiol (SERMs)... 59
Représentation schématique des récepteurs nucléaires EROL €t ER B...ccoveerveirieiiiiiiinieenicenieens 60

Structure chimique du 17B-estradiol (E2) et des modulateurs sélectifs des récepteurs de I'estradiol.

...................................................................................................................................................... 61
Localisation des différents récepteurs de |'estradiol dans une cellule cérébrale............cccceunnnnnnne. 62
Effet de I'estradiol (E2) sur la chaine respiratoire mitochondriale ..........cccveevciieiviiiee e, 66

X1



Chapitre I

Figure 11.1 : Evolution of body weight (A), weekly weight gain (B), and weekly energy uptake (C) over the course

Of ThE EXPEIIMENTS. coeiiieiiieeeeeeeeeee 83
Figure 11.2 : Respiratory and metabolic parameters recorded at rest.........cccooeeeiieiiiiiiiiiiiiii e 84
Figure 11.3 : Mean (A), diastolic (B), systolic (C), arterial pressure (in mmHg), and heart rate (D in bpm)........... 85
Figure 11.4 : Sigh freqUENCY @t FEST.. ... e aaaaessaasasessssasss e nnnnnnnnnnnnnnn 86
Figure 1.5 : Apnea frequency and dUration @t FESt..........ieeeeeie et abaabae e b s e e e e e aeeeaans 86
Figure 11.6 : Stability of the breathing Pattern @t FESt.... ..o e aas 87
Figure 11.7 : Hypoxic and hypercapnic ventilatory r@SPONSES ... ... eeeaaaaeaeaebeeaeea e e aas 88
Figure 11.8 : Activity of NADPH oxidase (NOX: A) and xanthine oxidase (XO: B).....cccceeeeeeeieeeeeiieiiiicecnaeeen 89

Figure 11.9 : Activity of gluthatione peroxydase (GPX: A) and superoxide dismutase (SOD) in cytosolic (B) or
aYideTela o] e [a - I - Tot o] o L () I 90

Figure 11.10 : Ratio of NADPH to SODc,.z» activities (A), malondialdehyde (MDA: B in mmol/mg protein) and

advanced oxidation protein products (AOPP: Cin mmol/mg protein) levels ........ccccccovveeiiiiiiiiiiieeee e, 91
Chapitre 11

Figure 111.1 : Oxygen consumption with a high resolution fluorespirometer Oroboros..........cccccoeeeeeiiiiicccnnnnn. 106
Figure 1. 2 : Respiratory control ratio (RCR) .........uuueeuuiiiieiiieiieiiie i aaaaaaseeasenessesas e nnannn 107
Figure 111.3 : H202 production with a high resolution fluorespirometer Oroboros..........ccccvvevveeeiniiiiieeee e 108
Figure 1. 4 : Activity of mitochondrial ENZYMES .........uuuuiiiiic bbb e eaaan 109
Chapitre III

Figure IV.1 : Systolic, mean, and diastolic arterial pressure in young and old wild-type (WT) and ERBKO female

Figure IV.2 : Typical respiratory recordings from an old WT and an old ERBKO mice showing the occurrence of a
sigh followed by apneas in the WT but not in the ERBKO MICE ....covvvvviiiiiiiiiii e, 121
Figure V.3 : Ventilatory responses to hypoxia (upper panels) and hypercapnia (lower panels) in young (5-6
months) wild-type (WT) and ERBKO fEMal@ MICE. ..uuviiiieeiiiiiiieiiee ettt e et e e e e e e etara e e sreeeae s 122
Figure IV.4 : Ventilatory responses to hypoxia (upper panels) and hypercapnia (lower panels) in old (17-18
months) wild-type (WT) and ERBKO fEMal@ MICE. ..uuviiiieiiiiiiiieiiee ettt e e e et e e e e e e etarre e areeaae s 123
Figure IV. 5 : Mitochondrial function in samples of permeabilized brain cortex in old (17-18 months) WT and

o R S L (@ IR =T g = 1 L= 5 1 ! 124

Discussion/conclusion

Figure V.1 : Cercle vicieux induit par I'exposition en hypoxie intermittente ........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiieiieceenn 130
Figure V.2 : Parametres cardio-respiratoires chez des rattes traitées avec de la progestérone............ccceeunnnn. 132
Figure V.3 : Peroxydation lipidique chez des rattes traitées avec de la progestérone..........ccceeeeeeeeeeccccccnnnnnnns 133



Figure V.4 : Activité de la superoxyde dismustase (SOD) chez des rattes traitées avec de la progestérone...... 133

Figure V.5 : Mode d’action d@ HIF-1........uuu e aas s saaasssssssssssbas e nnnnnnnnnnnn 135
Figure V. 6 : La production a travers la glycolyse et les oxydations phosphorylantes.........ccccccceeeeiiiiiiiiiiinnnnnn. 137
Figure V.7 : Régulation de la pyruvate déshydrogENase. .......cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiici b as e eans 138

Xiii



Liste des abréviations

ROS: Reactive oxygen species

CIH: chronic Intermittent Hypoxia

HI : Hypoxie intermittente

E2 : 17B-estradiol

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
SOD: Superoxyde dismutase

OVX : ovariectomie

RA : room air

Veh: vehicle

ERs : Récepteurs nucléaires de I'estradiol

ERa and ERp: estradiol receptor a and B

fR: respiratory frequency

V. tidal volume

VEe: minute ventilation

VO,. Oxygen consumption rate

VCO2: CO2 production rate

RER: Respiratory exchange ratio

NTB: Nitroblue tetrazolium

XO: Xanthine oxydase

NOX: NADPH oxydase

MDA: Malondialdehyde

TBARS

AOPP: Advanced oxidation protein products

SD: standard deviation

GPX: gluthation peroxidase

HIF: Hypoxia Inducible Factor

EMG/EEG: electromyogram/electroencephalogram
MnTMPyP: Manganese tetrakis(1-methyl-4-pyridyl) porphyrin pentachloride
CRM : Chaine respiratoire mitochondriale

MAPK: Mitogen-activated protein kinases

CREB: C-AMP response Element-Binding protein
NF-«B: Nuclear factor-kappa B

NTS : Noyau du tractus solitaire

Xiv



RVLM: Rostral ventrolateral medulla

ATP: Adénosine triphosphate

Nrf2: Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

sLTF : Sensory long term facilitation

HIF-1: Hypoxia-inductible factor 1

HIF-2: Hypoxia-inductible factor 2

LDL: Low density lipoprotein

HDL: High density lipoprotein

PPC : Pression positive continue

OXPHOS : Oxydation phosphorylante

BZA : Bazédoxiféne

PPT : 4,4' 4"-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol
DPN : diarylpropionitrile

IAH : Index d’apnées/hypopnées

CRM : Chaine respiratoire mitochondriale

SAQOS : Syndrome d’apnées obstructives du sommeil
SERMs : Selective estrogen receptor modulators
TBARS : Thiobarbituric acid reactive substances
MPTP : 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
AF-1 : Activation Function 1

GPER : G-protein coupled estrogen receptor 1

P13: Phosphatidylinositol-4,5 bisphosphate 3-Kinase

HRT : Traitement hormonale de remplacement

XV



Remerciements

Voila le temps des remerciements, enfin, la partie indispensable d’une these de doctorat. Je
voudrais commencer par remercier les membres du jury (les Drs Jean-Paul Praud, Eric Belin
de Chantemele, Frédéric Series et Dominique Sigaudo-Roussel) d’avoir eu le mérite et la
gentillesse d’évaluer cette theése, et qui ont fait le déplacement sur Québec pour écouter ma
défense.

La premiere personne qui mérite d’étre citée dans ces remerciements est le Dr Vincent Joseph,
tu es la personne qui m’a fait venir au Canada pour mon stage de master 2, et surtout celle qui
m’a fait rester en me donnant un sujet 2 mon image. Tu m’as permis de réaliser cette these en
cotutelle tout en me laissant beaucoup de liberté et je ne te remercierai jamais assez pour tout
ce que tu as fait pour moi au cours de ces 4 dernieres années. Merci pour tous les congres que
tu m’as fait partager avec toi. Merci également pour les nombreuses discussions qu’on a pu
avoir, au Canada ou a I’étranger durant les congres. Tu m’as clairement fait évoluer et si je suis
ce que je suis maintenant c’est aussi grace a toi. Merci pour tout.

Un merci au Dr Damien Roussel, pour m’avoir donné la passion de la mitochondrie, de m’avoir
accueilli durant mon stage de master 1 et d’avoir accepté de diriger ma these en France. Merci
pour tes précieux conseils sur le fonctionnement mitochondrial, tu es vraiment un expert de la
mitochondrie, sans aucun doute. Je n’ai de cesse de te citer quand je dois parler mitochondrie,
car je ne connais pas plus grand expert que toi.

Merci au Dre Aida Bairam d’avoir codirigé ma theése, merci pour tes précieux conseils, ta
gentillesse et tes connaissances impressionnantes sur n’importe quel sujet. Tu m’as
énormément appris durant ces années de these et je te remercie du fond du cceur pour tout ce
que tu as fait pour moi.

Je ne peux continuer ces remerciements sans citer le Dr Jorge Soliz, qui a beaucoup été présent
durant mes années de these, nous avons énormément travaillé ensemble et je suis fiere d’avoir
pu contribuer au développement de ton laboratoire dans I’encadrement de tes stagiaires. L’EPO
n’a plus de secret pour moi, j’espere qu’on pourra travailler encore longtemps ensemble, j’ai
beaucoup appris a tes cotés. Merci également pour les nombreuses discussions dans ton bureau,
ol ta porte était toujours ouverte pour moi-méme quand tu étais beaucoup occupé. Merci pour
tout.

Un merci a Francois Marcouiller, de m’avoir énormément aidé durant toutes ces années de
these, tu as toujours été présent quand j’en avais besoin, tu dois connaitre mon sujet mieux que

personne. Merci pour tout.

Xvi



Je tiens a remercier toutes les personnes que j’ai pu fréquenter durant ma these et avec qui j’ai
pu collaborer, dont le Dr Richard Kinkead de I'université Laval et le Dr David Gozal de
I’université de Chicago. Merci aux €tudiants que j’ai cotoyés, J-P, Alexandra, Christian, Eli,
Karen, Ryma, un remerciement particulier merci a Jean-Philippe Rousseau pour toutes nos
discussions et surtout c’est toi qui m’as fait découvrir le soccer a Québec et c’est grace a toi
que j’ai pu connaitre tout ce monde dans le monde du soccer québécois. Forcément je remercie
toutes les personnes avec qui j’ai pu jouer au Soccer, je ne pourrai les citer tous, mais si j’ai pu
m’épanouir autant a Québec c’est grace a vous tous.

Bien évidemment je suis aussi obligé de conclure cette partie par remercier mes parents, vous
avez été mon soutien pendant toutes ces années depuis que j’ai quitté la maison a 17 ans. Si
J’en suis la, c’est principalement griace a vous, vous m’avez toujours soutenue méme quand j’ai
traversé 1’atlantique pour continuer mes études, j’ai toujours suivi vos conseils, car j’ai toujours

su que c’était pour mon bien, c’est pour cela que je vous dédie cette these qui est aussi la votre.

XVvil



Avant-propos

Le chapitre I a ét€ publié dans le journal « SLEEP » le 1+ aout 2017.

Ce chapitre se décompose en deux grandes parties. La partie systémique réalisée a Québec
(Canada) et la partie stress oxydatif réalis€e a Lyon (France). Il a été partiellement présenté a
différents congres internationaux.

J’ai participé a toutes les étapes de cet article, de la conception, la réalisation, I’interprétation
et I’écriture.

Le chapitre III a été accepté le 18 décembre 2017 et sera publié prochainement dans le journal
« Advance in Experimental Medicine and biology »

J’ai participé aux étapes de conception, la réalisation et I’interprétation de cet article. Je
remercie Fran¢ois Marcouiller pour avoir grandement participé a certaines expériences.

Ce travail sera partiellement présenté a Experimental Biology qui se tiendra a San Diego du
20 au 25 avril 2018 et fera partie d’un papier de conférence publié dans « The Faseb » intitulé :
Role of estradiol receptor Beta (ERP) on brain mitochondrial dysfunction and cardio-

respiratory control in aged female mice.

XViil



Partie I
Introduction générale

I) Connaissances générales sur ’apnée du

sommeil chez ’homme adulte

1) Au fil du temps

La premiere description du syndrome d’apnées du sommeil a été attribuée a Burwell et ses
collegues en 1956 décrivant 1’état d’un patient obese, somnolent et polycythémique (Burwell
et al.,, 1994). On parlait de syndrome de Pickwick en référence a la ressemblance avec le
personnage de Charles Dickens « fat Joe » dans le roman de 1836 « Les papiers posthumes du
Pickwick Club » figure 1.1 (Lavie, 2008, 1984). Alors que cette étude est régulicrement citée
dans la littérature en lien avec I’apnée du sommeil, les auteurs n’ont pas fait de rapprochement
entre la somnolence excessive de ce patient et un désordre du sommeil. Cette hypersomnolence
était attribuée a des pressions partielles en Oz et en COz2 artérielles anormales (Burwell et al.,
1994).

Au début des années 60, des enregistrements physiologiques de sujets atteints du syndrome de
Pickwick ont été réalisés par Drachman et Gumnit. Ils ont montré des arréts de la respiration
pendant le sommeil, associés a des fluctuations du rythme cardiaque. Cependant, ils n’ont pas
reconnu que la raison de ces arréts respiratoires était liée a I’obstruction des voies aériennes
supérieures (Drachman and Gumnit, 1962).

Il faut attendre I’étude de Gastaut et al en 1965, pour reconnaitre que les apnées répétées au
cours du sommeil de patients atteints du syndrome de Pickwick proviennent de I’obstruction
des voies aériennes supérieures. Ils concluent donc que cette somnolence diurne est la
conséquence d’un désordre respiratoire qui survient au cours du sommeil (Gastaut et al., 1965).
Cependant, les autres signes cliniques chez ces patients comme la polycythémie ou
I’insuffisance ventriculaire droite ont été attribuées a un syndrome cardiorespiratoire de

I’obésité sans lien direct avec la survenue d’apnées du sommeil (Gastaut et al., 1965).
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Figure I.1 : Couverture du livre « Les papier posthumes du Pickwick Club » de Charles Dickens

Aux Etats-Unis, peu de choses ont été réalisés sur les désordres respiratoires du sommeil
jusqu’au milieu des années 70. En 1972, Christian Guilleminault un médecin frangais integre
la clinique du sommeil de 'université de Standford et publie en 1976 une étude majeure
utilisant pour la premiere fois le terme de « syndrome d’apnée du sommeil » en se basant sur
des tracées polysomnographiques, figure 1.2 (Guilleminault et al., 1976). Dans cette étude, il
démontre le lien entre hypersomnolence, insomnie et obstruction des voies aériennes
supérieures durant le sommeil chez des sujets non-obeses. Le syndrome d’apnée du sommeil
est défini par Guilleminault comme étant la survenue d’au moins 30 apnées d’une durée
minimale de 10 secondes au cours d’une nuit entiere. Cette définition prévaut encore
maintenant en tenant seulement compte des variations de la durée du sommeil entre chaque
personne. C’est également la premiere étude qui montre la corrélation étroite entre le syndrome
d’apnée du sommeil et I’apparition d’une hypertension artérielle (Guilleminault et al., 1976).
Quelques années plus tard, une équipe anglaise publie une lettre dans le journal « Lancet »
intitulée « Ol sont les patients anglais atteints d’apnée du sommeil ?7» en signifiant qu’il existe
peu de cas d’apnées obstructives du sommeil dans leur population. Sur les 120 sujets étudiés
seulement 3 (2,41%) étaient atteints d’apnées obstructives (Shapiro et al., 1981).

Pour faire face au manque de considération sur I’apnée du sommeil des médecins anglais, en
1988, une cohorte sur les désordres du sommeil, dont 1’apnée du sommeil voit le jour a

"université du Wisconsin aux Etats-Unis (The Wisconsin sleep cohort). Se basant sur cette
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cohorte issue de la population générale (hommes et femmes employés de 1’état du Wisconsin
agés entre 30 et 60 ans), Young et al., publie une étude épidémiologique rigoureuse rapportant
que dans la population générale, 4% des hommes et 2 % des femmes sont atteints du syndrome

d’apnée du sommeil (Young et al., 1993).

™ Saturation en oxygene

%520z - 7 ”Apnées obstructives du sommeil

30 seconds

Pression endo-oesophagienne

Figure 1.2 : Enregistrement typique d’apnées successives a I’aide d’un polygraphe SanBorn

Sujet de 42 ans se plaignant de somnolence diurne. La pression endo-oesophagienne démontre une
relation intriquée entre les apnées centrales et les apnées obstructives (apnées mixtes). La saturation
en oxygene diminue durant chaque apnée. D’apres Guilleminaut et al., 1976.

2) Définition

« L’American Academy of Sleep Medicine » a mis en place en 1999 une définition standard
concernant les désordres respiratoires du sommeil, afin de faciliter les différentes études
traitant ce sujet. On distingue 3 types d’apnées/hypopnées du sommeil qui conduisent toutes a

une hypoxémie (diminution du taux d’oxygene dans le sang) (Rakel, 2009) figure 1.3.

Le syndrome d’apnées/hypopnées obstructives du sommeil (SAHOS) : Introduit par

Guilleminault dans les années 70, I’'SAHOS est caractérisée par une obstruction totale (apnée)
ou partielle (hypopnée) des voies aériennes supérieures aboutissant a une réduction ou un
arrét complet du flux respiratoire, supérieur a 10 secondes (absence de 2 cycles respiratoires),
et ce malgré la continuité des efforts inspiratoires. Ce type d’apnées est observé surtout chez les
hommes, souvent associé a des ronflements et une obésité. Par la suite, pour des soucis de

simplification, on parlera principalement du syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS).

Le syndrome d’apnées/hypopnées centrales du sommeil (SAHCS) : Elle se caractérise

par des épisodes d’apnées/hypopnées supérieures a 10 secondes (absence de 2 cycles
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respiratoires) sans obstruction des voies aériennes supérieures, c’est a dire en absence d’effort
inspiratoire. Le dysfonctionnement se situe au niveau des centres qui controlent la respiration,
ce qui rend la compréhension des mécanismes beaucoup plus complexe. Contrairement a
I’apnée obstructive, I’apnée centrale est plus souvent associée a une insuffisance cardiaque

et/ou a des problémes neurologiques.

Le syndrome d’apnées/hypopnées mixtes du sommeil (SAHMS) : C’est une combinaison
a la fois d’apnées obstructives et d’apnées centrales. L’arrét respiratoire débute comme une
apnée centrale et se termine par une apnée obstructive. Méme si 1’on parle couramment d’apnée
obstructive dans la majorité des cas, il semblerait qu’il s’agit principalement d’apnées mixtes qui se

produisent.

Ces trois types d’apnées font parties d’une large famille de désordres respiratoires du
sommeil. On peut citer par exemple la respiration de Cheynes-Stokes (alternance de phases
d’apnées et d’hyperpnées), premier désordre respiratoire a étre décrit par Cheynes en 1818 et
Stockes en 1854 (Pack, 2006). On sait maintenant que le syndrome d’obésité/hypoventilation
alvéolaire (augmentation de la pression partielle en dioxyde de carbone dans le sang)

correspond a ’ancien terme « syndrome de Pickwick » décrit par Burwell en 1956.

Type d’apnées

Centrale Obstructive Mixte
b | A\ AP | Af——AP | AP——AN
Excursion
dinphragmatique UU v WVWMNU\MNW V UUU v/

Saturation arterielle en
oxygéne

Figure 1.3 : Les différents types d’apnées rencontrés chez I’homme
Les apnées centrales, obstructives et mixtes conduisent toutes les 3 a une désaturation en oxygene
dans le sang. D’apres Revue médicale Suisse.

3) Sévérité, signes cliniques et diagnostic

La sévérité des apnées du sommeil prend en compte deux composantes (Escourrou et al.,

2010) :
- L’indice (ou index) d’apnées-hypopnées (IAH)
- L’importance de la somnolence diurne apres exclusion d’une autre cause de somnolence.

Dans la majorité des études, le terme « syndrome d’apnées du sommeil » réfere souvent aux
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apnées, a proprement parler, associées a la somnolence diurne (Rakel, 2009).

3.1) L’indice d’apnées-hypopnées

L’TAH du sommeil se calcule a 1’aide de la formule suivante : (nombre d’apnées + nombre

d’hypopnées) | temps de sommeil (heure)

On distingue 3 stades de sévérité selon I’'TAH :
-Léger : entre 5 et 15 évenements par heure ;
-Modéré : entre 15 et 30 évenements par heure ;

-Sévere : entre 30 et plus d’événements par heure.
3.2) La somnolence diurne.

Concernant la somnolence diurne il existe également 3 stades de sévérité :

-Légere : Somnolence indésirable ou épisodes de sommeil involontaire ayant peu de
répercussion sur la vie sociale ou professionnelle et apparaissant pendant des activités

nécessitant peu d’attention (lecture, télévision)

-Modérée : Somnolence indésirable ou épisode de sommeil involontaire ayant une
répercussion modérée sur la vie sociale ou professionnelle et apparaissant durant des

évenements nécessitant plus d’attention (concert, réunion).

-Sévere : Somnolence indésirable ou épisode de sommeil involontaire perturbant de fagon
importante la vie sociale ou professionnelle et apparaissant lors d’activités de la vie

quotidienne (manger, conduire, marcher, parler).

Une des méthodes d’évaluation de la somnolence est I’échelle d’Epworth. Crée par Johns en
1991, il s’agit d’un questionnaire bien défini permettant de classer le degré de somnolence.
L’échelle varie entre 1 et 24 ; plus le score est élevé, plus le sujet est somnolent. Les sujets
ayant des valeurs > 10 sont souvent considérés comme somnolents (Johns, 2000, 1991). 1l
existe d’autres tests permettant d’évaluer la somnolence diurne qui sont plus complexes,
sensibles et cofliteux comme le test de latence a 'endormissement (TILE), le test de maintien
d’éveil (TME) et le test d’attention simple (Dauvilliers et al., 2010). Par exemple, le TILE est
utile lorsque le score d’Epworth est faible avec un IAH > 30 apnées/heure ou quand le score

d’Epworth est élevé avec un IAH <30 apnées/heure (Miyamoto et al., 2002).



3.3) Syndrome d’apnées du sommeil

Selon I’American Academy of Sleep Medicine, le syndrome d’apnées du sommeil est défini par
un IAH > 5 apnées par heure de sommeil et associé a:
-une somnolence diurne excessive non expliquée par d’autres facteurs
-ou s’il n’y a pas de somnolence diurne, il faut au moins deux des critéres suivants qui ne sont
pas expliqués par d’autres facteurs comme décrits par le rapport de « L’American Academy of
Sleep Medicine » :

» Sommeil non réparateur.

» Sensation d’étouffement et de suffocation pendant le sommeil.

» Fatigue diurne.

> Eveils récurrents pendant le sommeil.

» Altération de la concentration.
Selon les études, les criteres peuvent légerement varier. Pour certains, I'TAH doit étre supérieur
a 10 évenements par heure de sommeil et associé a une comorbidité telle que I’hypertension
(Bixler et al., 2001). Mais pour la majorité des études un IAH > 5 apnées par heure de sommeil
associé a une somnolence diurne est suffisant pour porter le diagnostic de syndrome d’apnées

du sommeil (Pack, 2006).
3.4) Hypoxémie et micro-éveils

L’apnée du sommeil conduit a des cycles récurrents d’hypoxémie intermittente (cycles de
désaturation-réoxygénation). Les sujets atteints d’apnées du sommeil présentent généralement
une hypoxémie intermittente a haute fréquence (cycles de désaturation qui durent pendant 15 a
60 secondes avant une phase de réoxygénation). Ces changements cycliques d’hypoxémie sont
similaires a ce qui est observé dans I’ischémie-reperfusion et contribue a I’augmentation du
stress oxydatif (Dewan et al., 2015)

De plus, I’architecture du sommeil est altérée, conduisant a une fragmentation du sommeil
(microéveil) qui se produit a la fin des épisodes d’apnées-hypopnées. Dans I’apnée obstructive,
ces éveils semblent primordiaux permettant I’activation des muscles des voies aériennes
supérieures et la reprise de la respiration (Kimoff, 1996). Les mécanismes contributoires a ces
micro-éveils peuvent inclure 1’hypoxémie, I’hypercapnie et des stimulus issus des
mécanorécepteurs localis€s dans la paroi thoracique (Kimoff, 1996). L’activation des
chémorécepteurs périphériques peut également conduire a ces microéveils par des projections
directes dans les centres de 1’éveil du systetme nerveux central ou indirectement par une

influence sur la commande respiratoire ou sur les efforts ventilatoires (Bowes, 1984). Ces courts



épisodes d’éveil provoquent un sommeil de trés mauvaise qualité et participe a 1’apparition
d’une somnolence diurne excessive, au contraire de 1’hypoxémie qui ne joue pas de role dans
la somnolence diurne. En effet, chez des sujets apnéiques traités par ventilation en pression
positive continue pour corriger les apnées, la fragmentation du sommeil et I’hypoxémie, il se
produit une amélioration de la somnolence diurne évaluée par le test de latence a
I’endormissement. Si I’on corrige seulement les apnées et la fragmentation du sommeil tout en
induisant une hypoxémie controlée, on n’évite pas I’amélioration de la somnolence diurne (Colt

etal., 1991).

3.5) Quels types d’enregistrements réaliser pour diagnostiquer les patients

apnéiques ?

Tout enregistrement doit étre précédé d’une évaluation clinique réalisée par un médecin formé

a la pathologie du sommeil.

Pour évaluer les anomalies respiratoires, on utilise régulierement la polygraphie ventilatoire
ou la polysomnographie. La premiere est moins coliteuse et plus simple que la seconde, mais
pas toujours suffisante ; elle doit parfois €tre complétée par la polysomnographie. Les
enregistrements sont réalisés le plus souvent en laboratoire et permettent de mesurer plusieurs
parametres physiologiques. Pour la polygraphie on enregistre souvent le flux aérien a 1’aide
d’un masque ou d’une lunette nasale, les efforts inspiratoires a l’aide d’une ceinture
abdominale et thoracique, la saturation en oxygene dans le sang (Sa02) al’aide d’un oxymetre
de pouls placé au bout du doigt et les ronflements a 1’aide d’un capteur de son placé a la base
du cou. Deux exemples de tracés polygraphiques d’apnées obstructives et centrales sont
présentés figure 1.4. La polygraphie ne permet pas de mesurer 1’index d’apnées / hypopnées
par heure de sommeil, mais permet d’avoir seulement 1’index d’anomalies respiratoires par
temps d’enregistrement (Escourrou et al., 2010). Ce qui explique pourquoi la
polysomnographie est ’examen de référence dans le diagnostic de I’apnée du sommeil. Outre
ce qui est cité précédemment, on recueille d’autres signaux permettant d’évaluer les différents
stades de sommeil (léger, profond et paradoxal) ainsi que la veille intra sommeil et les
microéveils. On mesure alors les ondes cérébrales (EEG), I’activité oculaire (EOG) et

musculaire de la houppe du menton (EMG) (Escourrou et al., 2010).
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Figure 1.4 : Exemples typiques d’enregistrements de polygraphie ventilatoire montrant des
apnées obstructives et centrales.

Les apnées obstructives (A) et centrales (B) entrainent dans les deux cas une diminution de la
saturation en oxygene dans le sang. Les efforts respiratoires sont présents pendant les apnées
obstructives alors qu’ils sont absents pendant les apnées centrales. Le ronflement est observé
seulement pendant les apnées obstructives. D’apres B.Etcheverry fr

3.5) Quels traitements ?

Actuellement, le traitement le plus efficace contre 1’apnée obstructive du sommeil est la
ventilation en pression positive continue (PPC), bien que la perte de poids chez les patients
obeses a également montré son efficacité (Young et al., 2002a). Ce traitement mis au point par
Sullivan en 1981 permet d’éviter le collapsus pharyngé (Sullivan et al., 1981). Le principe est
simple, de I’air est envoy¢ en continu dans les voies aériennes supérieures a I’aide d’un masque
nasal ou facial, figure L.5. L appareil délivre des débits d’air pouvant aller de 20 a 60 L/min a
une faible pression de 1’ordre de 3 a 20 cm d’H»0. Le masque est appliqué de fagon étanche sur
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le visage a I’aide d’un systeme de harnais réglable (Casse, 2014). Le principal probléme de la
PPC est qu’elle occasionne des effets indésirables et génants pour le patient comme des
inconforts, des irritations, des douleurs liées aux lani¢res du harnais et des génes sonores
(surtout pour I’entourage). Le port du masque toute la nuit n’est pas toujours bien toléré par les
patients et certains refusent catégoriquement de le porter. De méme, le bruit que peut engendrer
la machine peut causer des troubles aux patients et a I’entourage de celui-ci (Casse, 2014). La

recherche d’autres thérapies est donc primordiale pour le futur.

Avec PPC

Figure L.5 : Traitement de I’apnée obstructive du sommeil
Le traitement par ventilation en pression positive continue (PPC) permet d’éviter le collapsus

pharyngé. D’apres le site des pneumologues libéraux de la Cote d’Azur, APLCA

4) Comorbidités associées a I’apnée du sommeil chez I’homme

L’apnée du sommeil est considérée comme un probléme de santé publique majeur. Plusieurs
comorbidités sont associées a I’apnée du sommeil incluant des problemes cardiovasculaires
neurologiques et métaboliques. L’hypoxémie induite par les variations constantes
d’oxygénation artérielle (hypoxie intermittente — HI) est la principale cause de ces

manifestations systémiques associées.
4.1) Apnées du sommeil et probléemes cardiovasculaires

Il existe de nombreuses preuves montrant 1’association étroite entre ’apnée du sommeil et

I’augmentation de la prévalence des problemes cardiovasculaires (hypertension, maladies



coronariennes, arrét cardiaque, arythmie et accident vasculaire cérébral) (Rakel, 2009). Un
exemple concret est I'augmentation de la protéine C-réactive et de 1’homocystéine (deux
marqueurs de risque cardiovasculaire) chez les sujets atteints d’apnées obstructives (Can et al.,
2006). Bien que plusieurs troubles cardiovasculaires soient liés a I’apnée du sommeil, seule
I’hypertension sera décrite ici, étant la seule morbidité cardiovasculaire étudiée pendant mon

travail de doctorat.

4.1.1) Apnée du sommeil et hypertension

L’ hypertension artérielle est I’une des conséquences néfastes les plus communes de ’apnée du
sommeil. Les données cliniques de nombreuses études longitudinales et épidémiologiques
concordent dans ce sens (Bixler et al., 2000; Nieto et al., 2000). Environ 50% des sujets atteints
d’apnées du sommeil souffrent d’hypertension (Haas et al., 2005). En 2000, Nieto et ses
collegues rapportent que la sévérité de 1’'index apnéique est associ€e avec une hypertension
systémique chez les deux sexes, apres ajustement des facteurs confondants tels que 1’indice de
masse corporelle, 1’4ge, I’alcoolisme et le tabagisme (Nieto et al., 2000). L étude prospective
sur la « Wisconsin sleep cohort » conforte le lien entre I’hypertension et I’apnée du sommeil.
Le risque de développer une hypertension artérielle est multipli€ par 3 pour les personnes ayant
un IAH > 15 apnées par heure (Peppard et al., 2000b).

De plus, des sujets sains soumis a un protocole d’hypoxie intermittente sévere (afin de mimer
I’hypoxémie observée dans I’apnée du sommeil) pendant 14 jours consécutifs montrent une
élévation de la pression artérielle apres seulement un jour d’exposition qui se prolonge pendant

les 13 jours suivants (Tamisier et al., 2011).

4.1.2) PPC et hypertension

Les personnes apnéiques utilisant la ventilation en PPC ont une réduction de la pression
artérielle de 2,5 mmHg apres un mois de traitement, le bénéfice étant plus important chez ceux

souffrant d’apnée sévere (IAH >15 apnées/ heure) (Pepperell et al., 2002).
4.2) Apnée du sommeil et troubles cognitifs

Les altérations cognitives liées a I’apnée du sommeil sont nombreuses chez 1’adulte (Gozal,
1998). La somnolence diurne est le désordre cognitif le plus communément associé¢ au

syndrome d’apnées du sommeil.

4.2.1) Apnée du sommeil et somnolence diurne

Les facteurs déterminants la somnolence diurne dans I’apnée du sommeil ne sont pas encore
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bien compris. Il est rapporté qu’entre 5 et 12 % de la population générale adulte souffre de
somnolence diurne. Les causes sont multifactorielles, mais environ 50 % des personnes
souffrant d’apnées modérées a séveres sont atteints de somnolence diurne (Kapur et al., 2005).
Parmi les autres causes responsables de la somnolence diurne, il y a certaines maladies comme
la narcolepsie, I’hypersomnie idiopathique et la myoclonie nocturne. D’autres causes non
pathologiques peuvent induire de la somnolence diurne comme un traitement médicamenteux
ou des horaires de travail alternés (jour-nuit) comme chez les professionnels de santé

(Martikainen et al., 1992).

La relation entre IAH et somnolence diurne n’est pas claire parmi la communauté scientifique,
alors que certains groupes montrent clairement qu’un fort IAH (>30 apnées/heure) est associé
a un score d’Epworth élevé (Gottlieb et al., 1999) d’autres études rapportent que la sévérité de
I’IAH ne correle pas du tout avec la sévérité de la somnolence diurne (Heinzer et al., 2015;
Slater and Steier, 2012).

La somnolence diurne est la raison principale qui conduit les médecins a orienter les patients
vers les cliniques du sommeil. C’est une manifestation extrémement dérangeante dans la vie
socioprofessionnelle du patient et un facteur de risque dans la vie de tous les jours. On peut
citer deux exemples ou la somnolence diurne pose un réel probleme au quotidien.

La performance au travail en est clairement impactée. Le risque d’€tre atteint de somnolence
diurne au travail est augmenté de 40 fois pour les sujets atteints d’apnées obstructives. Chez
ces sujets, les difficultés de concentration et d’apprentissage de nouvelles tiches augmentent
respectivement de 8% et de 9% apres ajustement de 1’age et de 1’indice de masse corporelle par
rapport a des sujets sains (Ulfberg et al., 1996). L apnée obstructive augmente également le
risque d’accident automobile d’un facteur 2 a 3 (Dauvilliers et al., 2010). Pour Young et al, le
risque de subir un accident de voiture est augmenté de 6 fois pour les personnes présentant un

syndrome d’apnées du sommeil (Young et al., 1997a).

4.2.2) PPC et somnolence diurne

Généralement, la somnolence diurne répond bien au traitement ventilatoire par pression
positive continue avec des bénéfices obtenus apres quelques jours seulement, méme si une
somnolence résiduelle peut persister (Pépin et al., 2009). Jenkison et ses collegues ont étudié
107 sujets atteints d’apnées obstructives avec un score d’Epworth >10. Parmi ces personnes,
53 ont regu le traitement en ventilation par pression positive continue (thérapeutique) et 54 ont

recu le méme traitement, mais a faible pression (sous-thérapeutique, 1 cm H,O). Pour le premier

groupe, le score d’Epworth est passé d’une moyenne de 15 a 7, alors que pour le second groupe
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il a été peu modifié en passant de 15 a 13 (Jenkinson et al., 1999). Une autre étude sur 174
patients symptomatiques atteints d’apnées modérées a séveres (IAH >30 apnées/h) rapporte que
la somnolence diurne disparait chez seulement 50% des sujets apres 3 mois de traitement (Antic

etal., 2011), suggérant que la réponse au traitement est variable d’un individu a I’autre.
4.3) Apnée du sommeil et dysfonction métabolique

4.3.1) Apnée du sommeil et résistance a I’insuline

Le syndrome métabolique inclut une hyperinsulinémie, une obésité centrale, une dyslipidémie,
une intolérance au glucose et une hypertension (Reaven, 1988). Ces facteurs liés au syndrome
métabolique sont aussi connus comme « le syndrome de résistance a I’insuline » (Ip et al.,
2002). Larésistance a I’insuline est définie comme un défaut de réponse des cellules a I’insuline
di a I’insensibilisation des récepteurs membranaires conduisant a une augmentation du glucose
plasmatique et a I’installation d’un diabete de type 2. Il est clairement démontré que la
résistance a 'insuline prédispose au développement de certaines maladies cardiovasculaires
(Haffner and Miettinen, 1997). Sachant que I’apnée du sommeil est associée a des problemes
cardiovasculaires, est-ce le cas également pour la résistance a ’insuline ? L’étude Sleep Heart
Health rapporte que sur 2665 sujets suivis pendant 5 ans, un lien existe entre la sévérité de
I’apnée du sommeil déterminée par I'IAH et le risque de développer une intolérance au glucose
et potentiellement un diabete de type 2 indépendamment du sexe, de 1’age, de I’indice de masse
corporelle et du tour de taille (Punjabi et al., 2004). Cependant, certains cliniciens ne sont pas
convaincus que 1’apnée du sommeil isolément conduise au développement d’un diabete de type
2 et pensent que 1’association a I’obésité est nécessaire (Reichmuth et al., 2005). L explication
la plus plausible est que 1’obésité est un facteur de risque pour le développement des apnées
obstructives du sommeil et pour les dysfonctions métaboliques. L’apnée obstructive du

sommeil exacerberait les risques métaboliques attribués a 1’obésité (Dewan et al., 2015).

4.3.2) PPC et Diabete

Les études de I’effet de la ventilation en PPC sur le contrdle glycémique chez des sujets
apnéiques ont donné des résultats mitigés. L’étude non randomisée de Harsch et ses collegues
montre une amélioration de la sensibilité a I’insuline seulement deux jours apres le traitement

et reste stable aprés 3 mois de traitement, surtout chez des sujets moyennement obeses (<30
kg/mz) (Harsch et al., 2004). L’étude randomisée sur 42 patients diabétiques, nouvellement

diagnostiqués apnéiques (IAH >10 apnées/heure) et somnolents (score Epworth >9) rapporte

que les 22 sujets traités par PPC pendant 3 mois n’ont pas d’amélioration de la résistance a
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I’insuline par rapport aux sujets non trait€és (West et al., 2007). Cependant, une autre étude
randomisée sur 61 sujets chinois atteints d’apnées du sommeil modérées a séveres, rapporte
que les 31 sujets traités par PPC ont une amélioration de la sensibilité a I’insuline par rapport

aux 30 sujets non traités. Ces bénéfices sont surtout observés sur les 20 personnes ayant un

indice de masse corporelle > 25 kg/rn2 (Lam et al., 2010).
5) Epidémiologie
5.1) Facteurs de risques

Avant la description de quelques études épidémiologiques majeures, les principaux facteurs de

risques de I’apnée du sommeil sont importants a connaitre. Concernant 1’apnée obstructive du
sommeil, la prédisposions majeure est I’obésité (indice de masse corporelle > 30 kg/mz) une

large circonférence du cou (> 42 cm) et un rapport taille-hanche élevée (Rakel, 2009; Young et
al., 2004). Plusieurs études épidémiologiques chez 1I’homme rapportent que la survenue
d’apnées du sommeil est toujours augmentée chez les personnes avec un indice de masse
corporelle élevé. Dans la « Sleep heart health study » pour un indice d’apnées / hypopnées situé
entre 5 et 15 apnées/heure 41 % sont des sujets obeses (Young et al., 2002b). Une augmentation
de 10 % du poids corporel augmente de 6 fois le risque de développer des apnées obstructives
du sommeil modérées a séveres (Peppard et al., 2000a). De méme, la perte de poids de facon
chirurgicale ou naturelle chez une population obese diminue la sévérité des apnées obstructives.
Cette derniere constitue donc une bonne thérapie contre cette maladie (Young et al., 2002a).
Egalement, les structures craniofaciale et des voies supérieures aériennes ont un role important
dans la survenue de I’apnée obstructive (Young et al., 2004).

Les hommes sont deux a trois fois plus touchés que les femmes, mais la prévalence est faible
chez les femmes non ménopausées et augmente apres la ménopause (Table 1). Elles sont donc
relativement protégées dans le développement des apnées obstructives et centrales méme en
présence des autres facteurs de risque (voir partie 5.3 pour plus de détails). La différence entre
les hommes et les femmes a méme tendance a s’estomper a la ménopause (Young et al., 2003).
Une prévalence plus élevée est observée chez les femmes atteintes du syndrome des ovaires
polykystiques (Pack, 2006). L’age reste un facteur important (Bixler et al., 1998) tout comme
les antécédents familiaux ou le risque augmente d’un facteur situé entre 1.5 et 2 si un membre

de la famille souffre déja d’apnées du sommeil (Rakel, 2009). Un geéne spécial, 1’ APOE epsilon
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4 est associé€ avec une augmentation du risque d’étre atteint d’apnées obstructives du sommeil

chez les jeunes sujets (< 65 ans) (Gottlieb et al., 2004).

5.2) Population générale

Au cours de ces 30 dernieres années, plusieurs études épidémiologiques ont été publiées.
Cependant, la maladie reste toujours sous diagnostiquée. En effet, bien que la population ait
acces facilement aux cliniques de sommeil, on estime que 80 % des personnes d’age moyen
(93% pour les femmes et 82% pour les hommes) ne sont pas diagnostiquées pour le syndrome
d’apnée du sommeil alors qu’ils devraient I’étre (Young et al., 1997b).

Nous allons décrire 3 études importantes qui ont eu lieu au cours des 3 dernieres décennies.
En 1979, Block et ses collaborateurs publiaient la premiere étude épidémiologique en utilisant
les enregistrements polysomnographiques nous montrant que les hommes affichaient une baisse
de la saturations en Oz artérielles plus importante que les femmes et positivement corrélée avec
I’obésité et 1’age (Block et al., 1979). Toutefois, I’échantillonnage de cette étude était faible,
seulement 30 hommes et 19 femmes ont ét€ inclus, ne reflétant pas forcément la population
générale.

L’TAH et la somnolence diurne sont les principales composantes utilisées pour réaliser les
études épidémiologiques comme celle de la cohorte du Wisconsin en 1992. Cette étude nous
permet de comprendre que le ronflement chez les hommes et les femmes est positivement
corrélé avec un IAH élevé (> 15 apnées/heure). Les hommes ont entre 2 a 4 fois plus de chance
d’étre atteint par des désordres respiratoires du sommeil. En effet, 24 % des hommes et 9% des
femmes subissent au mois 5 apnées ou plus par heure. Lorsque cela est associé a une
somnolence diurne excessive (sommeil non récupérateur et somnolence incontrolée qui
interferent avec la vie quotidienne), alors 4 % des hommes et 2% des femmes sont atteints du
syndrome d’apnées du sommeil (Young et al., 1993). Cependant, les sujets inclus dans cette
cohorte sont des employés ayant un travail stable et souvent en meilleure santé que ceux n’ayant
pas d’emploi, suggérant une sous-estimation des résultats obtenus.

Plus récemment, une étude réalisée en Suisse sur une cohorte issue de la population générale
de la ville de Lausanne (HypnoLaus) rapporte des résultats différents. L’étude
polysomnographique a été réalisée sur 2121 personnes (1024 hommes et 1097 femmes). Le
désordre respiratoire majeur est 1’hypopnée (75 %), suivie de 1’apnée obstructive (24 %), de
I’apnée centrale (4 %) et de I’apnée mixte (2 %). Les principaux facteurs de risque sont le sexe,

I’age, I’indice de masse corporelle et la présence de ronflement. Apres ajustement de 1’age, du
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sexe, de la consommation d’alcool et du tabagisme, la sévérité de I'TAH (> 20 apnées/heure)

augmente le risque de développer un diabete de type 2 (+ 4.9 %) et de I’hypertension (+2.8 %)

(Heinzer et al., 2015). Le tableau I.1 permet de résumer différentes études épidémiologiques

réalisées au cours de ces 25 derniéres années.

Citation de I'étude Prévalence AHI > 5/h (%)  Prévalence AHI > 15-20/h (%) SAS (%)
Young et al., 1992 (n=602)
Homme 24.0 9.1 4.0
Femme 9.0 4.0 2.0
Bixler et al., 1998 (n=741)
Homme 17.0 5.6 3.3
Femme NE NE NE
Bixler et al., 2001 (n=1000)
Toute femmes NP 2.2 1.2
Préménopausées NP 0.6 0.6
Postménopausées NP 3.9 1.9
Avec HRT NP 1.1 0.5
Sans HRT NP 5.5 2.7
Young et al., 2002 (n=589)
Preménopausées 10.8 3.6 NP
Postménopausées 29.1 1 NP
Heinzer et al., 2015 (n=2121)
Homme (1024)
<60 ans 40 22 6.5
> 60 ans 25 33 25

Femme (1091)

<60 ans 32 10 44
> 60 ans 43 20 2.4

Tableau 1.1 : Prévalence de I’apnée du sommeil et du syndrome d’apnées du sommeil chez la femme

et chez ’homme selon les études réalisées entre 1992 et 2015.

Abréviation : AHI = Indice apnées / hypopnées. HRT = Hormonothérapie. NE= Non étudié. NP= Non

présenté. SAS = Syndrome d’apnée du sommeil. NP= Non présenté.
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5.3) Ménopause et apnée du sommeil

La majorité des études épidémiologique conclut aux mémes résultats : les hommes sont plus
enclins a développer de I’apnée du sommeil que les femmes (Bixler et al., 2001; Block et al.,
1979; Saaresranta et al., 2015; Young et al., 1993).
La ménopause, une période associée a une cessation des cycles ovariens conduisant a une
diminution des hormones stéroidiennes circulantes (voir partie III pour plus de détails). Il se
produit une augmentation de la survenue d’apnées du sommeil (Krystal et al., 1998). Deux
études épidémiologiques au début des années 2000 vont dans ce sens. Celle de la Wisconsin
sleep cohort rapporte que 29 % des femmes ménopausées ont un IAH >5 apnées/heure alors
que seulement 10 % des femmes non ménopausées exhibent le méme index. Un IAH >15
apnées/heure est retrouvé chez 11 % des femmes ménopausées contre 3,6 % des femmes non
ménopausées (Young et al., 2003). La seconde étude examinant la cohorte des comtés de
« Dauphin and Lebanon » en Pennsylvanie s’est concentrée sur le syndrome d’apnées du
sommeil, définit ici par un IAH >10 apnées/heure associé a un symptome journalier comme de
I’hypertension ou de la somnolence diurne. Chez ces femmes, il a été détecté seulement des
apnées obstructives du sommeil (pas d’apnées centrales du sommeil) et sont plus élevées chez
les femmes postménopausées (1,9 %) par rapport a celles non ménopausées (0,6 %) (Bixler et
al.,2001). Les observations de ces études suggerent deux hypotheses (Krystal et al., 1998) :

» Les hormones stéroidiennes féminines sont protectrices contre la survenue des apnées

du sommeil.
» La ménopause conduit a une distribution de la graisse qui prédispose les femmes a
développer des apnées du sommeil.

Netzer et ses collegues rapportent en 2003 que le taux plasmatique des hormones sexuelles
féminines (progestérone et estradiol) est plus faible chez les femmes ayant un fort index
apnéique, concluant que la réduction des hormones sexuelles chez la femme était associée a
une augmentation de la probabilité de survenue d’apnées obstructives du sommeil (Netzer et
al., 2003). Cette observation est confirmée plus récemment par la mesure des quantités
d’estradiol dans le sang de femmes ménopausées souffrant d’apnées obstructives. Les niveaux
sont plus faibles que les femmes ménopausées ne souffrant pas d’apnées obstructives du
sommeil (Galvan et al., 2017). Le questionnaire de Berlin est un simple instrument
épidémiologique permettant d’évaluer le risque de développer de I’apnée obstructive en se
basant sur le ronflement, la somnolence diurne, I’obésité et I’hypertension (Netzer et al., 1999).

L’utilisation de ce questionnaire sur 1254 femmes localisées sur tout le continent américain
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rapporte que le risque de développer de 1’apnée obstructive est de 38 % pour les femmes agées
entre 50-64 ans contre 19 % pour celles agées entre 18-29 ans (Kapsimalis and Kryger, 2009).
Le remplacement hormonal conduit a des effets bénéfiques contre les apnées du sommeil. Un
traitement combiné d’estradiol et d’acétate de medroxyprogésterone pendant sept jours réduit
de 71 % les désordres respiratoires du sommeil sans modification dans I’apparition des
microéveils (Pickett et al., 1989). En 2002, sur la « Wisconsin sleep cohort », il a été rapporté
que le remplacement hormonal a base d’estradiol et de progestérone permet de diminuer de 30
% I’indice d’apnée du sommeil (Shahar et al., 2003). Ces résultats sont assez similaires a ceux
de la cohorte de « Dauphin and Lebanon » en Pennsylvanie (Bixler et al., 2001). Malgré de
nombreuses preuves suggérant un effet protecteur des hormones sexuelles féminines, 1’étude
de Cistulli et ses collegues ne trouve aucune amélioration sur les apnées obstructives du
sommeil que ce soit avec un traitement de 3 jours a base d’estradiol seul ou combiné avec de la

progestérone (Cistulli et al., 1994).
5.4) Conclusion

L’apnée du sommeil est un probleme de santé publique, caractéris€ par 1’apparition de
comorbidités cardiovasculaires, neurologiques et métaboliques. Les personnes atteintes
d’apnées du sommeil sont affectées au quotidien dans leurs vies. De plus, cette maladie est sous
diagnostiquée malgré les nombreuses cliniques de sommeil existantes. La ménopause constitue
un facteur de risque important pour la femme dans le développement de 1I’apnée du sommeil.
Les mécanismes a 1’origine de cette augmentation sont peu clairs et le remplacement hormonal

ne nous indique pas, par quels mécanismes, les effets protecteurs de 1’estradiol agissent.
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II) Modéles d’apnées du sommeil chez
I’animal : mécanismes physiologiques

cellulaires et moléculaires

Plusieurs sociétés scientifiques recommandent 1’ utilisation de modeles animaux afin de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans 1’apnée du sommeil et
ses conséquences associées. Le modele de Fletcher est le plus couramment utilisé sur les
cellules ou sur animal entier lorsque 1’on veut comprendre les mécanismes associés a 1’apnée

du sommeil (Fletcher et al., 1992¢).

1) Mimer PI’apnée du sommeil chez I’animal : les différents

modeles

1.1) Hypoxie Intermittente Chronique

Comme son nom l’indique, I’hypoxie intermittente (HI) consiste a soumettre I’animal a des
cycles répétés d’hypoxie entrecoupés par des périodes de normoxie, on parle d’hypoxie-
réoxygénation. Cela conduit a une baisse de la saturation en oxygene artérielle (SaOz2) qui varie
entre 60 et 80 % selon le modele d’HI utilisé (figure 1.6), mimant ce qui se produit chez les
sujets souffrant d’apnées du sommeil (Dewan et al., 2015). Ces cycles d’HI peuvent étre tres
différents d’un protocole a 1’autre. En effet selon le protocole choisi des effets néfastes ou
bénéfiques peuvent se produire. Nous n’allons pas discuter ici des effets bénéfiques de I’'HI
mais il faut savoir que si le nombre de cycles par jour d’hypoxie-réoxygénation est faible (moins
de 15 cycles) et si la sévérité de I’hypoxie est faible (> 15 % d’oxygene dans I’air inspiré), des
effets souvent bénéfiques seront observés sur les parametres cardiovasculaires, respiratoires,
neurologiques et métaboliques (Navarrete-Opazo and Mitchell, 2014). Cependant, 1’apnée du
sommeil conduit systématiquement a des effets néfastes, c’est pour cela que le protocole d’HI
doit étre choisi en conséquence. Un protocole d’HI dépend de plusieurs variables qui peuvent
s’ajuster selon la sévérité que 1’on recherche. Ces variables sont au nombre de cing selon
(Navarrete-Opazo and Mitchell, 2014) :
1) La sévérité de I’hypoxie (%02 dans 1’air inspiré)

2) La durée de la phase hypoxique.
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3) Le nombre de cycles d’hypoxie-réoxygénation par jour.
4) La durée totale de 1’exposition a I’HI (de quelques jours a plusieurs mois).
5) Le patron du protocole d’HI (c’est-a-dire pendant des jours consécutifs ou des jours

alternés)

A B

20— T e ATAEERR

=

10
.

100 —

Ty Y " T
= IR
:1 2' Tirrvei:! é 8

Figure 1.6 : Exemple d’une chambre d’hypoxie intermittente

Chambre d’hypoxie intermittente de Fletcher (A) permettant de controler le niveau d’O2 inspiré et
d’induire une désaturation artérielle en oxygene (B). D’apres Fletcher et al., 1991 et Peng et al.,
2013.

Pour Lim et ses collegues, il faudrait rajouter une derniere variable importante pour mimer au
mieux I’apnée du sommeil et plus précisément 1’apnée obstructive du sommeil. C’est pouvoir
contrdler la vitesse de réoxygénation. Habituellement elle a lieu en 90 secondes, mais pour étre
au plus proche des personnes souffrants d’apnées obstructives du sommeil, il faudrait qu’elle
soit de 15 secondes (Lim et al., 2015).

La sévérité de I’hypoxie associée a un nombre de cycles par jour élevé conduit majoritairement
a des effets pathologiques. Au cours de ces 30 dernieres années des dizaines de protocoles d’HI
différents conduisant a des effets néfastes ont été utilisés (figure 1.7). Comme pour ’homme,

les animaux exposés en HI exhibent les mémes manifestations systémiques (neurocognitives,

cardiovasculaires et métaboliques).
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Figure 1.7 : Protocoles d’hypoxie intermittentes induisant des effets déléteres

On retrouve pour chaque protocole la sévérité de 1’hypoxie durant chaque épisode (a gauche), la
durée totale d’exposition en jours (d) ou en semaine (w) (a droite), la durée de chaque cycle (en
bas) et le nombre de cycles par jour (en haut). D’apres Navarrete-Opazo and Mitchell, 2014

1.2) Le ballon trachéal

Bien que ’on va surtout s’intéresser au modele d’HI de Fletcher (Fletcher et al., 1992c), que
j’ai utilisé lors de mes travaux de these, il est pertinent de rappeler qu’il existe un autre modele
développé en 2011 par Schoorlemmer et ses collegues afin de mimer les apnées obstructives
du sommeil observées chez I’homme (Schoorlemmer et al., 2011). Un ballon gonflable inséré
dans un tube rigide en téflon est implanté dans la trachée des rats permettant 1’induction
d’apnées sans causer de douleur a I’animal (figure 1.8). La durée et la fréquence des apnées
sont facilement contrdlables.
Les avantages de ce modele pour les auteurs par rapport au modele d’HI de Fletcher sont que :
9 Le ballon induit des efforts respiratoires caractéristiques de 1’apnée obstructive du

sommeil.
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9 Le ballon induit une hypercapnie causée par les apnées qui est non retrouvée en HI,
(méme si de nos jours on est capable d’avoir des modeles d’hypoxie/hypercapnie
intermittente (Douglas et al., 2010)).

9 L’apnée obstructive chez I’homme induit des microéveils qu’on ne retrouve pas dans le
modele d’HI.

Ce modele est tres peu utilisé par rapport a I’HI, il est treés invasif et demande une chirurgie
lourde. Cependant, il est plus proche de I’apnée obstructive du sommeil observée chez I’homme
en provoquant également les mémes conséquences systémiques comme une €lévation de la

pression artérielle (Ferreira et al., 2015; Schoorlemmer et al., 2011).

Figure 1.8 : Méthode du ballon trachéal pour mimer les apnées du sommeil

Un tube de teflon est implanté dans la trachée contenant un ballon qui peut étre gonflé, permettant
de mimer des apnées obstructives. D’apres Schoorlemmer et al., 2011

2) Conséquences systémiques

2.1) Hypertension

Il est maintenant bien établi que chez I’homme 1’apnée du sommeil conduit a une élévation de
la pression artérielle. Les preuves actuelles montrent que 1’hypoxémie répétée est la cause

majeure de I’hypertension (Dewan et al., 2015).
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Dans le modele développé par Fletcher, I’animal est placé dans une chambre cylindrique en
plexiglas ou des cycles répétés d’hypoxie-réoxygénations sont réalisés (20-5 % d’O2-7 heures)
pendant 35 jours consécutifs. La saturation artérielle en oxygene atteint 70 % (entre 60 et 80
%). La pression artérielle est mesurée de facon non invasive (brassard a la queue) et invasive
(cathéter dans 1’artere fémorale). Quelle que soit la méthode utilisée, la pression artérielle
augmente dans les deux cas, +22 mmHg pour la méthode non invasive et + 13.7 mmHg pour la
méthode invasive (Fletcher et al., 1992c). Cette premiere €tude suggere que 1’hypoxémie
artérielle est le moteur clé de I’élévation de la pression artérielle. La méme chose a été prouvée
un peu plus tard chez un modele canin, ou I’apnée obstructive est mimée par une valve obstruant
par intermittence les voies aériennes supérieures pendant une période de 1 a 3 mois, causant
une augmentation de la pression artérielle (Brooks et al., 1997). Toutefois, lorsque seulement
la fragmentation du sommeil est mimée par induction de microéveils, on n’observe pas
d’élévation de la pression artérielle (Brooks et al., 1997). C’est donc bien I’hypoxémie artérielle
et non la fragmentation du sommeil qui est responsable de 1’apparition de ’hypertension qui
persiste pendant plusieurs semaines apres 1’arrét du protocole d’HI (Fletcher, 2001; Prabhakar,
2001; Prabhakar et al., 2005). Le modele d’HI de Fletcher est donc un excellent modéle mimant
les conséquences liées a I’apnée du sommeil, car il provoque bien une hypertension artérielle.
Il est a ce jour trés bien accepté par la communauté scientifique. Les différents modeles d”HI

induisant une hypertension chez le rat sont présentés Table 1.2

Citation de I'étude Modele HI Méthodes A mmHg

Fletcher et al., 1992 | 21-3-5 % O, 7h/jour, 35 Brassard queue +22
jours

Hui et al., 2003 21-10 % O3, 30 jours Télémétrie +10

Joyeux-Faure etal., | 21-3-5 % O, 7h/jour, 35 Cathéter artere +11.3

2005 jours fémorale

Kumar et al., 2006 21 -3-5 % Og, 7h/jour, 35 Cathéter aorte +11
jours abdominale

Tableau 1.2 : Différents protocoles d’hypoxie intermittente induisant des changements de la
pression artérielle chez le rat.
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Depuis, de nombreuses études ont utilisé I’HI pour comprendre les mécanismes responsables
de I’hypertension artérielle chez les personnes apnéiques, voir revue de (Prabhakar et al., 2015).
Il demeure néanmoins nécessaire de se questionner par quels mécanismes 1’HI induit cette

élévation de pression artérielle.
2.2) Les mécanismes systémiques responsables de I’hypertension

A ce jour, les mécanismes par lesquels I’'HI provoquent 1’élévation de la pression artérielle
semblent plutdt bien connus. Un acteur joue un role déterminant, c’est I’activation du systeme
nerveux sympathique en réponse a I’augmentation de la sensibilité du chémoréflexe artériel

périphérique.

2.2.1) Systeme nerveux sympathique et controle cardiovasculaire.

Le systeme nerveux sympathique et parasympathique font partie du syst€me nerveux autonome
qui commande les fonctions automatiques et involontaires des organes et des glandes de
I’organisme. Nous n’allons pas rentrer dans les détails du systeme nerveux autonome, mais il
est nécessaire de comprendre le role que joue le systeme nerveux sympathique dans le controle
cardiovasculaire.

L’activité sympathique est médiée par deux neurotransmetteurs de la famille des
catécholamines, 1’adrénaline et la noradrénaline. La synthese des catécholamines a lieu dans
les terminaisons synaptiques par une série de réactions enzymatiques. Les neurotransmetteurs
sont stockés dans des vésicules puis libérés dans la fente synaptique en réponse a un potentiel
d’action pour agir sur des récepteurs adrénergiques (Serratrice et al., 2012) situés sur les parois
des vaisseaux sanguins, sur les cellules cardiaques, ou autres tissus cibles.

Les effets du systeme nerveux sympathique s’exercent a travers différentes voies (figure 1.9) :

- Un effet direct sur les sphincters artériolaires précapillaires par la libération de
noradrénaline pour produire un effet vasoconstricteur.

- Un effet sur la médullosurrénale conduisant a la libération d’adrénaline (90 %) et de
noradrénaline (10 %) dans la circulation générale pour agir sur le myocarde et les
vaisseaux sanguins.

- La libération de noradrénaline au niveau du cceur permet d’augmenter la fréquence
cardiaque et de la force de contraction myocardique (Kobayashi et al., 2013).

- Les autres tissus cibles incluent le foie, les muscles, le systeéme digestif, ou le tissu

adipeux, mais ils ne seront pas abordés dans le cadre de cette these.
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Figure 1.9 : Innervation du cceur et de la glande surrénale par le systeme nerveux autonome
SN, Neeud sinusal; AVN, Neeud atrioventriculaire. D’apres Kobayashi et al., 2011

2.2.2) Le chémoréflexe artériel périphérique

Un des modulateurs importants qui permet I’activation du systéme nerveux sympathique en
réponse a I’hypoxie est le chémoréflexe artériel périphérique.

Afin d’assurer des échanges gazeux adaptés aux besoins métaboliques, il existe des senseurs
capables de détecter les pressions d’Oz et de CO2 dans le sang artériel. Le corps carotidien est
le principal chémorécepteur périphérique sensible aux variations du contenu du sang artériel en
O2 (Pa0Oy2). Les chémorécepteurs centraux sont surtout sensibles au COz2 et sont essentiellement
localisés au niveau ventral du bulbe rachidien, dans le noyau rétrotrapézoide (RTN), et dans
d’autres groupes neuronaux (noyaux du raphé médian) (Nattie and Li, 2012).

Le corps carotidien est un organe bilatéral, situé de chaque c6té au niveau de la bifurcation de
I’artére carotide commune, entre les arteéres carotide interne et externe (figure 1.10 A). Il est
considéré comme polymodal, car sensible a plusieurs stimulus. Outre 1’hypoxie, il est sensible
a I’hypercapnie, a 1’acidose, a la température, ou aux fluctuations physiologiques de
I’osmolarité (Peers et al., 2010). Les corps carotidiens sont constitués de deux types cellulaires.
Les cellules de type 1 ou cellules glomiques (cellules nerveuses) sont entourées de cellules de
type 2 qui représentent un réservoir de cellules souches capables de se transformer en cellules
de type 1 (figure I.10B) (Prabhakar and Peers, 2014). Il est clairement établi que les cellules
de type 1 sont le site de détection de la variation du contenu artériel en O2; elles contiennent

plusieurs neurotransmetteurs (acétylcholine, dopamine, noradrénaline, ATP) stockés dans des
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vésicules et sont en contact synaptiques avec des fibres sensorielles afférentes du nerf du sinus
carotidien (Prabhakar, 2000)

L’ hypoxie induit une dépolarisation de la membrane des cellules chémosensibles de type de 1
et provoque l’ouverture de canaux calciques voltage-dépendants (Ca®* VD). Le calcium

extracellulaire entre alors dans la cellule en suivant son gradient électrochimique, ce qui
déclenche la sécrétion des vésicules de neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Les
neurotransmetteurs vont stimuler les fibres nerveuses afférentes du nerf du sinus carotidien
(nerf de Herring) qui se projette au niveau des neurones du noyau du tractus solitaire (NTS)
situés dans le tronc cérébral (Finley and Katz, 1992). Ces neurones répondent en stimulant a
leur tour les centres respiratoires du tronc cérébral, qui a travers le nerf phrénique ou les nerfs
intercostaux controlent les muscles respiratoires. Ceci entraine une augmentation de la

ventilation, que 1’on dénomme « réponse ventilatoire a 1’hypoxie » (RVH) ayant pour but de
limiter une chute trop importante de la PaO. (Prabhakar, 2000). Par la suite, pour des soucis

de simplification on parlera de chémoreflexe pour désigner le chémoréflexe arteriel
périphérique.

Nerf du sinus carotidien

Cellule de type |

Nerf du sinus carotidien

Corps
carotidien
Capillaire Cellule de type 2
A B

Figure 1.10 : Représentation schématique d’un corps carotidien
Le corps carotidien est localisé a la bifurcation de I’artere carotide commune (CC) entre les arteres

carotides interne (IC) et externe (EC) (A) Il est constitué de cellules de type 1 chémosensibles et de
cellule de type 2. Les cellules de type 1 liberent des neurotransmetteurs dans la fente synaptique au
contact du nerf du sinus carotidien. D’apres Kobayashi et al., 2011

Outre la régulation de la ventilation, le chémoréflexe artériel permet de réguler les fonctions
cardiovasculaires autonomiques. En effet, le NTS relaye aussi les informations des
chémorécepteurs périphériques vers des sites sympathoexcitateurs tels que les neurones de la
région Cl1 du bulbe rostral ventrolatéral (RVLM) ou le noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus (Sunderram and Androulakis, 2012). Il en résulte une augmentation de la
décharge sympathique qui module la circulation sanguine et les échanges gazeux au niveau

tissulaire.
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2.2.3) Activation du corps carotidien et de I’activité sympathique par I’HI.

L’élévation de la pression artérielle systémique obtenue apres les protocoles d’HI est associée
a une augmentation de I’activité sympathique induite par une modification de la fonction du
corps carotidien (Fletcher, 2001; Neubauer, 2001; Prabhakar, 2001). Voici dans I’ensemble les
étapes qui se produisent entre 1’exposition de I’animal a un protocole d’HI jusqu’a I’élévation
de la pression artérielle systémique. Les mécanismes cellulaires et moléculaires seront décrits

dans un prochain chapitre.

a- Réponse des chémorécepteurs périphériques :
L’exposition a I’HI chez plusieurs especes incluant le rat, le chat et la souris augmente I’activité
des afférences chémosensibles du nerf du sinus carotidien en réponse a une hypoxie aigue (Del
Rio et al., 2010; Fletcher, 2001; Peng et al., 2014, 2006, Peng and Prabhakar, 2004, 2003;
Prabhakar, 2001; Prabhakar et al., 2015; Rey et al., 2004) mais pas a une hypercapnie aigué
(Peng and Prabhakar, 2004; Prabhakar et al., 2007a). De plus, I’ HI induit une forme de plasticité
fonctionnelle dénommée « facilitation sensorielle a long terme » (sLTF —sensory long term
facilitation). Elle permet de maintenir en normoxie une activité chémosensorielle élevée méme
apres I’arrét de I’exposition a I’HI (Peng et al., 2003). Cet effet est réversible lorsque 1’animal
est réexpos€ quelques jours en normoxie, et se produit sans changement de la morphologie du
corps carotidien (Peng et al., 2003; Prabhakar et al., 2007a). L’augmentation de la réponse a
I’hypoxie et la SLTF est un phénomene propre a I’HI car I’exposition a une hypoxie maintenue
constante de plusieurs heures n’induit pas la sLTF (Peng et al., 2003; Peng and Prabhakar,

2004). 11 apparait donc que 1I’HI est responsable de la mise en place de la sLTF.

L’implication du corps carotidien dans la régulation de la pression artérielle systémique a été
suggérée par des études employant la chémodénervation par section du nerf du sinus carotidien.
Elle permet d’éviter I’augmentation de la pression artérielle systémique chez des rats soumis a
un protocole d’HI (Fletcher et al., 1992a; Lesske et al., 1997). De méme, 1’ablation des corps
carotidiens par le froid prévient I’apparition d’une hypertension artérielle systémique chez le

rat (Peng et al., 2014). Enfin, I’ablation des corps carotidiens chez des rats exposés pendant 21
jours a une HI (5 % Oz, 8h/jour, 30 jours), prévient I’augmentation de la pression artérielle

systémique lorsque 1’HI se maintient pendant 7 jours supplémentaires (Del Rio et al., 2016).
L’€lévation de pression artérielle systémique obtenue par 1’HI est donc un phénomene
completement réversible. Le corps carotidien apparait comme un organe essentiel dans la mise

en place de I’hypertension artérielle induit par 1’HI.
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b- Implication du NTS:
Les informations venant de la sensibilisation par I’HI du corps carotidien a travers le nerf de
Herring jusqu’au systtme nerveux central sont primordiales dans les changements
sympathiques subséquents. Le site primaire d’intégration des fibres nerveuses afférentes des
chémorécepteurs artériels périphériques est la partie commissurale du NTS (Finley and Katz,

1992; Zhang and Mifflin, 1993). La protéine c-fos est régulierement utilisée comme un index
de I’activation neuronale. Des rats exposés pendant 30 jours a une HI (21-7 % O2, 8h/jour)

montrent une augmentation du marquage c-fos dans la partie commissurale du NTS ainsi que
les zones responsables de la sympathoexcitation situées dans le bulbe rachidien telles que les
aires C1 adrénergiques et Al noradrénergiques de la RVLM et les aires de la formation réticulée
et du noyau raphé (Greenberg et al., 1999). Une étude plus récente réalis€ée sur des rats
implantés avec des ballons trachéaux rapporte une augmentation du marquage c-fos dans les
parties du bulbe rachidien impliquées dans le contrOle cardio-respiratoire comme la partie
caudale du NTS, la RVLM et le pont (Ferreira et al., 2015). La ligature bilatérale de 1’artere du
corps carotidien (CBA) conduit a I’inactivation des corps carotidiens. Il en résulte une moins
grande activation des neurones de la partie commissurale du NTS par rapport a des rats intacts,
suggérant un role primordial des corps carotidiens dans I’activation de ces zones (NTS,RVLM)
en HI (Ferreira et al., 2015).
c- Activation sympathique:
Ces zones (NTS, RVLM) fournissent des excitations synaptiques aux neurones pré
ganglionnaires sympathiques de la moelle épiniere (Sunderram and Androulakis, 2012). Les
rats exposés en HI montrent une élévation de 1’activité sympathique (Prabhakar et al., 2015).
La dénervation sympathique de I’artere rénale chez des rats soumis a une HI prévient I’élévation
de la pression artérielle systémique (Bao et al., 1997). La méme observation a été montrée en
réponse a l’administration d’un agent pharmacologique (6-hydroxydopamine) qui bloque
I’activité sympathique (Fletcher et al., 1992b; Lesske et al., 1997).
d- Libération catécholaminérgique

La résultante de I’augmentation de 1’activité sympathique est I’élévation de la quantité des
catécholamines circulantes (adrénaline et noradrénaline) libérées par les terminaisons

nerveuses sympathiques et par la médullosurrénale. L’exposition a une HI chez des rats pendant
35 jours (21-3 % O3, 8h/jour) augmente la pression artérielle systémique et la quantité moyenne

d’adrénaline et de noradrénaline circulante (Bao et al., 1997). L’ablation de la médullosurrénale
permet de réduire la quantité des catécholamines circulantes et prévient 1’élévation de la

pression artérielle systémique (Bao et al., 1997; Lesske et al., 1997).
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e- Résumé :

Pour résumer, I’HI chez I’animal conduit a une sensibilisation de la fonction des cellules
chémoréceptrices du corps carotidien. Les régions (NTS, RVLM) impliquées dans le controle
cardio-respiratoire répondent en augmentant l’activité sympathique. Il se produit une
augmentation de la libération des catécholamines dans la circulation générale a travers la
libération d’adrénaline par la glande médullosurrénale et directement au contact des vaisseaux
par les fibres efférentes noradrénergiques. L’ensemble conduit a 1’augmentation de la
vasoconstriction des vaisseaux et a 1I’élévation de la pression artérielle systémique.

De plus, il est important de savoir que la sensibilisation des corps carotidiens ne conduit pas
seulement a une élévation de la pression artérielle systémique. L’activation du NTS par I’HI
augmente la réponse ventilatoire a 1’hypoxie contribuant a rendre le systtme de contrdle
respiratoire moins stable (Prabhakar, 2001) et a favoriser la survenue des apnées du sommeil

(Edge etal., 2012). On parle par conséquent de troubles cardio-respiratoires induits par 1’HI.

2.2.4) Chez ’homme : mémes mécanismes ?

Dans la partie I, il a été rapporté que I’apnée du sommeil induit une hypertension artérielle
systémique chez I’homme (voir partie 4.1.1) tel qu’observée chez I’animal exposé en HI. 1l
est a noter que chez des sujets atteints d’apnées obstructives du sommeil on observe que :

a) La réponse ventilatoire a ’hypoxie évaluée est plus élevée que chez des sujets sains, sans
affecter la réponse ventilatoire a I’hypercapnie (Narkiewicz et al., 1999). L’ablation des
corps carotidiens prévient le développement de I’hypertension. (Somers and Abboud,
1993).

b) L’activité sympathique est plus élevée durant I’éveil et ne diminue pas lors du sommeil.
L’ hypertension artérielle systémique est réversible avec un traitement par pression positive
continue (Somers et al., 1995).

¢) Le niveau des catécholamines plasmatiques et urinaires (adrénaline et noradrénaline) est
plus élevé. Ce niveau est positivement corrélé avec 1’index d’apnées/hypopnées (>30
évenements/heure) (Vardhan and Shanmuganandan, 2012).

d) La quantité de certaines hormones vasoactives comme 1’angiotensine II et la rénine
augmentent. L’angiotensine II plasmatique étant méme positivement corrélée avec la
pression artérielle systémique. L application d’une pression positive continue sur les voies
aériennes (masque nasal) réduit la pression artérielle et diminue 1’activité du systéme

rénine-angiotensine.
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Il existe donc une similarité des mécanismes avec le modele d’HI qui nous conforte une fois de
plus sur I’'importance de 1’utilisation de ce modele pour comprendre les mécanismes associés

aux conséquences de I’apnée du sommeil. Une figure bilan est présentée figure I.11.
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Systéme sympathique Hypertension

Apnée du sommeil

1

Figure 1.11 : Mécanismes de I’installation de I’hypertension artérielle systémique induite par
I’apnée du sommeil

L’apnée du sommeil (1) sensibilise les chémorécepteurs périphériques, principalement les corps
carotidiens (2) Le nerf du sinus carotidien innerve le NTS dans le tronc cérébral (3). Le NTS répond en
activant des zones sympatoexcitatrices localisées dans la RVLM conduisant a une augmentation de
Pactivité sympathique (4). La libération des catécholamines par les fibres afférentes et la
médullosurrénale (5) conduit a I’élévation de la pression artérielle systémique (6).

2.3) Altérations neurocognitives

2.3.1) La Somnolence diurne

L’évaluation de la somnolence chez 1’animal est possible avec I’implantation d’électrodes EEG
et I'utilisation d’un test de latence a I’endormissement équivalent a celui utilisé chez 1’homme
(TILE) (Veasey et al., 2004b). Chez la souris, on mesure la propension a s’endormir a travers
4 opportunités de sieste. Deux études utilisant le méme protocole d’HI de 8 semaines (21-10 %
O2 -10 heures/jour) rapportent une augmentation de la somnolence par rapport aux souris

contrdles laissées en normoxie (Veasey et al., 2004a; Zhan et al., 2005).
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2.3.2) L’apprentissage spatial.

L’exposition a I’'HI (21-10 % O2 14 jours-8h/jours) conduit les rats a un déficit d’apprentissage
spatial et de mémorisation d’une nouvelle tache évalués par le test de Morris (Morris water
maze), qui est partiellement réversible apres la remise des animaux 14 jours en normoxie (Gozal
et al., 2001). Ce déficit cognitif est en partie dii a une augmentation de 1’apoptose (mort
cellulaire programmée) dans des structures impliquées dans I’apprentissage et la mémorisation.
Parmi ces structures, on retrouve le cortex fronto-pariétal et la région CA1 de I’hippocampe,
mais pas la région CA3. Dans la région CAl, on retrouve également une diminution des
récepteurs glutaminergiques NMDA, suggérant un processus excitotoxique du glutamate dans

cette région (Gozal et al., 2001).
24) Conclusion

Les changements cycliques d’hypoxie-réoxygénation, similaire a ce qui est observé durant
I’ischémie-réperfusion est la cause principale des manifestations systémiques cardiovasculaires
et neurocognitives chez I’animal. Au niveau cellulaire, ils contribuent a une augmentation du
stress oxydatif a travers la production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS-reactive oxygen

species), une abréviation qui sera utilisée pour la suite de I’écriture.

3) Le stress oxydatif : acteur cellulaire majeur dans I’HI

3.1) Les especes réactives de I’oxygene et le stress oxydatif

3.1.1) Définition

Dans des conditions physiologiques normales, il existe une homéostasie entre la production des
ROS et leur élimination par des systemes de défense antioxydante. Un maintien de la balance
redox (oxydation-réduction) est impératif pour réguler différentes fonctions cellulaires (Droge,
2002). Lorsqu’il se produit un déséquilibre entre les systémes pro-oxydants et les mécanismes
de défense, on parle de « stress oxydant » (Halliwell B, 2001; Turrens, 2003). Un stress oxydant
peut résulter :

- D’un niveau de production de ROS anormalement élevé et/ou :

- D’une insuffisance des défenses antioxydantes et/ou :

- D’une libération d’ions métalliques (fer et cuivre).
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A des taux physiologiques, les ROS participent au maintien des voies de signalisation cellulaire
(Droge, 2002), mais a des niveaux €élevés, ils deviennent pathologiques. Il est estimé que plus
de 100 maladies humaines impliquent le stress oxydatif, tel que 1’athérosclérose, le cancer, des
maladies cardio et cérébro-vasculaires, le diabete, I’hypertension artérielle systémique et des
désordres neurologiques comme les maladies de Parkinson et d’Alzheimer (Lavie, 2015). Le
stress oxydatif est impliqué dans le processus du vieillissement cellulaire et des maladies liées
a I’age (Harman, 1956). Les recherches sur le stress oxydatif ont quadruplé au cours de cette
derniere décennie, nous montrant I’importance de nous pencher sur cette thématique en lien
avec I’apnée du sommeil (Lavie, 2015).

Un radical libre est une espece chimique (atome, molécule ou ion) possédant un ou plusieurs
électrons non appariés sur sa couche de valence. La présence d’un électron célibataire rend les
radicaux chimiquement instables, permettant leurs interactions avec les macromolécules

constitutives de la cellule. Par exemple, I’oxygene est capable de capter un électron pour étre

réduit en radical superoxyde (02*") (figure I.12). Les principales espéces réactives de
’oxygéne couramment évoquées sont 1’anion (ou radical) superoxyde (0°"), le peroxyde

d’hydrogene (H20,) et le radical hydroxyle (OH®).

0 0, . ‘0,
AsB ——As + B AB —A + B°
Ions Radicaux

Figure 1.12 : Formation du radical superoxyde (02"")
Avec deux électrons non appariés présents sur la couche externe de chacun de ses deux atomes
d’oxygene, 'O, est une molécule bi-radicalaire, caractéristique qui confere a I’O2 une susceptibilité a

capter 1 électron pour étre partiellement réduit en superoxyde 02._. D’Apreés cours Roussel, 2013

Les ROS sont les especes décrivant a la fois les radicaux libres de ’oxygene (O2°~ et OH®)

ainsi que leurs dérivés réactifs non radicalaires (H2O2, O3). Une description détaillée des

différentes ROS existantes se trouve dans la revue de (Evans and Halliwell, 1999), qui rapporte
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que toutes les especes radicalaires sont des ROS mais toutes les ROS ne sont pas des radicaux
de oxygene (Evans and Halliwell, 1999; Halliwell, 2006a; Halliwell and Gutteridge, 2015).
La réactivité des ROS est trés variable. Elle dépend de sa demi-vie et de son lieu de production ;
plus I’électron est instable, plus la demi-vie du radical est courte, sa diffusion intracellulaire est
lente et risque de réagir avec les biomolécules voisines. Par exemple, le peroxyde d’hydrogene
a un temps de demi-vie de I’ordre d’une minute, et bien qu’il soit peu réactif, il est capable de

diffuser loin dans la cellule pour atteindre I’ADN nucléaire. Au contraire, le radical hydroxyle

(OH®) est lui réactif, mais sa courte demi-vie de I’ordre de 10~%s le rend incapable de traverser

la cellule (figure 1.13).

0,

ol

‘0 y Anion superoxide = ~10°6 s (enzymatique)
1 e'l 2H*
H,0, Peroxyde d’hydrogéne - ~ minutes (enzymatique)
le l 1 H*
H,0+OH  Radical hydroxyle > ~10°s
1 e'l 1 H*

——> 2 H,0

4H*+4 ¢

Figure 1.13 : La réduction de I’oxygene

L’oxygene est réduit en eau en captant 4 €lectrons. Il y’a la formation de 3 especes réactives de I’oxygene
en fonction des électrons captés. La réactivité de chaque ROS dépend de son temps de demi-vie. D’Apres
cours Roussel, 2013.

a- L’anion superoxyde ou radical superoxyde (02""):

L’anion superoxyde peut étre produit par des réactions d’auto-oxydation, par la chaine
respiratoire de la mitochondrie et par certaines enzymes telles que la xanthine oxydase et la
NADPH oxydase. Contrairement a son « Super » nom, il ne peut pas attaquer directement les
lipides, les protéines et les acides nucléiques de I’ ADN. Toutefois, a des niveaux élevés, il peut
mobiliser des quantités de fer issues de la ferritine selon I’équation suivante (Halliwell B, 2001 ;

Paul, 2000) :
0" + ferritin (Fe3*), — ferritin (Fe3*),_1 + Fe?* + O,

Il peut également attaquer des sites actifs de certaines enzymes contenant des groupements fer-
souffre, comme I’aconitase, une enzyme du cycle de Krebs sensible a 1’anion superoxyde. Il se
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produit une inactivation de ’enzyme et la libération du fer (Cantu et al., 2009; Liochev, 1996).
Le fer est important pour le corps humain, surtout au début de la vie pour le développement du

cerveau. Cependant il est également dangereux. Il est capable d’osciller entre 1’état ferreux

(Fe?*) et I’état ferrique (Fe3*). Le Fe?* peut réagir avec le peroxyde d’hydrogéne pour produire

le radical hydroxyle (OH®) (Halliwell and Gutteridge, 1984, 2015). En 1970, Beauchamp et

Fridovich ont proposé que la toxicité in vivo de 0p° et de HyOp résulte

de leurs implications dans la formation du radical hydroxyle a travers les ions métalliques tels

que le fer et le cuivre (Beauchamp and Fridovich, 1970).
L’anion superoxyde est capable de réagir avec le radical libre NO® peu réactif, pour former le
peroxynitrite :

02°+ NO®* - ONOO~

La génération du peroxynitrite conduit a 1’oxydation et a la nitration des lipides, des acides

nucléiques de I’ADN et des acides aminés des protéines (Halliwell, 1994; Halliwell B, 2001).
b- Le peroxyde d’hydrogene (H20>):
Le peroxyde d’hydrogene est surtout issu de la dismutation de 1’anion superoxyde selon la

réaction suivante :
2 02 +2H*— H,0; +0O>

Il peut étre produit également par plusieurs enzymes telles que la glycollate oxydase et la
xanthine oxydase (Halliwell B, 2001). Il est faiblement réactif et ne peut pas oxyder les lipides,
les protéines et I’ADN. Heureusement, il est tres peu réactif, car le peroxyde d’hydrogene est
retrouvé dans I’air et dans plusieurs breuvages chauds comme le café (Long and Halliwell,

2000).
c- Le radical hydroxyle (OH")

OH® est probablement le radical libre le plus réactif trouvé in vivo. Il est principalement produit

par la réaction de Fenton, du nom du chimiste qui a découvert cette réaction (Fenton, 1894):

H>0; +Fe?* — Fe** +OH + OH® (Réaction de Fenton)
Cette réaction peut étre constamment perpétrée par tout agent capable de recycler le Fe** en
Fe2t comme 1'0>°:
Fe* + 02% — Fe?* +0, (Réaction d’Haber-Wess)
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La réaction de Fenton peut avoir lieu apres 1’attaque et I’inactivation de 1’aconitase par I’anion

superoxyde qui induit la libération de Fe?* des centres fer-soufre de 1’enzyme (Cantu et al.,

20009) :
[4Fe 4S]** + 02° +2H* —>[3Fe 4S]!* + Fe?* + H,0O»

Le radical hydroxyle extrémement réactif peut attaquer toutes les biomolécules de la cellule
proches de son site de génération. Si cette conversion a lieu proche de I’ADN, alors les 4 bases

de I’ADN peuvent étre modifiées (Evans and Halliwell, 1999).

3.1.2) Les principaux producteurs de ROS

Les ROS peuvent étre générées par différents compartiments subcellulaires comme la
mitochondrie, les membranes cellulaires, les lysosomes, les peroxysomes et le réticulum
endoplasmique (Wang et al., 2010). Bien que la production des ROS implique plusieurs
systemes enzymatiques tels que la xanthine oxydase, la phospholipase A2, la lipoxygénase et
la cyclooxygénase, il ne sera décrit que les deux principaux producteurs des ROS, la chaine

respiratoire mitochondriale et la NADPH oxydase.

a- La synthese d’énergie cellulaire (ATP) par la mitochondrie : les oxydations
phosphorylantes

La mitochondrie est un organite cellulaire constitué de deux membranes qui délimitent deux
régions spatiales, I’espace intermembranaire et la matrice (figure 1.14). Elles mesurent entre
0,5 et 1 pm de diametre et peuvent atteindre plus de 10 um de long (Fongy, 2013).
La membrane interne s’invagine pour former des crétes mitochondriales permettant
d’augmenter la surface membranaire. L’ ADN mitochondrial est localisé dans la matrice, qui
chez I’humain code 37 genes, dont 13 protéines impliquées dans la production d’énergie
(Wilson et al., 1985). On retrouve également de nombreuses voies métaboliques telles que le
cycle de Krebs et I’hélice de Lynen (impliquée dans la -oxydation des acides gras).
La synthese d’énergie cellulaire sous la forme d’ATP par la mitochondrie est un phénomene
localisé sur la membrane interne de cet organite. Ce processus biochimique est désigné par le
terme d’« oxydation phosphorylante ». Il se déroule en deux temps. Dans un premier temps, la
chaine respiratoire mitochondriale ou chaine de transport d’électrons a pour principal role de
produire un gradient électrochimique de protons. Ensuite ce gradient électrochimique de
protons est consommé par I’ATP synthétase pour phosphoryler 1’ADP et produire I’ATP qui

est finalement exportée dans le cytosol pour fournir les activités cellulaires en énergie.
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Figure 1.14 : Représentation schématique (A) et par microscopie électronique (B) d’une
mitochondrie
D’apres Fongy, 2013.

La chaine respiratoire se compose de quatre complexes protéiques enchissés dans la membrane
interne : le complexe I (ou NADH-ubiquinone oxydoréductase), le complexe II (ou succinate
déshydrogénase), le complexe III (ou ubiquinol cytochrome-c réductase) et le complexe IV (ou
cytochrome-c oxydase). La fonction de la chalne respiratoire est d’oxyder des équivalents

réduits (NADH-Nicotinamide adénine dinucléotide et FADH,-Flavine adénine dinucléotide)

provenant de différentes voies métaboliques (glycolyse, P-oxydation et cycle de Krebs). Le
NADH donne ses électrons au complexe I, les électrons circulent du complexe I vers le

complexe IV en passant par le complexe III. Le FADH, fournit ses électrons au complexe II ou
équivalent, les électrons circulent du complexe II ver le complexe IV en passant par le complexe
III (Berg et al., 2002). Le transfert des électrons a lieu jusqu’a un accepteur final : 1’O, qui en

acceptant les électrons est réduit en eau au niveau du complexe IV (cytochrome ¢ oxydase ou

COX) selon I’équation :
0, + 4~ +4H*— 2H,0
L’oxydation de ces équivalents réduits est couplée au transfert de protons ce qui permet aux

complexes I, III et IV de transférer des protons de la matrice vers 1’espace intermembranaire et

ainsi de générer un gradient électrochimique de protons (Ap). La membrane interne est
35



relativement imperméable aux protons, ils retournent dans la matrice via I’ATP synthétase
(complexe V) permettant la production d’ATP a partir d”’ADP et de phosphate inorganique (Pi)
(Mitchell, 1977). Ce phénomene de couplage entre I’oxydation des substrats et la production
d’ATP est connu sous le terme d’oxydation phosphorylante. L’ ATP est ensuite exportée dans
le cytosol par I’ATP/ADP translocase ou transporteur des nucléotides adényliques (ANT) pour

jouer son role énergétique (figure 1.15).

Espace
Intermembranaire

H'I-

4 H* 4 H* 2 H*

ATP
Synthase

Cycle de krebs
B-oxydation
Glycolyse

Matrice

Figure 1.15 : Représentation schématique et fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale

Les équivalents réduits (NADH et FADH),) issus du cycle de Krebs de la glycolyse et de la p-

oxydation fournissent leurs électrons respectivement aux complexes I et II. Ces électrons réduisent
I’oxygene en eau a travers différentes réactions d’oxydo-réduction le long de la chaine respiratoire.
Le gradient de proton formé est consommé par I’ATP synthase pour produire de I’ATP. D’apres
Fongy, 2013.

L’oxydation des substrats et la production d’ATP par la mitochondrie sont des processus
finement régulés selon les besoins de la cellule. L’efficacité énergétique est définie par le
rendement énergétique ATP/O.

L’efficacité serait maximale si la membrane interne était imperméable aux protons, ce qui n’est
pas le cas, car les protons sont capables de retourner dans la matrice a travers la membrane
interne de la mitochondrie indépendamment de I’ATP synthétase. On parle ainsi de fuite de
protons (Jastroch et al., 2010). Le rendement énergétique (ATP/O) dépend en grande partie de
I’intensité de ces fuites de protons a travers la membrane interne mitochondriale qui de fait

découple les processus d’oxydation des processus de phosphorylation de la mitochondrie. Ces
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fuites de protons peuvent représenter jusqu'a 20 a 30 % du métabolisme de repos des

hépatocytes et jusqu’a 50 % de celui du muscle squelettique chez le rat (Brand et al., 1999).

Plusieurs facteurs peuvent moduler la perméabilit¢é membranaire aux protons, entrainant un

découplage partiel des oxydations phosphorylantes (figure 1.16) :

La composition membranaire. La quantité d’acides gras polyinsaturés dans la
membrane interne mitochondriale est corrélée a une augmentation de la fuite des
protons, alors qu'une augmentation des acides gras mono-insaturés est corrélée a une
diminution de la fuite des protons (Brand et al., 2003). L’exposition au froid (Chainier
et al., 2000) ou le statut thyroidien (Brand et al., 1992) peut modifier la composition
membranaire et jouer ainsi sur la fuite des protons.

La fuite des protons peut également €tre induite par des protéines enchassées dans la
membrane interne mitochondriale. On parle alors de fuite de protons inductibles
(Jastroch et al., 2010). On peut classer dans cette catégorie I’ANT et les protéines de la
famille des UCPs (uncoupling protein). L’ANT qui a pour rdle principal les échanges
entre I’ATP et I’ADP a travers la membrane interne mitochondriale peut représenter
jusqu’a deux tiers de la fuite de protons basale (Brand et al., 2005). Dans la famille des
UCPs, on retrouve trois protéines homologues : UCP1, UCP2 et UCP3. La plus connue
est UCP1, elle est principalement retrouvée dans le tissu adipeux brun ou elle peut
représenter jusqu’a 8 % des protéines mitochondriales totales. Elle permet de dissiper
le gradient de protons et ainsi de transformer 1’énergie dépensée par la chaine
respiratoire en chaleur. La grande quantit¢ d’UCP1 permet aux petits rongeurs, aux
hibernants et aux nourrissons de défendre leur température corporelle contre le froid
(Cannon and Nedergaard, 2004). UCP1 est activée par les acides gras libres et inhibée
par les purines nucléoside di-et triphosphates (Jastroch et al., 2010), son rdle
physiologique est thermogene. UCP2 a été identifiée dans quelques types cellulaires
incluant les macrophages, les thymocytes et les cellules 3 du pancréas. Le gene UCP3
est limité aux muscles et au tissu adipeux brun des euthériens (Jastroch et al., 2010). Un
role antioxydant a été attribué a UCP2 et UCP3, mais également a UCP1, depuis qu’il
a été découvert que 1’anion superoxyde et des dérivés de la peroxydation lipidique tels
que le 4-hydroxynonenal (4-HNE) sont capables d’activer toutes les UCPs. Il en résulte
une augmentation de la fuite de protons, une diminution du potentiel de membrane et

une baisse de la production des ROS (Brand et al., 2004; Echtay et al., 2002).

Les expériences de respirométrie sur mitochondries isolées ou sur cellules entieres permettent

de mesurer la consommation d’oxygene a 1’état phosphorylant (état 3) en présence d’ADP et a
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I’état non-phosphorylant (état 4) par I’ajout d’oligomycine, un puissant inhibiteur de I’ATP
synthétase. L’état 4 est contrdlé principalement par la fuite de protons alors que I’état 3 est lui
controlé par la synthese de I’ATP et I’oxydation des substrats (Martin D. Brand and Nicholls,
2011). Plus I’état 4 se rapproche de 1’état 3, plus la mitochondrie est découplée. Un bon
indicateur du couplage de la mitochondrie est le calcul du rapport du contrdle respiratoire
(RCR) qui est défini de la maniere suivante :
RCR = respiration a I’état 3 / respiration a I’état 4

Selon Brand et Nicholls, un RCR élevé est un signe du bon fonctionnement mitochondrial. La
mitochondrie a une grande capacité a oxyder les substrats et a renouveler I’ ATP avec une faible
fuite de protons (bon couplage de la mitochondrie). Un RCR faible indique une dysfonction de
la chaine respiratoire mitochondriale (Martin D. Brand and Nicholls, 2011). Toutefois, il n’y a
pas de valeur absolue pour diagnostiquer une dysfonction mitochondriale, car la valeur est
dépendante des substrats utilisés et du tissu. Un changement dans presque tous les aspects des
oxydations phosphorylantes conduit a un changement du RCR (Martin D. Brand and Nicholls,
2011).

H+

H+
H+

H-&

Espace
intermembranaire

Figure 1.16 : Les mécanismes de fuite de protons

Lors de la respiration mitochondriale, trois des complexes (I, III et IV) sont des pompes a protons,
ils expulsent les protons de la matrice vers I’espace intermembranaire (A). Les protons retournent
dans la matrice a travers I’ATP synthétase pour former I’ATP a partir d’ADP (B). Les protons
peuvent retourner a la matrice indépendamment de I’ATP synthétase, soit par des protéines
enchdssées sur la membrane interne (ANT, UCPs) (C) ou directement a travers les phospholipides
de la membrane interne (D). L’énergie est dissipée sous forme de chaleur. Adapté d’apres Jastroch
etal. 2010.
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b- Le coté sombre de la mitochondrie : la production d’espéces réactives de
I’oxygene
Bien que la chaine respiratoire mitochondriale soit un systeme efficace, la totalité des électrons
n’atteignent pas le cytochrome ¢ oxydase pour réduire I’oxygene en eau. Il peut se produire un

transfert d’un électron célibataire du flux d’électrons circulant le long de la chaine respiratoire
sur 1’07 générant ainsi un radical de I’oxygene : 1’anion superoxyde. Ce phénomene de fuite

d’électrons peut se produire dans des conditions physiologiques (Halliwell, 2006a). Bien qu’il
y a plusieurs sites identifi€s ou les électrons peuvent fuir et générer un radical oxygéné (Brand,
2010; St-Pierre et al., 2002), les sites avec la plus grande capacité a produire 1’anion superoxyde
résident au sein des complexes I et III de la chalne respiratoire (figure 1.17) (Brand, 2010;

Turrens, 2003).

Matrice

Oxaloacetate, F
Malonate Syccinate

Complexe 1 Complexe 11 b 02' - Cytochrome
¢ Oxidase

Espace intermembranaire Complexe I11 Complexe IV

Figure 1.17 : Production du superoxyde a travers les complexes I et IT1

Le flux d’électrons qui circule le long de la chaine respiratoire mitochondriale a pour role de réduire
I’oxygene en eau. Le systeme n’est pas 100% efficace et les électrons peuvent fuiter a deux endroits
distincts pour réagir avec I’oxygene pour former le superoxyde. Il s’agit du complexe I et du
complexe III de la chaine. Adapté d’apres Drose et Brandt., 2008.

Le complexe I peut produire I’anion superoxyde a travers deux mécanismes distincts. Au sein
de ce complexe I, on retrouve différentes sous-unités contenant la flavine mononucléotide
(FMN), des groupements fer-souffre (Fe-S) et le site de fixation a I’ubiquinone (figurel.18).
Les électrons provenant du NADH circulent de la FMN jusqu’a réduire 1’ubiquinone en
ubiquinol en passant par les groupements Fe-S. La fuite d’électrons est faible durant la
respiration normale, mais augmente drastiquement en présence de roténone, inhibiteur du
complexe I, qui agit au niveau du site de fixation de 1’ubiquinone (Jastroch et al., 2010; Wang
etal.,2010). Des preuves suggerent que la fuite des électrons vers la matrice se produit a la fois

au niveau du site FMN et des groupements Fe-S (Murphy, 2009).
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Figure 1.18 : Représentation schématique du complexe I de la chaine respiratoire
Les électrons issus du NADH du FMN jusqu’a 1’ubiquinone réduit en ubiquinol. D’apres
Commons .wikimedia.com.

Le second mécanisme est ce qu’on appelle le flux inverse d’électrons qui se produit lorsque la

respiration est supportée par le FADH,. Ce substrat réduit 1’ubiquinone et génere une force

proton motrice conduisant les électrons au sein du complexe I et réduit le NAD* en NADH au
niveau du site FMN. Il en résulte une augmentation drastique de la production d’anion
superoxyde (Jastroch et al., 2010; Murphy, 2009).

Au sein du complexe III, la production de I’anion superoxyde est surtout liée a la configuration
électronique de 1’ubiquinone. Les quinones peuvent se retrouver sous trois états

d’oxydoréduction différents : une forme réduite (ubiquinol, UbH2), une forme semi-réduite

(semi-ubiquinone, UbHe), ou une forme oxydée (ubiquinone, Ub). La forme semi-réduite est
hautement instable et est capable de réagir rapidement avec 1’oxygene pour former 1’anion
superoxyde, (figure 1.19) (Lacraz, 2009).

Bien que le taux de production de 1’anion superoxyde au niveau du complexe III peut étre tres
faible en comparaison avec celui du complexe I, surtout a travers le flux inverse d’électrons, le
taux peut grandement augmenter sous certaines conditions physiologiques. Les ROS produites
par le complexe III sont importantes pour la stabilisation de HIF-1a et HIF-2a en condition
hypoxique (Guzy and Schumacker, 2006). Les ROS produites par la mitochondrie peuvent étre
régulées par différents facteurs qui affectent le flux d’électrons, tels que le potentiel de
membrane, les inhibiteurs de la chaine respiratoire, les ROS elles-mémes, 1’hyperoxie et

I’hypoxie/ischémie (Wang et al., 2010).
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Figure 1.19 : Production du superoxyde par le cycle du coenzyme Q
Deux électrons sont nécessaires pour réduire I'ubiquinone (Ub) en ubiquinol (Ub H2) (A). Toutefois,

si I’état semi-réduit de 1’ubiquinone (UbHe) réagit avec 1’0z, il y a formation du superoxyde (B).
D’apres Lacraz, 2009.

c- La NADPH oxydase (NOX)
La NOX est un complexe enzymatique constitué de plusieurs sous-unités localisées dans la
membrane plasmique et les membranes des organites cellulaires, qui catalyse le transfert d’un

électron de la NADPH a une molécule d’oxygene générant la production du radical superoxyde

(02°). Cette enzyme a été identifiée pour la premiére fois dans les phagocytes ou sa fonction

de produire des ROS est essentielle pour lutter contre les hotes non spécifiques (microbes)
durant la phagocytose (Lambeth, 2004). Il a été par la suite trouvé d’autres NOXs localisées
dans plusieurs autres types cellulaires. Un total de 7 isoformes de la NOX a été identifié,
incluant les NOX 1 a 5 et la dual oxydase (DUOX 1 et 2). Ces enzymes produisent des ROS de
maniere régulée en réponse a des facteurs de croissance ou a des cytokines (Lambeth, 2004).
Ces isoformes partagent le méme mécanisme fondamental, mais different les uns des autres par
leurs ceeurs catalytiques (Wang et al., 2010). La plus étudiée est la NOX2 qui se trouve dans
les phagocytes, mais également dans les cellules non phagocytaires incluant les cellules du
systeme nerveux central comme les neurones, la microglie et les astrocytes (Wang et al., 2010).
NOX2 contient un cceur catalytique gp91P"°%, une petite sous-unité transmembranaire p22 Phox
et 4 sous-unités régulatrices appelées protéines Phox incluant p47Phox, p67Phox pa(Phox et une
petite GTPase (Racl ou 2) (figure I. 20) (Bedard and Krause, 2007). Le coeur catalytique
gp91PPoX contient le site de fixation pour le NADPH, le FAD et 2 domaines hémes qui peuvent
subir des cycles d’oxydoréduction. Ces réactions sont catalysées en deux étapes utilisant le

NADPH comme substrat. Dans la premiere étape, les électrons sont donnés par le NADPH du

coté cytosolique et transférés au FAD. Un seul électron du FADH est transféré au centre fer
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de I’heme interne dans la seconde étape. Puis I’électron est a son tour transféré a I’héme externe
avant d’étre accepté par I’oxygene moléculaire pour former 1’anion superoxyde qui peut a son
tour étre converti en peroxyde d’hydrogene, lequel peut jouer son rdle physiologique ou
pathologique dans la cellule (figure 1.20) (Lambeth, 2004). Dans 1’état de repos, les 4 sous-
unités catalytiques sont dissociées du cceur gp91P"°% et de p22 PPoX, ce qui rend inactive NOX2.
L’enzyme devient active lorsque les sous-unités régulatrices sont transloquées vers le coeur
catalytique initié par des signaux de stress ou des agonistes (figure 1.20) (Wang et al., 2010).
Ce processus d’activation-inactivation représente une importante étape de régulation des
NOXs. Bien que le NADH peut aussi jouer le role de substrat, son affinité pour les membres
de la famille NOX est beaucoup plus faible. Outre son rdle dans le systtme immunitaire
(combattre les infections), les NOXs et plus particulierement NOX2 sont impliquées dans une
large variété de processus physiologiques comme la prolifération cellulaire, 1’apoptose ou
encore la signalisation cellulaire a travers I’oxydation de certaines protéines tels que des canaux
ioniques ou des récepteurs membranaires (Bedard and Krause, 2007; Lambeth, 2004; Lavie,

2015; Wang et al., 2010).

Etat de repos Etat activé e+ 02 » 02"

GROTPH s —
p47phot
pdehOl
pE7Phox NADPH NADP* + H+

Figure 1.20 : Fonctionnement de la NADPH Oxydase (NOX)

Les sous-unités régulatrices de la NOX sont dissociées des cceurs catalytiques a 1’état de repos.
Lorsque la NOX est activée, les sous-unités régulatrices se rapprochent des sous-unités catalytiques.
D’apres Wang et al., 2010.

3.1.3) Les défenses antioxydantes

Les défenses antioxydantes impliquent toutes les molécules qui peuvent contrecarrer les ROS
produits en exces et protéger les cellules et les tissus contre les dommages oxydatifs. Cela inclut
plusieurs systémes enzymatiques aussi bien que des molécules non enzymatiques et des

molécules de séquestration des ions métalliques. Table 3.
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Enzymes (principalement intracellulaires) :
-Superoxyde dismutase (SOD)

-Glutathion peroxydase (GPx)

-Glutathion réductase(GR)

-Catalase (principalement localisée dans le peroxysome)

Antioxydants de faible poids moléculaire (intra et extracellulaires) :
-Vitamine C (acide ascorbique)

-Vitamine E (a-tocophérol)

-Glutathion (GSH)

-Flavonoides

-Caroténoides

-Acide urique

Molécules de séquestration des ions métalliques :
-Plasma transferrine (Fe)
-Ferritine (Fe»)

- Métallothionéines intracellulaires (Zn>Cu-Hg>)

Tableau 1.3 : Les 3 principales catégories de défenses antioxydantes
D’apres Evans and Halliwell., 1999

a- Les systéemes enzymatiques.

La superoxyde dismutase (SOD) est 1’enzyme catalysant la dismutation du O2*~ en HO5 et

oxygene. Elle permet aussi de diminuer la formation du peroxynitrite (Halliwell B, 2001) :

2H>072 — 2H,0+09

La SOD possede trois isoformes : cytosolique (SODcy-zn, SOD1), mitochondriale (SODmn,

SOD2) et extracellulaire (SOD3). La SOD mitochondriale apparait comme étant la plus
importante. Les souris transgéniques invalidées pour cette enzyme meurent peu de temps apres
leur naissance avec d’importants dommages mitochondriaux dans plusieurs tissus alors qu’en
absence de la SOD cytosolique, les souris restent viables, mais avec d’importants problemes
physiologiques (Lebovitz et al., 1996; Melov et al., 1999).

H>0O7 qui est produit par la SOD est converti en eau par la catalase (localisée dans le
peroxysome), la thiorédoxine peroxydase et la glutathion peroxydase (GPx), (figure 1.21)
(Halliwell B, 2001; Lavie, 2015). La prise en charge de H>O3 est primordiale afin d’éviter la
production du radical hydroxyle, connaissant sa grande réactivité avec les biomolécules de la

cellule (Halliwell and Gutteridge, 2015). La glutathion peroxydase est située dans la
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mitochondrie et le cytosol, elle dépend de la disponibilité en glutathion (GSH) et permet la

réaction d’oxydoréduction suivante :

2GSH+H>0, — 2H,0+GSSG

La glutathion réductase permet de recycler le glutathion oxydé (GSSG) :
GSSG+NADPH+H* — 2GSH+NADP*

La mitochondrie est capable de séquestrer le GSH dans la matrice via un transporteur
permettant I’entrée de la molécule du cytosol vers la mitochondrie (Fernandez-Checa et al.,

1998).

H,O
Catalase
I:I f\BFE Pfffifffs Sopenoils Glutathion peroxydase (GPx)
o i dismutase
R 8 SOD
0, @) 0, - . H,0, M)OH,
\\ A

Xanthine oxydase

Figure 1.21 : Principales défenses antioxydantes enzymatiques
L’anion superoxyde (02" est converti par la superoxyde dismustase (SOD) en peroxyde

d’hydrogene (H202), lui-méme converti en eau par la catalase ou la glutathion peroxydase (GPx)
D’apres cours Roussel., 2013.

b- Les systémes non enzymatiques.
Des petites molécules non enzymatiques agissent également comme antioxydant, incluant la
vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (a-tocophérol), les flavonoides, les caroténoides
et la GSH (Halliwell B, 2001).
La vitamine C, E, les caroténoides (3 carotene) sont des molécules piégeuses capables de

stabiliser les radicaux libres en captant leur électron célibataire. La vitamine C peut chélater
plusieurs espéces réactives comme O2°~ et OH®. Malgré son rdle prédominant comme

antioxydant, la vitamine C peut également étre pro-oxydante en réduisant I’ion Fe** en Fe2*
favorisant la réaction de Fenton (Evans and Halliwell, 1999). La vitamine C radicalaire (radical
ascorbyl) est régénérée de facon enzymatique par la GSH, elle-méme régénérée par la

glutathion réductase aux dépens du NADPH (figure 1.22) (Lacraz, 2009).
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La molécule GSH est I’antioxydant intracellulaire le plus abondant et immédiat capable de
chélater le radical hydroxyle et d’éliminer le peroxyde d’hydrogene ; il agit également comme

substrat pour la GPx (Lavie, 2015).

GSH NADP

LOO- Vit E Vit C»
X )
peroxydase réductase
LOOH Vit E- Vit C GSSG NADPH

Figure 1.22 : Cycles réactionnels de régénération des antioxydants
GSH, glutathion réduit; GSSG, glutathion oxydé¢; Vit, vitamine; LOOe, radical peroxyle lipidique;
LOOH, hydroperoxyle lipidique. D’aprés Lacraz 2009

c- Autres systémes antioxydants

Il existe des mécanismes de séquestration des ions métalliques comme le fer et le cuivre. Par
exemple dans le plasma humain, la transferrine est une protéine qui, en fixant le fer, permet
d’éviter la toxicité cellulaire par le fer libre (Halliwell and Gutteridge, 1984). Dans les cellules
le fer est stocké dans la ferritine, alors que le cuivre est stocké dans les métallothionéines
(Halliwell B, 2001). Il est indispensable de ne pas laisser libres ces ions métalliques afin d’éviter
la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.

Le facteur de transcription Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) joue un role
important. En se fixant sur un élément de réponse antioxydant de I’ADN, il va pouvoir réguler
un nombre important de génes visant a atténuer et protéger contre le stress oxydatif. On peut
citer par exemple I’expression de génes codants pour la SOD, la biosyntheése du glutathion et
pour plusieurs protéines responsables du métabolisme mitochondrial (Reddy et al., 2014). Nrf2
est activé par les ROS et la réoxygénation dans I’ischémie/reperfusion permet 1’expression d’un

certain nombre de genes capables de protéger la cellule (Lavie, 2015).

3.1.2) Effet des ROS sur les biomolécules de la cellule

La réactivité des ROS conduit a des dommages sur un grand nombre de biomolécules
constitutives de la cellule incluant surtout les lipides, les protéines et les acides nucléiques de
I’ADN. On parle alors de dommages oxydatifs qui sont la résultante (Halliwell B, 2001) :

1- du stress oxydatif.

2- d’un systeme de défense antioxydante inadéquat.
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3- d’une combinaison de 1 et 2.
a- Lipides :
Les lipides sont les molécules les plus sensibles au stress oxydatif, surtout les acides gras
polyinsaturés. Quand le radical hydroxyle rencontre les lipides, il va se produire un phénomene
qu’on dénomme peroxydation lipidique. Brievement ce processus implique : (i) le retrait d’un
atome d’hydrogene d’un lipide par le radical hydroxyle; (ii) le lipide radicalaire réagit avec
I’oxygene pour former le radical peroxyde; (ii1) ce dernier peut attaquer les chaines lipidiques
adjacentes et propager la réaction de peroxydation. La réaction en chaine génere des lipides
hydroperoxydes qui, lorsqu’ils s’accumulent dans la membrane, la déstabilisent en générant des
macrospores induisant une fuite d’ions (figure 1.23) (Lacraz, 2009). Durant ces réactions, les
sous-produits €lectrophiles des radicaux libres produits sont déléteres pour les protéines et
I’ADN. II s’agit principalement d’aldéhydes et d’époxydes. Ce sont ces produits que 1’on
mesure lorsque 'on veut évaluer la peroxydation lipidique. Les plus fréquents sont le
dialdéhyde malonique ou malondialdehyde (MDA), le 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), les acides
thiobarbituriques (TBARS) et le (F2) 8-isoprostane (Esterbauer and Cheeseman, 1990; Lacraz,
2009; Lavie, 2015). Les conséquences de la peroxydation lipidique varient selon le type de
lipides touchés. Par exemple, la peroxydation des phospholipides membranaires entraine des
modifications structurelles et fonctionnelles des membranes comme une diminution de la
fluidité membranaire, la création de pores hydrophiles et la diminution du potentiel de
membrane augmentant la perméabilité aux protons et autres ions (Gutteridge, 1995; Sevanian

and Hochstein, 1985).

"~ Polyunsaturated fatty acids LH

NY Lipid radical L*

o~ Lipid peroxyl radical LOO"
0-0° l

M./ Lipid hydroperoxides LOOH
QCH
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/ products \
M):N NG
aldehydes 4-Hydroxy-2-nonenal Malondialdehyde
4-HNE MDA

Figure 1.23 : Mécanisme de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique conduit a la formation de produits de décomposition comme le 4-

Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) et le malondialdéhyde (MDA). D’apres cours Roussel, 2013
46



b- Protéines
Les oxydations protéiques sont causées par la réaction des résidus d’acides aminés avec les
ROS. Elles peuvent étre classées comme réversibles ou non réversibles. La plupart des
oxydations protéiques sont impliquées dans les processus de signalisation qui sont bénéfiques
pour la cellule. Cependant, I’oxydation des protéines peut aboutir a I’inactivation de celles-ci
en affectant leurs propriétés biologiques. Parmi les oxydations protéiques réversibles, on peut
citer ’oxydation du groupement sulfhydryle (ou thiol :SH) largement répandue dans les
protéines enzymatiques (Cai and Yan, 2013; Lacraz, 2009). Les groupes SH des acides aminés
de la cystéine et de la méthionine lorsqu’ils sont oxydés peuvent aboutir a la création de ponts
disulfures (S-S) réversibles (Lavie,2015). Parmi les oxydations non réversibles, on peut trouver
I’introduction d’un groupement carbonyle sur les acides aminés tels que 1’arginine, I’histidine,
la proline ou la lysine. C’est le marqueur le plus utilis€ pour évaluer I’oxydation des protéines
(Cai and Yan, 2013). Il peut également se produire 1’ajout de sous-produits réactionnels
d’oxydation comme ceux issus de la peroxydation lipidique (Lacraz, 2009)
c- ADN:

L’acide désoxyribonucléique ou ADN est hautement sensible aux ROS. L’attaque radicalaire
de I’ADN peut étre classée en au moins 5 grandes classes. Parmi elles : (1) les bases oxydées;
(11) la formation de sites abasiques; (iii) les cassures simples et doubles brins; (iv) les pontages
ADN-protéines; et (v) I’adduit de dérivés de peroxydations lipidiques (figure 1.24) (Cadet et
al., 2002). Toutes les bases peuvent étre oxydées par les ROS mais la plus étudiée et la 8-

hydroxyguanine (8-OH-G) (Lavie, 2015).
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Figure 1.24 : Les différentes catégories d’attaques radicalaires
D’apres cours Roussel, 2013

3.2) Le cerveau : un organe sensible au stress oxydatif.

Tous les organes subissent des dommages oxydatifs, mais le cerveau est celui connu pour étre
le plus sensible. Le stress oxydatif serait responsable de plusieurs maladies neurodégénératives
incluant la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique
(maladie de Charcot), la maladie de Huntington, I’ataxie de Friedreich et la maladie a prions.
Pour plus de détails, voir (Halliwell, 2006a).
La premiere raison est la grande quantité d’oxygene consommée par le cerveau. Chez 1’adulte
humain, méme si le poids du cerveau est faible par rapport au corps humain, il consomme 20
% d’oxygene au niveau basal. Cette forte demande en oxygene est nécessaire pour supporter
les besoins en ATP importants pour le fonctionnement des neurones tels que le maintien du
potentiel de membrane (pour la propagation des potentiels d’actions), ainsi que le stockage et
la libération des neurotransmetteurs (Halliwell, 2006a; Halliwell B, 2001). Un moyen de
défense du cerveau contre le stress oxydatif est de maintenir le niveau d’oxygene intracellulaire
bas permettant d’éviter la fuite d’électrons de la chaine respiratoire mitochondriale.
Les autres raisons qui rendent le cerveau vulnérable au stress oxydatif sont (Halliwell B, 2001;
Lagranha et al., 2018):
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» Le cerveau posséde une tres grande quantité d’ions métalliques (fer et cuivre). Plusieurs
zones du cerveau (substance noire, putamen, noyau caudé) ont un fort contenu en fer
(Connor and Benkovic, 1992). Le fer (et le cuivre) est capable de réagir avec HxO2 pour
former le radical hydroxyle a travers la réaction de Fenton.

» Le cerveau utilise en grande quantité le glutamate comme neurotransmetteur excitateur.
L’augmentation extracellulaire du glutamate conduit 2 une élévation du Ca®*
intracellulaire qui active des systémes pro-oxydants tels que la phospholipase A2 et la
NO synthase neuronale (nNOS).

» Les lipides des membranes neuronales contiennent un haut niveau d’acides gras
polyinsaturés tels que 1’acide docosahexaénoique (C22:6). Ces acides polyinsaturés sont
extrémement susceptibles a la peroxydation lipidique par rapport aux lipides saturés.

» Les défenses antioxydantes dans le cerveau sont modestes en particulier la catalase qui
est faible dans la plupart des régions du cerveau. Il y a en fait une disparité du niveau
de catalase selon les régions du cerveau, celle-ci étant plus élevée dans 1’hypothalamus

et la substance noire que dans le cortex et le cervelet (Brannan et al., 1981).
3.3) Le stress oxydatif dans les modeles d’HI

Précédemment, nous avons décrit les conséquences systémiques de 1’HI chez 1’animal. Nous

savons maintenant que la principale cause de ces morbidités systémiques est le stress oxydatif.

3.3.1) Le stress oxydatif dans I’induction de ’hypertension artérielle systémique

L’hypertension artérielle systémique est principalement la conséquence d’une augmentation de
I’activité sympathique due a 1’exacerbation de 1’activité chémoréflexe du corps carotidien
(Prabhakar et al., 2015). 11 a été proposé que les ROS générées durant les phases de

réoxygénation expliqueraient 1’altération du fonctionnement des corps carotidiens.

a- Dans le corps carotidien

L’étude ex vivo du corps carotidien chez le rat exposé en HI (21-5 % O2,10 jours-8h/jours)
rapporte une augmentation des ROS évaluée par la diminution de 1’activité de I’aconitase (Peng
et al., 2003) et ’augmentation du niveau de MDA (peroxydation lipidique) (Peng et al., 2013)
dans les cellules chémoréceptrices de type 1 du corps carotidien. Sept jours d’exposition (21-4
% 03.60 cycles/heure) sont suffisants pour augmenter le stress oxydatif dans le corps
carotidien, tel qu’évalué par I’augmentation du (F2)-8 isoprostane (Lam et al., 2012).

L’activation de la NADPH oxydase et plus précisément 1’activation de NOX 2 est en partie
responsable de cette élévation de ROS dans le corps carotidien. L’HI augmente de pres de 30

fois I’ARNm de NOX2 dans cet organe (Peng et al., 2009). La NOX2, en plus de son rdle dans
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la production des ROS, interagirait avec la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) pour
diminuer I’activité du complexe I et augmenter la fuite des électrons a travers ce complexe. Il
en résulte une augmentation de la production de ROS mitochondriales évaluée par la diminution
de DI’activité de 1’aconitase mitochondriale (Khan et al., 2011). Effectivement, I’activité du
complexe I de la CRM est diminuée dans le corps carotidien chez des rats soumis a une HI,
alors que I’activité du complexe III reste inchangée (Peng et al., 2003). En hypoxie continue,
la production de ROS a surtout lieu par fuite d’électrons du complexe III de la CRM (Guzy and
Schumacker, 2006) suggérant deux mécanismes bien distincts entre 1’hypoxie soutenue et
I’hypoxie intermittente. Outre la NOX et la CRM qui sont clairement impliqués dans la

production de ROS induits par I’HI, I"activité de la xanthine oxydase (enzyme produisant le

radical superoxyde O2°") est augmentée dans des cellules PC12 exposées a une HI (Nanduri et

al., 2013).
L’utilisation d’antioxydants comme piégeur de ROS chez le rat, telle que la vitamine C, (Del
Rio et al., 2010), un mimétique de SOD (MnTMPyP) (Peng et al., 2003; Peng and Prabhakar,
2004), un inhibiteur de la NOX (apocynin) (Peng et al., 2009) et un inhibiteur de la Xanthine
oxydase (allupurinol) (Morgan et al., 2016b), permet d’éviter I’installation de la sLTF et
I’augmentation de la réponse a I’hypoxie par le corps carotidien causées par I’HI. De méme,
’invalidation pour la sous-unité catalytique de la NOX 2 (gp91PP%) chez des souris
transgéniques aboutit aux mémes résultats que 1’utilisation des antioxydants (Peng et al., 2009).
De plus, I’hypertension artérielle systémique ne s’installe pas chez ces animaux traités avec des
antioxydants ou invalidés génétiquement pour la NOX 2 (Khan et al., 2011; Prabhakar et al.,
2015). L’utilisation de D’inhibiteur de la xanthine oxydase (allupurinol) permet d’éviter
également 1’élévation de la pression artérielle systémique chez le rat apres 10 jours d’HI (21-5
% O2 10 jours-8h/jour) (Nanduri et al., 2013).
La sensibilisation des corps carotidiens par I’HI induit également I’apparition de désordres
respiratoires comme une augmentation de la survenue des apnées. L’ajout d’apocynine
(inhibiteur de 1a NOX) ou du tempol, (mimétique de SOD) dans I’eau de boisson de rats exposés
I’HI (21-5 % O3 7 jours-8h/jours) évite I’augmentation des apnées (Edge et al., 2012).

b- Dans le tronc cérébral
Seule I’étude de Peng et ses collaborateurs en 2011 a évalué le stress oxydatif dans les zones
du tronc cérébral activées par I’'HI (NTS et RVLM). L’activité de la NOX et la quantité de
MDA augmente dans le NTS et la RVLM alors que 1’activité de la SOD cytosolique diminue
dans ces régions apres avoir soumis les rats a une HI (21-5 % O3 10 jours-8h/jours). Aucune

différence n’est observée dans une région controle du tronc cérébral qui ne recoit pas les
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afférences provenant des corps carotidiens (Peng et al., 2014). De plus, dans ces régions on
observe une augmentation de ’expression de HIF-1a (impliquée dans 1’augmentation de la
production de ROS) et une diminution de HIF-2a (impliquée dans 1’augmentation des défenses
antioxydantes) alors qu’aucune modification n’est observée dans la méme région contrdle du
tronc cérébral (Peng et al., 2014).
c. Dans la médullosurrénale
La médullosurrénale est I'un des principaux organes terminaux du systtme nerveux
sympathique. L’activation des cellules chromaffines et la libération des catécholamines induites
par I’HI résultent de 1’augmentation des ROS évaluée par la diminution de I’activité de
I’aconitase cytosolique et mitochondriale dans la médullosurrénale (Kumar et al., 2006). Le
traitement avec un mimétique de SOD (MnTMPyP) ou du glutathion (antioxydant non
enzymatique) permet de prévenir ’augmentation de la libération des catécholamines
(adrénaline et noradrénaline) par I’HI et évite 1’élévation de la pression artérielle systémique
chez ces animaux (Kumar et al., 2006). Le déreglement de la glande médullosurrénale, comme
le corps carotidien participe grandement a I’installation de 1’hypertension artérielle systémique
induite par I’HI.
d. Dans les vaisseaux

L’HI est connue pour augmenter dans le plasma 1’endothéline-1, le plus puissant peptide
vasoconstricteur, synthétisé par les cellules endothéliales qui participe a 1’é1évation de pression
artérielle en synergie avec 1’augmentation de 1’activité sympathique (Kanagy et al., 2001). Ce
peptide est connu pour étre activé par les ROS dont le peroxyde d’hydrogene (Kaehler et al.,
2002). Le traitement avec un mimétique de la SOD (tempol) chez des rats exposés a I’'HI (21-
5 % O3-7 jours-7h/jour) diminue la production de superoxyde dans les arteres, la quantité
plasmatique d’entothéline-1 et prévient I’élévation de la pression artérielle systémique

(Troncoso Brindeiro et al., 2007).

3.3.2) Le stress oxydatif dans les troubles neurocognitifs

Le modele murin de SAOS induit une hypersomnolence. On retrouve une augmentation du
stress oxydatif évalué par la quantité du F2-isoprostane (peroxydation lipidique) et des
protéines carbonylées dans les régions liées a I’éveil tel que le thalamus et le prosencéphale
(Veasey et al., 2004a; Zhan et al., 2005). Des souris transgéniques invalidées pour la NOX et
des souris traitées avec de 1’apocynine (inhibiteur de la NOX) montrent une diminution de
I’hypersomnolence apres 8 semaines d’exposition a I’HI (21-10 % O3 -10h/jour) (Zhan et al.,
2005).
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Les altérations cognitives comme le déficit d’apprentissage et de mémorisation spatiale en HI
sont également corrélées avec une augmentation de la peroxydation lipidique (MDA et F2-
isoprostane) dans le cortex cérébral. Le traitement avec un antioxydant protégeant de la
peroxydation lipidique (PNU-101033) permet d’améliorer ces troubles neurocognitifs (Row et
al., 2003). Des souris transgéniques invalidées pour la NOX (Nair et al., 2011) et surexprimant
la SOD mitochondriale (Shan et al., 2007) possedent moins de dommages oxydatifs
(peroxydation lipidique) dans le cortex et I’hippocampe induits par 1’HI, conduisant a une
amélioration de I’apprentissage et de la mémorisation spatiale évalués par le test de Morris.

Il semble que I’activation de la NOX est importante dans 1’apparition de la somnolence et dans
les désordres d’apprentissage induits par I’IH, d’ou une augmentation de la quantité d’ARNm
de la sous-unité catalytique de la NOX (gp91Ph°%) dans une multitude de régions du cerveau

(Zhan et al., 2005) dans les modeles d’HI.

3.3.3) Le stress oxydatif chez I’homme atteint de SAOS

Les paragraphes suivants tentent de décrire les connaissances sur le stress oxydatif chez

I’homme.

a. Les biomarqueurs circulants
De nombreuses études cliniques ont évalué des biomarqueurs du stress oxydatif au niveau du
plasma, des urines, de la salive et dans I’air expiré (Prabhakar et al., 2007b). La peroxydation
lipidique évaluée par la quantité de TBARS dans le plasma (Lavie et al., 2004) et dans les
particules de LDL (Barcel6 et al., 2000) augmente chez les sujets avec SAOS. Dans I’air expiré
et le plasma, le (F2)-isoprostane est augmenté chez les sujets atteints de SAOS (Carpagnano et
al., 2003). Dans chacun des cas, le traitement par pression positive continue diminue la
peroxydation lipidique tendant a rejoindre des valeurs de sujets sains (Barcel6 et al., 2000;
Carpagnano et al., 2003; Lavie et al., 2004). Les niveaux du 8-hydroxy-2’deoxyguanosine (8-
OHdG), marqueur de 1’oxydation des acides nucléiques de I’ADN sont plus élevés dans les
urines de sujets atteints de SAOS sévere (IAH > 30 apnées/heure) par rapport a ceux atteints de
SAOS modéré (IAH < 30 apnées/heure). Le 8-OHdG est corrélé avec le niveau de désaturation
artérielle en oxygene (Yamauchi et al., 2005). Pour plus de détails, une liste non exhaustive des
différentes études évaluant les principaux biomarqueurs du stress oxydatif chez des sujets
atteints de SAOS sont présentées par (Prabhakar et al., 2007b).

b. Les indices antioxydants
La diminution des capacités antioxydantes a été décrite chez les sujets avec SAOS (Christou et
al., 2003; Lavie, 2015; Mancuso et al., 2012). La quantité totale de glutathion plasmatique est

plus basse chez les sujets atteints de SAOS (Mancuso et al., 2012). De méme, Sales et ses
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collegues ont évalué dans le plasma les marqueurs antioxydants non enzymatiques et
enzymatiques et ont rapporté que chez les personnes avec SAOS il y a un niveau plus faible de
vitamine E et B ainsi qu’une diminution de 1’activité de la SOD. Cependant, il n’y a pas de
différence pour I’activité de la catalase, ni pour la quantité de vitamine C et de glutathion (Sales
et al., 2013). L’activité de la paraxonase-1 (PON-1), enzyme qui permet de protéger les HDL
et les LDL contre I’oxydation, est plus faible chez les sujets avec SAOS (Lavie, 2015).

3.4) Conclusion

De nombreuses données soutiennent 1’hypothese que chez ’homme et chez I’animal, le stress
oxydatif joue un role important dans le développement des morbidités systémiques. Le
traitement avec des antioxydants chez I’animal soumis a une HI a montré ses effets bénéfiques
sur I’hypertension artérielle systémique (Khan et al., 2011; Nanduri et al., 2013; Peng et al.,
2006) et sur les altérations neurocognitives (Row et al., 2003; Zhan et al., 2005). Chez I’homme,
il est difficile de trouver des études utilisant des antioxydants chez des sujets atteints de SAOS.
Celle de Grebe et ses collaborateurs rapporte une amélioration de la fonction endothéliale apres
une seule dose de vitamine C en intraveineux, bien qu’aucun marqueur de stress oxydatif n’ait
été évalué (Grebe et al., 2006). Toutefois, il a été€ rapporté que le traitement pendant trois mois
avec des vitamines antioxydantes n’induit aucune amélioration sur la fonction endothéliale, et
ce, malgré ’augmentation significative du niveau de ces vitamines dans le plasma (Lavie,
2015).

De nos jours, I’utilisation d’antioxydants est de plus en plus controversée. En effet, si la dose,
le temps et le traitement par des antioxydants ne sont pas finement régulés, ce traitement
pourrait altérer la balance redox et provoquer 1’inhibition de voies de signalisation essentielles
pour la survie et la fonction de la cellule. Par exemple, les ROS mitochondriales sont
importantes dans I’adaptation a I’hypoxie soutenue, la régulation de 1’autophagie, I’immunité,
la différentiation et le vieillissement (Schieber and Chandel, 2014; Sena and Chandel, 2012).
Il apparait donc qu’éviter la dysrégulation des producteurs de ROS comme la chaine respiratoire
mitochondriale ou la NADPH oxydase semble une meilleure thérapie que I’inhibition des
systemes pro-oxydants ou la chélation des ROS. L’estradiol constitue un puissant antioxydant
naturel capable de réguler plusieurs enzymes antioxydantes ainsi que le fonctionnement de

plusieurs producteurs de ROS comme la chaine respiratoire mitochondriale (Zhang et al., 2009).
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III) Traitements hormonaux de la ménopause :

implication de I’estradiol

1) La ménopause

Les femmes sont connues pour vivre plus longtemps que les hommes et étre moins enclines a
développer certaines maladies cardiovasculaires et neurologiques. Cependant apres la
ménopause beaucoup de désordres cliniques apparaissent chez la femme. C’est également le
cas concernant les désordres respiratoires du sommeil (voir partie 1.5.3). La diminution des
hormones stéroidiennes et particulierement I’estradiol lors de la ménopause est un phénomene

associé a une augmentation du stress oxydatif.
1.1) Définition

On définit de facon générale la ménopause comme la perte des menstruations apres une période
d’aménorrhée d’environ 1 an qui commence entre 40 et 55 ans (Miquel et al., 2006), avec un
age moyen d’apparition de 51,3 ans (McKinlay et al., 1992). La ménopause est d’un point de
vue clinique ’extinction de ’activité ovarienne qui se traduit par une forte diminution de
syntheése des hormones sexuelles par les ovaires telles que la progestérone et les estrogeénes.
Le terme « estrogene » se réfere a un petit groupe d’hormones stéroidiennes important dans le
contrdle des cycles reproductifs. Les estrogenes sont synthétisés sous trois formes; 1’estrone
(E1) I’estradiol (E2) et I’estriol (E3). La forme prédominante durant le stade reproductif est le
17B-estradiol (par la suite, on utilisera seulement le terme estradiol) produit par la conversion
de la testostérone via I’aromatase P-450 (figure 1.25) (Ryan, 1982). Les estrogenes sont
principalement synthétisés par les ovaires, les glandes surrénales et le placenta, mais peuvent
étre produits de novo dans le systeme nerveux central; on alors parle de neurostéroide (Mellon
and Griffin, 2002). La ménopause est un phénomene naturel méme s’il peut résulter d’autres
causes telles une chirurgie ou une chimiothérapie (Doshi and Agarwal, 2013). La ménopause
peut se différencier en 3 stades distincts : (i) la préménopause (stade reproductif) ; (iii) la
periménopause et ; (iii) la postménopause (Doshi and Agarwal, 2013; Santoro and Randolph,
2011).

On sait que les estrogenes ont pour cible les organes ayant un role dans la reproduction (utérus,
vagin, glandes mammaires) mais également les organes non relié€s a la reproduction comme le
cerveau, le systeéme cardiovasculaire, le foie et le tissu osseux. La diminution des estrogeénes se

traduit par le déclenchement d’une variété de signes et de symptomes pathophysiologiques.
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Au niveau expérimental, chez I’animal (principalement chez le rongeur) I’ablation bilatérale
des ovaires est un modele qui reproduit les effets de la ménopause a long terme chez la femme.
Ce modele d’ovariectomie (ou oophorectomie) permet ainsi de comprendre les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans la ménopause ainsi que les effets d’un traitement
hormonal.
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Figure 1.25 : Représentation schématique de la voie de synthése de I’estradiol
La synthese de I’estradiol est produite par la conversion de la testostérone a 1’aide de I’aromatase

P450. D’apres Mellon et Griffin., 2002.
1.2) Symptomes liés a la ménopause

Parmi les premiers symptomes liés a la diminution drastique des hormones stéroidiennes, on
peut citer une hyper sensibilité mammaire, les symptomes vasomoteurs (bouffées de chaleur),
les insomnies et les acces de migraine. Plus tard apparaissent des problémes génito-urinaires
comme une atrophie génitale, des saignements vaginaux, des désordres sexuels et des infections
urinaires fréquentes (Zapantis and Santoro, 2003). La présence et la sévérité de ces symptomes
varient d’une personne a I’autre. Les bouffées de chaleur sont les phénomenes les plus courants
chez la femme et sont ressenties chez 55 % des femmes ménopausées (Santoro and Randolph,

2011). L’apparition de 1’ostéoporose, le vieillissement de la peau, les problémes
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cardiovasculaires (athérosclérose) et les désordres métaboliques sont d’autres conséquences qui

alterent la santé et la qualité de la vie chez la femme ménopausée (Miquel et al., 2006).
1.3) Ménopause et stress oxydatif

De nombreuses preuves suggerent un déséquilibre de la balance pro- et antioxydante chez les
femmes ménopausées qui correle avec 1’apparition des symptomes cités précédemment. Par
exemple, les femmes qui ressentent des bouffées de chaleur ont un niveau d’activité
antioxydante plus faible que celles ne ressentant pas ce symptome (Leal Hernandez et al., 2000).
Les marqueurs du stress oxydatif comme le niveau de MDA, de 4-HNE et I’oxydation des LDL
(ox LDL) sont plus €élevés chez les femmes ménopausées par rapport a celles encore fertiles.
De plus, ’activité de la GPx est réduite chez les femmes ménopausées suggérant un niveau de
défense contre le stress oxydatif plus faible (Signorelli et al., 2006). La ménopause peut
également résulter d’une chirurgie avec ablation des ovaires afin de prévenir le développement
de certains cancers ovariens. Les femmes subissant cette chirurgie voient leur taux d’estradiol
diminué de 92 % et possedent un niveau d’expression d’ARNm de certaines enzymes
antioxydantes (SOD, GPx et catalase) plus faible dans le sang, tout comme la quantit¢ de GSH
(molécule antioxydante) sanguin par rapport a des femmes n’ayant pas subies cette chirurgie
(Bellanti et al., 2013). La ménopause naturelle ou provoquée aboutit a un état pro-oxydant chez

la femme, liée en grande partie au déclin de cet antioxydant naturel qu’est 1’estradiol.
1.4) Hormonothérapie (HRT)

1.4.1) Effet sur les conséquences systémiques

Les thérapies pour lutter contre les conséquences de la ménopause ont pris différentes tournures
au cours du temps. A la fin des années 80, plusieurs études observationnelles suggéraient que
les thérapies hormonales (HRT) estrogéniques et progestatives pour les femmes ménopausées
étaient bénéfiques contre I’ostéoporose, les maladies coronariennes et les démences.
L’American College of Physicians avait alors recommandé en 1992 I’utilisation des HRT
comme une stratégie de prévention face aux conséquences de la ménopause (Lobo et al., 2016).
En 1991, voit le jour aux Etats-Unis la Women Health Iniative (WHI) qui a pour but d’étudier
les effets des HRT sur les maladies cardiovasculaires, les fractures liées a I’ostéoporose, les
cancers du sein et les cancers colorectaux a 1’aide d’une cohorte de 161 808 femmes
ménopausées agées de 50 a 79 ans (WHI lien internet). Les premiers résultats sont publiés en

2002 dans le « Journal of the American Medical Association ».
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Le traitement pour les femmes ménopausées a base d’estradiol conjugué équin et d’acétate de
médroxyprogestérone, en comparaison au groupe controle :
e augmente les risques de maladies cardiovasculaires comme les accidents vasculaires
cérébraux, I’athérosclérose et les maladies thromboemboliques veineuses (Rossouw et
al., 2002).
e augmente les cancers du sein (+26 %), mais diminue les cancers colorectaux (-37 %)
avec aucun effet sur le cancer de I’utérus (Chlebowski et al., 2003; Rossouw et al., 2002).
e diminue de 24 % les fractures totales liées a I’ostéoporose (Rossouw et al., 2002).
e n’induit aucune amélioration des fonctions cognitives (maladie d’Alzheimer ou
démence) (Rapp et al., 2003).
La conclusion de la part de la WHI est que comme les bénéfices ne compensent pas les risques,
les traitements hormonaux doivent donc étre stoppés immédiatement. En Angleterre, la méme
conclusion a été rapportée apres une étude réalisée sur plus d’un million de femmes agées de
50 a 64 ans prenant des HRT (Million Women Study). (Beral and Million Women Study
Collaborators, 2003).
En conséquence, les taux de prescriptions des HRT ont diminué de la part des praticiens, méme
pour les femmes ayant des symptomes séveres de ménopause (Lobo et al., 2016). Cependant,
ces études ont fait I’objet de nombreuses critiques de la part du monde scientifique. Il leur est
reproché de contenir de nombreux biais (Klaiber et al., 2005; van der Mooren and Kenemans,
2004a). Par exemple, la réanalyse des résultats obtenus par la WHI (Rossouw et al., 2002)
rapporte que les maladies coronariennes et le risque sur le cancer du sein sont réduits apres une
HRT chez les femmes ménopausées les plus jeunes (50-59 ans) (Klaiber et al., 2005; Lobo et
al., 2016).
A la suite de ces nombreuses études, de multiples congrés internationaux ont abouti & un
consensus (Burger et al., 2004) sur 'utilisation des HRT qui pourraient étre administrées si la
femme :
(1) présente une ménopause précoce.
(2) présente des symptdomes séveres li€s a la ménopause.
(3) présente un fort risque d’ostéoporose, apreés avoir considéré d’autres thérapies
alternatives.
(4) décide de son plein gré d’étre traitée avec une HRT, apres avoir recu des informations

adéquates sur les risques potentiels.
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1.4.1) Effet sur le stress oxydatif

A P’encontre des effets contradictoires sur 1’usage des HRT sur les effets systémiques, il n’y a
aucune contestation sur les effets bénéfiques contre le stress oxydatif. Chez des femmes
ménopausées traitées avec de 1’estradiol seul ou combiné a un progestatif, une réduction de la
peroxydation lipidique et une augmentation du statut antioxydant total sont observées dans les
deux cas (Bednarek-Tupikowska et al., 2004), ainsi qu’une augmentation des activités de la
SOD, de la GPx et de la Catalase dans le sérum (Bednarek-Tupikowska et al., 2006).
L’obervation que le progestatif seul n’a aucun effet suggere qu’il s’agit bien de 1’estradiol qui
possede ce pouvoir antioxydant (Bednarek-Tupikowska et al., 2006, 2004). Chez les femmes
ayant une ménopause non naturelle (ablation des ovaires), le traitement avec du Dermestil
(patch estrogénique), renforce les défenses antioxydantes en augmentant l’expression de
I’ARNm de la SOD, la GPx et la catalase (Bellanti et al., 2013).

De plus, un traitement oral (2 mg/jour d’estradiol) et transdermique (1,5 mg/jour d’estradiol)
permet de réduire la pression artérielle systémique moyenne (passant de 92 mmHg a 85 mmHg),
la quantité de catécholamines plasmatiques (noradrénaline et adrénaline) ainsi que le niveau de
8-isoprostane (marqueur de I’oxydation lipidique) (Maffei et al., 2006). Ainsi, chez la femme
ménopausée, I’hypertension artérielle systémique est corrélée a une augmentation du stress
oxydatif (Lassegue and Griendling, 2004). L’estradiol devient donc un traitement efficace

contre 1’hypertension a travers son efficacité contre le stress oxydatif.

1.5) Autre traitement : les modulateurs sélectifs des récepteurs estrogéniques
(SERMs)

Les SERMs sont des composés qui selon le type d’organe ont des propriétés antagonistes ou
agonistes des récepteurs de I’estradiol (ERs). Parmi les plus connus et régulierement utilisés en
clinique afin de prévenir 1’ostéoporose et le cancer du sein, on peut citer le tamoxiféne de
premiere génération et le raloxiféne de seconde génération (Komm and Mirkin, 2014; Mirkin
and Pickar, 2015). Toutefois, le tamoxiféne, bien qu’efficace contre le cancer du sein, stimule
I’endométriose et augmente le risque d’hyperplasie de 1’utérus (Cohen, 2004).

Un des dernier SERM mis au point est le bazédoxiféene (BZA). Structurellement distinct des
autres SERMs (figure 1.26), il a une affinité 10 fois plus faible pour le récepteur a de 1’estradiol
(ERa) que le raloxiféene (Komm and Mirkin, 2014). Il est surtout utilisé en clinique pour la
prévention et le traitement de 1’ostéoporose chez les femmes ménopausées en réduisant le
nombre de fractures. Une étude sur des femmes ménopausées en santé traitées pendant 24 mois

avec du bazedoxiféne ne rapporte pas de changement de I’épaisseur de 1’utérus ni de
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changement du volume des ovaires ou encore I’apparition de cancers ovariens (Pinkerton et al.,
2009).

Les SERMs et principalement le bazedoxiféne, semblent étre une thérapie tres efficace contre
les conséquences de la ménopause, sans provoquer d’effets secondaires néfastes rapportés par
la « Women Health Iniative » (Rossouw et al., 2002) (une perspective clinique sera apportée

dans la partie discussion générale).

0
»

Tamoxiféne Raloxiféne Bazedoxiféne

Figure 1.26 : Structure chimique des principaux modulateurs sélectifs des récepteurs de
Pestradiol (SERMS) D’apres Komm et Mirkin., 2014

1.6) conclusion

La majorité des symptdmes de la ménopause apparaissent avec la diminution graduelle de
I’estradiol, ou le stress oxydatif semble jouer un rdle majeur dans 1’apparition de ces
symptomes.

Il est clair qu’il existe une relation étroite entre 1’hormonothérapie et le niveau de stress
oxydatif. Toutefois, la nature de cette relation reste a confirmer (Doshi and Agarwal, 2013).
La «Women’s Health Society» recommande I’utilisation de modeles animaux afin de mieux
identifier les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans les conséquences
systémiques liées a la ménopause et a I’hormonothérapie, notament en ce qui concerne les

trouble du sommeil (Mallampalli and Carter, 2014).
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2) L’estradiol

2.2) Les récepteurs de ’estradiol

Les estrogenes est plus particulierement le 17f3 estradiol (E2) déclenchent une large variété
d’effets biologiques a travers différents récepteurs membranaires et nucléaires. Ces effets

peuvent étre séparés en deux catégories : les effets génomiques et non génomiques.

2.2.1) Effets génomiques

Il est actuellement bien accepté que la majorité des effets de 1’estradiol sont médiés par deux
récepteurs nucléaires, ERa et ERP} (ERs), membres de la superfamille des récepteurs nucléaires.
Etant des facteurs de transcription, la fixation de I’hormone sur son récepteur permet un
changement de conformation de ER, qui se dimérise avant d’€tre transporté dans le noyau et de
se fixer sur les éléments de réponse aux estrogenes (EREs) localisés sur les promoteurs des
genes cibles. En I’absence de ligand, les ERs se trouvent séquestrés entre des protéines
chaperonnes telles que les protéines de choc thermique HSP 90 et 70 (Bjornstrom and Sjoberg,
2005). ERa et ERf} partagent 97 % d’homologie pour la région de liaison a I’ADN et 59 %
d’homologie pour la région fixant le ligand (AF2) (figure 1.27) (Le Saux, 2007).

DNA . .
AF1 binding AF2 (ligand binding)
Homology: 18% 97%  30% 59% 18%
ERG cdkmﬂ!l Q:-:'T‘ Qprn Q
N I s lMslm s167 ; 5236 : : : s
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P ? 5 Q”‘ F Je
1 142 227 255 504 530

Figure 1.27 : Représentation schématique des récepteurs nucléaires ERa et ER
Les récepteurs nucléaires ERa et ERP partagent 97 % d’homologie pour la région de liaison a I’ADN
et 60 % pour la région fixant le ligand. D’apres Li et al., 2004

Les ERs peuvent également moduler 1’expression de nombreux geénes sans se fixer a ’ADN,
mais en interagissant avec d’autres facteurs de transcription. Par exemple, I’interaction des ERs
avec le facteur de transcription « activator protein 1 » (AP-1) est I’exemple typique de cette
interaction protéine-protéine (Gottlicher et al., 1998).

ERa et ERP sont exprimés dans de nombreuses zones dans le cerveau, avec une prédominance
de ERP dans le cortex (Shughrue et al., 1997). Les ERs sont capables de fixer le 17f estradiol

(E2) mais également des composés non stéroidiens comme les modulateurs sélectifs des
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récepteurs a l’estradiol (SERMs). Par exemple, le 4.4'4"-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-
triyltrisphenol (PPT) est 410 fois plus sélectif pour ERo que ER[ alors que le
diarylpropionitrile (DPN) est 70 fois plus sélectif pour ER3 que ERa. (figure 1.28) (Irwin et al.,
2012).

ER[ est aussi trouvé dans la mitochondrie (appelé mtERp) (Yang et al., 2004) ou il est capable
de réguler la fonction mitochondriale en induisant 1’expression des genes de la chaine
respiratoire mitochondriale (Chen et al., 2005; Irwin et al., 2012; Nilsen and Brinton, 2004). Le
génome mitochondrial contient les éléments de réponse aux estrogenes (EREs) permettant la
fixation directe de ERP (Demonacos et al., 1996). Méme si la littérature suggere qu’il s’agit
principalement de ERP} qui est importé dans la mitochondrie, ERa est également trouvé dans
la mitochondrie et est capable d’exercer ses effets directement sur le génome mitochondrial

(Chen et al., 2005).

OH
CH;

17 B-Oestradiol (E,)

HO

HO

DPN

Figure 1.28 : Structure chimique du 17p-estradiol (E2) et des modulateurs sélectifs des
récepteurs de ’estradiol.

Le propylpyraoletriol (PPT) agoniste de ERa et le diarylpropionitrile (DPN) agoniste de ERp.
Adapté d’apres Irwin et al., 2012

2.2.2) Effets non-génomiques

De nombreux effets de 1’estradiol sont trop rapides et ne peuvent donc pas dépendre des effets
génomiques. On parle d’actions non génomiques médiées par des récepteurs membranaires. Le
premier récepteur a €tre activé par I’estradiol est GPER. L’activation de GPER (G-Protein-

coupled estrogen receptor) déclenche une cascade de signalisation rapide. A travers ce
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récepteur, 1’estradiol active une protéine Gs qui permet d’augmenter ’activité de 1’adénylate
cyclase (production AMPc), la voie PI3K-Akt et la voie MAPK. La localisation cellulaire de la
GPER semble controversée, certains groupes la localise a la membrane plasmique alors que
d’autres suggerent sa présence sur la membrane du réticulum endoplasmique (Brinton et al.,
2015; Prossnitz and Barton, 2011). Des récepteurs classiques ERs attachés a la membrane
plasmique mERa et mER[ sont capables d’activer les voies de signalisation MAPK et PI3K-
Akt. Il existe également un mode de connexion entre 1’action non génomique et 1’action
génomique. Par exemple, dans le cerveau, I’activation des récepteurs membranaires (mERo et
mERP) par D’estradiol conduit a travers la cascade des voies MAPK et PI3K-Akt a la
phosphorylation et 1’activation des facteurs de transcription CREB et NF-xB. L’estradiol
aboutit a I’expression de genes ayant sur leurs promoteurs les éléments de réponses a CREB et
NF-kB (Bjornstrom and Sjoberg, 2005). L’estradiol a travers CREB et NF-kB déclenche
I’expression de protéines impliquées dans I’apprentissage, la mémorisation, la transmission
synaptique et la croissance neuronale (Brinton et al., 2015). MAPK est capable de phosphoryler
la région AF-1 des récepteurs nucléaires ERa et ERf} et de moduler leurs fonctions (Kato et al.,
1995), suggérant que les récepteurs membranaires mERa et mER[3 sont capables, en activant
MAPK, de moduler la fonction des récepteurs nucléaires ERa et ER. Les différents récepteurs
de I’estradiol localisés dans le cerveau sont présentés figure 1.29.

Membrane plasmique
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Figure 1.29 : Localisation des différents récepteurs de I’estradiol dans une cellule cérébrale.
On retrouve deux récepteurs nucléaires ERs (ERa et Erf3) jouant le role de facteurs de transcription
dans le noyau. Le récepteur f3 est également capable d’étre transloqué dans la mitochondrie et de se
fixer a 1’ ADN mitochondrial (mt Erf3). Trois récepteurs membranaires sont localisés a la membrane
plasmique de la cellule, GPER, mERa et mErf} et permettent I’activation de voies non génomiques.
Adapté d’apres Brinton et al., 2015
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2.2) Estradiol et son role antioxydant

Il a été proposé que la longévité de la vie chez le sexe féminin en comparaison au sexe masculin
est en partie liée aux effets antioxydants de 1’estradiol, quelle que soit I’espece étudiée, humaine
(Asdell et al., 1967) ou animale (Borrds et al., 2003). Une forte corrélation négative a été
observée entre ’activité de la catalase et de la glutathion peroxydase hépatique avec la longévité
de plusieurs especes, dont la souris, le rat, le cochon d’Inde, la grenouille, le crapaud, la truite,
le canari et le pigeon (Lopez-Torres et al., 1993). Ces observations suggerent que la quantité de
ROS (H20y) est plus faible, d’ou une diminution de 1’activité des défenses antioxydantes.

Dans ce sens, chez des rongeurs ovariectomisés, une augmentation du stress oxydatif est
observée. Par exemple chez le rat, on retrouve une augmentation de la production de H>O; et
une diminution du niveau de GSH dans le cerveau et dans le foie (Borras et al., 2010), une
diminution de I’activité du I’aconitase (marqueur de stress oxydatif) et de 1’activité de la SOD
mitochondriale dans le cerveau (Razmara et al., 2007), une augmentation de la peroxydation
lipidique et des proté€ines carbonylées dans le cerveau (Sandhir et al., 2014). Le remplacement
avec de I’estradiol dans chacune de ces études permet de retrouver un niveau de stress oxydatif
similaire a celui des femelles non ovariectomisées (Borras et al., 2003; Razmara et al., 2007;
Sandhir et al., 2014). Chez des rattes naturellement ménopausées, 1’administration d’estradiol
(0,1ng/g) en sous-cutané pendant un mois permet de récupérer I’activité de la SOD cytosolique
dans le cerveau, le ceeur, le foie, le rein et I’utérus qui était réduite par la ménopause (Moorthy
et al.,2005). De méme, I’utilisation de SERMs (les agonistes des récepteurs ERa (PPT) et ER
(DPN) chez des rattes ovariectomisées, permet de réduire la peroxydation lipidique et
d’augmenter la quantité de peroxirédoxine (une peroxydase capable de prendre en charge H2O»)
(Irwin et al., 2012). Les effets antioxydants de 1’estradiol ont lieu avec des doses
physiologiques chez ces modeles animaux, tout comme chez I’humain. Les effets antioxydants
de I’estradiol ont été démontrés supérieurs a 1’'usage des antioxydants vitaminiques, comme la
vitamine E (Diplock et al., 1998) ou un combiné de vitamine A et C (El Habachi et al., 2014).
Les effets bénéfiques de I’estradiol contre le stress oxydatif sont surtout d’origine
mitochondriale suggérant une régulation fine de la fonction de la chalne respiratoire par cette

hormone.

2.3) Estradiol et fonction de la chaine respiratoire mitochondriale dans le

cerveau

La dysfonction mitochondriale est responsable d’un certain nombre de maladies

neurodégénératives li€es a 1’age (Mordan et al., 2012). La défectuosité de la structure
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mitochondriale et de la fonction de la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) a été observée
chez des patients souffrants des maladies de Parkinson (Kosel et al., 1999) et d’Alzheimer
(Castellani et al., 2002). Les pertes de la fonction mitochondriale et de la production d’ATP
sont observées souvent avant le développement des maladies cliniques. Il en résulte une
diminution des défenses cellulaires et des processus de réparation. Egalement, il peut se
produire des dysfonctions au niveau des macromolécules constitutives de la cellule et une
diminution des capacités de la cellule a répondre adéquatement a un stress externe ou interne
(Nilsen and Brinton, 2004). Prévenir cette dysfonction du métabolisme énergétique est une
stratégie importante contre la mort cellulaire neuronale observée dans plusieurs maladies
neurodégénératives. C’est dans cette optique que, dans les années 90, de nombreuses études se
sont concentrées sur les effets neuroprotecteurs de 1’estradiol, en particulier antioxydants, et
sur le fonctionnement mitochondrial (Behl, 2002; Brinton et al., 2015; Chen et al., 2005).
Plusieurs observations suggerent que la chaine respiratoire mitochondriale est une des cibles
majeures des estrogenes. Par exemple, I’incidence de la maladie de Parkinson est plus faible
chez les femmes que chez les hommes (Dluzen and McDermott, 2000). L’induction de la
maladie de Parkinson chez la souris par I’administration d’une neurotoxine le MPTP induit une
inhibition du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale en se fixant sur le méme site
que la roténone (inhibiteur du complexe I), conduisant a une diminution de la production d’ATP
et une augmentation de la production de HyO; (Fabre et al., 1999; Nicklas et al., 1985).
L’administration de cette substance a des souris males conduit a une dysfonction de la
mitochondrie et a la perte des neurones dopaminergiques dans plusieurs régions du cerveau,
alors que chez les femelles il n’y a aucun effet de I’administration du MPTP (Kenchappa et al.,
2004). 11 y est donc suggéré que les effets de 1’estradiol sur la mitochondrie peuvent expliquer
son rdle neuroprotecteur.

En effet, des rattes ovariectomisées et supplémentées en E2 (30pg/kg) montrent une
augmentation (i) de la respiration mitochondriale avec les substrats du complexe I (glutamate
+ malate) ; (ii) de I’activité de la cytochrome ¢ oxydase (complexe IV) ; (iii) de la quantité
d’expression de I’ATP synthase (complexe V) et (iv) une diminution de la peroxydation
lipidique évaluée par la méthode des TBARS dans un homogénat de cerveau (figure 1.30)
(Irwin et al., 2008). Ces données suggerent que 1’E2 est capable de moduler le métabolisme
mitochondrial, conduisant a une augmentation de la production d’ATP et a une diminution du
stress oxydatif. Cette tendance des effets protecteurs de 1I’Ez est également montrée sur des
cellules endothéliales cérébrales en culture. L incubation de ces cellules avec de I’Ez réduit la
fuite du cytochrome c (jouant le rdle d’antioxydant en diminuant la fuite d’électrons) de la

mitochondrie. De plus, on retrouve une diminution de la production de 1’anion superoxyde et
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de I’inhibition de I’activité de 1’aconitase (Ali Razmara et al., 2008). La dysfonction de la
chaine respiratoire mitochondriale et I’augmentation des ROS mitochondriales provoquent un
cercle vicieux dans la mitochondrie et augmentent les dommages oxydatifs de I’ADN
mitochondrial. Puisque I’ADN mitochondrial code I’ensemble des protéines de la chaine
respiratoire, il aboutit a une plus grande dysfonction de la chaine respiratoire (Nilsen and
Brinton, 2004), alors que 1I’estradiol en réduisant les dommages de I’ADN mitochondrial
prévient la dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale (Borras et al., 2010, 2003) et
assure sa fonction neuroprotectrice.

La modulation de la chaine respiratoire par I’E2 passe par ses récepteurs nucléaires ERs qui, en
se fixant sur I’ADN nucléaire, augmentent I’expression des protéines de la chaine respiratoire
qui sont importées dans la mitochondrie. Ces récepteurs (ERa et Erf) sont également
transloqués dans la mitochondrie, se fixent a I’ADN mitochondrial et augmentent la synthese
des protéines codées par le génome mitochondrial (Chen et al., 2005; Nilsen and Brinton, 2004).
L’assemblage des sous-unités de la chaine respiratoire mitochondriale issues du génome
nucléaire et du génome mitochondrial augmente la respiration mitochondriale et le métabolisme
énergétique (Irwin et al., 2012, 2008), et diminue le stress oxydatif mitochondrial (Borrds et al.,
2010, 2003; Razmara et al., 2007).

L’E2 a donc un role primordial dans le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.
Au vu de son role déja connu dans la modulation de 1’expression et de 1’activité des enzymes
antioxydantes (SOD, GPx et catalase) (Moorthy et al., 2005), I’E2 devient une thérapie
prometteuse contre des maladies impliquant une dysfonction de la mitochondrie et un stress

oxydatif élevé.
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Figure 1.30 : Effet de ’estradiol (E2) sur la chaine respiratoire mitochondriale

L’estradiol augmente I’expression et I’activité du complexe IV (cytochrome ¢ oxydase) et V (ATP
synthétase) de la chaine respiratoire mitochondriale. L estradiol augmente ainsi 1’efficacité de la

respiration des mitochondries dans le cerveau et la production d’ATP par I’ ATP synthétase. D’apres
Nilsen et Brinton., 2004
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Partie 11

Hypothese générale et objectifs

Sachant que :

>

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil et ses conséquences augmentent a la
ménopause (Bixler et al., 2001; Young et al., 2003).

La ménopause et le syndrome d’apnées obstructives du sommeil impliquent une
augmentation du stress oxydatif (Doshi and Agarwal, 2013; Lavie et al., 2004).
L’estradiol est un puissant antioxydant naturel chez la femme, dont les niveaux
circulants déclinent drastiquement a la ménopause (Bellanti et al., 2013).

L’estradiol est capable par I’intermédiaire de ses récepteurs nucléaires ERs (ERa et
ERf3) de moduler la chaine respiratoire mitochondriale, si¢ge de la production d’énergie
et producteur majeur des especes réactives de ’oxygene (Chen et al., 2005; Nilsen and

Brinton, 2004).

L’hypothése générale de cette these est que 1’estradiol et les modulateurs sélectifs des

récepteurs a I’estradiol que sont le PPT (agoniste ERa) et le DPN (agoniste ERf3) permettent

de prévenir les conséquences systémiques, cellulaires et moléculaires de I’hypoxie

intermittente.

Afin de tester cette hypotheése, nous avons utilis€¢ un modele animal ovariectomisé (OVX)

exposé a I’hypoxie intermittente (21-10 % O -8h/jour) pendant 7 jours (afin de mimer

I’hypoxémie observée chez 1I’homme) et un modéle transgénique invalidé pour le récepteur 3

de I’estradiol pour déterminer les objectifs généraux suivants :

1-

Est-ce que I’estradiol permet de prévenir les dysfonctions cardio-respiratoires
secondaires a I’HI ?

Est-ce que l’estradiol permet de limiter le stress oxydatif cérébral et périphérique
secondaire a I’HI ?

Est-ce que I’HI induit une dysfonction mitochondriale dans le cerveau ?

Est-ce que les SERMs des récepteurs ERa et ERf} permettent d’éviter une dysfonction
mitochondriale en HI ?

Est-ce que le récepteur 3 de I’estradiol (ERP) est impliqué dans le controle cardio-

respiratoire et la fonction mitochondriale dans le cerveau ?
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Afin de répondre a ces objectifs, nous avons mis en place 3 études différentes. Les objectifs
plus spécifiques a chaque étude sont décrits brievement ici.

Le Chapitre 1 vise a étudier la protection conférée par un traitement estrogénique (17f3-
estradiol) contre les altérations cardio-respiratoires d’une part et contre le stress oxydatif
cérébral et périphérique d’autre part.

La premiere partie s’est concentrée sur des variables systémiques. L’étude de Mifflin et ses
collegues en 2005 rapporte que 1’élévation de la pression artérielle systémique liée a I’'HI est
plus élevée chez les rattes OVX que chez les femelles intactes, suggérant que les hormones
ovariennes sont nécessaires a la protection contre I’apparition de I’hypertension par 1’HI
(Hinojosa-Laborde and Mifflin, 2005). Cependant, une autre €tude ne trouve pas cet effet
protecteur (Souza et al., 2015).

1. Nous avons donc décidé dans un modele animal d’utiliser le remplacement hormonal
par une dose journaliere d’estradiol afin de confirmer ou non la protection qu’apporte
I’estradiol contre I’élévation de pression artérielle systémique.

Nous savons également que I’HI induit des changements ventilatoires liés a la sensibilisation
des chémorécepteurs périphériques (Prabhakar, 2001).

2. Nous avons décidé d’évaluer €galement les variables ventilatoires, la stabilité du patron
respiratoire ainsi que les réponses ventilatoires a 1’hypoxie et I’hypercapnie. Cette
premiere partie a pour but de voir si notre traitement avec de I’estradiol permet
d’atténuer ou d’éviter completement les conséquences systémiques cardio-respiratoires
liées a I’HI.

La deuxieme partie de cette méme étude s’est concentrée sur I’évaluation du stress oxydatif.
Nous avons fait I’hypothese que 1’utilisation de 1’estradiol, un antioxydant naturel et puissant
capable de moduler les défenses antioxydantes chez ’homme (Bellanti et al., 2013) et chez
I’animal (Moorthy et al., 2005), serait capable de limiter le stress oxydatif cérébral induit par
I’HI.

3. Nous avons évalué le stress oxydatif dans deux régions du cerveau, le tronc cérébral
contenant les centres de la respiration, les aires sympathoexcitatrices, ainsi que les zones
responsables de D’intégration des fibres afférentes des chémorécepteurs artériels
périphériques. L’autre région étudiée est le cortex, connu comme une des régions du
cerveau les plus sensibles au stress oxydatif. Cette zone a été utilisée comme contrdle
afin de voir si I’HI conduit a de fortes différences de stress oxydant en fonction de la
zone cérébrale étudiée. Au niveau périphérique, le stress oxydatif a été évalué sur les

glandes surrénales, un des organes terminaux de 1’activation sympathique qui semble
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jouer selon plusieurs études un rdle clé dans le développement de I’hypertension

artérielle systémique causée par I’HI (Bao et al., 1997; Kumar et al., 2006).

Le Chapitre 2 vise a comprendre le réle de la mitochondrie en HI, ainsi que les deux agonistes
des récepteurs nucléaires a 1’estradiol, le récepteur a et 3 (ERa et ER3). Avant notre étude, peu
se sont penchés précisément sur le fonctionnement mitochondrial, et ce bien que 1’on sache
qu’il s’agit de I’organite produisant majoritairement les ROS et impliqué dans la production
d’énergie et la mort programmée des cellules (apoptose) (Jastroch et al., 2010; Skulachev,
1998). Seule I’étude de Douglas et ses collaborateurs a mesuré la respiration mitochondriale
sur des mitochondries isolées d’un homogénat de cerveau de rats soumis a une HI. Cependant,
cette étude s’est limitée a utiliser seulement les substrats du complexe I et a été réalisée sur des
animaux nouveau-nés (Douglas et al., 2010). Avant d’étudier le role des agonistes, il est
important de comprendre ce que 1’HI cause sur la fonction mitochondriale.

1. Nous nous sommes focalisés sur le cortex au vu des résultats rapportés dans le chapitre
1 montrant que le cortex est bien plus vulnérable au stress oxydatif que le tronc cérébral.
Nous avons travaillé sur des poingons de cortex perméabilisés a la saponine (cellules
entieres) pour disséquer les propri€tés intrinseques de la mitochondrie (respiration
mitochondriale et production de ROS).

2. Nous avons également voulu savoir si I’HI conduit a une adaptation métabolique causée
par la dysfonction mitochondriale. Nous avons donc évalué I’activité de la pyruvate
déshydrogénase.

Le role des deux récepteurs nucléaires (ERa et ER[) dans la modulation du fonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale est imporant (Nilsen and Brinton, 2004).
3. Nous avons utilisé les agonistes des récepteurs nucléaires ERa et ERf afin de savoir
s’ils permettent d’éviter la dysfonction mitochondriale cérébrale induite par 1’HI.

Beaucoup ont regardé les effets thérapeutiques neuroprotecteurs de I’estradiol sur le
fonctionnement mitochondrial du systtme nerveux central dans des maladies
neurodégénératives qui apparaissent a la ménopause [voir les revues de (Chen et al., 2005;
Nilsen and Brinton, 2004)], mais jamais en lien avec le SAOS.

Enfin, il est important de mentionner ici que nous avons utilisé des SERMs spécifiques des
récepteurs a et 3. Le but est de différencier précisément le role que jouent ces deux récepteurs
dans le fonctionnement mitochondrial. De plus, les SERMs a la dose que nous avons utilisée,

n’induisent pas d’effet sur les organes reproducteurs (Irwin et al., 2012).
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Le Chapitre 3 est particulier, car il n’implique pas 1’utilisation de 1’hypoxie intermittente. Ce
chapitre vise a comprendre plus particulierement le role du récepteur 3 de ’estradiol (ER[) sur
les fonctions cardio-respiratoires dans un modele de souris invalidé pour ER3 (ERBKO) chez
des souris jeunes (5-6 mois) et dgées (17-18 mois). ERf est exprimé en majorité dans les
vaisseaux sanguins et sa déficience conduit a une altération de la fonction vasculaire avec
I’apparition d’une hypertension artérielle systémique (Zhu et al., 2002). Cependant on ne sait
pas si cette altération est age dépendant d’une part et si les parametres respiratoires sont affectés
par la déficience de ERP d’autre part. De plus, la littérature suggeére qu’il s’agit principalement
du récepteur 3 qui est localisé dans la mitochondrie (Chen et al., 2005; Yang et al., 2004).

1. Nous avons donc voulu tester s’il y a un lien entre les variables respiratoires au niveau
systémique et la respiration mitochondriale au niveau cellulaire. Ce chapitre vise a
renforcer les résultats des deux premiers chapitres qui ont plutot utilisé le remplacement
hormonal (estradiol et agonistes de ses récepteurs o et [3) sur les fonctions cardio-
respiratoires et mitochondriales. Ici, I’utilisation d’un modele transgénique nous permet

de comprendre un autre aspect du role de 1’estradiol.

Perspective générale de ce projet :

L’ensemble des études réalisées pour cette these est utile d’un point de vue fondamental et
clinique.

Sur le plan fondamental, nous sommes maintenant en mesure de comprendre que I’HI implique
une dysfonction de la mitochondrie et que I’estradiol et les SERMs réduisent le stress oxydatif
cérébral induit par 'HI en régulant la chaine respiratoire mitochondriale et les enzymes
antioxydantes.

Sur le plan clinique, bien que cette these n’inclue pas d’études sur des sujets humains, on peut
suggérer au vu de nos résultats sur les variables systémiques que I’estradiol pourrait étre une
thérapie efficace pour lutter contre le SAOS et les conséquences systémiques qui lui sont

associées.
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Partie 111

Chapitre I

Estradiol protects against cardio-respiratory dysfunctions and oxidative

stress in intermittent hypoxia.

Sofien Laouafa, Alexandra Ribon-Demars, Francois Marcouiller’, Damien Roussel’, Aida

Bairam', Vincent Pialoux*, Vincent Joseph'.

1 : Centre de Recherche de I'Institut Universitaire de Cardiologie et de Pneumologie de Québec,
Université Laval, Quebec City, Quebec, Canada.

2 : CNRS, UMR 5023, Université Claude Bernard Lyon 1, 8, Rue R. Dubois, Batiment Dubois,
Villeurbanne, 69622, France.

3 : Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, Laboratoire interuniversitaire de biologie
de la motricité EA7424, 69100, Villeurbanne, France

4 : Institut Universitaire de France, France

Running title : E; prevents oxidative stress in female rats exposed to IH.

Avant-propos :

Ce chapitre a été publié dans le journal « SLEEP » le 1+ aout 2017.

Ce chapitre se décompose en deux grandes parties. La partie systémique réalisée a Québec
(Canada) et la partie stress oxydatif réalisée a Lyon (France). Il a été partiellement présenté a
différents congres internationaux :

e The 14" international on Sleep and breathing, 25-28 October 2015, Portho de Galinhas

(Brazil). Estradiol prevents cardio-respiratory dysfunctions induced by chronic
intermittent hypoxia in female rats.
e APS Conference, Cardiovascular, renal and metabolic diseases: Physiology and

gender, 17-20 November 2015, Annapolis (USA). Estradiol prevents cardio-respiratory

dysfunctions induced by chronic intermittent hypoxia in female rats.

e American Thoracic Society (ATS), 13-18 May 2016, San Francisco (USA). Estradiol

Prevents Brain Oxidative Stress Induced by Chronic Intermittent Hypoxia in Female Rats.
e The 15" world congress on Menopause, 28 September-1 October 2016, Prague (Czech
Republic). Estradiol Prevents Brain Oxidative Stress Induced by Chronic Intermittent

Hypoxia in Female Rats.
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e Congres Québécois en Santé Respiratoire (CQSR), 4-5 novembre 2016, Montréal.

Estradiol Prevents Brain Oxidative Stress Induced by Chronic Intermittent Hypoxia in
Female Rats.
J’ai participé a toutes les étapes de cet article, incluant la conception, la réalisation,

I’interprétation et I’écriture.
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1) Résumé en francais

Objectifs de 1’étude : Nous avons testé I'hypothese que l'estradiol (E2) protege contre les
désordres cardio-respiratoires et le stress oxydatif induits par I'hypoxie intermittente chronique
(HI) chez des rattes adultes.

Meéthodes : Des rattes Sprague-Dawley (230-250g) ont été ovariectomisées (OVX) et
implantées avec une pompe osmotique délivrant du véhicule (Veh) ou de ’'E2 (0,5 mg / kg /
jour). Apres 14 jours de récupération, les rattes ont été exposées a une HI (21% -10% O2 - 8
heures / jour - 10 cycles / heure) ou laissées a I'air ambiant (RA). Apres 7 jours d'exposition a
I’hypoxie intermittente ou a I’air ambiant, ont été mesurés la pression artérielle (brassard a la
queue), le métabolisme au repos (calorimétrie indirecte), la ventilation minute, la fréquence des
soupirs et des apnées au repos et la réponse ventilatoire a l'hypoxie et a l'hypercapnie
(pléthysmographie a corps entier). Ont été récupérés le cortex cérébral, le tronc cérébral et les
glandes surrénales pour mesurer 1) l'activité de la NADPH et de la xanthine oxydase (enzymes
pro-oxydantes) ; 1) D'activit¢ de la glutathion peroxydase et de la superoxyde dismutase
mitochondriale et cytosolique (enzymes antioxydantes) et iii) la peroxydation lipidique et
I’oxydation protéique (marqueurs du stress oxydatif).

Résultats : I’hypoxie intermittente a augmenté la pression artérielle systémique, la fréquence
des apnées au repos et les réponses ventilatoires a 1’hypoxie et a I’hypercapnie mais réduit le
métabolisme au repos. L’hypoxie intermittente a également augmenté les activités
enzymatiques pro-oxydantes et diminué I'activité des enzymes antioxydantes dans le cortex. Le
traitement E2 a réduit le poids corporel et évite les effets de I’hypoxie intermittente.
Conclusions : L’estradiol prévient les troubles cardio-respiratoires et le stress oxydatif induits
par ’HI. Ces observations peuvent aider a mieux comprendre les mécanismes sous-jacents
reliant la ménopause et 'apparition de l'apnée du sommeil chez les femmes, et mettre en
évidence un avantage potentiel de I'hormonothérapie.

Mots-clés : Pression artérielle ; hpysiologie de la respiration ; OSA - Pharmacothérapie ;

contrdle respiratoire ; désordres respiratoires du sommeil ; sommeil chez la femme.
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2) Abstract

Study Objectives: We tested the hypothesis that estradiol (E.) protects against cardio-respiratory
disorders and oxidative stress induced by chronic intermittent hypoxia (CIH) in adult female
rats.

Methods: Sprague-Dawley female rats (230-250g) were ovariectomized (OVX) and implanted
with osmotic pumps delivering vehicle (Veh) or E. (0.5 mg/kg/day). After 14 days of recovery,
the rats were exposed to chronic CIH (21%-10% O. - 8 hours/day - 10 cycles/hour) or room air
(RA). After 7 days of CIH or RA exposure, we measured arterial pressures (tail cuff), metabolic
rate (indirect calorimetry), minute ventilation, the frequency of sighs and apneas at rest, and
ventilatory responses to hypoxia and hypercapnia (whole body plethysmography). We collected
the cerebral cortex, brainstem, and adrenal glands to measure the activity of NADPH and
xanthine oxidase (pro-oxidant enzymes), glutahtione peroxidase and the mitochondrial and
cytosolic superoxide dismutase (antioxidant enzymes) and measured lipid peroxidation and
advanced oxidation protein products (markers of oxidative stress).

Results: CIH increased arterial pressure, the frequency of apnea at rest and the hypoxic and
hypercapnic ventilatory responses and reduced metabolic rate. CIH also increased oxidant
enzyme activities, and decreased antioxidant activity in the cortex. E, treatment reduced body
weight and prevented the effects of CIH.

Conclusions: E. prevents cardio-respiratory disorders and oxidative stress induced by CIH.
These observations may help to better understand the underlying mechanisms linking
menopause and occurrence of sleep apnea in women and highlight a potential advantage of
hormone therapy.

Keywords: Blood Pressure; Breathing Physiology; OSA — Pharmacotherapy; Respiratory
Control; Sleep Disordered Breathing; Sleep in Women.
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Statement of Significance.

Sleep apnea induces constant variation of arterial oxygen levels, leading to oxidative stress,
hypertension and further respiratory disorders. The prevalence of sleep apnea is higher in men
than in premenopausal women and increases after menopause in women. Ovarian hormones
exert protective roles against sleep apnea, but the underlying mechanisms are unknown. We
used ovariectomized adult female rats exposed to chronic intermittent hypoxia (CIH — a
valuable model of sleep apnea) and ask if systemic exogenous administration of estradiol
protects against cardiorespiratory and oxidative stress damages. Our results show that estradiol
protects against elevated blood pressure, respiratory disorders, and oxidative stress in the brain

and adrenal glands of female rats exposed to CIH.

3) Introduction

One of the main features of sleep apnea is chronic intermittent hypoxemia which leads to an
increased oxidative stress, defined as an imbalance between the production and elimination of
reactive oxygen species (ROS) (Dumitrascu et al., 2013; Eisele et al., 2015; Iturriaga et al.,
2015; Lavie, 2015; Peng et al., 2013; Pialoux et al., 2009), and oxidative stress appears as a
major contributor to cardiovascular (hypertension, stroke), neurological (cognitive
impairments, mood disorders) and metabolic (insulin resistance, type II diabetes) consequences
observed in patients suffering from sleep apnea (Almendros et al., 2014; Gileles-Hillel et al.,
2016; Lavie, 2015; Olea et al., 2014; Pialoux et al., 2011). Animal models of sleep apnea
demonstrate that exposure to intermittent hypoxia increased the hypoxic ventilatory response
and induced arterial hypertension by enhancing the activity of peripheral chemoreceptors in
response to hypoxia by a mechanism involving exaggerated ROS production (Iturriaga et al.,
2015; Morgan et al.,2016b; Peng et al., 2013; Prabhakar et al., 2015, 2012). Similarly, neuronal
damage and cognitive impairment might be due to ROS overgeneration secondary to a
mitochondrial dysfunction, leading to cytochrome-c release from mitochondria and apoptosis
(Douglas et al., 2010).

The prevalence of sleep apnea is higher in men than in premenopausal women (with a
men:women ratio of 2:1 to 3:1) (Bixler et al., 2001; Redline et al., 1994) and its occurrence is
3 to 4 times higher in women after vs before menopause (Bixler et al., 2001; Redline et al.,
1994; Young et al., 2003). Epidemiological studies have reported that hormonal replacement
therapy reduces the frequency of sleep apnea in postmenopausal women after adjustment for
other known risk factors (age, body mass index and neck circumference). However, a potential

“healthy user bias” was recently suggested”. Netzer et al» reported that plasma levels of ovarian
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hormones are inversely correlated with the frequency of obstructive sleep apnea while recent
studies showed that in depressed women in peri- and postmenopause low estradiol level
correlates with high frequency of apnea, and in pregnant women low progesterone level
correlates with high apnea frequency. In this context progesterone is well known as a potent
respiratory stimulant in humans and animal models (for review see (Joseph et al., 2013)), and
the effects of progesterone on nuclear (Marcouiller et al., 2014) and membrane receptors
(Boukari et al., 2016, 2015)could contribute to reduce apnea frequency by increasing the
respiratory drive in normoxia and in response to hypoxia or hypercapnia. While estradiol (E2)
does not have a direct respiratory stimulant effect (Bayliss et al., 1987) it could have
complementary protective roles against the deleterious consequences of sleep apnea and
intermittent hypoxia. For example, E. helps to maintain adequate contractile properties of the
upper airways dilating muscles in adult female rats exposed to intermittent hypoxia (Liu et al.,
2009). E2 is also a potent antioxidant that can reduce cellular ROS content. Indeed, in naturally
menopausal rats, E. treatment increases the activity of the Cu-Zn superoxide dismutase enzyme
(SOD....) in different tissues including brain, heart, kidney and uterus (Moorthy et al., 2005).
The main producers of ROS (in particular of the superoxide anion - O.) are the mitochondria,
NADPH oxidase, and xanthine oxidase (Cadenas and Davies, 2000; Lavie, 2015), and E2 also
downregulates their activity. For example, mitochondrial ROS production in brain and liver is
reduced by E2 in male rats (Borras et al., 2010, 2003). E2 through its genomic receptors (ERa
and ERf) increases the expression and activity of the mitochondrial respiratory chain enzymes,
leading to an increase of oxidative phosphorylation, a reduction of electron leaks and, therefore
a decreased production of mitochondrial ROS. ER a« and ER 3 have also been demonstrated
to regulate the expression and activity of SOD (Irwin et al., 2012).

Previous studies using adult female rats exposed to intermittent hypoxia have reported
conflincting results. A recent study showed an increased arterial tension and respiratory
instabilities after 35 days of exposure to intermittent hypoxia reaching 6% O. - every 9 minutes
(Souza et al., 2015), while it was previously reported that, compared to male or ovariectomized
female rats, intact females had a lower elevation of arterial blood pressure after 7 days (10% O.
- every 6 minutes) of intermittent hypoxia (Hinojosa-Laborde and Mifflin, 2005).

In the present study, we tested the hypothesis that E,protects against oxidative stress induced
by intermittent hypoxia in ovariectomized (OVX) female rats. We used systemic administration
of E, to address the putative effects on peripheral chemoreceptors (which are involved in
development of hypertension in intermittent hypoxia (Iturriaga et al., 2015; Morgan et al.,
2016b; Peng et al., 2013; Prabhakar et al., 2015; Prabhakar and Kumar, 2010) and in the central

nervous system, which is also an important target of oxidative stress in intermittent hypoxia
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(Almendros et al., 2014; Douglas et al., 2010). We measured arterial pressure, breathing pattern
at rest and in response to hypoxia or hypercapnia (as an index of peripheral chemoreceptor
responses), and activities of pro- and antioxidant enzyme in cytosolic and mitochondrial protein
extracts in the central (cortex and brainstem) and peripheral (adrenal glands) nervous system
after 7 days of chronic intermittent hypoxia (CIH) or room air. Our results are consistent with
the hypothesis that E, acts as a potent antioxidant in female rats exposed to CIH, preventing

cardio-respiratory dysfunction.

4) Material and methods

4.1) Ethical approval

All experimental protocols have been approved by the animal protection committee of the
Centre de Recherche du CHU de Québec in accordance with the Canadian Council on Animal
Care in Science. We used a total of 40 Sprague-Dawley female rats (220-250g/57-70 days old)
purchased at Charles Rivers Laboratories (Saint-Constant, QC, Canada). All animals had ad-

libitum access to food and water and were maintained on a 12/12h light/dark cycle.
4.2) Experimental group

We used four groups of adult female rats (10 females/groups): two groups of ovariectomized
rats were treated with vehicle (2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin - 200 pg/ml — Cayman
Chemicals catalogue# 16169) and exposed either to room air (OVX-Veh RA) or chronic
intermittent hypoxia (OVX-Veh CIH). The 3~ group was OVX rats treated with 17f3 estradiol
(0.5mg/kg/day — Sigma-Adrich catalogue# E8875) and exposed to CIH (OVX-E. CIH), and the
4+ group was sham-operated rats treated with vehicle and exposed to room air (Sham-Veh RA)

serving as a control for the effect of OVX under room air conditions.
4.3) Surgical procedures

Rats were anesthetised under isoflurane (4% induction then 2%) and the ovaries were removed
through bilateral flank incisions. The level of anesthesia was verified before and during the
surgery by by the lack of reflex responses to frequent tail pinching. In sham-operated rats the
ovaries were left intact. The animals were implanted subcutaneously in the upper mid-back
region with an osmotic pump (Alzet®; model 2ML4 — flow of 60ul/day during 28 days) filled
with vehicle or 17 estradiol (0.5 mg/kg/day — adjusted to body weight on the day of surgery).

All animals received pre- and post-operative analgesics for 48 hours (bupevacaine, lidocaine,
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subcutaneous injection, respectively 3.5 and 7 mg/kg in 2.5 ml/kg) according to our normalized

protocols.
4.4) Chronic intermittent hypoxia exposure

After 2 weeks of recovery, the rats were housed in a Plexiglas chamber (internal volume
0.05my), connected to an oxycycler (Biospherix, Redfield, NY, USA). Oxygen dropped from
21% to 10% in 90 seconds, holding O, at 10% for 30 seconds, then returned to 21% in 70
seconds and holding at 21% for 120 seconds, at the rate of 10 cycles/hour for 8 consecutive
hours between 8:30am - 4:30pm during 7 days. Rats exposed to room air (RA) were placed in

the same room that those exposed to CIH.
4.5) Body weight and food intake

Body weight and food intake were assessed weekly during 4 consecutive weeks starting one
week before the surgery. For measurements of food intake, all rats were housed individually
with a known amount of food. Every week the amount of remaining food was weighed
(including the food inside the cage if necessary), to calculate the energy intake for each animal
in Kj/day/Kg using the energy content of the food (13.80 Kj/g - Teklad Global 19% Protein
Extruded Rodent Diet — Teklad Diets, Madison, WI, USA).

4.6) Systemic measurements

Arterial blood pressure and heart rate were measured by the tail cuff method by volume pressure
recording (CODA system — Kent Scientific, Torrington, CT, USA) in conscious rats after
exposure to CIH or RA between noon and 1:00pm. The animal was placed in a restrainer tube
over a warmed blanket. After 30 minutes of habituation, several recordings were performed,
separated at least by 5 minutes. We have reported the mean of the 3 lowest values for systolic,
diastolic, and mean arterial pressures. Tail cuff recording requires restraint of the animal,
however this method is recognized as a reliable and accurate measure of arterial blood pressure
compared to simultaneous telemetry measurements with a chronic aortic catheter (Feng et al.,

2008).

Recording of respiratory and metabolic parameters.

After 7 days in CIH or RA, animals were housed in a whole-body flow-through plethysmograph
chamber for adult rats (EMKA technologies, Paris, France). The chamber was constantly
flushed with room air (1500 ml/min), and a sub-sampling pump (75 ml/min) was used to collect
out-flowing air. A built-in pneumotachograph measured airflow related to breathing. Before

the experiment, the chamber was calibrated via measurement of the airflow generated by the
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rapid injection of 0.5 ml of air. Water pressure, CO, and O. levels in the out-flowing air were
continuously measured using specific gas analyzers (RH-300, CA-10 and FC-10, Sable
Systems, Las Vegas, NV, USA) calibrated using a certified dry gas mix (Linde Canada Limite,
Vanier, Qc, Canada). Each hour during recordings we also measured water pressure, CO, and
O. levels in the inflowing air, these values were used to calculate O, consumption and CO,
production rate as previously described (Boukari et al., 2016). The temperature of the
plethysmograph chamber was recorded with a thermocouple, and the rectal temperature of the
rat was measured at the end of the recording. All signals were digitized (Micro 1401 data
acquisition system, Cambridge Electronic Design, Cambridge, England) and stored on a
computer running the Spike 2 software (version 7.06 - CED). All measurements were
performed continuously between 9:00am and 1:00pm, ensuring enough time to obtain
respiratory and metabolic parameters reflecting a resting state and evaluate the frequency of
apneas in periods of sleep, as assessed by behavioural (animals in curled-up position) and
respiratory pattern criteria (Boukari et al., 2016, 2015).

Test of chemoreflex function.

After the recordings in normoxia, the animals were sequentially exposed to hypoxia (12% O.)
and hypercapnia (5% CO.) for 10 min each separate by 10 min of normoxia. At the end of the
recordings, the animals were deeply anesthetized by isoflurane (3%), the level of anesthesia
was assessed by the lack of reflex responses to tail pinch, a sample of blood was taken by
cardiac puncture, then the animals were sacrified by decapitation, the cortex, brainstem and
adrenal glands were harvested, immediately frozen on dry ice, and stored at -80°C for further
analysis. All pumps were removed, and we verified that the remaining volume in each pump
was 0.5 ml as expected. Serum estradiol level was measured using an Elisa Immunoassay kit

(Cayman chemicals catalogue# 582251).
4.7) Data analysis

Metabolism and respiratory parameters at rest.

We applied a standard approach to determine the resting state defined as the period of quiet and
regular breathing pattern with the lowest respiratory frequency (fR) and CO, value in the
outflowing gas line. Of note, the investigator performing the analysis was not blinded to the
groups. O, consumption (VO,) and CO, production (VCO,) rate were calculated using the
standard equations as described previously (Boukari et al., 2016). The respiratory exchange
ratio (RER) was calculated as VCO.,/VO.. O, consumption and CO, production were expressed
as volume (ml) per minutes and 100 grams body weight in ambient conditions of atmospheric

pressure, temperature and water pressure.
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Respiratory frequency (fR), tidal volume (V,) and minute ventilation (V.) were determined
during periods of calm and regular breathing pattern without interruptions by sighs or apneas.
V. was calculated as described previously (Boukari et al., 2016, 2015; Jochmans-Lemoine et
al., 2016) using the standard equation for whole body plethysmography, and expressed as
volume (ml) per 100 grams body weight in body conditions of temperature, saturated with water
pressure (BTPS).

Frequency of sighs and apneas, and variability of the breathing pattern at rest.

We selected a period of calm and regular breathing pattern lasting about 1 hour towards the end
of the 4 hour of recording to evaluate the frequency of sighs, post-sigh and spontaneous apneas.
It should be noted that this likely reflects apneas occurring during REM and non-REM sleep.
Sighs are characterized by a profound inspiration with a volume that is at least twice the normal
tidal volume, and a rapid expiration that can be followed by apneas. Apneas are defined as 2
missed breaths. Post-sigh apneas occur immediately or a few seconds after the sigh (typically
5 to 6 seconds) while spontaneous apneas occur without preceding sigh (Marcouiller et al.,
2014). Breathing variability was calculated by the Poincaré plot method for determining
variability indexes SD1 and SD2 as described by Brennan et al (Brennan et al., 2001). For each
animal, we averaged the variability indexes for 2-3 periods lasting about 400 breaths on a stable
portion of the respiratory trace without sigh or apnea.

Test of chemoreflex function.

We selected the longest period of stable breathing pattern with the lowest respiratory frequency
during the last Smin after the onset of exposure. All responses were normalized as % increase

compared to a baseline value measured before the exposure to test gas.

4.8) Oxidative stress enzyme activities

Protein extraction and assays.

Protein fractions were extracted from frozen cortex, brainstem and adrenal glands. After
homogenization in phosphate buffer, different centrifugations (all at 4°C) were used to separate
cytosolic and mitochondrial fractions. Briefly, the samples were centrifuged 4 min at 1500g
(the supernatant of this centrifugation was used to measure MDA level — see below) followed
by a second centrifugation for 10 min at 12000g, and the supernatant (cytosolic fraction) was
collected. The pellet was re-suspended in a mitochondrial isolation buffer (250mM sucrose,
ImM EGTA, 20mM Tris-base, PH 7.3) and centrifuged 10 min at 1500g. Finally, a last
centrifugation at 9000 g for 10 min was performed and the pellet (mitochondrial fraction) was
re-suspended in 200 ul of mitochondrial isolation buffer. These two fractions were stored at -
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80°C until analyses. The concentration of proteins in each fraction was determined by a
standard colorimetric BCA assay kit (Thermo Scientific, catalogue#23225) and all subsequent

measurements were normalized to protein concentration.

Xanthine Oxidase (XO).

XO activity was assessed using a cocktail containing nitroblue tetrazolium (NTB - 2.2 mM in
water), Tris-HCL pH 8 (2.8 mM), and diethylene-triamine-penta-acetic acid (1.3 mM in Tris-
HCL) and a fresh solution of hypoxanthine (500 #M in Tris-9HCL/well). Then, 50 u1 of sample,
200 ul of cocktail and 30 ul of hypoxanthine solutions were added to each well and the plate
was gently shaken for 40 min at room temperature. The absorbance of the complex (formazan
blue) formed by NTB and the superoxide anion produced by XO in the sample was read at 560
nm every 5 min for 1h; XO activity corresponded to the slope of the formation of formazan

blue by the time.

NADPH Oxidase (NOX).

NOX activity was assessed using the same cocktail solution that XO and a fresh solution of
NADPH ImM. Then, 20 ul of sample, 250 u1 of cocktail, and 30 1 (100 xM/well) of NADPH
were added to each well and the plate was shaken 2 min at room temperature. The absorbance
was read at 560 nm every 50 seconds for 10 minutes. NOX activity corresponded to the slope

of the formation of formazan blue by the time

Cytosolic and mitochondrial Superoxide dismutase (SOD..,, and SOD,,)

SOD activity was measured in cytosolic and mitochondrial fractions. SOD.,,, activity was
determined in the cytosolic fraction by the degree of inhibition of the reaction between O,
produced by a hypoxanthine-xanthine oxidase system and NTB. We used the cocktail detailed
for the XO and NOX activities plus hypoxanthine (0.19 mM). A fresh solution of xanthine
oxidase (1.02 units/ml) was prepared, then, we added 20 ul of sample, 250 1 of cocktail and
20 p1 of XO to each well and mix the plate for 4-5 seconds at room temperature. The absorbance
was quickly read at 450 nm every 50 seconds for 5 minutes. SOD,, activity was similarly
determined in the mitochondrial fraction. For this assay, 4 wells were used as blanks, with 20
pl of PBS 1X rather than samples, and ImM of NaCN was added in all the wells to inhibit
SOD..... SOD activity corresponded to the difference between the slopes of the formation of

formazan blue by the time of the blank and each sample.

Glutathione peroxidase (GPX).
Activity of GPX was determined as the rate of oxidation of NADPH to NADP+ in a cocktail
solution containing glutathione reductase, NADPH (1.7 mM) and reduced glutathione (1.6 mM

in water) using H,O, (0.036% in water) as substrate (Paglia and Valentine, 1967). We added 20
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ul of sample, 200 ul of PBS 1X, 30 ul of the cocktail solution and 30 ul of H.O, solution to
each well and mix the plate 4-5 seconds at room temperature. The absorbance was quickly read
at 340 nm every 50 seconds for 5 minutes. GPX activity was measured as the slope of the

NADPH extinction by time.
4.9) Makers of oxidative stress

Advanced oxidation protein products (AOPP)

AOPP are markers of protein oxidation, they were measured according to the semi-automated
methods developed by Witko-Sarsat et al (Witko-Sarsat et al., 1996) The cytosolic
concentrations of AOPP were determined by spectrophotometry and were calibrated with a
chloramine-T solution that absorbs at 340 nm in the presence of potassium iodide (KI). The
absorbance of the reaction mixture was immediately read at 340 nm on the microplate reader

against a blank containing PBS, KI and acetic acid.

Malondialdehyde (MDA )

MDA is a marker of lipids peroxidation regularly used for evaluating oxidative stress.
Concentrations of MDA were determined as described by Pialoux et al (Pialoux et al., 2000).
Briefly, the pink chromogen was extracted with n-butanol and its absorbance was measured at
532nm by spectrophotometry. MDA concentration was calculated using 1,1,3,3-

tetraethoxypropane as standard.

4.10) Statistical analysis

We used GraphPad prism software for all analyses. All data were analyzed using a one-way
ANOVA followed by a post-hoc test (Fisher's Least Significance Difference). All data are

presented as means (SD or range) or as Tukey plots. The significant P values was set a 0.05.

5) Results

The mean level of serum estradiol was higher in Sham-Veh RA rats (617 (960) pg/ml - range
non-detectable — ND - to 2391) and in OVX-E, CIH rats (1992 (2400) — range 423 to 6284)
compared to OVX-Veh RA rats (4.1 (7.1) - ND to 15.7), and OVX-Veh CIH rats (2.9 (6.7) -
ND to 16.7 — ANOVA P value 0.02).

Role of ovariectomy, CIH and estradiol on body weight, and energy intake.
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All animals were weighed one week before the surgery, on the day of surgery, and all
subsequent weeks. Weight differences were apparent on the day of surgery (Fig. II.1A), but all
animals had a similar weight gain and energy intake the preceding week (Fig. II.1B and 1C).
On the first week after the surgery, the animals treated with E. lose weight (Fig. II.1B) and had
a reduced energy intake (Fig. II.1C). Compared to SHAM-operated rats, OVX rats had an

increased weekly weight gain during the 2™ and 3" week post-surgery without altered energy

intake. These effects of OVX and E. treatment were expected and are well known in female
rats (Butera, 2010). Weekly weight gain was lower in OVX rats exposed to CIH than in OVX
rats exposed to RA (Fig. II.1B), but the energy intake was similar between groups (Fig. I1.1C).
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Figure I1.1 : Evolution of body weight (A), weekly weight gain (B), and weekly energy uptake
(C) over the course of the experiments.

X-axis: weeks relative to surgery (indicated by the arrow at the bottom of graphs B and C). CIH or
RA exposures are performed during week 4. All values are mean + sem. *, ** **¥%: P<(0.05, <0.01,
and <0.0001 vs. corresponding groups (as indicated), or vs. all other groups. All values mean + SD.
The period of CIH exposure is indicated by the grey blocks.
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5.1) Estradiol protects against metabolic alterations induced by CIH.

Rectal temperature measured during respiratory recordings was similar in all groups: 36.5 (0.4
—range 35.8 to 37.0) °C in Sham-Veh RA rats, 36.7 (0.4 — 36.3 to 37.5) in OVX-Veh RA rats,
36.6 (0.2-36.2t036.9) in OVX-Veh CIH rats, and 36.7 (0.4 — 36 to 37.5) in OVX-E, CIH rats.
Rats exposed to CIH had lower VO, and VCO. at rest than non-exposed rats (Fig. II.2A&B),
and the RER was increased in OVX-Veh CIH rats compared to SHAM-Veh RA rats (Fig.
I1.2C). E. treatment prevented the decrease of metabolic rate induced by CIH and restored a low
VCO./VO..

Minute ventilation was lower in OVX-Veh RA rats than in SHAM rats (Fig. I1.2D) due to a
concomitant (but not significant) decrease of respiratory frequency and tidal volume (Fig. I1.2E-
F). In rats exposed to CIH, tidal volume was higher in rats treated with E, than in rats treated
with Veh (Fig. II.2F). V./VO., was higher in OVX-Veh rats exposed to CIH than in OVX-Veh
rats exposed to RA (Fig. I1.2G), but there was no significant change of V./VCO, (Fig. I.2H).
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Figure I1.2 : Respiratory and metabolic parameters recorded at rest

In sham or ovarectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E.), and
exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). A: O, consumption rate (VO.:
ml/min/100g), B: CO, production rate (VCO.: ml/min/100g), C: Respiratory exchange ratio
(VCO/VO,), D: Minute ventilation (V,: ml/min/100g), E: Breathing frequency (fR: breaths/min), F:
Tidal volume (V.: ml/100g), G: Respiratory equivalent ratio for O, (V./VO,) and H: Respiratory
equivalent ratio for CO, (V/VCO,). Tukey plots show median (central line), 25+ and 75+ percentile
(lower and upper box limits), maximum and minimum values (error bars). Individual values that are
below or above the 25 or 75+ percentile + or — 1.5 the interpercentle range are indicated as black dots
(below or above the box). *, **_ ***: p<(0.05,<0.01, and <0.001.
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5.2) Estradiol prevents the increase of arterial pressure and heart rate

induced by CIH.

Compared to OVX and Sham rats exposed to room air, the mean, diastolic and systolic arterial
pressures (Fig. II.3A-C) and heart rate (Fig. II.3 D) were higher in rats exposed to CIH. In rats
treated with E, and exposed to CIH arterial pressure remained at a normal level (Fig. I1.3A-C),
and heart rate was lower compared to OVX and Sham rats exposed to room air (Fig. II.3D).
Compared to sham operated animals exposed to room air, ovariectomy alone had no effect on

MAP.
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Figure I1.3 : Mean (A), diastolic (B), systolic (C), arterial pressure (in mmHg), and heart rate (D
in bpm)

In sham or ovarectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E.), and
exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). Tukey plots show median (central
line), 25+ and 75¢ percentile (lower and upper box limits), maximum and minimum values (error bars).
wk kxR REEF p<(0.01, <0.001, and <0.0001 vs. corresponding groups (as indicated), or vs. all other
groups.

5.3) Estradiol reduces the frequency of sighs and apneas and promotes
stability of the breathing pattern during exposure to chronic intermittent
hypoxia.

The frequency of sighs (Fig. I1.4) and post-sigh apnea (Fig. I1.5) were higher in OVX-Veh RA
compared to Sham-Veh RA demonstrating an effect of OVX. Exposure to CIH further
increased the frequency of sighs, post-sigh and spontaneous apneas (Fig. I[I.4and I1.5A-C). Rats

exposed to CIH and treated with E, had a lower frequency of sighs and apneas compared to

OVX-Veh CIH rats. No difference was observed for the mean apnea duration (Fig. I1.5C).
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Figure I1.4 : Sigh frequency at rest

In sham or ovariectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E,), and
exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). A-B: typical respiratory recordings
at rest in one OVX-Veh CIH and one OVX-E, CIH female rat. One sigh noted (*) in the OVX-Veh
CIH female. Note the low sigh frequency in the rat treated with E.. C: Group results showing sigh
frequency at rest. Tukey plots show median (central line), 25+ and 75+ percentile (lower and upper
box limits), maximum and minimum values (error bars). Individual values that are below or above
the 25+ or 75+ percentile + or — 1.5 the interpercentile range are indicated as black dots (below or
above the box). *, ##** #¥¥%: P<(.,05, <0.001, and <0.0001 vs. corresponding group as noted.
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Figure I1.5 : Apnea frequency and duration at rest

In sham or ovariectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E.), and
exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). A-B: frequency of post-sigh and
spontaneous apneas (/hour), C: mean duration of post-sigh and spontaneous apneas. Tukey plots
show median (central line), 25+ and 75+ percentile (lower and upper box limits), maximum and
minimum values (error bars). Individual values that are below or above the 25+ or 75+ percentile + or
— 1.5 the interpercentile range are indicated as black dots (below or above the box). *, ###  F*k%:
P<0.05, <0.001, and <0.0001 vs. corresponding group as noted or vs. all other groups.
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The breath-by-breath stability of the breathing pattern was evaluated on about 400 regular
breaths. Examples of Poincaré plots are represented in figure II.6A. Compared to Sham-Veh
RA and OVX-Veh RA, the variability indexes SD1 and SD2 was higher in OVX-Veh CIH rats,

whereas with E. there is no difference observed (Fig. I1.6B).
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Figure I1.6 : Stability of the breathing pattern at rest

In sham in sham or ovariectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E.),
and exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). A: Minute ventilation, B:
Respiratory frequency, and C: Tidal volume as % changes vs baseline. Tukey plots show median
(central line), 25+ and 75+ percentile (lower and upper box limits), maximum and minimum values
(error bars). Individual values that are below or above the 25+ or 75 percentile + or — 1.5 the
interpercentile range are indicated as black dots (below or above the box). *, **, ***: P<0.05, <0.01,
and <0.001, vs. corresponding group as noted.

5.4) Estradiol prevents the increase in chemoreflex function during exposure

to chronic intermittent hypoxia

The responses to hypercapnia (5% CO,) and hypoxia (12% O,) where higher in OVX-Veh CIH
rats compared to Sham-Veh RA (Fig. I1.7A). This is mainly due to the increase of fR rather
than V, (Fig.I1.7B and C). E, treatment blunted this increase in hypoxia but not in hypercapnia,

thus suggesting an effect of E,on the carotid bodies, the main sensor of arterial O, pressure.
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Figure I1.7 : Hypoxic and hypercapnic ventilatory responses

In sham or ovariectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E,), and
exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). A: Minute ventilation, B:
Respiratory frequency, and C: Tidal volume as % changes vs baseline. Tukey plots show median
(central line), 25+ and 75+ percentile (lower and upper box limits), maximum and minimum values
(error bars). Individual values that are below or above the 25+ or 75+ percentile + or — 1.5 the
interpercentile range are indicated as black dots (below or above the box). *, **, ***: P<0.05, <0.01,

and <0.001, vs. corresponding group as noted.

5.5) Estradiol protects against pro-oxidant status during exposure to chronic

intermittent hypoxia

The activity of NOX was increased in the cortex and brainstem in animals exposed to CIH (Fig.
II.8A) compared to Sham-Veh RA and OVX-Veh RA and E, treatment suppressed this effect.
In the adrenals, there was no significant effect of CIH exposure but in animals exposed to CIH
the activity of NOX was lower in animals treated with E. than in animals exposed to CIH. In
contrast, there was no effect of CIH on XO activity. It should be acknowledged that we failed
to detect XO activity in the brainstem. In the adrenal gland, XO activity was higher in OVX-
Veh CIH rats but not in OVX-E, CIH compared to OVX-Veh RA (Fig. I1.8B).
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Figure I1.8 : Activity of NADPH oxidase (NOX: A) and xanthine oxidase (XO: B)

All in nmol/min/u g proteins, in the cortex, brainstem, and adrenal glands of sham or ovariectomized
(OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E.), and exposed to room air (RA) or
chronic intermittent hypoxia (CIH). Tukey plots show median (central line), 25+ and 75+ percentile
(lower and upper box limits), maximum and minimum values (error bars). *, **_ ##% #¥¥%: P<( .05,
<0.01, <0.001, and <0.0001 vs. corresponding group as noted.

The activity of both GPX and SOD.,,, (two cytosolic antioxidant enzymes) was lower in the
cortex after exposure to CIH. This decrease was prevented by E. treatment (Fig. II.9A and B).
We did not observe significant effect in the brainstem or adrenals. For cortical SOD,,, the rats
exposed to CIH have a tendency to express the lowest values of the 4 groups and in animals
exposed to CIH SOD,, activity was higher in rats treated with E, than in rats treated with Veh
(Fig. 11.9C).
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Figure I1.9 : Activity of gluthatione peroxydase (GPX: A) and superoxide dismutase (SOD) in
cytosolic (B) or mitochondrial fractions (C)

All in nmol/min/ug proteins) from the cortex, brainstem, and adrenal glands of sham or
ovariectomized (OVX) female rats, treated with vehicle (Veh) or estradiol (E.), and exposed to room
air (RA) or chronic intermittent hypoxia (CIH). Tukey plots show median (central line), 25+ and 75+
percentile (lower and upper box limits), maximum and minimum values (error bars). Individual
values that are below or above the 25+ or 75+ percentile + or — 1.5 the interpercentile range are
indicated as black dots (below or above the box). *, **: P<0.05, and <0.01 vs. corresponding group

The NADPH/SOD..,, ratio was higher in OVX-Veh CIH in the cortex and the brainstem
compared to the other group (Fig. II.10A). This result is due to the increase of NOX activity
and the diminution of SOD activity in rats treated with vehicle and exposed to CIH.

In the brainstem and in the cortex there was a higher level of MDA in rats exposed to CIH

compared with controls and this increase was prevented by E, treatment. In the adrenals, the
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level of MDA was also increased by exposure to CIH but E. treatment did not prevent this

effect. Regarding AOPP, no difference was found between each group (Fig. 11.10 C).
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Figure I1.10 : Ratio of NADPH to SOD.... activities (A), malondialdehyde (MDA: B in mmol/mg
protein) and advanced oxidation protein products (AOPP: C in mmol/mg protein) levels

in the cortex, brainstem, and adrenal glands of sham or ovariectomized (OVX) female rats, treated
with vehicle (Veh) or estradiol (E.), and exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia
(CIH). Tukey plots show median (central line), 25+ and 75+ percentile (lower and upper box limits),
maximum and minimum values (error bars). Individual values that are below or above the 25 or 75+
percentile + or — 1.5 the interpercentile range are indicated as black dots (below or above the box). *,
wk kEkE: P<0.05, <0.01, and <0.0001 vs. corresponding group as noted or vs all other groups.

6) Discussion

We report in the present study that E, supplementation protects against the development of
hypertension, respiratory disorders, and oxidative stress in the central nervous system and

adrenal glands in female rats exposed to CIH. E, treatment during exposure to CIH also prevents
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against the decrease of metabolic rate and maintains the RER at a low level. Overall these data
suggest that E. could be a potential candidate target to protect women against the deleterious
consequences of sleep apnea and suggest that endogenous E. plays a protective role in
premenopausal women by contributing to the lower occurrence of sleep apnea, and the
associated oxidative stress (Block et al., 1979; Young et al., 2003). This hypothesis 1is
strengthened by studies showing that in women, low level of estradiol correlates with high
frequency of sleep apnea (Galvan et al., 2017; Netzer et al., 2003).

Our data also indicate that compared to the Sham control group, OVX leads to a lower minute
ventilation at rest and a higher frequency of sighs and post-sigh apneas. However, this group
does not allow determining whether E. or progesterone contributes to this effect, but we might
emphasize that compared to the sham group, the perturbations induced by CIH exposure were
higher than those induced by OVX alone. As expected E. treatment reduces food intake and
body weight, an effect that mostly depends upon reduction of meal size mediated by the effects
of estradiol on feeding behavior circuits of the central nervous system (Butera, 2010; Eckel,
2011). One may argue that the lower body weight, and possible reduction of adipose tissue
induced by E. treatment might contribute to reduce arterial pressure and oxidative stress.
However, in subsequent experiments we have treated OVX female rats exposed to CIH with a
selective agonist of E. receptor alpha and found a reduced blood pressure (Boukari et al., 2017),
without alteration of body weight (321 + 26 vs 314 + 17 g in OVX-Veh-CIH - body weight
data was not included in the review paper), showing that, at least for blood pressure, the effects
of E. in our CIH model do not depend on a reduction of body weight. Furthermore, in human,
progesterone reduces apnea frequency after adjustment for the effects of known confounding
factors, including body weight, in postmenopausal women (Shahar et al., 2003) or during
pregnancy (Lee et al., 2017), showing that the effects of steroid on apnea frequency might not
depend on body weight. On the other hand, it is becoming increasingly clear that dysfunction
and inflammation of visceral adipose tissue contributes to the metabolic consequences of CIH
(Carreras et al., 2015; Drager et al., 2010), and it might be argued that the reduced adipose
tissue mass induced by E, treatment during CIH contributes to its protective effects. Assessing
the potential interactions between adipose functions, metabolic disturbances, and hormonal
status in animal exposed to CIH is an appealing avenue of research.

Exposure to CIH in rodents is regularly used to mimic sleep apnea (Dumitrascu et al., 2013;
[turriaga et al., 2015; Morgan et al., 2016b, 2016a; Prabhakar et al., 2015) and the systemic
manifestations seen in apneic patients (Eisele et al., 2015). Our results are consistent with
previous studies showing that CIH induces an elevation of the hypoxic ventilatory response

(Morgan et al., 2016a, 2016b). This is mostly due to an increased activity and hypoxic
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responsiveness of the peripheral chemoreceptors (Peng et al., 2003), that also leads to increased
activity of the sympathetic system and arterial hypertension (Lesske et al., 1997; Prabhakar et
al., 2012). Our results are also consistent with previous studies reporting that the increased O.
sensitivity of peripheral chemoreceptors is involved in the instability of the breathing pattern,
elevated apnea frequency and hypertension observed in CIH (Edge et al., 2012; Lesske et al.,
1997; Pengetal.,2014,2011). Indeed, we observed that CIH increased the frequency of apneas,
the breath-to-breath variability, and the frequency of sighs recorded at rest.

We previously showed that in adult female mice sighs recorded during sleep were associated
with micro-arousals (up to 5 seconds - assessed by EMG/EEG electrodes), a sign of sleep
fragmentation and poor sleep quality (Marcouiller et al., 2014). Although we have not recorded
sleep/wake states in the current study, we reported in adult female mice that prolonged periods
of stable and regular breathing pattern were associated with non-REM sleep (Marcouiller et al.,
2014). Therefore, we might argue that the enhanced sigh frequency observed after exposure to
CIH could also represent an increased frequency of micro-arousals. Interestingly, it has been
reported that intermittent hypoxia leads to hyper somnolence and increased sleep propensity
through an increase in NADPH oxidase activity in regions containing wake-active neurons
(Zhan et al., 2005). It could be thus hypothesized that the increased NADPH oxidase activity
in these regions may also increase micro-arousals and sighs frequency. By reducing NADPH
oxidase activity, E. could reduce these 2 features in animals exposed to CIH.

At the cellular level, CIH is associated with generation of ROS in the peripheral
chemoreceptors, adrenal medulla and in the brainstem areas that receive the terminal nerves
from the carotid bodies (Dumitrascu et al., 2013; Eisele et al., 2015; Iturriaga et al., 2015;
Prabhakar et al., 2015, 2012; Prabhakar and Kumar, 2010). In the peripheral chemoreceptors
of rats exposed to CIH, the expression of the NADPH oxidase family members Nox1, Nox2,
and Nox3 is increased (Khan et al., 2011; Peng et al., 2009, 2003; Prabhakar et al., 2015). This
enzymatic induction is mediated by increased expression of HIF-1a, while the down regulation
of SOD,, is mediated by a reduced expression of HIF-2a (Semenza and Prabhakar, 2015).
Treatments of rats exposed to CIH with different antioxidant drugs including MnTMPyP (a
membrane-permeable O, scavenger) or apocynin (an inhibitor of NADPH oxidase) have been
shown to blunt the exaggerated hypoxic responses of the peripheral chemoreceptors, and
prevents the increase in sympathetic activity, mean arterial pressure (Peng et al., 2013;
Prabhakar et al., 2015) and apnea frequency (Edge et al., 2012). Other antioxidant molecules
such as ascorbic acid also prevent the development of hypertension in rats exposed to CIH
(Iturriaga et al., 2015), and inhibitors of NADPH or xanthine oxidases in rats prevent the

elevation of hypoxic ventilatory response and the decrease of metabolic rate after exposure to

93



CIH (Morgan et al., 2016b). Clinical studies are consistent with these data, and it has been
shown in apneic patients that treatment with a xanthine oxidase inhibitor reduces vascular
dysfunction (El Solh et al., 2006).

Consistently with these previous studies, our results show that CIH increased the activity of
NADPH oxidase in the central nervous system (cortex and brainstem) and increased the activity
of xanthine oxidase in the adrenal glands. CIH also decreased the activity of GPX and SOD in
the cortex, but not in the brainstem or in the adrenal glands. As a consequence, the cortex
appears to be more sensitive to CIH in regard to oxidative stress, which is reflected by the
highest ratio of NADPH oxidase to SODcu-zn activity. It has been reported that CIH enhanced
NAPDH oxidase activity and reduced SOD activity in brainstem regions that receive the
afferent inputs from the peripheral chemoreceptors in the nucleus tractus solitarius and in the
ventrolateral medulla (Peng et al., 2014) but not in neighboring brainstem regions. These effects
are not reported after chemodenervation, suggesting that in the brainstem, oxidative stress is
due to the enhanced activity of the peripheral chemoreceptors (Peng et al., 2014), at least in the
regions that receive the afferent inputs from the peripheral chemoreceptors. However, our
results show that CIH enhances NADPH oxidase activity in the brainstem and leads to higher
MDA levels. Because we used whole brainstem samples we cannot state if this response is
homogenous across the organ or region specific (Peng et al., 2014). The assessment of the
protein content of NADPH oxidase subunit at the origin of superoxide production and its
activity in specific area of the brain involved in respiratory should be performed in further
studies to better understand the role of E2 in the regulation of ventilation and oxidative stress.
Nonetheless, the modulation of antioxidant enzyme activities in the cortex by CIH suggests a
direct oxidative stress effect, independently of peripheral chemoreceptors activity. In our study,
E. prevents the changes of antioxidant enzyme activities in the cortex and brainstem. Although
the antioxidant enzyme activities were not measured in peripheral chemoreceptors, we can
speculate that E, could also act at this level to reduce oxidative stress damages, contributing to

its protective effects against elevated blood pressure and respiratory disorders induced by CIH.

Finally, it is worth mentioning that in the peripheral chemoreceptors of rats exposed to IH, the
activity of the complex I of the mitochondrial electron transport chain is reduced, and may thus
lead to elevated mitochondrial ROS production (Khan et al., 2011; Peng et al., 2003). Another
study suggested that in newborn mice exposure to IH induces neuronal death by increased ROS
production due to a reduced mitochondrial and complex I respiratory activity. Our results are
in line with these previous studies, showing a decreased activity of SOD in the mitochondrial
fraction, which could contribute to exaggerated ROS production. It seems particularly

important to note that estradiol enhances mitochondrial respiration, avoid excessive
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mitochondrial ROS production (Arnold et al., 2012) and specifically increases the activity of
mitochondrial SOD (Razmara et al., 2007). Therefore, it might be hypothesized that E. protects
against “mitochondrial dysfunction” induced by CIH, a state of mitochondrial function
characterized by low activity of the electron transport chain, leading to high electron leak and
elevated ROS production by electron transport chain complexes I and III (Martin D. Brand and
Nicholls, 2011). Interestingly, our data show that CIH also increased the hypercapnic
ventilatory response, but this effect was not suppressed by E. treatment. Previous studies in
mice also reported that CIH increased the hypoxic and hypercapnic ventilatory responses, and

that HIF-1 o and ROS production are required to elevate the hypoxic but not the hypercapnic

ventilatory response (Peng et al., 2006). This suggests that E. could also reduce HIF-1 «

expression in CIH, as shown previously in response to hypoxia in Hep3B cells (Mukundan et

al., 2004).

In conclusion, E. can protect against respiratory dysfunctions and is able to prevent the elevation
of arterial blood pressure induced by intermittent hypoxia in female rats. E. also efficiently
protects against oxidative stress in the central and peripheral nervous system. Based on the
current literature, this suggest that E, may act on peripheral chemoreceptors and on their central
integration site in the brainstem during exposure to intermittent hypoxia preventing ROS
generation, therefore shunting the sympathetic activation and high blood pressure usually
resulting from this intermittent hypoxia. In addition, E, also decreases oxidative stress in the
central nervous system and in the adrenal glands, which might also contribute to alleviate
systemic and neurological impairments associated with intermittent hypoxia. Since E,
supplementation was shown beneficial for mortality and morbidities and safe in regard to breast
cancer for women at least up to 70 years if started within 10 years of menopause (Comhaire
and Depypere, 2015), our data suggest that E, supplementation could be considered in post-
menopausal women experiencing high levels of sleep apnea in accordance to the clinical

guidelines.
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Chapitre 11

Estradiol receptor agonists a and B prevent brain mitochondrial

dysfunction in intermittent hypoxia.

Avant-propos :

D’apres le chapitre 1, I’exposition a I’HI des rattes ovariectomisées conduit a une augmentation
du stress oxydatif avec une augmentation de I’activité de la NOX et une réduction des défenses
antioxydantes (SOD et GPx). Cependant, ce premier chapitre ne nous renseigne pas sur
I’implication de la chaine respiratoire mitochondriale, principale productrice de ROS. En se
fixant sur ses récepteurs ERa et ER, I’E2 est capable de stimuler la respiration mitochondriale,
augmenter la production d’ATP et réduire la production de ROS. Nous avons conduit cette
seconde étude afin de savoir le role que tient la chaine respiratoire mitochondriale en HI dans
le cortex cérébral, ainsi que le rdle des récepteurs nucléaires ERa et ERf3 dans un modele de
rattes ovariectomisées.

Ce travail a été partiellement présenté a Experimental Biology a Chicago du 22 au 26 avril

2017.11 a fait ’objet d’une publication dans les actes de congres dans le « Faseb Journal » sous
le titre « Estradiol receptor agonists o and 3 protect against brain mitochondrial dysfunction in
a model of sleep apnea.

Il sera prochainement soumis a « I’European Respiratory Journal » ou a « I’American Journal
of Respiratory Cell and Molecular Biology ».

J’ai participé a toutes les étapes de ce prochain article, de la conception, la réalisation,
I’interprétation et I’écriture.

Je tiens a remercier le Dr David Gozal de I’université de Chicago pour ces précieux conseils

sur cet article.
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1) Résumé en francais

Objectifs de I’étude : Nous avons testé 1'hypothese que 1’hypoxie intermittente (HI) induit une
dysfonction mitochondriale dans le cerveau chez des rattes adultes et que les agonistes a et 3
des récepteurs a |’estradiol protegent contre cet effet.

Meéthodes : Des rattes femelles Sprague-Dawley (230-250g) ont été ovariectomisées (OVX) et
implantées avec des pompes osmotiques délivrant continuellement du véhicule (OVX-Veh),
PPT (OVX-PPT - agoniste de ERa -30pg/kg/day) ou DPN (OVX-DPN — agoniste de ER -
100pg/kg/day). Deux semaines plus tard, les rattes ont été exposées a une HI (21% -10% Oz -
8 heures / jour - 10 cycles / heure) ou laissées a I'air ambiant (RA). Nous avons utilisé du tissu
frais de cortex perméabilisé avec de la saponine pour mesurer la fonction mitochondriale
(consommation d’Oz et production de H2O2) avec un respirometre de haute résolution (O2K
Oroboros). L’ activité de la pyruvate déshydrogénase (PDH) et de la citrate synthase (CS) a été
mesurée par une méthode colorimétrique.

Résultats : Avec les substrats du complexe I (Pyruvate/Glutamate/Malate) et en présence
d’ADP, les rattes exposées en HI ont une réduction de la consommation d’O2 par rapport a
celles laissés a 1’air ambiant. Le traitement DPN et PPT permet de prévenir cette altération.
Avec le substrat du complexe II (Succinate) et ADP, il n’y a pas d’effet de I’HI, mais la
consommation d’O2 est plus élevée chez les OVX-PPT que chez les OVX-DPN. Avec les
substrats du complexe I et II et ADP, la consommation d’Oz est réduite par I’HI comparé au
OVX-Veh RA et ceci est partiellement prévenu par le traitement DPN alors que les rattes OVX-
PPT ont la plus haute consommation d’O2. La production de H2O2 mesurée par fluorimétrie
avec les substrats des complexes I et II est augmentée en HI par rapport aux rattes laissées en
RA et ceci est prévenu par le traitement DPN et PPT. Aucune différence n’est observée pour
I’activité de la citrate synthase mais I’HI a diminué 1’activité de la pyruvate déshydrogénase et
ceci est prévenu par le traitement DPN et PPT.

Conclusions : Nous concluons que chez les rattes OVX, I’HI altere la chalne respiratoire
mitochondriale au niveau du complexe I conduisant a une augmentation de la production de
ROS (H202). Les agonistes sélectifs de ERa et ER empéchent le dysfonctionnement
mitochondrial. ERa semble plus efficace pour augmenter la fonction respiratoire
mitochondriale dans ce modele. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour les

femmes ménopausées souffrant de SAOS.
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Mots-clés : Mitochondrie ; SERMs ; SAOS - Pharmacothérapie ; agonistes de ERa et ER[3;

Désordres respiratoires du sommeil.
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2) Abstract

Study Objectives: We tested the hypothesis that intermittent hypoxia (IH) induces a
mitochondrial dysfunction in the brain of adult female rats, and that agonists of o and 3 estradiol
receptors (ER) protect against this effect.

Methods: Female rats were ovariectomized (OVX) and implanted with an osmotic pump
continuously delivering vehicle (OVX-Veh), PPT (OVX-PPT — ERa agonist - 30pg/kg/day) or
DPN (OVX-DPN - ERf agonist - 100pug/kg/day). Two weeks later, the animals were exposed
to intermittent hypoxia (IH- 21-10% Oz — 10 cycles/hour — 8 hours/day — 7 days) or room air
(RA). We then used fresh brain cortex tissue (~2 mg) permeabilized with saponin to assess
mitochondrial functions (O2 consumption and H202 production) with high-resolution
respirometry (O2k- Oroboros). Pyruvate Dehydrogenase (PDH) and citrate synthase (CS)
activity were measured by colorimetric method.

Results: With substrates of complex I (Pyruvate/Glutamate/Malate) and in presence of ADP,
rats exposed to IH have a reduced O2 consumption compared to RA rats. PPT and DPN
treatments prevented this alteration. With the substrate of complex II (succinate) and ADP,
there was no effect of IH, but O2 consumption was higher in OVX- PPT rats compared to OVX-
IH rats. With the substrates of complexes I and II and ADP, O2 consumption was reduced by
IH exposure compared to RA, and this was partially prevented by DPN, while OVX-PPT rats
had the highest O2 consumption. H202 production measured by fluorometry with the substrates
of complexes I and II and ADP is increased by exposure to IH compared to RA, and this is
prevented by DPN and PPT. No differences were observed for activity of Citrate synthase but
IH was decreased activity of PDH and this was prevented by DPN and PPT treatments.
Conclusion: We conclude that in OVX female rats, IH impairs the mitochondrial respiratory
chain through the complex I leading to an increase of ROS (H202) production. Selective
agonists of ERa and ERf} prevent the mitochondrial dysfunction. ERa appears more efficient
to increase mitochondrial respiratory function in this model. This opens new perspectives for

menopausal women suffering of sleep apnea.

Keywords: mitochondria; SERMs; OSAS — Pharmacotherapy; agonist ERa and ER; Sleep
Disordered Breathing.
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3) Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is a highly prevalent condition characterized by repeated and
frequent prolonged pauses in breathing during sleep. Chronic intermittent hypoxia (CIH)
produces constant variation of arterial oxygen level (chronic hypoxemia) and is regularly used
in animals to mimic sleep apnea (Fletcher et al., 1992b; Morgan et al., 2016a; Prabhakar et al.,
2015; Prabhakar and Kumar, 2010). CIH induces the same consequences that OSA like
systemic morbidities (hypertension, neurocognitive impairments and metabolic disturbances)
and cellular dysregulation with a strong oxidative stress by the production of reactive oxygen
species (ROS). ROS are a highly reactive molecule that interact with DNA, lipids and proteins
(Halliwell, 2006b; Halliwell B, 2001; Halliwell and Gutteridge, 1984). It has been postulated
by numerous studies that oxidative stress is the main responsible of systemic morbidities
observed in the patients suffering of sleep apnea and rodents exposed to CIH (Barcel¢ et al.,
2000; Lavie, 2015; Lavie et al., 2004; Prabhakar et al., 2015, 2007b).

OSA has a lower prevalence in women than men but increases after menopause in women
(Bixler et al., 2000; Young et al., 2003). In post-menopausal women, hormone replacement
therapy reduces the frequency of sleep apnoea after adjustment for other known risk factors
(age, body mass index and neck circumference) (Young et al., 2003). Furthermore, the level of
estradiol is negatively correlated with sleep apnea in post-menopausal women (Galvan et al.,
2017; Netzer et al., 2003).

We previously reported that in ovariectomized female rats, estradiol treatment decreases mean
arterial pressure, post sigh and spontaneous apneas and brain oxidative stress induced by CIH
(Laouafa et al., 2017b). However, the role of mitochondria, the major source of ROS has not
been investigated.

Boras and al showed that oxidative stress from mitochondria in brain and liver is more
important in male than female rats (Borrds et al., 2003). Suggesting that estradiol induces its
antioxidant effects directly on mitochondria (Borrds et al., 2010).

Most known biological effects of estrogen, a major female gonadal steroid, are mediated by
binding of the hormone to estrogen receptor (ER) subtypes, ERa and Erf3. The ERs belong to
a member of the nuclear hormone family of intracellular receptors that function as ligand-
dependent transcriptional coactivators (Bjornstrom and Sjoberg, 2005). ERa and ERf} are able
to translocate into the mitochondria to regulate mitochondrial structure and function of
mitochondrial respiratory chain (Chen et al., 2005; Nilsen and Brinton, 2004; Yang et al., 2004).

This lead to an increase of oxidative phosphorylation, a reduction of electron and cytochrome
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¢ leaks and, therefore a reduction of ROS productions by mitochondria (Irwin et al., 2008; Ali

Razmara et al., 2008; Razmara et al., 2007).

We hypothesis that both ER subtypes contribute to protect against brain mitochondrial
dysfunction in CIH. To determine the relative contribution of ERa and ERf on brain
mitochondrial function during CIH exposure, we used OVX female rats exposed to IH and
treated with vehicle or selective ER modulators propylpyrazole triol (PPT) or
diarylpropionitrile (DPN). PPT is 410-fold more selective for ERa than ER[3, whereas DPN is
70-fold more selective for ERP than ERa (Irwin et al., 2012).

Our data indicate that exposure to CIH induced a mitochondrial dysfunction by decreasing O2
consumption and increasing H2O2 production. Activation of Both ER differentially rescued the

functional efficiency of brain mitochondria.

4) Material and methods

4.1) Animals

All experiments were approved by the local committee for animal care, in accordance with the
Canadian council on animal care in science. The protocol was approved by the committee on
the protection of animal of the CHUQ Research Center (Permit number: 2014-156). 24 females
Sprague-Dawley rats (220-250g) were purchased from Charles-Rivers Laboratories (Saint-
Constant, QC, Canada). All animals had access to food and water ad-libitum and were
maintained on a 12:12h light-dark cycle. Weight of the female rats was assessed every week

from the arrival until the end of protocol.
4.2) Surgical procedures

Rats were anesthetised under isoflurane (4% induction then 2%) and the ovaries were removed
through bilateral flank incisions. The level of anesthesia was verified before and during the
surgery by the lack of reflex responses to frequent tail pinching. In sham-operated rats the
ovaries were left intact. The animals were implanted subcutaneously in the upper mid-back
region with an osmotic pump (Alzet®; model 2ML4 — flow of 60ul/day during 28 days) filled
with vehicle (2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin) or the estradiol receptor agonist o
(propylpyraoletriol-PPT, Tocris) and 3 (diarylpropionitril-DPN, Tocris) — see dose below. All
animals received pre- and post-operative analgesics for 48 hours (bupevacaine, lidocaine,
subcutaneous injection, respectively 3.5 and 7 mg/kg in 2.5 ml/kg) according to our normalized

protocols.
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4.3) Chronic intermittent hypoxia exposure

After 2 weeks of recovery, the rats were housed in a Plexiglas chamber (internal volume
0.05m), connected to an oxycycler (Biospherix, Redfield, NY, USA). Oxygen dropped from
21% to 10% in 90 seconds, holding O, at 10% for 30 seconds, then returned to 21% in 70
seconds and holding at 21% for 120 seconds, at the rate of 10 cycles/hour for 8 consecutive
hours between 8:30am - 4:30pm during 7 days. Rats exposed to room air (AIR) were placed in

the same room that those exposed to CIH.
4.4) Experimental group

We used four groups of adult female rats (6-7 females/groups): two groups of ovariectomized
rats were treated with vehicle (2-hydroxypropyl-pB-cyclodextrin - 200 pg/ml — Cayman
Chemicals catalogue# 16169) and exposed either to room air (OVX-Veh AIR) or chronic
intermittent hypoxia (OVX-Veh CIH). The 2 last groups were OVX rats treated with PPT
(30ug/kg/day) and DPN (100 g/kg/day) and exposed to CIH (OVX-PPT (o) CIH) and (OVX-
DPN (B) CIH).

4.5) Oxygen consumption and H.O,production on permeabilized brain cortex

Rats were sacrificed with an overdose of anesthetic (ketamine/xylasine), the brain cortex was
rapidly dissected and immediately used to perform measurements of oxygen consumption and
H.O, production rates using a high-resolution fluorespirometry system (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria).

Oxygen consumption

After calibration of the Oroboros chambers, punch cortex samples were weighted (2-3 mg), and
recordings of O, consumption performed at 37°C in a respiration buffer (0.5 mM EGTA, 3mM
MgCl.,, 60 mM potassium lactobionate, 10 mM KH.PO,, 20 mM Hepes, 110 mM sucrose, 1 g/l
BSA). Based on a previous study establishing the optimal conditions (Herbst and Holloway,
2015), the samples are incubated in the recording chamber for 20 min with saponin (50 g/ml).
For each sample, we have differentiated mitochondrial oxygen consumption linked to NADH
oxidation through the mitochondrial respiratory complex I (pyruvate SmM, malate 2mM),
mitochondrial oxygen consumption linked to FADH, oxidation through the mitochondrial
respiratory complex II (succinate SmM and rotenone 0,5¢M to block complex I activity) and
mitochondrial oxygen consumption linked to NADH-FADH, oxidation through the
mitochondrial respiratory complex I and II (pyruvate SmM, malate 2mM, succinate 10mM).

The basal oxygen consumption represents mitochondrial respiratory state 2. After equilibration
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with the substrates, ADP (2.5mM) is added to the chambers to measure O, consumption under
normal phosphorylating state (ATP synthesis — mitochondrial respiratory state 3). We then add
cytochrome-c (10M) to assess the integrity of mitochondrial membranes, then oligomycin
(2.5uM) was added to block ATP synthesis and measure O, consumption due to leakage of
protons in non-phosphorylating state (no ATP synthesis - state 4). Uncoupling is further
exaggerated by adding graded bolus of carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP —
0.5 uM in 1ul/bolus) until reaching stable O. consumption. We then blocked the activity of the
complex 3 with antimycin A (2.5 #M) to measure non-mitochondrial O, consumption (Residual
oxygen flux - ROX) due to cytosolic oxidases. ROX was subtracted from all other
measurements to report mitochondrial oxygen consumption. The respiratory control ratio
(RCR) is a marker of the good functionality of the electron transport chain (Martin D. Brand
and Nicholls, 2011) and was obtained by dividing respiratory state 3 by respiratory state 4.

H.O. production

The rate of hydrogen peroxide formation was measured in parallel to oxygen consumption in
the samples incubated with pyruvate, malate, and succinate (respiration through complexes I
and II) by fluorimetric detection (Krumschnabel et al., 2015). We used Horseradish peroxidase
(HRP, 1 U/mL) and Amplex Red fluorescent dye (10xM). The excitation wavelength was
525 nm and fluorescence detection was at 587 nm. Calibration were done by using known
amounts of hydrogen peroxide (0,1 M) that were exogenously added to the recording chamber

at the end of all experiments.

Data analysis

For rate of oxygen consumption and hydrogen peroxide production, data acquisition and
analysis were performed with the DatLab® software, version 6 (Oroboros Instruments). The

software is able to derivate oxygen consumption normalized for the amount of brain sample.
4.6) In vitro enzymatic activity

4.6.1) Measurement of Complex I activity

Frozen cortex (20 mg/ml) were homogenized in 100 mM phosphate buffer KPI (100 mM
K.HPO.,, 100 mM KH.PO., PH7,4) + EDTA 2 mM. Then, the tissues were centrifuged for 10
minutes at 1500 g, and the supernatant was collected and kept frozen at -80°C. The
concentration of proteins was determined by a standard colorimetric BCA assay kit (Thermo

Scientific, catalogue # 23225) and complex I activity was normalized to protein concentration.
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Complex I activity was assessed by measuring the disappearance rate of NADH by
spectrophotometry. Briefly, the day of measurement, a solution containing 50 mM KPI buffer,
1 mM EDTA, 100 xM decylubiquinone, and 3.75 mg/ml BSA (10%) was prepared. A similar
solution was prepared with rotenone (10 xM: inhibitor of complex I activity). 4 ul of each
sample was added in two different wells. In the first well, we added 250 ul of solution
containing rotenone, and in the second well we added 250 p1 of cocktail without rotenone. We
then added 3 mM of NADH into each well, and read the absorbance at 340 nm every 15 seconds
for 3 minutes to monitor the rate of NADH disappearance. Since NADH can be consumed by
complex I of the mitochondria and by cytochrome b5 reductase, the activity of the complex I
was obtained by subtracting the slope of the well with rotenone (activity without complex I)

from the slope of the well without rotenone (total activity).

4.6.2) Measurement of cytochrome c oxidase (COX) activity

Maximum activity of the complex 4 (cytochrome c oxidase-COX) was measured with oroboros
by using ascorbate (2 mM) and tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD;
0.5mM) after inhibition of complex III with antimycin A (2.5 uM). The rate was normalized

by the quantity of tissue introduced into the chamber of the Oroboros.

4.6.3) Measurement of Pyruvate Dehydrogenase (PDH) activity

PDH activity was measured using a kit from Sigma aldrich (#MAK183) following the
manufacturer’s instruction. Briefly, 10 mg of brain cortex was homogenized in 100 pl of ice
cold PDH Assay Buffer. Then, the samples were centrifuged at 10.000 g for 5 minutes and the
supernatant was transferred to a fresh tube. 40 ul of sample was added to wells of 96-well plate
in duplicate with appropriate reaction mixes (PDH assay buffer, PDH developer and PDH
substrate). A standard-curve was obtained with serial dilutions of NADH solution (0 to 12.5
nmol/well). The plate was incubated for 3 minutes at 37°C and the absorbance was recorded at
450nm every 5 minutes for 30 minutes. The colorimetric product (NADH) was proportional to

the enzymatic activity of PDH and normalized to the quantity of tissue.

4.6.4) Measurement of Citrate Synthase (CS) activity

CS activity was used as a marker of mitochondrial content (Larsen et al., 2012). CS was
measured using a kit from Sigma aldrich (#MAK193) following the manufacturer’s instruction.
Briefly, 10 mg of brain cortex was homogenized in 100 ul of ice cold CS Assay Buffer. Then,
the samples were centrifuged at 10.000 g for 5 minutes and the supernatant was transferred to

a fresh tube. 25 ul of sample was added to wells of 96-well plates in duplicate with appropriate
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reaction mixes (CS assay buffer, CS developer and CS substrate mix). A standard-curve was
obtained with serial dilutions of GSH solution (0 to 40 nmol/well). The plate was incubated for
3 minutes at 25°C and the absorbance was recorded at 412nm every 5 minutes for 30 minutes.

The colorimetric product (GSH) was proportional to the enzymatic activity of CS and

normalized to the quantity of tissue.

4.7) Statistical analysis

We used GraphPad prism software for all analyses. All data were analyzed using a one-way
ANOVA followed by a post-hoc test (Fisher's Least Significance Difference). All data are

presented as means (SD or range) or as Tukey plots. The significant P values was set a 0.05.
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5) Results

5.1) PPT and DPN treatments rescued decreased O2 consumption decreased
by CIH

A typical recording of oxygen consumption with substrates of complex I (pyruvate + malate)
is presented Fig III.1A. With substrate of complex I, oxygen consumption was lower for state
3 and with CCCP in animal (OVX-Veh CIH) compared to animal exposed to room air (OVX-
Veh AIR). No difference is observed for state 2 and state 4 (Fig I111.1B). Treatment with PPT
and DPN were rescued O2 consumption for state 3 and with CCCP but O2 consumption was
higher with PPT treatment (OVX-PPT CIH) than DPN treatment (OVX-DPN CIH) (Fig I11.1B).
With substrate of complex II (succinate) no change was observed between all groups (Fig
III.1C). Whereas, with substrates of complexes I and II, the same pattern was observed that

with substrates of complex I (Fig II.D).
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Figure II1.1 : Oxygen consumption with a high resolution fluorespirometer Oroboros

Oxygen consumption was measured using permeabilized cortex punch (2mg) in ovariectomized
(OVX) female rats treated with vehicle (Veh) or estradiol receptor agonist oo (PPT) and 3 (DPN) and
exposed to room air (AIR) or chronic intermittent hypoxia (CIH). Typical mitochondrial respiratory
recording with a high resolution fluorespirometer Oroboros shows the different respiratory states
assessed (A), mitochondrial respiratory with pyruvate malate (PM) (B), succinate rotenone (SR) (C)
and pyruvate malate succinate (PMS) (D). Tukey plots show median (central line), 25th and 75th
percentile (lower and upper box limits), and maximum and minimum values (error bars). *p < .05,
**p < 01, #¥*p < 005 and ****p < .001 significantly different from OVX-Veh AIR. °p < .05 and
°°°°p < 001 significantly different from OVX-Veh CIH. $$ p < .01 and $$$8 p < .001 significantl06
different from OVX-PPT CIH



5.2) PPT and DPN treatments rescued RCR decreased by CIH

Respiratory control ration (RCR) is defined as respiratory in state 3 divided by that in state 4.
Compared to animal treated with vehicle (OVX-Veh AIR), exposure to CIH (OVX-Veh CIH)
was decreased RCR with substrates of complex I (pyruvate-malate, PM) and substrates of
complexes I and II (pyruvate-malate-succinate, PMS). No differences were observed with
substrate of complex II alone (Succinate-Rotenone, SR). Treatment with PPT (OVX-PPT CIH)
and DPN (OVX-DPN CIH) prevented the decrease of RCR with PM and PMS (Fig. I11.2)

RCR

. 7 ] OVX-VehAIR
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Figure II1.2 : Respiratory control ratio (RCR)

Respiratory control ratio (RCR) was calculated as state 3/state 4 with oxygen consumption obtained
with pyruvate malate (PM), succinate rotenone (SR) and pyruvate malate succinate (PMS) in
ovariectomized (OVX) female rats treated with vehicle (Veh) or estradiol receptor agonist o (PPT)
and B (DPN) and exposed to room air (AIR) or chronic intermittent hypoxia (CIH). Tukey plots show
median (central line), 25th and 75th percentile (lower and upper box limits), and maximum and
minimum values (error bars). *p < .05 and ***p < .0 05 significantly different from OVX-Veh AIR.

°°p < .01 and °°°°p < .001 significantly different from OVX-Veh CIH.

5.3) PPT and DPN treatments rescued H202 production increased by CIH

H>O2 production was evaluated in parallel to oxygen consumption with Pyruvate, malate, and
succinate. The H20O7 production was higher in OVX-Veh CIH compared to control group
(OVX-Veh AIR) for state 3 and with CCCP. This increase was prevented by PPT (OVX-PPT
CIH) et DPN (OVX-DPN CIH) treatments (Fig. I11.3) No difference was observed for state 4.
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Figure I11.3 : H202 production with a high resolution fluorespirometer Oroboros

H202 production was measured using fluorimetric detection on cortex punch (2mg) with the substrates
pyruvate malate succinate (PMS) at different respiratory states in ovariectomized (OVX) female rats
treated with vehicle (Veh) or estradiol receptor agonist o (PPT) and  (DPN) and exposed to room
air (AIR) or chronic intermittent hypoxia (CIH). Tukey plots show median (central line), 25th and
75th percentile (lower and upper box limits), and maximum and minimum values (error bars). *p <
05 and **p < 01 significantly different from OVX-Veh AIR. °p < .05 and °°p < .01 significantly
different from OVX-Veh CIH.

5.4) PPT and DPN treatments rescued PDH activity decreased by CIH

Activity of cytochrome ¢ oxidase (COX) was decreased,by CIH (OVX-Veh CIH) but not
significant (P=0.056). No difference was observed with PPT and DPN treatment (fig II1.4A).
Citrate synthase activity was not changed by exposure to CIH or by PPT and DPN treatments
(fig II1.4B). CIH was decreased activity of pyruvate dehydrogenase (PDH) compared to control
group (OVX-Veh AIR). This decrease was prevented by PPT and DPN treatments. Effect of
DPN treatment (OVX-DPN CIH) was higher than PPT treatment (OVX-PPT CIH) (fig II1.4C).
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Figure I114 : Activity of mitochondrial enzymes

complex IV (A), citrate synthase (CS) (B) and pyruvate dehydrogenase (PDH) (D) activity in
ovariectomized (OVX) female rats treated with vehicle (Veh) or estradiol receptor agonist o (PPT)
and 3 (DPN), and exposed to room air (AIR) or chronic intermittent hypoxia (CIH). Tukey plots show
median (central line), 25th and 75th percentile (lower and upper box limits), and maximum and
minimum values (error bars). *p < .05, ***p < .0 05 and ****¥p < .001 significantly different from
OVX-Veh AIR. ° p < .05 and °°°°p < .001 significantly different from OVX-Veh CIH. $ p < .05
significantly different from OVX-PPT CIH.
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6) Discussion

Sachant que I’article n’a pas été soumis, la partie discussion de ce chapitre est apportée dans la

partie IV conclusion/discussion générale.
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Chapitre III

Role of Estradiol Receptor Beta (ERP) on Arterial Pressure, Respiratory
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1) Résumé en francais

Nous avons testé 'hypothése que le récepteur a ’estradiol ERf est impliqué dans le contrdle
respiratoire chez les souris femelles. Nous avons utilisé des souris ErfKO adultes (invalidées
pour le récepteur 3 de I’estradiol) jeunes (dgées de 5-6 mois) et dgées (17-18 mois) ou des
souris controles de type sauvage (WT) pour évaluer la pression artérielle systémique (via un
brassard sur la queue) et les soupirs et apnées (enregistrés par pléthysmographie a corps entier
au repos). Nous avons également mesuré la réponse ventilatoire a une bréve exposition (< 10
minutes) a I'hypoxie (12% O2) ou a I'hypercapnie (5% CO2). Comme ER est localisé dans les
mitochondries et que 1'cestradiol et 1'agoniste de Erf} augmentent la consommation d'O,
mitochondriale, nous avons évalué la respiration mitochondriale (a 1’aide d’un systéme
d'oxygene haute résolution) et l'activité in vitro du complexe I de la chaine de transfert
d'électrons dans des échantillons de cortex cérébral chez des souris femelles agées de type
sauvage et ERBKO. Comparativement aux jeunes souris WT, les jeunes souris ERBKO
possedent une pression artérielle systémique €levée, mais des réponses ventilatoires similaires
a I'hypoxie et a I'hypercapnie. Chez aux souris femelles ERBKO agées comparées aux souris
WT agées, la pression artérielle systémique était plus faible, la fréquence des soupirs était plus
élevée, la fréquence des apnées était plus faible, et les réponses ventilatoires hypoxiques et
hypercapniques étaient réduites. Chez les souris ERBKO agées, la respiration mitochondriale
et ’activité du complexe I dans le cortex cérébral étaient plus faibles que chez les souris WT.
Nous concluons que ERP a des effets spécifiques a 1'dge sur les fonctions vasculaires et

respiratoires chez les souris femelles.
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2) Abstract

We tested the hypothesis that ERf is involved in respiratory control in female mice. We used
young adult (5-6 months-old) and aged (17-18 months-old) ERBKO or wild-type controls (WT)
female mice to assess arterial blood pressure (via a tail-cuff sensor) and indices of respiratory
pattern (sighs and apneas — recorded by whole body plethysmography at rest). We also
measured respiratory parameters at rest and in response to brief (<10 minutes) exposure to
hypoxia (12% O.) or hypercapnia (5% CO.). Because ERp is localized in mitochondria, and
because estradiol and ERf agonist increase mitochondrial O, consumption, we assessed the
mitochondrial respiration (with a high-resolution oxygraph system) and the in-vitro activity of
the complex I of the electron transfer chain in samples of brain cortex in aged wild-type and
ERPBKO female mice. Compared to young WT mice, young ERBKO mice had elevated arterial
blood pressure, but similar ventilatory responses to hypoxia and hypercapnia. In old ERBKO
female mice compared to old WT mice, the arterial blood pressure was lower, the frequency of
sighs was higher, and the frequency of apneas was lower, and the hypoxic and hypercapnic
ventilatory responses were reduced. In old ERBKO mice mitochondrial respiration and complex
I activities in the brain cortex were lower than in WT mice. We conclude that ER[3 has age-

specific effects on vascular and respiratory functions in female mice.
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3) Introduction

Through their effects in the central nervous system, steroid hormones such as estradiol or
progesterone play an essential role in the regulation of sexual behavior (Brinton et al., 2008;
Micevych et al., 2015). These hormones are also involved in processes governing mood or
cognition (Marrocco and McEwen, 2016) and regulate homeostatic functions such as
thermoregulation or respiratory control (Behan and Wenninger, 2008; Boukari et al., 2017,
2015). Because the occurrence of sleep apnea is higher in men than in women and increases
after menopause in women (Bixler et al., 2001; Block et al., 1979), it is of clinical relevance to
better understand the effects of ovarian hormones on respiratory regulation. Earlier studies
performed in cats suggested that the main effect of estradiol was limited to increase the
expression of the progesterone receptor, thereby increasing the respiratory effect of
progesterone (Bayliss et al., 1990). Thus, the effects of estradiol, and the role of the classical
estradiol receptors (ERa and ERf) in respiratory control remain poorly investigated.
Nonetheless, we have reported that in newborn rats, long-term treatment with estradiol slightly
reduced respiratory frequency and increased the frequency and length of apnea under resting
conditions (Lefter et al., 2008). During hypoxia, estradiol treatment suppressed the normal
decrease of body temperature, without altering the ventilatory response (Lefter et al., 2008).
Furthermore, we showed recently that estradiol protects against the increased chemoreflex
activity and respiratory instabilities induced by exposure to intermittent hypoxia (Laouafa et
al., 2017b), conceivably due to protective effects of estradiol against the oxidative stress
induced by intermittent hypoxia (Laouafa et al., 2017b), and likely involve effect of estradiol
on mitochondrial respiration and production of reactive oxygen species in female rats exposed
to intermittent hypoxia (Laouafa et al., 2017a). These results indicate that estradiol could have
important roles on respiratory regulation that remains poorly understood. The effects of
estradiol could be more important under specific pathophysiological conditions, and/or may be
specific to sex- or age.
Classical ERs belong to the superfamily of steroid receptors, acting as transcription factors able
to modulate the expression of target genes that have an “Estrogen Response Element” in their
promoter region (Harris, 2007). Two ERs have been described, ERa and ERf, that are coded
by different genes (Kuiper et al., 1996). We previously reported by immunohistochemistry that
ERp is expressed in the peripheral chemoreceptors of adult rats (Joseph et al., 2006), and ER[}
mRNA and protein are densely expressed in central areas involved in respiratory control
including the nucleus tractus solitarius, locus coeruleus, and the parabrachial nucleus (Shughrue
et al., 1997; Shughrue and Merchenthaler, 2001).
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In the present study, we tested the hypothesis that ERf is involved in respiratory control in
female mice. We used young adult (5-6 months-old) and aged (17-18 months-old) ERBKO
female mice to assess respiratory parameters at rest and in response to brief (<10 minutes)
exposure to hypoxia (12% O.) or hypercapnia (5% CO.). Because previous studies showed
elevated arterial pressure in young ERBKO female mice (Zhu et al., 2002), we also recorded
arterial pressure in young and aged mice. Finally, because ER is localized to mitochondria,
and because ERf agonist and estradiol increase mitochondrial O, consumption (Irwin et al.,
2012), we assessed the mitochondrial respiration and the in vitro activity of the complex I of
the electron transfer chain in samples of brain cortex in aged wild-type and ERBKO female

mice.

4) Material and methods

We used female ERBKO mice (Krege et al., 1998) (B6.129P2-Esr2tm1Unc/J; n=9) and their
recommended wild-type control (WT: C57BL/6J; n=7) from The Jackson laboratory. The mice
were kept in our animal care facility under standard conditions with food and water available
ad-libitum. All experiments were approved by our local ethic committee (Ref: 2014-156) and
strictly adhered to the rules of the Canadian Council on Animal Care. We used the same mice
at the age of 5-6 months (young) and 17-18 months (old) to perform measurement of arterial
pressure and respiratory recordings. Old mice were sacrificed a few days after the last
measurements and brain samples were used to assess mitochondrial respiration and in vitro

activities of mitochondrial complex I.
4.1) Measurements of arterial pressure

Arterial blood pressure was measured as described previously in female rats (Laouafa et al.
2017b) by the tail cuff method and volume-pressure recording (CODA system — Kent
Scientific, Torrington, CT, USA). Conscious mice were placed in a restrainer tube over a
warmed blanket. After 30 minutes of habituation, several recordings were performed, separated
at least by 5 minutes. We report the mean of the 3 lowest values for systolic, diastolic, and mean

arterial pressures.
4.2) Respiratory and metabolic recordings

All recordings were performed as previously described for adult mice (Boukari et al., 2016;
Marcouiller et al., 2014). Briefly, animals were placed in a whole-body plethysmograph

chamber (Emka Technologies — Paris, France), flushed with fresh room air. For each animal,
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the flow rate was adjusted to avoid excessive built-up of CO., within the recording chamber.
Flow rate fluctuated between 160 and 250 ml/min, CO, was measured in the outflowing air and
was between 0.4 and 0.6%. Mice were left undisturbed for 4 hours under room air to ensure a
period of normoxic recordings representative of a resting state, during which mice spend much
of their time asleep (Bastianini et al., 2017; Marcouiller et al., 2014). A subsampling pump was
connected to the chamber for analysis of O.%, CO.%, and water pressure using dedicated gas
analyzers (FC-10, CA-10 and RH-300 respectively, Sable Systems International, Las vegas,
NV, USA). During recordings, values of O.%, CO.% and water pressure in the inflowing gas
line were periodically measured and later used for calculation of O. consumption and CO,
production using standard equations (Boukari et al., 2016). Rectal temperature was measured
at the end of the normoxic recording period. Following the 4h periods of recordings, the animals
were exposed to brief periods of hypoxia (12% O, — 10 minutes) and hypercapnia (5% CO., —

10 minutes) in randomized order, with 10-15 minutes between each test.
4.3) Analysis of respiratory and metabolic rate variables

All respiratory and metabolic variables were analyzed as performed previously in adult rats or
mice (Boukari et al., 2016; Laouafa et al., 2017b; Marcouiller et al., 2014), to report respiratory
frequency, tidal volume, minute ventilation, O. consumption rate, and CO, production under
normoxic conditions and in response to hypoxia or hypercapnia. Because exposure to hypoxia
was short (<10 min) and measurements are typically taken around the 5+ minute of exposure,
we estimated that rectal temperature and metabolic rate were similar in hypoxia and normoxia.
We used standard criteria to report sigh, post-sigh apnea, and spontaneous apnea frequency

under resting conditions (Boukari et al., 2016; Laouafa et al., 2017b; Marcouiller et al., 2014).
4.4) Mitochondrial respiration recordings on permeabilized brain samples

In old mice, a few days after the respiratory measurements, the animals were sacrificed with an
overdose of anesthetic (ketamine/xylasine), the brain cortex was rapidly dissected and
immediately used to perform measurements of mitochondrial respiratory functions using an

O2K Oroboros respirometer (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria).

After calibration of the Oroboros chambers, cortex samples were weighted (2-3 mg), and
recordings of O, consumption performed at 37°C in a respiration buffer (0.5 mM EGTA, 3mM
MgCl,, 60 mM potassium lactobionate, 10 mM KH.PO,, 20 mM Hepes, 110 mM sucrose, 1 g/l
BSA). Based on a previous study establishing the optimal conditions for measurements of
mitochondrial respiration in permeabilized brain samples (Herbst and Holloway, 2015), the

samples are incubated in the recording chamber for 20 min with saponin (50 g/ml). For each
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sample, we have differentiated mitochondrial respiration linked to NADH oxidation through
the mitochondrial respiratory complex I (using pyruvate SmM, malate 0.2 mM, and glutamate
10mM as substrates), and mitochondrial respiration linked to FADH. oxidation through the
mitochondrial respiratory complex II (succinate SmM and rotenone 4uM to block complex I
activity). After equilibration with the substrates, ADP (500 M) is added to the chambers to
measure O, consumption under normal phosphorylating state (ATP synthesis — mitochondrial
respiratory state 3). We then add cytochrome-c to assess the integrity of mitochondrial
membranes, then oligomycin (2 yg/mg tissue) was added to block ATP synthesis and measure
O. consumption due to leakage of protons in non-phosphorylating state (no ATP synthesis -
state 4). Uncoupling is further exaggerated by adding graded bolus of carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone (CCCP — 0.5 yM in 1ul/bolus) until reaching stable O, consumption.
We then blocked the activity of the complex 3 with antimycin A (2.5 yM) to measure non-
mitochondrial O, consumption due to cytosolic oxidases. Finally, the maximum activity of the
complex 4 (cytochrome c oxidase) is measured by using ascorbate (2 mM) and tetramethyl-p-

phenylenediamine dihydrochloride (TMPD; 0.5mM).
4.5) In vitro activity of the mitochondrial complex I

Frozen cortex (20 mg /ml) were homogenized in 100 mM phosphate buffer KPI (100 mM
K.HPO., 100 mM KH.PO,, PH74) + EDTA 2 mM. Then, the tissues were centrifuged for 10
minutes at 1500 g, and the supernatant was collected and kept frozen at -80°C. The
concentration of proteins was determined by a standard colorimetric BCA assay kit (Thermo
Scientific, catalogue # 23225) and complex I activity was normalized to protein concentration.
Complex I activity was assessed by measuring the disappearance rate of NADH by
spectrophotometry. Briefly, the day of measurement, a solution containing 50 mM KPI buffer,
1 mM EDTA, 100 uM decylubiquinone, and 3.75 mg/ml BSA (10%) was prepared. A similar
solution was prepared with rotenone (10 xM: inhibitor of complex I activity). 4 ul of each
sample was added in two different wells. In the first well, we added 250 ul of solution
containing rotenone, and in the second well we added 250 ul of cocktail without rotenone. We
then added 3 mM of NADH into each well, and read the absorbance at 340 nm every 15 seconds
for 3 minutes to monitor the rate of NADH disappearance. Since NADH can be consumed by
complex I of the mitochondria and by cytochrome b5 reductase, the activity of the complex I
was obtained by subtracting the slope of the well with rotenone (activity without complex I)

from the slope of the well without rotenone (total activity).
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4.6) Statistics

For arterial blood pressure, we used a student’s t-test to assess if significant differences
appeared between WT and ERBKO mice at each age. For respiratory variables at rest, we used
a one-way ANOVA to assess if significant differences appear between groups (Young WT,
young ERBKO, old WT, old ERBKO). When the ANOV A reported a significant effect (P<0.05)
we used a Fisher’s LSD test to assess differences between WT and ERBKO mice with each age,
and differences between old and young mice for each genotype. For the hypoxic or hypercapnic
ventilatory response, we used 2 way-ANOVA for repeated measures, with genotype and gas
exposure as grouping variables, followed by a post-hoc Fisher LSD test if significant effect of
genotype or significant interaction between genotype and gas exposure appeared. All analyses

were performed using GraphPad Prism 7. All values are reported as mean + sem.

5) Results

5.1) Arterial pressure in young and old WT and ERBKO female mice

As previously reported in ERBKO mice (Zhu et al. 2002), the systolic, mean, and diastolic
arterial pressures were elevated in young ERBKO compared to wild-type (Figure IV.1 — upper
panels). However, in older mice there was an opposite effect, with ERBKO mice showing

reduced diastolic and mean arterial pressures than wild-type (Figure IV.1 — lower panels).
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Figure IV.1 : Systolic, mean, and diastolic arterial pressure in young and old wild-type (WT)
and ERBKO female mice.

% dk wEkk: pe().05, p<0.01, and p<0.0001 ERBKO vs WT.

5.2) Body weight, respiratory and metabolic variables at rest in young and

old WT and ERKO female mice

Body weight was higher in ERBKO vs wild-type mice at both ages (Table 1), the mean of the
difference between the WT and KO mice was 1.8 = 0.8 g in young mice, and 142 + 2.7 g in
older mice, thus indicating a gradual increase in body weight during aging in ERBKO mice.
Previous studies reported an increased body weight in ERBKO mice, which was associated with
increased fat mass when mice reached 10-12 months of age (Seidlova-Wuttke et al., 2012) but

not in younger (4 months-old) animals (Ohlsson et al., 2000). This suggests an important role
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of ERP to avoid excessive adipose tissue accumulation during aging in female mice, but this

remains poorly documented (Davis et al., 2013).

WT BERKO
BW Young 198+0.3 215+0.7*
Old 284 £ 1.2°°° | 425 £ 2.2%¥%000°
Tr Young 360+0.5 370+0.2
Old 363+0.3 363+0.3
fR Young 163 +7 149 £ 6
Old 162 +9 184 + 9*°°
V. ml/100g Young 0.50 £0.10 0.52+0.08
Old 0.65 +0.07 0.58 +£0.08
V. ml/min/100g Young 835+ 19.7 80.8 £ 149
Old 105 + 14 107 + 20
VO, ml/min/100g Young 5006 53+0.7
Old 43+05 41+£04
VCO. ml/min Young 3704 38+£04
Old 29+£02 27+0.7°
VCO./VO, Young 0.772 £ 0.06 0.733 £0.02
Old 0.703 £0.059 0.670 + 0.028

Tableau I1.4 : Respiratory and metabolic variables recorded at rest in young (5-6 months) and
old (17-18 months) wild-type (WT) and ERBKO female mice.

BW: body weight (grams), Tr: rectal temperature (°C), fR: respiratory frequency (breaths/min), V.:
tidal volume (ml/100g), V.: minute ventilation (=fR x V,, in ml/min/100g), VO,: O, consumption rate
(ml/min/100 g), VCO.: CO, production rate (ml/min/100g), VCO./VO.: respiratory exchange ratio.
Number of animals into each group: Young (7 WT and 8 KO), Old (6 WTand 9 KO).

* k% p<0.05, and p<0.001 ERBKO vs WT (same age)

°0 000 0099 n<0.01, p<0.001, and p<0.0001 old vs young (same genotype).

B
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Figure IV.2 : Typical respiratory recordings from an old WT and an old ERBKO mice showing
the occurrence of a sigh followed by apneas in the WT but not in the ERBKO mice

Lower panels: frequency of sigh, post-sigh apnea, and spontaneous apnea recorded at rest in young
and old WT and ERKO mice.

*; p<0.05 ERBKO vs WT (same age).

°, °°: p<0.05 and p<0.01 old vs young (same genotype).

All respiratory and metabolic parameters measured at rest were similar between WT and
ERPKO mice. Compared to young ERBKO, in old KO mice respiratory frequency was higher,
and CO, production rate was lower (Table I1.4). Interestingly, in old ERBKO mice the frequency
of sigh was more elevated than in WT mice and in young KO mice (Figure IV.2). The frequency
of post-sigh apnea was reduced by aging, and in aged ERBKO mice the frequency of post-sigh

and spontaneous apnea were drastically reduced compared to aged WT mice.

5.3) Hypoxic and hypercapnic ventilatory responses in young and old WT
and ERBKO female mice

During the exposures to hypoxia and hypercapnia in young mice, there were no differences

between wild-type and ERBKO (Figure IV.3). In aged mice, compared to wild-type controls
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ERPBKO aged mice had a reduced ventilatory response to hypoxia due to a lower tidal volume

(Figure IV 4 — upper rows). In response to CO, exposure, minute ventilation was 39% lower in

ERPBKO compared to wild-type mice (Figure IV 4 lower rows), again due to a lower elevation

of tidal volume in response to the CO. exposure.

Minute Ventilation

Young Mice

Hypoxia

Tidal Volume

Respiratory Frequency

(ml/min/100g) (ml/100g) (bpm)
200 1.0 200 -o- WT
150 % -- ERBKO
100 0.5 150
50
0 T T 0.0 T T 100 T T
21% 0, 12% O, 21% 0, 12% O, 21% 0, 12% O,
Hypercapnia
Minute Ventilation Tidal Volume Respiratory Frequency
(ml/min/100g) (ml/100g) (bpm)
300
1.0 300
200
100 0.5 200
0 0.0 100

L] |
21% 0, 5% CO,

| ]
21% 0, 5% CO,

| ] L]
21% 0, 5% CO,

Figure I'V.3 : Ventilatory responses to hypoxia (upper panels) and hypercapnia (lower panels) in
young (5-6 months) wild-type (WT) and ERBKO female mice.
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Old Mice
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Figure IV 4 : Ventilatory responses to hypoxia (upper panels) and hypercapnia (lower panels) in
old (17-18 months) wild-type (WT) and ERBKO female mice.

xRk p<0.01, and p<0.001 ERBKO vs WT.

5.4) Mitochondrial respiration and in vitro activity of electron transport

chain complexes in young and old WT and ERBKO female mice

Mitochondrial respiration was measured only in old WT and ERBKO mice using permeabilized
cortical brain samples. When the respiratory activity was activated by substrates of complex I,
the mitochondrial O, consumption was lower in ERBKO mice compared to WT control (Figure
IV.5). This was not observed with substrates of complex II, and there was no significant
difference for the maximum activity of complex IV (cytochrome oxidase) between wild-type
and ERPKO mice.

The activity of complex I measured in vitro by the disappearance rate of NADH was lower in

ERPKO mice compared to WT (Figure IV.5).
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Figure IV. 5 : Mitochondrial function in samples of permeabilized brain cortex in old (17-18
months) WT and ERBKO female mice.

Upper panels: O, consumption rate (pmol O./second/mg tissue) with substrates of complex I (left —
NADH-linked respiration), and substrates of complex II (right — FADH.- linked respiration). PMG:
Pyruvate, malate, glutamate (substrates of complex I), SR: succinate, rotenone (substrate of complex
IT and blockade of complex I), ADP: adenosine di-phosphate, OligoM: Oligomycin A, CCCP:
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone. See text for further details.

Lower panels: activity of complex I and IV of the electron transport chain (see text).

* k% p<0.05, and p<0.01 ERBKO vs WT.

6) Discussion

The present studies show that deletion of ERf} in female mice leads to age-specific alterations
of the cardio-vascular and respiratory systems. Interestingly, while elevated blood pressure was
present in young ERBKO female mice, our results indicate that this effect does not persist in
older ERBKO mice. In fact, in old ERBKO mice arterial blood pressure was lower than in old
WT. In contrast, alterations in the respiratory pattern and chemoreflex functions appeared in
old, but not in young ERBKO female mice. In older mice, our results also show a reduced

mitochondrial respiration in brain cortex through alteration of complex I activity.
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6.1) Role of ERf} on the cardiovascular system in old vs young female mice.

A recent systematic review based on the analysis of 88 studies (mostly on animal models or
tissues) provides a comprehensive overview on the role of ERf in the female cardiovascular
system (Muka et al., 2016). ERp is expressed in endothelial cells, and has an important role by
a direct, vasodilatory action on blood vessels. ERPregulates nitric oxide (NO) bio-availability
and inflammatory markers in arterial walls, thus contributing to the regulation of arterial
pressure (Muka et al., 2016). Our results showing elevated blood pressure in young female
ERPBKO mice are in line with previous studies, showing similar results (Zhu et al., 2002). We’ve
been surprised to observe that arterial pressure is reduced in old ERBKO mice compared to
their wild-type controls, and we are not aware of previous published report showing this effect.
While it has been concluded that ER[} plays a vasodilatory role (Muka et al., 2016), some
studies have reported that vasodilation mediated by an ERf agonist does not require NO
signaling, and that ER[3 might downregulate ERa.- and NO-mediated vasodilation (Cruz et al.,
2006). Furthermore, in a mouse model of accelerated senescence, age profoundly impacts the
effect of estrogen-mediated regulation of NO and oxidative stress systems. In young females,
estrogen increases the expression of endothelial NO synthase (eNOS) and decreases oxidative
stress, but in aged mice estradiol treatment does not modulate eNOS expression. In isolated
aorta of aged mice estradiol increases the expression of the NADPH oxidase subunit NOX1,
and increases generation of superoxide anion (O., one of the major reactive oxygen species) by
NADPH oxidase (Novensa et al., 2011). Interestingly, such reversal of estrogen action on the
vascular system in aged mice was associated to increased expression level of ERf} and reduced
expression level of ERa., leading to a high ratio of ERB/ERa expression (Novensa et al., 2011).
It has been reported that ERf} inhibits ERa-dependent gene expression, and might thus opposes
the vascular effects of ERa (Matthews and Gustafsson, 2003). Since ERa is a potent modulator
of vasodilation and NO synthesis (Traupe et al., 2007), we might therefore hypothesize that in
aged ERBKO mice ERa signaling in blood vessels is increased, leading to vasodilation and
reduced blood pressure. This scenario remains speculative, but we believe that it helps

understanding our results.

6.2) Role of ERf on the respiratory control system in old vs young female

mice.

Contrasting with data showing higher blood pressure in young ERBKO mice, there was no
evidence of changes of the respiratory control system in these animals. However, compared to
their wild-type controls, old ERBKO had several alterations, including higher frequency of
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sighs recorded during sleep, but a much lower occurrence of post-sigh and spontaneous apneas,
and reduced hypoxic and hypercapnic ventilatory responses. As mentioned in the introduction,
ER[3 mRNA and protein are both expressed in brainstem areas involved in respiratory control
(such as the nucleus tractus solitarius, locus coeruleus, parabrachial nucleus), in hypothalamic
nuclei (Shughrue et al., 1997; Shughrue and Merchenthaler, 2001), and in peripheral
chemoreceptors (Joseph et al., 2006). The fact that ER(P is present in the peripheral
chemoreceptors and in the nucleus tractus solitarius, the main projection site of the peripheral
chemoreceptors in the brainstem (Finley and Katz, 1992), lend support to the hypothesis that
ER[3 modulates responses elicited by activation of the peripheral chemoreceptor, which is in
line with the drastically attenuated hypoxic response in ERBKO female mice. Interestingly, the
hypercapnic ventilatory response was not completely abolished but reduced by about 50-55%
in ERBKO mice compared to wild-type controls. Furthermore, responses to hypoxia and
hypercapnia were both reduced owing to a lower tidal volume, and the magnitude of the
difference observed between WT and ERKO for both hypoxic and hypercapnic ventilatory
responses were similar. These findings suggest a common mechanism might be responsible for
the altered hypoxic and hypercapnic ventilatory responses, possibly involving a reduction of
the peripheral chemoreceptor drive in response to hypoxia and hypercapnia. Alternatively, a
central inhibition and/or altered integrative processes common to respiratory responses to
hypoxia and hypercapnia could also explain these results.

Other interesting aspects of our data are the differences of sigh and apnea frequency in
normoxia between WT and ERBKO mice. As reported for alterations of the chemoreflex
responses, these effects are observed only in old mice. Sighs are very common, and play an
important, but often overlooked, role to regulate the respiratory control system, and could
possibly have functions extending well beyond this system (Ramirez, 2014). Because they are
readily observable in brainstem slices, sighs are likely an intrinsic property of the respiratory
control system, and in most cases, in vitro and in vivo sighs are followed by a cessation of
breathing, referred to as “post-sigh apneas” (Ramirez, 2014). Interestingly, while sigh
frequency was increased in ERBKO mice compared to WT controls, the frequency of post-sigh
apnea was drastically reduced in ERBKO mice. While we could speculate on the significance
of these findings in light of our most recent understanding of sigh functions and underlying
neurobiology (Ramirez, 2014), we prefer to remain cautious, and simply report this intriguing

phenotype observed in aged ERBKO female mice.
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6.3) Role of ERf} on mitochondrial respiration in old female mice.

Finally, our data shows that ER[3 deletion reduces mitochondrial respiratory activity and
activity of electron transfer chain complex I in brain cortex samples. These results are intriguing
because at the level of the peripheral chemoreceptors recent data support the hypothesis that
the mitochondrial activity contributes to oxygen sensing (Chang, 2017; Fernandez-Agiiera et
al., 2015; McElroy and Chandel, 2017). Therefore, if similar effects of ER} deletion are present
in the peripheral chemoreceptors of ERBKO mice, this may likely contribute to the reduced
hypoxic ventilatory response in older mice. These data are in line with the effect of estradiol on
mitochondrial function, which are mediated by ERa and ER (Irwin et al., 2012; A. Razmara
et al., 2008; Yang et al., 2004). The modulations of mitochondrial function by E. and ERs are
thought to contribute to cardio-vascular and neurological protective effects in women before
menopause, and to explain the longer life expectancy of women compared to men (Arnold et

al., 2012; Irwin et al., 2012; Nilsen and Brinton, 2004; A. Razmara et al., 2008).
6.4) Conclusion

We conclude that KO mice are a reliable model to assess the role of specific estradiol receptor
on respiratory regulation. We started our studies with young ERBKO mice, and because there
was no evidence for altered respiratory control system, we decided to keep these animals until
they reached an older age. Our data reveal that in 17-18 months-old mice, the deletion of ER[3
leads to several alterations of the respiratory control system, including reductions of
chemoreflex functions. Because this is associated with a lower mitochondrial respiratory
activity in the central nervous system, our results show that ER acts at different levels of the
oxygen transport cascade (from pulmonary ventilation to mitochondrial O, consumption). This
may be relevant in pathological or physiological conditions in which O, homeostasis is
compromised (sleep apnea, altitude, lung diseases), and research efforts to further understand

the role of estradiol and ERs in these conditions should be further developed.
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Partie IV

Discussion/Conclusion générale

1) Résumé des principaux résultats obtenus

L’objectif général de cette these était d’étudier le role protecteur de 1’estradiol et des
modulateurs sélectifs des récepteurs d’estradiol (SERMs) contre les manifestations systémiques
cardio-respiratoires, le stress oxydatif et la dysfonction mitochondriale dans le cerveau dans un
modele animal de SAOS (exposé en hypoxie intermittente).

Dans notre premier chapitre, nous avons rapporté que le traitement avec de 1’estradiol chez des
rattes ovariectomisées permet de réduire 1’élévation de pression artérielle systémique, le
nombre d’apnées, ainsi que la réponse ventilatoire a 1’hypoxie qui étaient augmentés par
I’exposition a I’HI. De plus, I’HI induit un fort stress oxydatif central et périphérique qui est
réduit par le traitement estrogénique.

Le second chapitre révele que I’HI conduit a une dysfonction de la chaine respiratoire dans le
cortex cérébral, conduisant a une diminution de la respiration mitochondriale durant 1’état
phosphorylant (état 3) et a une élévation de la production de H>O». Les agonistes des récepteurs

de I’estradiol a et B (ERa et ERB) permettent de prévenir cette dysfonction avec un effet plus
prononcé avec 1’agoniste de ER a.

Le troisiéme chapitre nous a permis de comprendre le role important du récepteur béta de
I’estradiol (ERP) dans les fonctions cardio-respiratoires et mitochondriales. L.’absence de ce
récepteur chez des souris femelles dgées conduit a une diminution de la pression artérielle
systémique et de la réponse ventilatoire a I’hypoxie et a I’hypercapnie. De plus, la respiration

mitochondriale est diminuée avec une réduction de I’activité du complexe I.
2) L’estradiol traitement du SAOS ou de ses conséquences systémiques ?

2.1) Estradiol et apnées du sommeil

Le stress oxydatif est I’'une des caractéristiques majeures du SAOS chez I’homme (Barcel6 et
al., 2000; Lavie et al., 2004) et chez les modeles animaux exposés a I’HI (Prabhakar et al.,
2007b, 2015, Peng et al., 2014, 2006; Morgan et al., 2016b). Nos résultats rapportent que le
traitement avec de I’estradiol réduit le stress oxydatif en stimulant les défenses antioxydantes
(SOD et GPx), en réduisant I’activité de la NOX et en régulant la chaine respiratoire

mitochondriale. Ces résultats sont en accord avec le role de I’estradiol comme puissant
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antioxydant qui a été trouvé chez 1’animal (El Habachi et al., 2014; Moorthy et al., 2005) et
chez I’homme (Bellanti et al., 2013; Signorelli et al., 2006). La premiere hypothese de cette
these était de montrer qu’en réduisant le stress oxydatif induit par I’HI, on réduirait les
conséquences associées, c’est-a-dire I’augmentation de la réponse ventilatoire a I’hypoxie et
I’élévation de la pression artérielle systémique. Notre traitement réduit bien ces deux variables
et suggerent fortement que cet effet dépend de la baisse du stress oxydatif comme déja
mentionné dans plusieurs études utilisant des antioxydants (Del Rio et al., 2010; Peng et al.,
2009; Peng and Prabhakar, 2003). Notre traitement réduit également de facon assez drastique
la survenue d’apnées (apnées post-soupir et spontanées) qui était augmentée par I’HI.
L’augmentation du nombre d’apnées en réponse a un protocole d’HI est un phénomene connu
(Edge et al., 2012), I’hyperventilation liée a I’augmentation d’activité des chémorécepteurs
périphériques diminue la pression partielle en CO2 artérielle sous le seuil apnéique, induisant
I’apparition d’apnées (Prabhakar, 2001). Il se produit un cercle vicieux, ou I’'HI qui est utilisée
pour mimer les apnées du sommeil provoque une augmentation de la survenue d’apnées du
sommeil (figure V.1A). L’estradiol permet de réduire 1’augmentation des apnées induites par
I’HI soit (1) par ses effets antioxydants ou (i1) en tant que stimulant respiratoire.

L hypothese la plus probable passe par les effets antioxydants de 1’estradiol. En effet, notre
premiere étude rapporte que l’estradiol réduit la réponse ventilatoire a ’hypoxie qui était
augmentée par 1’exposition a I’HI. De nombreuses preuves suggerent que I’élévation de la
réponse ventilatoire a I’hypoxie conduit a I’augmentation de I’activité sympathique causée par
I’élévation du stress oxydatif dans le corps carotidien (Prabhakar et al., 2007b; Prabhakar and
Kumar, 2010)

En réduisant I’activité sympathique, probablement par ses effets antioxydants, 1’estradiol réduit
I’élévation de la pression artérielle systémique et 1’apparition des apnées. Par conséquent,
I’estradiol est capable de couper le cercle vicieux créé par I’HI (figure V. 1B). Les études chez
la femme ménopausée rapportent également que les femmes ayant la prévalence de survenue
de SAOS la plus élevée sont celles ayant un niveau d’estradiol le plus faible dans le sang
(Galvan et al., 2017; Netzer et al., 2003). Ces données soutiennent donc fortement I’hypothese
que la ménopause, par le déclin de I’estradiol, conduit donc bien a une augmentation de la
survenue du SAOS qui par la suite aboutit a des conséquences cardiovasculaires, métaboliques
et neurologiques (Bixler et al., 2001; Young et al., 2003). Ainsi, I’estradiol peut étre une
thérapie efficace contre I’apnée du sommeil d’une part et contre les conséquences de I’apnée

du sommeil d’autre part.
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Figure V.1 : Cercle vicieux induit par I’exposition en hypoxie intermittente

L’hypoxie intermittente induit une altération du chémoréflexe qui conduit a I’augmentation de
I’activité sympathique, a I’élévation de la pression artérielle et a 1’apparition d’apnées (A). Ce cercle
vicieux induit par I’HI peut étre coupé par le traitement a I’estradiol (B).

2.2) Estradiol et activité sympathique

Toutefois, notre étude n’évalue pas directement 1’activité sympathique, mais un reflet de
I’activation des chémorécepteurs périphériques avec la réponse ventilatoire a I’hypoxie. Nous
ne sommes pas en mesure de dire directement que dans notre modele, I’augmentation des
apnées induite par I’HI est la cause d’une augmentation de 1’activité des chémorécepteurs
périphériques et que le traitement a I’estradiol réduit I’activité du chémoréflexe et par
conséquent les apnées et I’élévation de pression artérielle. La ménopause chez la femme se
traduit par une augmentation de 1’activité sympathique et de la pression artérielle (Burt et al.,
1995). Le traitement estrogénique transdermique pendant 8 semaines réduit 1 activité
sympathique et 1’élévation de pression artérielle (Vongpatanasin et al., 2001). L association
avec de la progestérone ne produit pas une plus grande diminution de la pression artérielle

(Seely et al., 1999) suggérant que l’effet protecteur contre I’augmentation de 1’activité

sympathique est liée seulement a I’estradiol.
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Dans le tronc cérébral, des sites sympathoexcitateurs sont localisés dans le bulbe rostral
ventrolatéral (RVLM) (Sunderram and Androulakis, 2012). Il a été rapporté que chez le rat, la
micro-injection bilatérale d’estradiol dans la RVLM réduit la pression artérielle systémique par
une diminution du tonus vasomoteur neurogene sympathique. Cette diminution est médiée par
le récepteur de I’estradiol B (ERP) et non a (ERa) (Shih, 2009). L’HI est connue pour
augmenter ’activité des zones responsables de la sympathoexcitation localisées dans la RVLM
(Greenberg et al., 1999). On peut penser que notre traitement estrogénique réduit totalement ou
partiellement 1’activité de ces zones sympathoexcitatrices qui se répercute par une diminution
de la pression artérielle. Afin de valider cette hypothese, des expériences évaluant I’activité des
régions adrénergiques Al et C1 de la RVLM pourraient étre entreprises.

Le modele que 1’on peut suggérer lors de la ménopause est que le déclin du niveau d’estradiol
aboutit a :

» Une augmentation du stress oxydatif, qui augmente la sensibilisation des corps
carotidiens, qui se traduit par I’augmentation de I’activité sympathique (élévation de
pression artérielle) et I’apparition d’apnées du sommeil.

» Une augmentation de ’activité des zones sympathoexcitatrices dans la RVLM qui

conduit également a une augmentation de la pression artérielle.
3) La progestérone : stimulant respiratoire ou antioxydant ?

Bien que la majorité des preuves sont en faveur des effets protecteurs de 1’estradiol contre
I’apnée du sommeil a travers ses effets antioxydants, on peut penser a un rdle indirect de
stimulant respiratoire de la part de I’estradiol. En effet, I’estradiol en se fixant sur ses récepteurs
(ERs) est capable de stimuler la synthese du récepteur nucléaire de la progestérone (nPR) dans
le systeme nerveux central, permettant une meilleure réponse de la progestérone (Bayliss et al.,
1990; Behan and Wenninger, 2008). La progestérone, en se fixant sur son récepteur nucléaire,
est un stimulant respiratoire capable de diminuer les instabilités respiratoires chez la souris
(Marcouiller et al., 2014) et chez le rat (Yamazaki et al., 2005). De plus, la progestérone est
capable de stimuler la ventilation en augmentant la fréquence respiratoire et le volume courant,
par I’intermédiaire du récepteur nucléaire de la progestérone (Marcouiller et al., 2014). Chez la
chatte anesthésiée, 1’injection de progestérone directement au niveau du NTS augmente
I’activité du nerf phrénique responsable de la contraction du diaphragme (Bayliss and Millhorn,
1992). L’estradiol joue un réle important dans la réponse ventilatoire provoquée par la
progestérone puisque I’injection sous-cutanée d’estradiol et de progestérone augmente trois fois

plus I’activité du nerf phrénique que I’injection de progestérone seule chez la chatte (Bayliss et
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al., 1990) et chez la ratte (Brodeur et al., 1986). Ces études suggerent qu’un niveau €levé de
progestérone et de ses récepteurs nucléaires sont requis pour stimuler la ventilation.
Cependant, I’hypothese que les effets protecteurs de 1’estradiol contre la survenue des apnées
du sommeil passent par la progestérone est peu probable, car notre modele est ovariectomisé,
signifiant que le niveau de progestérone circulante et cérébrale est faible, mais non négligeable,
méme s’il y a une élévation de la synthese des récepteurs nucléaires de la progestérone.

Il en demeure néanmoins important de se questionner sur les effets protecteurs de la
progestérone dans un modele d’apnées du sommeil. Nous avons ainsi conduit la méme étude
qu’au chapitre I, en remplacant I’estradiol des pompes par de la progestérone (4 mg/kg) afin
de voir si les effets sur les parametres systémiques cardio-respiratoires et sur le stress oxydatif
obtenus par le traitement par la progestérone sont similaires a ceux obtenus avec 1’estradiol.

Les résultats sur les parametres systémiques (cardio-respiratoires) sont illustrés figure V.2.
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Figure V.2 : Parametres cardio-respiratoires chez des rattes traitées avec de la progestérone
Pression artérielle (A) apnées post-soupir (B) et soupirs (C) chez des rattes traitées avec du véhicule

ou de la progestérone (4 mg/kg) exposées ou non a I’HI. Les valeurs sont exprimées en moyennes +
SEM, n=6 pour chaque groupe. *, ** et **** représentent respectivement p< 0.05, 0.01 et 0.001par
rapport au groupe OVX-Veh AIR.

Nos résultats montrent que contrairement a ceux obtenus avec I’estradiol, la progestérone ne
réduit pas 1’élévation de pression artérielle (figure V.2A), mais comme |’estradiol, réduit la
survenue des soupirs et des apnées post-soupir (figure V.2B-C). On remarque que I’estradiol
réduit plus fortement les apnées post-soupir que le traitement avec de la progestérone suggérant
deux mécanismes distincts entre les deux hormones stéroidiennes. On peut penser que les effets
de la progestérone passent par ses effets de stimulant respiratoire alors que ceux de 1’estradiol
par ses effets antioxydants. De plus, rien ne montre que la progestérone régule I’activité
sympathique ce qui peut expliquer qu’il n’y a pas de changement sur la pression artérielle.
Toutefois, la progestérone possede également des effets antioxydants selon nos résultats, ils

sont présentés figure V.3 et V4.
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Figure V.3 : Peroxydation lipidique chez des rattes traitées avec de la progestérone

Niveau du MDA (malondialdéhyde) dans le cortex (A) et le tronc cérébral (B) chez des rattes traitées
avec du véhicule ou de la progestérone (4 mg/kg) exposées ou non a I’HI. Les valeurs sont exprimées
en moyennes + SEM, n=6 pour chaque groupe. * représentent p< 0.05 par rapport au groupe OVX-
Veh AIR.
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Figure V 4 : Activité de la superoxyde dismustase (SOD) chez des rattes traitées avec de la
progestérone

Activité de la superoxyde dismutase cytosolique (SODcuzn) dans le cortex (A) et le tronc cérébral (B)
chez des rattes traitées avec du véhicule ou de la progestérone (4 mg/kg) exposées ou non a I’HI. Les

valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, n=6 pour chaque groupe. ** représentent p< 0.01 par
rapport au groupe OVX-Veh AIR.

Nos résultats sur les dommages oxydatifs des lipides rapportent que le traitement avec de la
progestérone protege contre la peroxydation lipidique induite par I’exposition a I’hypoxie
intermittente dans le cortex et le tronc cérébral (figure V.3A-B). De méme, la progestérone
évite la diminution de I’activité de la SODcuzn induite par I’HI dans le cortex sans modification
dans le tronc cérébral (figure V.4 A-B). Ces résultats sont en tout point similaires avec ceux
obtenus avec I’estradiol, suggérant que la progestérone protege contre le stress oxydatif. En
effet, il a été rapporté que chez des rattes ménopausées 1’administration d’un combiné estradiol

et progestérone augmentent 1’activité de la SODcuzn plus fortement qu’avec de 1’estradiol seul
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(Moorthy et al., 2005). Cependant, le pouvoir antioxydant de 1’estradiol est reconnu comme
étant plus fort que celui de la progestérone (Doshi and Agarwal, 2013; Moorthy et al., 2005).

Lors de la ménopause, la diminution drastique du niveau d’estradiol est associée au déclin du
niveau de la progestérone (Santoro and Randolph, 2011) et peut expliquer 1I’augmentation des
apnées du sommeil. Par exemple, chez les femmes ménopausées, la progestérone est 2,8 fois
moins importante chez les femmes subissant des apnées du sommeil (Netzer et al., 2003).
L’indice d’apnées du sommeil est 30 % plus faible chez les femmes traitées avec de la

progestérone et de 1’estradiol, quel que soit I’indice de masse corporelle (Shahar et al., 2003).

4) HIF-1 et HIF-2: modulateurs des ROS induits par I’hypoxie

intermittente.

Nos résultats ont exploré les conséquences systémiques cardio-respiratoires et les mécanismes
cellulaires (stress oxydatif) de I’'HI en lien avec les effets protecteurs de 1’estradiol. Toutefois,
les mécanismes moléculaires n’ont pas été étudiés au cours de cette these. Un des mécanismes
moléculaires expliquant I’augmentation des ROS est la surexpression de HIF-lo et la
dépression de HIF-2c..

HIF-1 (Hypoxia-inductible factor-1) est un facteur de transcription qui a comme fonction de
réguler I’homéostasie de 1’oxygene durant I’hypoxie en régulant I’expression de plus de 100
genes (Semenza, 2002). Les protéines codées jouent un role clé dans des processus
physiologiques tels que I’angiogenese/remodelage vasculaire, 1’érythropoiese, le transport du
glucose, la glycolyse, le transport du fer et la prolifération/survie cellulaire; une liste non
exhaustive est fournie par (Semenza, 2002). HIF-1 est un hétérodimere composé des sous-
unités HIF-1a et HIF-13. HIF-1a est sujet a une rapide ubiquitination et une dégradation par
le protéasome, mais ce processus est inhibé en condition hypoxique (Sutter et al., 2000),
conduisant a une augmentation du niveau de HIF-1a et de sa dimérisation avec HIF-1[3 lorsque

la concentration cellulaire en O2 est diminuée (figure V.5).
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Figure V.5 : Mode d’action de HIF-1

En condition normoxique HIF-1a est constamment dégradée par le protéasome apres avoir subi une
série d’ajout d’ubiquitine. En condition hypoxique, HIF-1a est stabilisée, se dimérise avec HIF-1f3, se
transloque dans le noyau pour se fixer sur ses éléments de réponse des promoteurs des genes
responsables du contrdle de I’homéostasie de I’oxygene en hypoxie. D’apres gfme.free.fr

Sur des cellules en culture (PC12) exposées a une HI, il est rapporté une augmentation de la
protéine HIF-1a., aussi bien que 1’activation transcriptionnelle de HIF-1 (Yuan et al., 2005).
L’exposition a I’IH chez des souris avec un déficit partiel de HIF-1a montre que par rapport a
des souris WT, elles ne développent pas (Peng et al., 2006) :

1. D’augmentation du niveau des ROS dans les corps carotidiens.
D’augmentation de la réponse ventilatoire a I’hypoxie.
La facilitation sensorielle a long terme (sLTF).

D’augmentation des catécholamines circulantes.

A

D’élévation de la pression artérielle.

HIF-1 est connue pour augmenter la transcription et I’activité de I’enzyme pro-oxydante
NADPH oxydase 2 (NOX2) dans le systeme nerveux central et périphérique en réponse a une
HI (Yuan et al., 2011).

Selon les auteurs, il est probable que 1’activation de HIF-1 par I’HI contribue a augmenter la
production de ROS dans le corps carotidien en surexprimant NOX2, aboutissant a la

sensibilisation des corps carotidiens (Prabhakar et al., 2015).
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Dans notre étude, nous avons rapporté une diminution de la réponse ventilatoire a I’hypoxie par
I’estradiol, mais n’avons pas €valué I’expression de HIF-1a.. On peut supposer que 1’estradiol
réduit le stress oxydatif dans le corps carotidien en diminuant 1’activité de la NOX2 comme
nous l’avons rapportée dans le tronc cérébral et dans le cortex et comme rapportée dans
I’hippocampe (Zhang et al., 2009). Cette diminution de NOX?2 par I’estradiol peut également
impliquer HIF-1, car il a été rapporté par plusieurs études que 1’estradiol est capable d’inhiber
I’activité de HIF-1a en se fixant sur son récepteur 3 (ERB) (Lim et al., 2011, 2009; Mukundan
et al., 2004). Par son effet sur HIF-1 et ses effets antioxydants, I’estradiol réduit la réponse
ventilatoire a I’hypoxie et I’élévation de la pression artérielle causées par 1’HI.
HIF-2 (Hypoxia-inductible factor-2) est un autre facteur de transcription de la famille de HIF.
HIF-2a. partage 50% d’homologie avec HIF-lo. et est capable d’interagir avec HIF-1f
(Prabhakar et al., 2015). L hypoxie soutenue active a la fois HIF-1 ET HIF-2 afin de réguler
plusieurs génes en commun (Loboda et al., 2010). Nanduri et ses collaborateurs ont rapporté
que I’hypoxie intermittente réprime 1’expression de la protéine HIF-2a dans le corps carotidien.
La conséquence est une diminution des ARNm de plusieurs enzymes antioxydantes incluant la
SOD cytosolique et une augmentation du stress oxydatif (Nanduri et al., 2009). De plus, des
souris partiellement déficientes en HIF-2a exhibent plusieurs réponses phénotypiques
similaires a des souris WT exposées a une HI (Peng et al., 2011) incluant une élévation :

I- Du stress oxydatif

2- De la réponse a I’hypoxie par le corps carotidien

3- Du nombre d’apnées

4- Des catécholamines circulantes

5- De la pression artérielle
Le traitement antioxydant chez ces souris normalise la fonction du corps carotidien et restaure
la fonction cardio-respiratoire (Peng et al., 2011). Les résultats que nous avons obtenus avec
notre traitement estrogénique sur la fonction cardio-respiratoire ressemblent étroitement a ceux
obtenus par Peng et al, suggérant un possible contrdle de HIF-2a par I’estradiol.
Le déséquilibre entre HIF-1 et HIF-2 apparait comme I'un des mécanismes moléculaires
majeurs responsables des altérations cardio-respiratoires. L’exposition a I’HI augmente
également HIF-1a et diminue HIF-2a dans le NTS et le RVLM, deux zones importantes dans
I’intégration des afférences issues du corps carotidien (Peng et al., 2014).

Bien qu’il soit évident que I’estradiol régule HIF-1a (Lim et al., 2015, 2011), aucune étude ne

rapporte une régulation de HIF-2a par I’estradiol. Il est important, afin de valider cette
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observation, d’évaluer HIF-1a et HIF-2a dans le tronc cérébral de nos rats exposés a ’'HI et

traités avec de I’estradiol.

5) Hypoxie intermittente, dysfonction mitochondriale et adaptation

métabolique : role des récepteurs ERa et ERB

L’énergie cellulaire (ATP) peut étre produite majoritairement par deux voies métaboliques :

» Le métabolisme oxydatif (oxydations phosphorylantes)

» Le métabolisme glycolytique (glycolyse)
La glycolyse et les oxydations phosphorylantes (OXPHOS) sont étroitement couplées. La
glycolyse est effectuée dans le cytoplasme et ne produit que 2 ATP. Le pyruvate, produit final
de la glycolyse, est un combustible pour les oxydations phosphorylantes. En condition aérobie,
le pyruvate pénetre dans les mitochondries pour étre oxydé en acétyl CoA par la pyruvate
déshydrogénase (PDH) qui, en se combinant avec I’oxaloacétate, permet de démarrer le cycle
de Krebs et produire 36 ATP par la chaine respiratoire. En condition anaérobie, le pyruvate est
réduit en lactate par la lactate déshydrogénase dans le cytoplasme, puis le lactate est excrété
dans I’espace extracellulaire pas des transporteurs de monocarboxylates (Zheng, 2012) (figure
V.6). La glycolyse malgré son faible rendement dans la production d’énergie est trés importante
pour des tissus glucodépendants tels que le cerveau ou les globules rouges, qui utilisent quasi

exclusivement le glucose comme substrat énergétique (Radermecker et al., 2008).

Oxydations
Glycolyse Cycle de Krebs phosphorylantes
- NA/QH
NADH NADH FADH,
[+}]
© Electron transport
Glucosesm www 3 @ CO, chain...
‘\\ 2 \— H,0
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ATP ATP ATP

Figure V.6 : La production d’ATP a travers la glycolyse et les oxydations phosphorylantes

Le glucose issu de 1’alimentation est dégradé en pyruvate par le processus de glycolyse qui produit 2
ATP. Le pyruvate est transporté dans la mitochondrie pour étre converti par la pyruvate
déshydrogénase (PDH) et former I’acétyl CoA. En entrant dans le cycle de Krebs, il y a production
des équivalents réduits (NADH et FADH2) consommés par la chaine respiratoire pour produire 36
ATP.
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Pour produire I’ATP, les cellules des mammiferes dépendent a la fois de la glycolyse et des
OXPHOS. Cependant, le rapport de la contribution de la glycolyse par rapport aux OXPHOS
pour le rendement énergétique varie selon les cellules, I’état de croissance et les
microenvironnements (Zheng, 2012). Dans des conditions normales, les cellules consomment
de I’énergie dont 70 % sont fournies par les OXPHOS alors qu’en hypoxie, la production d’ATP
a partir de la glycolyse augmente pour compenser la faiblesse des oxydations phosphorylantes.
La glycolyse et les OXPHOS cooperent afin de maintenir une balance énergétique cellulaire a
I’équilibre. Les OXPHOS dans des conditions normales sont capables de réguler I’activité
glycolytique par différentes voies pour maintenir I’équilibre énergétique (Pfeiffer et al., 2001).
La pyruvate déshydrogénase (PDH) joue un rdle clé dans le changement entre le métabolisme
oxydatif et le métabolisme glycolytique (Zhang et al., 2014). Sa localisation mitochondriale la
place entre la glycolyse et le cycle de Krebs, qui fournit la majorité des équivalents réduits a la
chaine respiratoire mitochondriale. L’activité de la PDH est finement régulée par la PDH kinase
1 (PDK1) et la PDH phosphatase 1 (PDPC1) (figure V.7). La phosphorylation de la PDH par
PDK1 rend I’enzyme inactive alors que sa déphosphorylation par la PDCP1 rend 1’enzyme

active.

Glycolysis

Stimulated: NADH, Acetyl-CoA, ATP Pyruvate /

Inhibited: NAD*, CoA, ADP, Pyruvate
PDH Kinase

Lactate

Pyruvate
Dehydrogenase

PDH Phosphatase ,:
Stimulated: Ca®*, Mg®* :

Acetyl-CoA

Figure V.7 : Régulation de la pyruvate déshydrogénase

La PDH est une enzyme finement régulée. Elle est inactivée par phosphorylation par PDK1 et activée
par déphosphorylation par PDCP1. Cette inactivation/activation permet a la chaine respiratoire
mitochondriale de contrdler finement ses besoins en substrats ou équivalents réduits pour son bon
fonctionnement. D’apres Stanley et al., 2005.

PDK1 est une cible directe de HIF-1 (Kim et al., 2006). En hypoxie, la diminution de I’oxygene

cause une augmentation de la production de ROS au sein du complexe III due a I’inefficacité
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de la chaine respiratoire mitochondriale (Guzy and Schumacker, 2006). La stimulation de
PDK1 inactive PDH, conduisant a une diminution du flux a travers le cycle de Krebs et a
I’atténuation des OXPHOS. C’est une protection contre la production de ROS par la chaine
respiratoire mitochondriale (Kim et al., 2006). Cependant, peu de choses ont été décrites sur le
fonctionnement des voies métaboliques en HI. Dans notre chapitre I nous avons rapporté que
le métabolisme évalué par calorimétrie indirecte est diminué chez les rats exposés en hypoxie
intermittente. Notre chapitre 2 va plus loin en rapportant une diminution de la respiration
mitochondriale avec les substrats du complexe I (pyruvate + malate), mais pas avec le substrat
du complexe II (succinate). Le calcul du rapport de controle respiratoire (RCR), indicateur du
bon fonctionnement mitochondrial, suggeére une dysfonction de la mitochondrie du cortex
cérébral avec les substrats du complexe I et du complexe I+II, mais pas avec le substrat du
complexe II seul, d’ou une augmentation de la production de H202 avec les substrats du
complexe I+II. Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par Peng et ses
collaborateurs, qui ont rapporté une diminution de I’activit¢ du complexe I de la chaine
respiratoire, entrainant une augmentation de la production de ROS dans le corps carotidien
(Peng et al.,2003). La diminution de I’activité de ce complexe est le ralentissement de la chaine
respiratoire provoquent une augmentation de la fuite d’électrons a travers ce complexe (Khan
et al., 2011; Yuan et al., 2004). Outre la diminution de la respiration mitochondriale, 1’HI
diminue 1activité de la pyruvate déshydrogénase (PDH). A notre connaissance, aucune autre
étude ne rapporte cette diminution en HI. Deux mécanismes peuvent expliquer la baisse
d’activité de la PDH. Le premier est la coopération étroite entre la glycolyse et les OXPHOS.
L’HI, en diminuant la respiration mitochondriale, augmente le rapport NADH/NAD®.
L’augmentation de ce rapport est connu pour inhiber ’activité de la PDH (figure V.7), afin
d’éviter de produire plus d’équivalents réduits que nécessaire pour les OXPHOS (Christian
Moussard, 2006). Le second mécanisme probable est que I’HI augmente la stabilisation et
I’activité de HIF-1a et le fonctionnement de HIF-1 dans le cerveau (Peng et al., 2014). PDK1
étant une cible de HIF-1, alors en phosphorylant la PDH, PDK1 I’inactive (Kim et al., 2006).
Par ces deux mécanismes, I’HI réduit I’activit€é de la PDH et favorise un métabolisme
glycolytique. Au contraire de I’hypoxie soutenue, ou le changement d’un métabolisme oxydatif
vers un métabolisme glycolytique est normal au vu de la baisse de 1’O2, I’HI est un cas
pathologique de changement de métabolisme dont la cause principale est la dysfonction de la
chaine respiratoire mitochondriale. Afin de compléter notre étude et de répondre a notre
hypotheése que I’HI favorise le métabolisme glycolytique, il est important de vérifier que

I’activité de la lactate déshydrogénase est augmentée.
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Nos traitements avec les agonistes spécifiques des récepteurs ERa (PPT) et ERB (DPN)
permettent de récupérer une respiration mitochondriale normale, une diminution de la
production H202 et une activité de la PDH semblables a celle des rats contrdles. Dans un
homogénat de cerveau, il a été rapporté que le traitement avec ces deux agonistes augmente la
quantit¢ du complexe IV, du complexe V et de la PDH comparativement a des rattes
ovariectomisées. De plus, le rapport de contrdle respiratoire était plus élevé et la peroxydation
lipidique diminuée (Irwin et al., 2012). Dans notre étude, le traitement avec 1’agoniste 3 (DPN)
induit une plus grande activité de la PDH qu’avec ’agoniste oo (PPT). On peut I’expliquer par
le fait que la quantité de PDH est plus élevée avec le traitement DPN qu’avec le traitement PPT
(Irwin et al., 2012), mais également par le fait que seul le récepteur ER[} inhibe HIF-1, mais
pas ERa (Lim et al., 2011, 2009). Dans tous les cas, les deux récepteurs nucléaires sont
importants et sont capables de moduler le fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale, ce qui explique que 1’invalidation d’un seul récepteur est capable de rendre

dysfonctionnelle la mitochondrie comme nous 1’avons rapporté dans notre chapitre 3.
6) Conclusion générale et perspectives cliniques

La ménopause est une transition dans la vie de la femme qui s’accompagne par une plus forte
incidence de troubles variés, dont des désordres respiratoires du sommeil (Krystal et al., 1998).
Les remplacements hormonaux avaient rapporté des effets bénéfiques sur la qualité du sommeil
(Hays et al., 2003) et les désordres respiratoires associés (Shahar et al., 2003) Toutefois la
« Women Health Initiative » rapporte que les bénéfices ne sont pas suffisants par rapport aux
effets secondaires pour recommander une thérapie hormonale substitutive chez toutes les
femmes (Rossouw et al., 2002). Mé&me si ces conclusions ont été critiquées par la communauté
scientifique, rapportant que leurs études contenaient de nombreux biais (Klaiber et al., 2005;
van der Mooren and Kenemans, 2004b), les thérapies hormonales substitutives de la ménopause
ont été arrétées.

L’alternative la plus crédible est 1’utilisation des SERMs, dont le tamoxiféne, le raloxiféene et
le bazédoxifene (BZA) sont les plus connues (Komm and Mirkin, 2014). Le BZA associé
I’estradiol conjugué a été étudié dans 5 essais cliniques randomisés et controlés, dénommés
SMART pour « Selective estrogens, Menopause, and Response to Therapy » (Parish and
Gillespie, 2017). Ces essais ont enrdlé plus de 7500 femmes en santé ménopausées avec ou
sans symptomes de la ménopause. La sélection du BZA par rapport aux autres SERMs est basée
sur le fait que I’association avec I’estradiol conjugué n’induit pas de stimulation de
I’endométriome ou I’apparition de cancers de 1’utérus et des ovaires (Pinkerton et al., 2009;

Stovall et al., 2007). De plus, la densité mammaire n’est pas affectée par ce traitement au
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contraire du traitement estradiol conjugué/médroxyprogestérone (Harvey et al., 2013;
Pinkerton et al., 2013).

Concernant le sommeil, le traitement estradiol conjugué/BZA améliore significativement les
problemes de sommeil tels que la somnolence diurne, les ronflements et la qualité du sommeil
(Utian et al., 2009). Toutefois, I’indice d’apnées/hypopnées n’a pas été évalué dans cette étude,
tout comme les conséquences associées au SAOS.

On peut tout de méme suggérer au vu de nos résultats sur les effets protecteurs de 1’estradiol
dans un modele animal et I’absence d’effets secondaires rapportés jusqu’a présent de 1’estradiol
associé au BZA chez les femmes ménopausées que ce traitement peut étre une thérapie efficace
contre ’apnée du sommeil et ses conséquences chez les femmes ménopausées. Seul 1’avenir et

des études supplémentaires nous le dira.
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du plusieurs publications révisées par un comité de pair.

Collaboration avec le laboratoire du Dr Jorge Soliz

J’ai également beaucoup collaboré avec le laboratoire du Dr Jorge Soliz. Son sujet de recherche
traite sur le role de ’EPO dans le contrdle respiratoire. Je le remercie grandement de m’avoir
intégré dans son laboratoire aussi bien que la fait Vincent Joseph dans le sien. Avec lui j’ai

mené plusieurs projets traitant du lien entre EPO et réponse ventilatoire a I’hypercapnie.

Nous avons rapporté que la surexpression D’EPO chez des souris transgéniques diminue la
réponse ventilatoire a I’hypercapnie due surtout a une diminution du métabolisme. Ces
observations nous permettent de mieux comprendre les désordres respiratoires en haute altitude.
Cette étude a été publiée dans « I’american journal of physiology-regulatory, integrative and

comparative physiology » et j’en suis le premier auteur.

Dans une seconde étude, en collaboration avec un laboratoire parisien, celui du Dr Nicolas
Voituron, nous avons rapporté sur des préparations de tronc cérébral en Bloc (permettant de
mesurer une respiration fictive) que la surexpression et la déficience d’EPO cérébrale n’impacte
pas la respiration fictive en hypercapnie. Toutefois, lorsque pharmacologiquement nous
bloquons les voies de signalisation de I’EPO, nous avons une diminution de la réponse
ventilatoire fictive en hypercapnie. Cette étude a été publiée dans le journal « Respiratory

Pysiology and Neurobiology » et j’en suis le premier auteur.

Enfin, le Dr Jorge Soliz, m’a fait confiance en me demandant de superviser une de ses stagiaires
sur un projet qui traite de 1’effet protecteur de I’EPO cérébrale, chez des souris exposées en
hypoxie intermittente. Nous avons montré que les souris qui surexpriment I’EPO cérébrale sont
protégées contre la dysfonction cardio-respiratoire et le stress oxydatif cérébral induits par
I’hypoxie intermittente. Ce papier a été récemment accepté dans le journal « SLEEP » et j’en

suis coauteur principal.
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Liste Publications :

. MARCOUILLER F., BOUKARI R*., LAOUAFA S*., LAVOIE R et JOSEPH V. The
nuclear progesterone receptor reduces post-sigh apneas during sleep and increases
the ventilatory response to hypercapnia in adult female mice (2014). PlosOne.
9(6):e100421

* Equivalent contribution of authors.

. BALLOT O., LAOUAFA S., ELLIOT-PORTAL E., TAM R., VOITURON N., JOSEPH V
et SOLIZ J. The central chemosensitivity is not altered by cerebral erythropoietin.
Neurosci. Lett. (2015). doi:10.1016/j.neulet.2015.10.026.

. LAOUAFA S., ELLIOT-PORTAL E., TAM R., VOITURON N., JOSEPH V et SOLIZ J.
Hypercapnic ventilatory response is decreased in a mouse model of excessive
erythrocytosis. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol (2016)
doi:10.1152/ajpregu.00226.2016

. BOUKARIR., LAOUAFA S., RIBON-DEMARS A., BAIRAM A., et JOSEPH V. Ovarian
steroids act a respiratory stimulant and antioxidant against the causes and
consequences of sleep apnea in women. (2017) Respir. Physiol. Neurobiol. doi:
10.1016/j.resp.2017.01.013

. LAOUAFA S., RIBON A, MARCOUILLER F., ROUSSEL D., BAIRAM A., PIALOUX V
and JOSEPH V. Estradiol protects against cardio-respiratory dysfunctions and
oxidative stress in intermittent hypoxia. (2017) SLEEP
dx.doi.org/10.1093/sleep/zsx104.

. LAOUAFA S., PERRIN-TERRIN A.N., JETON F, ELLIOT-PORTAL E., TAM R,
BEAUDINAU L., VOITURON N, and SOLIZ J. Pharmacological but not genetically
alteration of neural Epo modifies the CO2/H*central chemosensitivity in postnatal mice
at birth (2017) Respir physiol Neurobiol. doi: 10.1016/j.resp.2017.04.003.

. LAOUAFA S., MARCOUILLER F., ROUSSEL D., SOLIZ J., BAIRAM and JOSEPH V.
Réle of Estradiol Receptor Beta (ERB) on Arterial Pressure, Respiratory Chemoreflex
and Mitochondrial Function in Young and Aged Female Mice (2018). Accepted to
advance in experimental medicine and biology (In press).

. LEMOINE A., REVOLLO S., VILLALPANDO G., VALVERDE |., GONZALES M.,
LAOUAFA S., SOLIZ J AND JOSEPH V. Alteration of lung tissue in rats at high altitude
despite elevated mitochondrial anti-oxidant enzyme activities: a species and age
specific response (2018). Accepted to Frontiers Physiology (In press).

. ELLIOT-PORTAL E*.,_LAOUAFA S*., ARIAS C., JANES T., JOSEPH V et SOLIZ J
Brain-derived erythropoietin protects from intermittent hypoxia-induced cardio-
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respiratory dysfunction and oxidative stress in mice (2018). Accepted to SLEEP (In
press). *Equivalent contribution of authors.

Liste des conférences nationales et internationales :

. LAOUAFA S, BAIRAM A, SOLIZ J, ROUSSEL D, and JOSEPH V. Biennale de

pneumologie, 12-14 octobrer 2017, Québec (Canada). Estradiol receptor agonists a

and B Protect against brain mitochondrial dysfunction in a model of sleep apnea.

. DOUCET-BEAUPRE H, LAOUAFA S, SOLIZ J, V and JOSEPH V, VOISIN A,
TRUDEAU L-E and LEVESQUE M. 11t Annual Canadian Neuroscience Meeting,
28-31 May 2017, Montreal (Canada). Modulation of mitochondrial function using

overexpression of transcription factors as neuroprotective therapy for Parkinson’s
disease. (Poster).

. LAOUAFA S, BAIRAM A, SOLIZ J, ROUSSEL D, and JOSEPH V. Experimental
biology 2017, 22-26 april 2017, Chicago (USA). Estradiol receptor agonists a and
Protect against brain mitochondrial dysfunction in a model of sleep apnea (Poster-
IECP Award and Tum Suden award).

. LAOUAFA S, PERRIN-TERRIN A.N, JETON F, ELLIOT-PORTAL E, TAM R,
BEAUDINAU L, VOITURON N, and SOLIZ J. Experimental biology 2017, 22-26 april
2017, Chicago (USA). _Pharmacological but not genetically alteration of neural Epo

modifies the CO2/H*central chemosensitivity in postnatal mice at birth (Poster).
. Rousseau J-P*, LAOUAFA S*, TREMBLAY M-E, JOSEPH V, KINKEAD R.
Experimental biology 2017, 22-26 april 2017, Chicago (USA). Defective microglia

alters respiratory control and mitochondrial function in mice (talk). *Equivalent
contribution of authors

. LAOUAFA S. International congress, Société Legallois pour 'Etude du Controle
Respiratoire (SLECR), 10-72 february 2017, Jouvence (Canada). Estradiol receptor
agonists o and B Protect against brain mitochondrial dysfunction in a model of sleep

apnea. (Talk).

. LAOUAFA S, RIBON A, MARCOUILLER F, ROUSSEL D, BAIRAM A, and JOSEPH

V. Congrés Québécois en Santé Respiratoire (CQSR),4-5 november 2016,

Montréal. Estradiol Prevents Brain Oxidative Stress Induced by Chronic Intermittent
Hypoxia in Female Rats (Talk).
_LAOUAFA S, PERRIN-TERRIN A.N, JETON F, ELLIOT-PORTAL E, TAM R,

BEAUDINAU L, VOITURON N, and SOLIZ J. Congrés Québécois en Santé
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Respiratoire (CQSR),4-5 november 2016, Montréa(Canada)l. Pharmacological but

not genetically alteration of neural Epo modifies the CO2/H*central chemosensitivity in
postnatal mice at birth (Poster, 15t Prize).

LAOUAFA S, RIBON A, MARCOUILLER F, ROUSSEL D, BAIRAM A, and JOSEPH
V The 15™ world congress on Menopause,28september-1october 2016, Prague

(Czech Republic). Estradiol Prevents Brain Oxidative Stress Induced by Chronic

Intermittent Hypoxia in Female Rats (Talks).
RIBON A, LAOUAFA S, PIALOUX V, JOSEPH V and BAIRAM A The 15% world

congress on Menopause,28september-1october 2016, Praque (Czech Republic).

Estradiol prevents endothelial dysfunction in an animal model model of sleep apnea
(Talk).

LAOUAFA S, RIBON A, MARCOUILLER F, BAIRAM A, and JOSEPH V. Journée de
la recherché en santé de la faculté de medicine de I'Université Laval, 25-26 may

2016, Québec (Canada). L Estradiol évite la dysfonction cardio-respiratoires et le

stress oxydant chez des rates soumises a une hypoxie intermittente chronique
(Poster).
ELLIOT-PORTAL E, LAOUAFA S, TAM R, and SOLIZ J. Journée de la recherché

en santé de la faculté de medicine de I’Université Laval, 25-26 may 2016, Québec

(Canada). L’Erythropoiétine cérébral évite la dysfonction cardio-respiratoire induite par
I’hypoxie intermittente chronique (Poster).

LAOUAFA S, RIBON A, MARCOUILLER F, ROUSSEL D, BAIRAM A, and JOSEPH
V American Thoracic Society (ATS),713-18 may 2016, San Francisco (USA).

Estradiol Prevents Brain Oxidative Stress Induced by Chronic Intermittent Hypoxia in

Female Rats (Poster Discussion-Conference Paper).
LAOUAFA S, MARCOUILLER F, ROUSSEL D, BAIRAM A, and JOSEPH V.APS
Conference, Cardiovascular, renal and metabolic diseases: Physiology and

gender,17-20 November 2015, Annapolis (USA). Estradiol prevents cardio-respiratory

dysfunctions induced by chronic intermittent-hypoxia in female rats (Poster).
LAOUAFA S, MARCOUILLER F and JOSEPH V.APS Conference, Cardiovascular,

renal and metabolic diseases: Physiology and gender,17-20 November 2015,

Annapolis (USA). Contribution of the nuclear progesterone receptor (nPR) to breathing

stability during sleep and hypercapnic ventilatory response in adult male mice. (Talk-
Abstract-based Travel Awards).
LAOUAFA S, ELLIOT-PORTAL E, TAM R, and SOLIZ J. 9°™ Journée de la

recherché en neurosciences de l'université Laval. 9 November 2015, Québec
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

(Canada) Hypercapnic ventilatory response is decreased in a transgenic mouse strain
that mimics chronic mountain sickness’s excessive erythrocytosis. (Poster).

ELLIOT-PORTAL E, LAOUAFA S, TAM R, and SOLIZ J. 9°™ Journée de la
recherché en neurosciences de l'université Laval. 9 November 2015, Québec

(Canada). Cerebral erythropoietin prevents cardio-respiratory dysfunctions induced by
chronic intermittent-hypoxia in female rats. (Poster).

LAOUAFA S, MARCOUILLER F, ROUSSEL D, BAIRAM A, and JOSEPH V. 14th
international on Sleep and breathing,25-28 October 2015, Portho de Galé hinas

(Brazil). Estradiol prevents cardio-respiratory dysfunctions induced by chronic

intermittent-hypoxia in female rats (Talk).

LAOUAFA S, MARCOUILLER F, ROUSSEL D, BAIRAM A, and JOSEPH V. 20eme
edition de la journée de ’EDISS,15 October 2015, Lyon (France). Effet protecteur
de I'Estradiol sur les fonctions cardio-respiratoires: Une implication mitochondriale
(Talk).

LAOUAFA S. Student seminar, axis “Recherche, Santé de la Mére a 'Enfant” (RSME),

20 may 2015, Québec (Canada). Protective role of estradiol during chronic intermittent

hypoxia (CIH): The mitochondrial dysfunction hypothesis. (Talk- 15t Prize).
LAOUAFA S. International congress, Société Legallois pour 'Etude du Controle
Respiratoire (SLECR), 7-9 february 2015, Jouvence (Canada). Chronic intermittent
hypoxia (CIH) and mitochondrial dysfunction: Link and protective role of ovarian
steroids. (Talk).

LAOUAFA S, BOUKARI R, MARCOUILLER F and JOSEPH V. 17t international
symposium on arterial chemoreflex (ISAC), 29 june-3 July 2014, Leeds (UK).

Contribution of the nuclear progesterone receptor (nPR) to breathing stability during

sleep and hypercapnic ventilatory response in adult male mice. (Poster).

168




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


