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Role de I’hypoxia-inducible factor-1 dans la susceptibilité myocardique a I'ischémie-reperfusion
induite par I’hypoxie intermittente

Résumé : Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est un probleme de santé publique
majeur qui est considéré comme un facteur indépendant de risque de survenue d’un infarctus du myocarde
(IM). Les altérations cardiovasculaires associées au SAOS sont principalement dues a [’hypoxie
intermittente (HI) chronique. En particulier, I'HI induit I'activation du facteur de transcription hypoxia-
inducible factor-1 (HIF-1), susceptible d’étre impliqué dans la vulnérabilité accrue du myocarde a I'ischémie-
reperfusion. L'objectif de cette thése était d’étudier le role de HIF-1 dans les mécanismes induits par I'HI et
impliqués dans I'augmentation de la taille de I'infarctus suite a une ischémie-reperfusion. Ces travaux ont
mis en évidence deux nouveaux effets déléteres de I’'HI, a savoir I'induction d’un stress du réticulum
endoplasmique (RE) et d’altérations mitochondriales. A travers, [linhibition génétique et/ou
pharmacologique de HIF-1, nous avons montré que HIF-1 apparalt comme un acteur primordial dans
I'ensemble des mécanismes déléteres de I'HI, incluant ceux découverts lors de cette thése. De plus, HIF-1
joue un role majeur dans I'augmentation de la taille de I'lM induite par I'HI chronique. Parallelement, son
activation myocardique est corrélée a l'index d’apnées-hypopnées chez des patients apnéiques atteints
d’une maladie coronarienne (comparativement aux non-apnéiques). Par conséquent, I'activation de HIF-1
pourrait étre utilisée comme marqueur diagnostic du SAOS chez les patients a risque cardiovasculaire. HIF-1
pourrait également représenter une cible pour le développement de nouvelles thérapies complémentaires
ou substitutives aux traitements actuels.

Mots clés : hypoxia-inducible factor-1, syndrome d’apnées obstructives du sommeil, hypoxie intermittente,
infarctus du myocarde, stress du réticulum endoplasmique, mitochondrie, mitochondria-associated ER
membranes

Role of hypoxia-inducible factor-1 in myocardial susceptibility to ischemia-reperfusion induced
by intermittent hypoxia

Summary: Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is a major public health problem that is considered an
independent risk factor for the occurrence of myocardial infarction (MlI). The cardiovascular alterations
associated with OSA are mainly due to the chronic intermittent hypoxia (IH). In particular, activation by IH,
the hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) transcription factor likely contributes to enhance myocardial
vulnerability to ischemia-reperfusion injury. The aim of this thesis was to study the role of HIF-1 in the
mechanisms involved in the increase in Ml induced by chronic IH. This work has highlighted two new
deleterious consequences of IH exposure, namely endoplasmic reticulum (ER) stress and mitochondrial
alterations. Through genetic and/or pharmacological inhibition of HIF-1, we have shown that HIF-1 appears
to be a primordial actor in all the deleterious mechanisms of IH, including those discovered during this
thesis. HIF-1 also appears to play a major role in the IH-induced increase in MI size. In parallel, its
myocardial activation is correlated with the apnea-hypopnea index in apnoeic, compared to non-apnoeic,
patients with coronary heart disease. Therefore, HIF-1 activation could serve as a diagnostic marker of OSA
in patients with cardiovascular risk. HIF-1 could also be a target for new therapeutic approaches, in
complement or replacement of standard treatments.

Key words: hypoxia-inducible factor-1, obstructive sleep apnea syndrome, intermittent hypoxia, myocardial
infarction, endoplasmic reticulum stress, mitochondria, mitochondria-associated ER membranes
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1. Infarctus du myocarde

a. Prévalence et facteurs de risque

D’aprés I'organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies cardiovasculaires restent la
premiere cause mondiale de morbidité et mortalité avec 17,7 millions de personnes
décédées chaque année, soit 31% des déces [1]. En particulier, I'infarctus du myocarde (IM)
est responsable de 7 millions de déces par an. En France, entre 2000 et 2007, plus de 25 000
évenements d’'IM diagnostiqués et autres décés d’origine coronaire ont été recensés chez
des personnes de 35 a 74 ans. Dans cette étude, 55% des cas étaient des IM diagnostiqués,
les autres étant des déces d’origine coronarienne sans IM avec antécédents de maladie
coronarienne, ou des déces sans antécédents de maladie coronarienne et sans autre cause
évidente de déces ou encore des déces avec des données insuffisantes. De plus, parmiles IM
diagnostiqués, 86% des personnes n’avaient pas d’antécédents connus d’IM [2].

L’étude de Framingham [3] a mis en évidence de nombreux facteurs de risque d’'IM, tels que
le sexe, I'age, les antécédents familiaux, le tabac, le diabete, le syndrome métabolique,
I’hypertension artérielle ou encore la cholestérolémie. Récemment, le syndrome d’apnées

obstructives du sommeil a aussi été identifié comme un facteur de risque indépendant d’IM

[4].

b. Définition et physiopathologie

En 2000, la premiere définition mondiale de I'lM a été publiée par un groupe de travail (Task
Force) en cardiologie, constitué par I’American College of Cardiology et I’American Heart
Association. Avec le développement de nouvelles technologies de diagnostic et de pronostic,
cette définition a été affinée plusieurs fois en moins de 20 ans, et une classification des
infarctus est apparue. L'IM est défini comme la mort des cardiomyocytes suite a une
ischémie prolongée, résultant d’'un déséquilibre de I'apport sanguin et de la demande
nécessaire au fonctionnement du myocarde [5]. Cette ischémie est due a un rétrécissement

ou a une obstruction de la lumiere d’une artére coronaire, entrainant une réduction ou une
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interruption du débit sanguin.

La plupart des IM sont de type |. Ces IM découlent d'une pathologie vasculaire,
I'athérosclérose. En effet, I'athérosclérose est caractérisée par la formation de plaques
d’athérome dans les artéres, entrainant un rétrécissement de la lumiére du vaisseau. La
plague d’athérome peut se fissurer, s’éroder ou se rompre, engendrant la formation d’un
thrombus dans la circulation sanguine. Ce thrombus est a I'origine d’une occlusion artérielle,
provoquant une ischémie myocardique, puis la mort cellulaire (Figure 1).

L'IM de type I, également appelé IM secondaire, est causé par une inadéquation entre les
apports et la demande myocardique en oxygeéne et en nutriments. Ce déséquilibre est
notamment lié 3 une anémie, une hypertension ou a un rétrécissement de la lumiére de
I'artere coronaire, engendré par une plaque d’athérome stable, un vasospasme, une
dysfonction endothéliale (Figure 1). L'IM de type Il est la mort subite cardiaque, caractérisée
par des symptomes cliniques d’IM, comme une élévation du segment ST sur I'ECG ou un bloc
de branche gauche, sans élévations des biomarqueurs (décés avant prélévement ou
prélevement trop précoce). Les IM de type IV et V sont des complications associées a des
chirurgies, tel qu’une angioplastie (IVa), une thrombose de stent (IVb) ou un pontage

aortocoronarien (CAGB, V) [1].

Plague rupture with thrambus

,

Vasocspasm or endothelial
dysfunction

o

Fixed atherosclerosis and
supphy-demand imbalance

&= v

Supply-demand
imbalance alone

Figure 1: Classification de I'infarctus du myocarde (Ml) en classe 1 ou 2 selon l'origine de I'ischémie, d’apres
Thygesen et al. [6].

Le diagnostic et la classification de I'|M sont basés sur |’évaluation des symptomes cliniques

(douleurs thoraciques, dans les membres, nausées, vomissements...), le dosage de
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biomarqueurs sanguins (troponine cardiaque | et T, fraction muscle-cerveau (MB) de la
créatine kinase), le suivi électrocardiographique, et I'imagerie (échographie IRM, SPECT...).

La mort cellulaire engendrée par I'IM n’est pas immédiate, elle peut apparaitre apres
plusieurs heures [6]. L'étendue de la mort cellulaire définit |a taille de I'infarctus et dépend

de divers facteurs.

c. Taille de l'infarctus

La taille d’infarctus est définie par la zone de cellules mortes suite a I'ischémie et a la
reperfusion du myocarde. Elle est également souvent appelée zone nécrosée. La mort
cellulaire a lieu de différentes maniéres, elle peut étre due a une apoptose, une nécrose ou a
une autophagie des cellules.

L'apoptose est caractérisée par une condensation et un fractionnement de la chromatine, un
rétrécissement des cellules et, une fragmentation en corps apoptotiques qui seront éliminés
par les macrophages [7].

La nécrose est liée au gonflement mitochondrial engendré par |'ouverture du pore de
transition de perméabilité mitochondriale (PTPm, mécanisme détaillé par la suite). La
rupture de la membrane mitochondriale déclenche une perte de l'intégrité de la cellule et
une nécrose cellulaire [7].

Bien que les voies de signalisation de I'apoptose et la nécrose soient différentes, elles
comportent des étapes identiques, telle que I'activation des caspases. Ainsi la chronologie
de leur activation et la prépondérance d’'un mécanisme sur I'autre pendant l'ischémie ou la
reperfusion restent encore mal définies [7, 8].

L’autophagie est un mécanisme identifié plus récemment comme impliqué dans la mort
cellulaire lors d’une ischémie-reperfusion. L’autophagie est caractérisée par une dégradation

des cellules non fonctionnelles par les lysosomes [9].

La taille de la zone infarcie dépend de la durée d’ischémie, de la localisation et du degré
d’obstruction de I'artere impliquée, et de la présence ou non de vaisseaux collatéraux.
Le dysfonctionnement cellulaire est réversible pour des ischémies de courte durée (moins de

15-20 min), au-dela il devient irréversible, entrainant la mort cellulaire [7]. Par conséquent,
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comme le montre la Figure 4 (détaillée par la suite), I'expansion de la taille d’infarctus se fait
proportionnellement a la durée de I'ischémie [10].

De plus, la taille de la zone nécrosée est corrélée positivement avec celle de la zone a risque
[11], correspondant a la région irriguée par I'artére obstruée. Ainsi, plus la quantité de
myocarde irriguée par l'artére est importante, plus la zone a risque et la taille d’infarctus
seront importantes.

Tel qu’illustré ci-dessous dans la Figure 2, la mort cellulaire s’étend de I'endocarde vers
I’épicarde, selon un front d’onde (wavefront) [12], mettant en évidence une hétérogénéité
de la réponse des cellules myocardiques a un stress ischémique et ce, en fonction de leur
localisation dans le coeur. Ce phénomeéne varie selon I'espéce et I'importance du réseau de
coronaires collatérales. En effet, lorsqu’une artére est touchée par une ischémie, d’autres
artéres peuvent prendre le relais pour limiter I’hypoperfusion tissulaire et réduire la zone
infarcie [13]. Le réseau de coronaires est plus ou moins ramifié selon les especes; par

exemple il est bien développé chez I’'Humain et peu chez la souris.

/

Area at risk 40 min 3h =6 h

Figure 2 : Coupes de coeur illustrant la propagation de la mort des cellules myocardiques au cours de
I'ischémie selon le phénomeéne de « wavefront » allant de 'endocarde vers I'épicarde, d’aprés Frangogianni
et al. [7].

A la suite de linfarctus, la zone nécrosée devient un tissu cicatriciel non contractile,
constitué de collagene, permettant de garder l'intégrité du coeur. Ce tissu peut induire un
défaut de contractilité, et engendrer un remodelage ventriculaire, pouvant aboutir au
développement d’une insuffisance cardiaque [14]. La limitation de la taille de l'infarctus

représente donc un enjeu important pour réduire les conséquences cardiaques.
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d. Acteurs cellulaires de I'ischémie-reperfusion

myocardique

L'ischémie et la reperfusion myocardique contribuent toutes les deux au développement de
I'infarctus. Les principaux mécanismes cellulaires impliqués lors de ces deux phases sont

décrits ci-dessous.

i. Ischémie

L'ischémie altére rapidement l'intégrité structurelle du myocyte et la fonction cardiaque.
Lors d’une ischémie de courte durée, le ralentissement de la fonction cardiaque permet de
préserver les réserves énergétiques. Lors d’une ischémie de plus longue durée, les lésions
deviennent irréversibles, provoquant la mort cellulaire [7].

Au bout de 60 secondes d’ischémie, la contractilité cardiaque diminue, malgré les
nombreuses réserves en adénosine triphosphate (ATP) des cardiomyocytes. L’absence
brutale d’oxygene altére le fonctionnement métabolique en passant d’un métabolisme
aérobie a un métabolisme anaérobie. Le stock d’ATP est plus difficilement renouvelable.
Ainsi, les cardiomyocytes tentent de produire de I'ATP différemment qu’en condition
aérobie, notamment, a partir de la phosphocréatine, dont le stock est rapidement utilisé.
L'absence de perfusion sanguine empéche I'apport en glucose, la production d’ATP est donc
aussi réalisée a partir des stocks de glycogéne par la glycolyse anaérobie. Une autre voie de
production d’ATP est effectuée par I'adénylate kinase a partir de I'adénosine biphosphate
(ADP) [15]. Néanmoins, I'efficacité du métabolisme anaérobie étant beaucoup plus faible
que celui de la phosphorylation oxydative, I’ATP est plus vite consommé que produit. Cette
réduction d’apport énergétique provoque des lésions irréversibles des cardiomyocytes. De
plus, la glycolyse anaérobie entraine une acidose intracellulaire, a cause de I'accumulation
de métabolites acides (lactate, CO,, protons). Cette glycolyse est donc ralentie au bout de
15-20 minutes d’ischémie [7].

L’acidose intracellulaire induit une activation de I’échangeur Na*/H* (NHE, sortie d’un proton
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H* en échange de I'entrée d’un ion sodium Na®) (figure 3) [16]. Le pH acide active aussi le co-
transporteur Na*™-HCO3  (entrée d’un ion Na* et d’un ion bicarbonate, HCO5) [17]. Ces deux
mécanismes sont a |'origine d’une augmentation de la concentration intracellulaire de Na®.
L’altération du fonctionnement de la pompe Na*/K*-ATPase (sortie de 3 ions Na* en échange
de I'entrée de 2 ions potassium, K*) par le déficit en ATP contribue également a la surcharge
sodique intracellulaire (figure 3). Cette surcharge sodique diminue I'activité de I’échangeur
Na*/Ca®* (NCX, sortie d’un ion calcium, Ca®*, en échange de I'entrée d’un ion Na*) (figure 3),
et favorise son fonctionnement en mode inverse, participant ainsi une surcharge calcique
intracellulaire. Le déficit en ATP induit aussi la surcharge calcique intracellulaire, en
réduisant I’extrusion active du calcium hors de la cellule (pompe Ca**-ATPase) et la recapture
active du calcium dans le réticulum sarcoplasmique par la pompe sarco/endoplasmique Ca**
ATPase (SERCA) (figure 2). Ces altérations de I’homéostasie ionique sont propices a
I'apparition d’'une hypercontracture. Elles favorisent également la survenue d’arythmies, en
induisant une dépolarisation membranaire, une altération de la durée du potentiel d'action

et I'apparition de post-dépolarisations [7].

4 cam
. Mitochondria
r S TID 00()(]00
J Caz*

ca”mnmmmm

Figure 3 : Modifications des échanges ioniques pendant I'ischémie d’aprés Sanada et al. [16]. 1 : canaux
échangeurs Na'/H’, 2 : pompe Na*/K'-ATPase et pompe Ca’*-ATPase de la membrane plasmique et du
réticulum endoplasmique (SERCA), 3 : ’échangeur Na*/Ca™".

De plus, lors d'une ischémie prolongée, |'acidose intracellulaire diminue la fonction
contractile systolique, en inhibant la fixation du calcium sur les protéines contractiles, par
compétition entre les protons et les ions Ca?* [18]. Leffet délétere de Iischémie sur la
fonction contractile est également d( a une protéolyse des protéines contractiles [19].

En plus de la dysfonction systolique, nous venons de voir que |'ischémie myocardique
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pouvait entrainer une dysfonction diastolique, puisqu’elle altére directement les acteurs de
’homéostasie calcique (pompe SERCA et Ca’*-ATPase de la membrane plasmique). Par
ailleurs, il a été montré que I'environnement hyperosmolaire diminue la compliance des

ventricules [20].

Les conséquences de I'ischémie sont donc un changement métabolique et une altération de
I’homéostasie ionique, provoquant des altérations de la contractilité cardiaque.

Depuis une vingtaine d’années, la taille d’infarctus n’est plus définie comme étant la zone
nécrosée due aux lésions de l'ischémie, mais elle est, celle, induite par les lésions de
I'ischémie et de la reperfusion (figure 4). En effet, tel gu’illustré par la figure 4, la taille
d’infarctus est proportionnelle a la durée de l'ischémie sans reperfusion, elle correspond
théoriquement a la zone a risque (en rouge). La reperfusion, a l'aide d’agents
thrombolytiques ou par une intervention coronarienne percutanée, réduit théoriguement la
taille d’infarctus (en vert), mais en réalité, les lésions myocardiques induites par la

reperfusion induisent une expansion de la taille d’infarctus (en noir).

Theoretical infarct size
in absence of PPCI (AAR)

- Myocardium salvaged by
- timely and effective PPC|

Actual infarct size after

Infarction
’ due to reperfusion injury

Infarct size

_______________ It niarct size
Infarction i+
due to

ischemic injury

A

1
Onset of PPCI
chest pain

Figure 4 : Lésions du myocarde induites par I'ischémie-reperfusion, d’aprés Hausenloy et al. [10]. PPCI :
reperfusion du myocarde par thérapie thrombolytique ou une intervention coronarienne percutanée.
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ii. Reperfusion

L'unique option thérapeutique suite a une ischémie est la reperfusion. Elle est essentielle
pour réduire la taille d’infarctus (figure 4), mais elle a lieu de maniére brutale, avec un retour
rapide de l'oxygene et des nutriments, provoquant potentiellement quatre types de
conséquences myocardiques [10].

La premiere conséquence, réversible, est I'apparition d’arythmies ventriculaires, dont le
traitement est maitrisé [21].

La deuxieme conséquence, irréversible, est le phénoméne de « no-reflow », aussi appelé,
obstruction microvasculaire. Elle est liée a un défaut de reperfusion, en raison d’une
mauvaise dilatation de I'artére coronaire ou d’'une compression de celle-ci par les cellules
endothéliales ou les cardiomyocytes gonflés [22].

La troisieme lésion de reperfusion, réversible, est la « sidération » myocardique, caractérisée
par la dysfonction mécanique contractile pouvant perdurer jusqu’a plusieurs jours ou
semaines apres l'ischémie. Tel que décrit plus haut, cette dysfonction est causée par la
surcharge calcique lors de I’ ischémie [23].

La quatrieme lésion de reperfusion, irréversible, est la mort de cardiomyocytes ayant
survécus a l'ischémie. Cette conséquence est engendrée principalement par « les paradoxes
de l'oxygéne, du pH et du calcium », contribuant tous a l'ouverture du PTPm, et

consécutivement a la mort des cardiomyocytes.

Le « paradoxe de |'oxygene » est lié a I'arrivée brutale d’oxygéne dans la cellule, entrainant
une hypercontracture et un stress oxydant. La déplétion en oxygene pendant I'ischémie et la
réoxygénation rapide au début de la reperfusion provoquent une hypercontracture des
myofibrilles, suivie d’une altération structurelle du sarcolemme et de la mort cellulaire. En
effet, la restauration des stocks d’ATP a lieu avant le rééquilibrage ionique, notamment pour
le calcium, induisant une activation de la contraction sans relachement des sarcoméres, et
I'ouverture du PTPm [24]. D’autre part, I'arrivée d’oxygene induit la production d’especes
réactives de I'oxygene (ERO) deés les premieres minutes de la reperfusion. Les ERO sont des
especes moléculaires oxygénées, possédant des électrons libres, les rendant hautement
réactives. Ces ERO sont d’abord produits par la xanthine oxydase des cellules endothéliales

puis, apres plusieurs heures, par la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)
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oxydase des neutrophiles [25]. L’accumulation de ces radicaux a pour conséquence d’altérer
le fonctionnement des canaux, d’endommager les membranes par la peroxydation des
lipides membranaires, de dénaturer les enzymes et, de causer des lésions oxydatives a
I’ADN. Les ERO déclenchent surtout I'ouverture du PTPm.

Le « paradoxe du pH» est causé par une restauration trop rapide du pH intracellulaire. Cette
restauration est permise par I'élimination des protons, via I’échangeur NHE, et par |'apport
des ions bicarbonates, via le symport Na*/HCO; de la membrane plasmique (figure 4). Le
retour a un pH physiologique active des enzymes (protéases, phospholipases) responsables
d’'une dégradation des membranes, contribuant a la mort cellulaire. L'augmentation
également de |'activité des protéines contractiles compromet |'apport énergétique, en
augmentant la demande en ATP, ce qui découple la phosphorylation oxydative
mitochondriale [26]. Cette dysfonction mitochondriale participe aussi a I'ouverture du PTPm.
Le « paradoxe du calcium» est d( a I'accumulation de calcium pendant I'ischémie, qui est
potentialisée pendant la reperfusion. En effet, la restauration des stocks d’ATP rétablit le
fonctionnement de canaux, comme les pompes SERCA, Ca’-ATPase de la membrane
plasmique et Na’/K'-ATPase. En revanche, le stress oxydant, en causant des dommages aux
membranes et des dysfonctionnements des canaux, provoque une accumulation de calcium
intracellulaire. De plus, a la reperfusion, I’échangeur NCX fonctionne en mode inverse afin
d’éliminer le Na*, rentré avec le NHE pour restaurer le pH, induisant une entrée de calcium
et aggravant l'accumulation de calcium intracellulaire [16]. La surcharge calcique
intracellulaire couplée a la ré-énergisation du myocarde induit une force excessive et
incontrolable de contraction, ce qui provoque une hypercontracture des sarcomeres. De
plus, 'accumulation de calcium cytosolique et le rétablissement du potentiel de membrane
mitochondrial a la reperfusion entrainent une entrée de calcium par le mitochondrial
calcium uniporter (MCU) dans la mitochondrie. Etant sensible a une accumulation de
calcium, le PTPm s’ouvre et induit la mort cellulaire [25], [24].

Enfin, brievement, I'inflammation joue un role important dans les Iésions myocardiques a la
reperfusion. En effet, celle-ci déclenche une infiltration et une accumulation de neutrophiles
dans le myocarde. Au début de la reperfusion, les neutrophiles sont concentrés dans la zone
a risque, puis leur migration dans le myocarde est facilitée par I'augmentation de la quantité
de molécules d’adhésions cellulaires (intégrines, sélectines, ICAM-1...). L'accumulation des

neutrophiles peut amplifier la taille de la zone nécrosée en obstruant des vaisseaux
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(ischémie secondaire), mais surtout les neutrophiles produisent des ERO, contribuant a
I'ouverture PTPm, comme vu précédemment [27].

L'effecteur final des Iésions de reperfusion est le PTPm. C’est un canal non sélectif, dont la
structure n’est pas bien définie. L'acidose en ischémie bloque I'ouverture du PTPm [28],
donc le PTPm est un acteur de la mort cellulaire spécifique de la reperfusion. Ainsi, des le
rétablissement du pH a la reperfusion, I'accumulation de calcium et la production d’ERO
induisent I'ouverture du PTPm [29]. A travers le PTPm, qui laisse passer toutes les molécules
inférieures a 1,5 kDa, de nombreux ions et molécules d’eau entrent dans la matrice
mitochondriale. A l'inverse, des facteurs pro-apoptotiques, comme le cytochrome c de
I’espace inter-membranaire, sont libérés dans le cytosol, activant la voie apoptotique des
caspases [28]. Les conséquences fonctionnelles sont un découplage de la phosphorylation
oxydative avec une diminution de la production d’ATP, et au niveau structurel, un
gonflement et une destruction de la mitochondrie. Le relargage du contenu mitochondrial
dans le cytosol provoque la mort cellulaire. Ainsi, 'ouverture du PTPm va déterminer les
lésions de reperfusion [30]. A ce jour, une seule molécule est connue pour réguler
I'ouverture du PTPm, la cyclophiline D (CypD). Cette protéine de la matrice mitochondriale
est transloquée a la membrane mitochondriale interne pour induire I'ouverture du PTPm. De
plus, son abolition génétique ou son inhibition par la cyclosporine A (CsA) retarde
I'ouverture du PTPm [31, 32]. De nombreuses études chez I'animal ont montré un effet
protecteur de la CsA sur I'IM [33]. Cliniguement, un effet bénéfique a été observé lors d’'une
étude unicentrique sur un petit nombre de patients présentant un IM [34], mais une étude
multicentrique sur un grand nombre de patients n’a pas mis en évidence une action

cardioprotectrice de la CsA [35].

e. Mécanismes cellulaires de la réponse a I'ischémie-

reperfusion

Ces derniéres années, la prise en charge des patients a bien évolué, permettant de diminuer
I'incidence de I'IM, avec de nouvelles stratégies de reperfusion et de traitements
pharmacologiques. En revanche, ['‘accroissement de lincidence des pathologies

cardiométaboliques, tels que le syndrome d’apnées du sommeil, I'obésité et le diabete,
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aggrave la prévalence et la taille de I'|M. Ainsi, dans le contexte des pathologies chroniques,
la recherche continue pour explorer d’autres mécanismes de la réponse a l'ischémie-
reperfusion, et ceux qui font l'objet de cette thése sont: le stress du réticulum
endoplasmique associé a une perturbation de ’homéostasie calcique, une modification des
points de contact entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie, et les altérations

mitochondriales.

i. Stress du réticulum endoplasmique

Définition du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite intracellulaire des cellules eucaryotes,
formant un réseau continu de membranes internes interconnectées, participant a de
nombreuses fonctions cellulaires essentielles. Le RE peut étre différencié en trois parties
[36].

Le réticulum endoplasmique rugueux (RER) est sous forme de sacs entourés de ribosomes et
est impligué dans la synthese de protéines. En effet, les protéines arrivent dans le RE sous
forme de chaines polypeptidiques dépliées. Le RE donne aux protéines leur structure 3D
fonctionnelle, et permet des modifications post-traductionnelles si nécessaire. Le repliement
est réalisé a I'aide de chaperonnes qui se lient aux protéines avec leur domaine hydrophobe.
Les protéines sont ensuite sécrétées et envoyées vers leur localisation cellulaire. Le flux de
protéines est variable, puisqu’il est ajusté en fonction des besoins cellulaires. Ainsi, I'activité
du RE est régulée en permanence. Le RE participe a la maturation d’environ 30% des
protéines [37, 38].

Le réticulum endoplasmique lisse (REL) est allongé et cylindrique. Il contribue a la synthése
de lipides, en contenant des enzymes clés de la synthese des phospholipides, du cholestérol
et de ses dérivés. Le REL régule aussi I’'homéostasie calcique dans la cellule, en stockant le
calcium et en le libérant dans le cytosol ou d’autres organites, a I'aide de protéines tampon
captant le calcium dans son espace intracellulaire et d’échangeurs calciques au niveau de sa

membrane.
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Enfin, I'enveloppe nucléaire est aussi une extension du RE, dotées de ribosomes. Cette
partie du RE contribue a réguler I’expression des genes.

La proportion du RE ou de chacune de ces trois parties du RE varie selon le type cellulaire.
Dans les cellules musculaires striés, telles que les cellules myocardiques, le REL est
majoritaire et il est nommé le réticulum sarco/endoplasmique (RS). Le RS est une version
morphologiquement différente du REL, spécialisé dans la régulation du calcium pour le
couplage excitation-contraction. Il est composé de tubes allongés (le RS longitudinal),
terminés par des bourgeons larges nommeées citernes terminales (le RS jonctionnel) au
niveau des invaginations de la membrane plasmiques, les tubules T (figure 5). Le tubule T et
la citerne terminale forme ainsi une structure appelée diade. Le RS jonctionnel est impliqué
pendant la phase de contraction musculaire, avec la présence des récepteurs a la ryanodine
(RyR), qui permettent un relargage massif du calcium du RE dans le cytosol. En revanche, la
phase de relaxation musculaire est permise par les pompes SERCA qui se trouvent au niveau
du RS longitudinale (figure 5). D’autres échangeurs comme le canal inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor (IP3R) sont répartis de part et d’autres du RE [36, 39].

Dans toutes les cellules, et encore plus pour les cellules musculaires striées, la régulation du
calcium du RE est un facteur majeur déterminant le bon fonctionnement de cet organite
[40]. En effet, une déplétion en calcium dans le RE altére le fonctionnement de nombreuses
protéines chaperonnes dépendantes du calcium, entrainant une accumulation de protéines
mal conformées, et activant consécutivement le stress du RE. Ainsi, le RE est divisé en
diverses parties avec des fonctions spécifiques, mais la continuité de cet organite entraine

gu’une altération d’une fonction a des répercussions sur les autres fonctions du RE.
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Figure 5 : Structure du réticulum endoplasmique dans une cellule myocardique, d’aprés Kane et al. [41]. Les
récepteurs RyR sont présents au niveau du RS jonctionnel, alors que la pompe SERCA est au niveau du RS
longitudinal. Le canal IP3R se trouve sur toute la continuité du RE. Les échangeurs calciques LTCC et NCX sont
des canaux de la membrane plasmique.

Définition du stress du réticulum endoplasmique

Le stress du RE est activé par une accumulation de protéines mal repliées ou/et une
perturbation de 'homéostasie calcique [42]. Afin de répondre a cette dysfonction du RE, des
voies de signalisations intracellulaires sont stimulées et cette réponse est nommée
I'unfolded protein response (UPR) (figure 6). Pour diminuer la quantité de protéines mal
conformées, 'UPR a pour but de diminuer I'arrivée de nouvelles protéines dans le RE, via
une atténuation de la synthése protéique et une augmentation de la maturation des
protéines, ou d’éliminer des protéines non réparables, par la hausse de [Iactivité
transcriptionnelle de genes codant pour les protéines chaperonnes ou des protéines de
dégradation (endoplasmic reticulum-associated degradation, ERAD). Trois voies de
signalisation composent la réponse UPR, chaque voie étant activée par une protéine
transmembranaire du RE: inositol requirement enzyme 1 (IRE1), activating transcriptor
factor (ATF) 6 et protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK) (figure 6) [43].

En conditions normales, ces protéines transmembranaires sont liées a la protéine
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chaperonne du RE, 'immunoglobulin-binding protein/glucose-regulated protein 78 kDa (Bip
ou Grp78), ce qui les maintient dans un état inactif des protéines [44]. L'activité de la Grp78
est dépendante du calcium, qui capte 25% du calcium du RE [38]. La Grp78 est la protéine
senseur du stress du RE, régulant 'activation des différentes voies de I"'UPR. Ainsi, lors d’un
stress du RE, IRE1, ATF6 et PERK sont activées par la dissociation de Grp78, qui va se fixer sur
les protéines mal conformées [45].

La voie d’'IRE1 est la plus conservée chez les eucaryotes [46]. IRE1 posseéde une double
activité, de protéine kinase et d’endoribonucléase spécifique, régulée par phosphorylation.
Ainsi, le détachement de Grp78 et |IRE1 entraine [I'homodimérisation et
I'autophosphorylation d’IRE1. IRE1 activé réalise I'épissage de I’ARNm d’un facteur de
transcription nommé X-box binding protein 1 (XBP1), induisant la traduction de la forme
active de la protéine XBP1s (spliced) [47]. La protéine XPB1s se fixe sur les génes cibles de la
réponse UPR par reconnaissance des séquences endoplasmic reticulum stress response
element (ERSE), dans la région promotrice des génes. La voie d’IRE1 augmente notamment
I’expression de la protéine chaperonne Grp78, des protéines de la voie de dégradation
ERAD, responsable de I'export des protéines du RE vers le cytoplasme, afin qu’elles soient
dégradées par le protéasome [42].

En ce qui concerne la voie d’ATF6, le détachement de Grp78 induit sa translocation vers
I'appareil de Golgi par un transport vésiculaire. La protéine est alors clivée sur deux sites S1P
et S2P par des protéases, libérant son fragment N-terminal [48]. Puis, la partie N-terminale
d’ATF6 est transloquée dans le noyau, ou elle exerce son action de facteur de transcription
en se fixant sur les domaines ERSE, induisant I'expression du méme type de protéines que la
voie d’IRE1. De maniere intéressante, ATF6 est une protéine interagissant avec la
calréticuline, protéine sensible au calcium intracellulaire. Lors d’une déplétion en calcium
induisant un stress du RE, l'interaction entre ATF6 et la calréticuline est réduite, participant a
la translocation d’AT6 vers |'appareil de Golgi et a son activation [49].

La voie de PERK est initiée par I'homodimérisation de PERK, ainsi que son
autophosphorylation par son activité protéine kinase. Phospho-PERK activé induit la
phosphorylation de la sous-unité a de la protéine d’initiation eukaryotic initiation factor 2
(elF2a), ce qui inhibe son activité. Ainsi, phospho-elF2a réduit la synthese protéique en
diminuant I'entrée des chaines polypeptidiques dans le RE et la formation du complexe de

pré-initiation de la traduction. De plus, la phosphorylation d’elF2a provoque I'activation du
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facteur de transcription ATF4, régulant les génes de la réponse UPR (figure 6) [42].

Ces trois voies de la réponse UPR permettent de réparer ou de dégrader les protéines mal
conformées et d’atténuer la synthése protéique. Mais si I’'homéostasie du RE ne peut étre
rétablie, une activation prolongée du stress du RE ou un stress du RE trop intense induisent
I’activation d’un signal pro-apoptotique via la réponse UPR. L'augmentation du niveau de
phosphorylation d’elF2a et I'activation continue d’ATF4 provoquent I'activation du facteur
de transcription C/EBP homologous protein (CHOP) [50]. CHOP régule I'activité de nombreux
geénes pro-apoptotiques. Notamment son activation inhibe |'expression de la protéine anti-
apoptotique B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) [51] et active la transcription et la translocation a la
membrane de Bcl-2-like protein 11 (Bim), une protéine pro-apoptotique de la famille de
Bcl-2 [52]. De plus, CHOP induit un changement de conformation des protéines pro-
apoptotiques Bcl-2-associated X (Bax) et Bcl-2 homologous antagonist killer (Bak) entrainant
un efflux de calcium du RE vers le cytosol [53]. La hausse du calcium cytosolique active une
protéase dépendante du Ca®, la m-calpaine, qui clive la procaspase-12 localisée a la
membrane du RE [54]. La caspase-12 clivée active clive a son tour la procaspase-9 en
caspase-9 clivée active, qui va a son tour cliver et activer la caspase-3, |'effecteur final de
cette voie pro-apoptotique [55]. En plus d’ATF4, ATF6 peut activer la transcription de CHOP.
Par ailleurs, IRE1 active I'apoptose par son interaction avec les protéines TNF receptor
associated 2 (TRAF2) et apoptosis signal regulating kinase 1 (ASK1), qui stimulent les
protéines c-Jun N-terminal kinases (JNK) et p38 mitogen-activated protein kinases (p38).
Puis, directement ou par I'intermédiaire de la protéine Bax, ces protéines activent le facteur

CHOP et, donc la cascade des caspases [56].
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Figure 6 : Activation de la réponse UPR suite a un stress du réticulum endoplasmique, d’aprés Groenendyk et
al. [43]. L’accumulation de protéines mal conformées dans la lumiére du RE entraine le recrutement de la
protéine chaperonne GRP78 vers les protéines altérées. Le détachement de GRP78 des trois effecteurs
membranaires de la réponse UPR, IRE1, ATF6 et PERK, active leurs voies de signalisation afin de restaurer
’lhoméostasie du RE.

Implication dans la réponse a I'ischémie-reperfusion

Le stress du RE est impliqué entre autres dans les pathologies cardiovasculaires, et en
particulier dans la développement de I'IM [43]. Plusieurs publications montrent une
activation du stress du RE en ischémie ou aprés I'ischémie-reperfusion [57-59]. Cependant,
son rble bénéfique ou délétere n’est pas clairement défini et dépend de sa durée
d’activation.

La protéine senseur du stress du RE, la Grp78, a un role essentiel pour le systeme
cardiovasculaire, puisque sa délétion compléte entraine de nombreux problémes de
développement embryonnaire, notamment au niveau de la cariogenése, provoquant la mort
in utéro de I'embryon. De méme sa délétion cardiaque spécifique chez la souris adulte
entraine la mort en trois semaines. Enfin, la surexpression de Grp78 induit un remodelage

cardiaque pouvant aboutir 3 une insuffisance cardiaque [60]. L’ischémie-reperfusion
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augmente |'expression de Grp78 in vitro et in vivo. De plus, lorsque Grp78 est surexprimée
par un adénovirus dans des myocytes ventriculaires néonataux de rat ou par un systeme
Cre-Lox spécifiquement dans le coeur de souris, les |1ésions dues a I'ischémie-reperfusion sont
diminuées a travers une atténuation de la production d’ERO et une activation de la voie de
signalisation Akt [61].

Comme Grp78, la voie IRE1 est aussi activée en ischémie, notamment avec la surexpression
de XBP1 montrée in vivo, in vitro et dans le coeur de patients en ischémie [58, 62, 63]. La
délétion cardiaque spécifique de XBP1 augmente la taille d’infarctus suite a une IR et altere
la fonction cardiaque, alors que sa surexpression diminue la taille d’infarctus et améliore la
fonction cardiaque.

Ensuite, la surexpression cardiaque spécifique d’ATF6 diminue les lésions induites par
I'ischémie-reperfusion [64] alors que le blocage de son activité par un micro-ARN augmente
la mort des cardiomyocytes néonataux de rat en réponse a I'hypoxie-réoxygénation [65].

En utilisant des modeles d’animaux transgéniques, I'ensemble des données précédentes a
montré que l'activation de la Grp78 et des voies IRE1 et ATF6 est bénéfique dans la réponse
a lI'ischémie-reperfusion. Néanmoins, la délétion de CHOP protége le coeur en diminuant la
taille d’infarctus [66], démontrant ainsi que le stress du RE peut potentiellement avoir un
role délétere.

La voie PERK participe aussi a la réponse a I'ischémie avec une activation chronologique des
éléments de la voie de signalisation en fonction de la durée de l'ischémie, d’abord la
phosphorylation d’elF2a, puis I'augmentation de I'expression d’ATF4 et aprés de CHOP [67].
Ainsi, la durée de lischémie détermine l'effet du stress du RE, qui semble étre
cardioprotecteur pour une ischémie de courte durée par I'activation des voies ATF6, IRE1 et
PERK-elF2a, et, pour des ischémies de plus longue durée, devenir pro-apoptotique avec
I’activation de CHOP par la voie PERK-elF2a-ATF4, et également des voies ATF6 et IRE1 [68].
Ces différents travaux affirment que le stress du RE est activé lors d’une ischémie-
reperfusion, mais surtout que sa régulation avant l'ischémie-reperfusion peut moduler la
réponse du myocarde a ce stimuli. En effet, I'induction d’un stress du RE par divers agents
pharmacologiques, tels que la tunicamycine, la thapsigargine ou encore le dithiothreitol
(DTT), perturbe I'homéostasie calcique et induit un stress du RE responsable d’une
augmentation de la mort cellulaire [69-71]. En revanche, I'inhibition du stress du RE par un

agent pharmacologique, le 4-phenylbutyrate (4PBA), avant une ischémie-reperfusion est
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cardioprotectrice [69]. Plusieurs inhibiteurs du stress du RE ont été testés chez I’'animal dans
le cadre de lischémie-reperfusion, mais aussi dans le contexte d’autres maladies
cardiovasculaires, comme l'insuffisance cardiaque [56].

De plus, I'état du RE dans les cardiomyocytes peut notamment étre altéré par des
pathologies augmentant la susceptibilit¢ du myocarde a [I'ischémie-reperfusion. Par
exemple, dans un modele de rat diabétique, 'augmentation des marqueurs Grp78 et CHOP
est associée a une aggravation de la mort cellulaire suite a une ischémie-reperfusion, et cet
effet est aboli par la délétion de CHOP [72]. Un récent article suggére également qu’un stress
du RE activé dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux, accroit le risque de spasme au
niveau des arteres coronaires, qui peut étre a I'origine d’'un IM [73].

Le stress du RE est donc un acteur majeur de la réponse a l'ischémie-reperfusion, en
modifiant le fonctionnement des cellules cardiagues. Comme précédemment évoqué, la
mitochondrie joue également un réle majeur dans la réponse a I'IR. De plus, récemment, il a
été montré que des la phase précoce du stress du RE, les mitochondries se rapprochent du
RE [74]. Ces points de contacts RE-mitochondries sont nommés les mitochondria-associated
ER membranes (MAM) et semblent eux-aussi jouer un réle majeur dans la réponse a

I'ischémie-reperfusion.

ii. Mitochondria-associated ER membranes

Définition

Les MAM sont des rapprochements du RE et de la mitochondrie. Dans la cellule
myocardique, ce rapprochement a lieu au niveau du RS longitudinal [36]. Alors que leur
découverte a eu lieu depuis plus de cinquantaine d’années [75], I'étude approfondie de ces
interactions a lieu depuis une vingtaine d’années.

Les points de contact RE-mitochondrie sont des zones membranaires avec une composition
lipidigue riche en cholestérol et sphingolipides, conférant a ces domaines une résistance aux
détergents [76]. Cet enrichissement lipidique favorise aussi les interactions protéiques,
expliquant le role des MAM dans de nombreuses voies de signalisation. Les MAM sont

composés de plusieurs complexes protéiques.
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Le complexe impliqué dans les échanges calciques entre le RE et la mitochondrie est
composé du canal inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) 1 de la membrane du
réticulum endoplasmique, du canal anionique voltage-dependent anion channel (VDAC) 1 de
la membrane externe de la mitochondrie et de la protéine cytosolique glucose-regulated
protein 75 kDa (Grp75) reliant la protéine VDAC1 et IP3R1 [77]. Ce complexe
IP3R1/Grp75/VDAC1 permet le transport du calcium entre le RE et [Iespace
intermembranaire mitochondrial, puis le MCU de la membrane interne de la mitochondrie
transfére le calcium dans la matrice mitochondriale [78] (figure 7). Dans ce complexe, les
autres isoformes du récepteur IP3R ou les récepteurs a la ryanodine (RyR) peuvent participer
aux interactions.

Le rapprochement des deux organites implique aussi la mitofusine (Mfn) 2, une protéine du
RE, qui interagit avec les Mfn 1 ou 2 mitochondriales pour faire un pont [79] (figure 7).

Un troisieme complexe est composé de la protéine du RE vesicle-associated membrane
protein-associated protein B/C (VAPB) et de la protéine mitochondriale protein tyrosine

phosphatase-interacting protein-51 (PTPIP51) [80].
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Figure 7 : L’échanges de lipides et de calcium au niveau des MAM est permis par la formation de complexes
protéiques, IP3R-Grp75-VDAC, VAPB-PTPIP51 et les mitofusines 1 et 2, adapté de Burte et al. [81].
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Les points de contact RE-mitochondrie sont régulés, en fonction des besoins cellulaires, a la
fois par des signaux du RE et de la mitochondrie. En effet, I'état du RE peut renforcer ou
amoindrir les MAM [74, 82]. La production de facteurs pro- ou anti-apoptotiques dans la
mitochondrie régule aussi la présence des MAM [83]. Les mitochondries peuvent donc
s’éloigner ou se rapprocher du RE. En particulier, les MAM sont impliqués dans des échanges
calcigues de haute intensité [84-87] (figure 7). En conditions physiologiques, le métabolisme
mitochondrial induit la formation d’un potentiel électrochimique transmembranaire, avec
des charges négatives dans la matrice mitochondriale, permettant ainsi I'entrée de calcium
[88]. Ainsi, les échanges calciques se font du RE vers la mitochondrie, mais également lors
d’un stress du RE, ou le RE se vidange en calcium, la mitochondrie capte rapidement le
calcium [89]. Les MAM participent aussi a la régulation de la dynamique mitochondriale et
plus globalement a la signalisation cellulaire [90]. Les points de contact RE-mitochondrie
contrdlent par exemple, le recrutement de la protéine dynamin related protein 1 (Drp1) pour
la fission mitochondriale [91], |a réplication et la distribution de ’ADN mitochondrial lors de
la séparation des mitochondries filles [92], ainsi que la mitophagie (dégradation de la

mitochondrie par autophagie) [93].

Implication dans la réponse a I'ischémie-reperfusion

L'étude de ces interactions étant récente, de nouvelles protéines sont peu a peu
découvertes comme appartenant aux MAM et leur role dans certaines pathologies
commence a étre exploré, notamment dans les maladies cardiovasculaires [94]. En
particulier, deux études ont tres récemment montré un réle des MAM dans la susceptibilité
a I'ischémie-reperfusion.

La premiere étude a montré une implication des MAM dans la vidange du calcium du RE vers
la mitochondrie lors de I'ischémie-reperfusion et a aussi mis en évidence I'implication d’un
nouveau partenaire des MAM dans le coeur, a savoir la CypD [95]. En effet, sur des
myoblastes cardiaques de rat (cellules H9C2), I'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique
de la CypD, le NIM811, ou d’un siARN dirigé contre CypD diminue les interactions du
complexe IP3R1/Grp75/VDACI, et ceci est associé a une diminution de la vidange calcique

du RE vers la mitochondrie induite par I'histamine (activateur de I'IP3R). Ces résultats ont
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été confirmés sur des cardiomyocytes isolés de souris délétées pour le géne codant pour la
CypD ou traitées par le NIM811 ou la CsA, montrant I'implication de la CypD dans les MAM.
Ensuite, sur ces modeles cellulaires, I’exposition des cellules a une hypoxie-réoxygénation (le
modele d’ischémie-reperfusion in vitro), induit une augmentation du nombre d’interactions
du complexe IP3R1/Grp75/VDAC1/CypD, contribuant a la surcharge calcique de la
mitochondrie, al'ouverture du PTPm et consécutivement a l'augmentation de la mort
cellulaire. Ces effets de [I’hypoxie-réoxygénation sont prévenus par linhibition
pharmacologique de la CypD et de I'IP3R ou par I'utilisation de siARN dirigés contre Grp75 ou
de Mfn2 [95]. Tel que détaillé auparavant dans les mécanismes de la reperfusion, la CypD est
une protéine de la matrice mitochondriale connue pour étre transloquée a la membrane
interne mitochondriale, et en particulier au niveau du PTPm, a la reperfusion ce qui participe
a 'activation de I'ouverture du pore et a la mort cellulaire [96]. Le travail de Paillard et al.
[95] met donc en évidence un nouveau réle de la CypD lors de la réponse a l'ischémie-
reperfusion mais surtout démontre que la disruption des contacts RE-mitochondrie préserve
les cardiomyocytes des Iésions dues a une ischémie-reperfusion.

La deuxieme étude confirmant l'implication des MAM dans la susceptibilité des
cardiomyocytes a I'ischémie-reperfusion, a mis en évidence le role de la protéine glycogen
synthase kinase 3 (GSK3) B [97]. Sur des cardiomyocytes isolés de souris, la protéine GSK3p,
localisée dans le RE, interagit avec le complexe IP3R1/Grp75/VDAC1/CypD par le récepteur
IP3R1. L'utilisation d’un inhibiteur de la GSK3pB, le SB21 montre que l'interaction de GSK3p
avec I'IP3R1 est essentielle pour que I'IP3R1 interagisse avec les autres membres du
complexe IP3R1/Grp75/VDAC1/CypD, permettant le relargage de calcium du RE dans la
mitochondrie. Lors d’une hypoxie-réoxygénation, la phosphorylation de I'lP3R1 par la GSK3p,
active la protéine, permettant le passage de calcium entre le RE et la mitochondrie en
renforgant les MAM, induisant ainsi une surcharge calcique mitochondriale et cytosolique,
responsable d’une aggravation de la mort cellulaire. Ainsi, |'utilisation de SB21 diminue la
taille d’infarctus suite a une ischémie-reperfusion en diminuant la phosphorylation d’IP3R et
son interaction avec les autres protéines des MAM [97].

Enfin le complexe Mfn1/Mfn2 peut lui aussi étre impliqué dans la réponse a l'ischémie-
reperfusion, puisque la délétion spécifiquement cardiaque de ces deux protéines protége le
coeur de ces lésions [98].

Ces différentes études montrent donc que les points de contact RE-mitochondrie semblent
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jouer un role majeur dans les dommages myocardiques d’une ischémie-reperfusion.

iii. Mitochondrie

Définition et métabolisme mitochondrial

Les mitochondries sont des organites dynamiques de la cellule, régulant des réactions
cataboliques, menant a la production d’ATP. Ces organites représentent 25% du volume des
cellules cardiagues humaines et produisent 6 kg d’ATP par jour pour la fonction cardiaque
[99]. Dans les cardiomyocytes, les mitochondries sont localisées sous la membrane
plasmique (mitochondries subsarcolemmales) ou entre les myofibrilles (mitochondries
interfibrillaires). La mitochondrie, en plus de produire I'énergie cellulaire, contribue a
diverses fonctions, allant de la croissance a la mort cellulaire. La majeure partie de la
production d’ATP est réalisée par la chaine respiratoire, qui est I'association de la chaine de
transport d’électrons et de la phosphorylation oxydative (OXPHOS), au niveau de la
membrane interne de la mitochondrie (figure 8). Son alimentation dépend de la formation
de l'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA), qui est généré par la glycolyse a partir de substrats
glucidiques et par la B-oxydation des acides gras. Ensuite, "acétyl-CoA est utilisé par le cycle
de Krebs, aussi appelé le cycle de I'acide citrique. L’'ensemble de réactions du cycle de Krebs
produit des électrons a haute énergie, contenus dans le nicotinamide adénine dinucléotide
(NADH) ou le flavine adénine dinucléotide (FADH,). Via l'utilisation du NADH et FADH,, ces
électrons sont transférés le long de la chaine de transport d’électrons avec une série de
réactions redox. La chaine de transport d’électrons comprend 5 complexes et deux navettes.
Tout d’abord, le NADH est utilisé par le complexe | (NADH déshydrogénase) et le FADH, est
consommé par le complexe Il (succinate déshydrogénase), puis les électrons passent du
complexe | ou Il au complexe lll (coenzyme Q-cytochrome c réductase) par la navette, le
coenzyme Q (ubiquinone). Le dernier transfert d’électrons a lieu en direction du complexe IV
(cytochrome C oxydase), réalisé par la navette, le cytochrome C. Au niveau du complexe 1V,
les électrons sont acceptés par le dioxygéne (0O,), qui est réduit sous forme d’eau. Les
réactions redox produisent de I'énergie, entrainant |’extrusion de protons dans I'espace

inter-membranaire, et la création d’un gradient électrochimique de protons autour de la
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membrane interne mitochondriale. Ce gradient de protons est utilisé par le complexe V
(ATP-synthase), afin de phosphoryler I’ADP en ATP [100] (figure 8). Au cours du transfert
d’électrons, des anions superoxyde (O,7) sont produits, par la fuite d’électrons au niveau du
complexe | et lll, principalement [101, 102]. Cette fuite d’électrons entraine une réduction
incomplete de I'oxygene, a [lorigine de la fabrication d’anions superoxyde.
Physiologiqguement, des défenses antioxydantes sont présentes pour contrebalancer cette
production d’ERO. La fonction mitochondriale résulte donc d’un équilibre entre la
production d’ATP et d’ERO, qui sont tous deux des éléments dont I'homéostasie est

perturbée en conditions pathologiques, notamment lors d’'une ischémie-reperfusion [103].
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Figure 8 : Le métabolisme mitochondrial. A partir des nutriments, le glucose est utilisé par la glycolyse
(violet) et les lipides par la B-oxydation (bleu clair), pour former de I’acétyl-coenzymeA (acetyl-CoA, en
rouge) utilisé par le cycle de de Krebs (bleu foncé) qui, couplé a la la phosphorylation oxydative (vert),
produit de I’ATP a partir de I'oxygéne, d’aprés Nsiah-Sefaa et al. [104].

Les mitochondries sont des organites dotés d’'une dynamique et d'un cycle de
renouvellement qui régulent la bioénergétique mitochondriale, et mobiles pour former ou

diminuer les points de contacts RE-mitochondrie, comme vu précédemment [105, 106].
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Dynamique mitochondriale

La dynamique mitochondriale est composée de la fusion et de la fission (figure 9) [107],
régulées par des protéines GTPases hautement conservées [108]. La fusion mitochondriale
est la fusion de deux mitochondries en une grosse mitochondrie. Elle est régulée par les
protéines Mfn 1 et 2, responsables de la fusion de la membrane mitochondriale externe, et
par la protéine optic atrophy 1 (OPA1l), responsable de la fusion de la membrane
mitochondriale interne [109]. La fusion mitochondriale est un mécanisme essentiel de
I’organisme, puisque, la délétion totale de chaque mitofusine ou d’OPA1 est létale au stade
embryonnaire [110, 111]. Précédemment décrit, les mitofusines sont des GTPases,
impliquées aussi dans les MAM et formant des homo- ou des hétéro-complexes. Leur
expression est donc redondante, et I'expression de I'une peut remplacer I'autre [110]. OPA1
est aussi une GTPase, dont le fonctionnement requiert la présence des mitofusines [112].
OPA1 existe sous plusieurs isoformes, une forme longue, et d’autres formes courtes, dues au
clivage par des protéases, Omal et YmellL. En conditions physiologiques, un équilibre a lieu
entre les formes courtes et longues. Une altération de la balance en faveur de la forme
courte d’OPA1 entraine une activation de la fission, alors que la forme longue favorise la
fusion [113, 114].

A linverse de la fusion, la fission sépare une mitochondrie endommagée en deux
mitochondries filles, une fonctionnelle et une dysfonctionnelle qui va étre dégradée par
mitophagie (figure 9) [115]. La protéine GTPase majeure de la fission est la protéine Drpl
déja citée avant. Sa délétion totale est létale au stade embryonnaire, alors que sa délétion
cardiaque spécifique est |étale environ 10 jours aprés la naissance (Ishihara et al. 2009; lkeda
et al. 2015; Kageyama et al. 2014; Song et al. 2015), signifiant 'importance de la dynamique
mitochondriale dans le fonctionnement cellulaire. Lors de la fission d’une mitochondrie,
Drpl est transloquée du cytosol a la membrane externe mitochondriale. Ensuite,
I’'assemblage de Drpl crée un anneau constricteur, divisant la mitochondrie en deux [116,
117]. Uimportation de Drpl a la mitochondrie est réalisée par différentes protéines [118,
119], mitochondrial fission 1 protein (Fis1) [120], mitochondrial fission factor (Mff) [121] et
les mitochondrial dynamics proteins (MiD) de 49 et 51 kDa (MiD49, MiD51) [122, 123].

L'activité de Drpl est contr6lée par sa phosphorylation avec des effets opposés. La
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phosphorylation sur la sérine 616 augmente |'activité GTPase de Drp1, entrainant la fission,
alors que la phosphorylation sur la sérine 637 diminue I'activité GTPase de Drp1, en faveur
de la fusion. De nombreuses kinases et phosphatases régulent I'état de phosphorylation de
Drp1 selon les processus cellulaires [124, 125]. Par ailleurs, la stabilité et le recrutement de
Drp1l est aussi régulé par ubiquitination par 'ubiquitin ligase membrane—associated RING-CH
protein 5 (MARCH5) [126], et par sumoylation par small ubiquitin-like modifier type 1
(Sumo1) [127].

La dynamique mitochondriale permet d’améliorer la qualité des mitochondries. La fusion
améliore la synthese d’ATP, en diluant les protéines oxydées et les mutations de I’ADN
mitochondrial, qui ont un impact beaucoup plus délétere sur le fonctionnement cellulaire
gue les mutations nucléaires. En revanche, la fission crée deux petites mitochondries, dont
une est fonctionnelle, et I'autre est facilement dégradables par mitophagie, afin d’éliminer

les mitochondries endommagées produisant beaucoup de stress oxydant [128-130].

Cycle du renouvellement des mitochondries

Le cycle mitochondrial permet le renouvellement des mitochondries, et participe ainsi a la
régulation du métabolisme mitochondrial. Il est composé de la biogénese mitochondriale et
de la mitophagie (figure 9). La biogénese mitochondriale est la synthése de nouvelles
mitochondries. Méme si les mitochondries ont leur propre génome (ADNmt), elles ne sont
pas autonomes. La biogénése mitochondriale est la coordination des génomes nucléaire et
mitochondrial [131]. L'acteur majeur de la biogéneése mitochondriale est le facteur de
transcription peroxisome proliferator-activated receptor y co-activator 1o (PGC-1a), activé
en réponse a des signaux cellulaires, tels qu’une privation d’énergie (Finck 2006). PGC-1a
interagit avec de nombreux co-activateurs pour activer la transcription de nombreux genes
nucléaires et mitochondriaux, appartenant notamment aux familles des peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs), des estrogen-related receptors (ERRs) et des
nuclear respiratory factors (NRF) [132, 133]. Les cibles de PGCla sont aussi les génes
régulant la machinerie transcriptionnelle, la traduction et la réplication des genes
mitochondriaux, tels que la protéine mitochondrial transcription factor A (Tfam), dont la

stabilisation est nécessaire a la réplication de I’ADN [134]. La régulation de la biogénése se
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fait aussi en controlant le passage de nombreuses protéines au niveau de la membrane
mitochondriale [135].

La mitophagie correspond a la dégradation des mitochondries par autophagie (figure 9)
[136]. Elle est régulée par différentes voies, dont une impliquant Parkin. En conditions
physiologiques, la protéine PTEN-induced putative kinase 1 (Pinkl) est transloquée a la
membrane externe mitochondriale ou elle est rapidement clivée et dégradée. Lorsque la
membrane mitochondriale est dépolarisée, Pinkl s"accumule a la membrane mitochondriale
et recrute la protéine ligase ubiquitine E3, Parkin [137]. Parkin ubiquitine diverses protéines
de la membrane externe de la mitochondrie, reconnues par la protéine p62, un adaptateur,
faisant le lien entre les protéines ubiquitinylées et la protéine microtubule-associated protein
1 light chain 3 (LC3), permettant le recrutement d’'un autophagosome qui va absorber la
mitochondrie ubiquitinylée [138]. D’autres protéines sont impliquées dans ce mécanisme de
mitophagie [139], comme la protéine activating molecule in BECN1-regulated autophagy
protein 1 (Ambral), protéine interagissant avec la protéine Beclinl (protéine initiatrice de
I'autophagie) [140]. L'autophagosome fusionne avec les lysosomes pour terminer la
dégradation de la mitochondrie. D’autres voies de la mitophagie dépendantes d’une
interaction avec LC3 pour le recrutement des autophagosomes existent, tel que les
cardiolipines, fun14 domain containing 1 (FUNDC1), et Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa protein-
interacting protein 3 (BNIP3), Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like
(BNIP3L ou NIX). Les cardiolipines sont des diméres de phospholipides synthétisés dans la
membrane interne de la mitochondrie et transloqués a la membrane externe lors d’une
dépolarisation, pour activer la mitophagie par interaction avec LC3 [141]. De facon
intéressante, la mitophagie dépendante de BNIP3 et BNIP3L est surtout activée en hypoxie
[142, 143]. En effet, une augmentation de |'expression de BNIP3 est observée dans de
nombreuses situations hypoxiques sous l'influence de I'activation de I’hypoxia-inducible
factor 1 (HIF-1) [144, 145]. La mitophagie médiée par FUNDC1 est aussi activée par |I’"hypoxie
[146].

Dans les pathologies cardiovasculaires, la dynamique et le renouvellement mitochondrial

sont de plus en plus investigués [106, 147, 148].
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Figure 9 : 'homéostasie mitochondriale est régulée par la biogéneése, la fusion, la fission et la mitophagie,
adapté de Boland et al. [149].

Implication dans la réponse a I'ischémie-reperfusion

L’étude récente des acteurs de la dynamique et du renouvellement mitochondrial a permis
de montrer leur role dans la bioénergétique mitochondriale, ainsi que leur impact dans
différentes pathologies, comme la réponse a une ischémie-reperfusion.

Comme vu précédemment, la délétion cardiaque de Mfn 1 et 2 protege le coeur d’une
ischémie-reperfusion, avec une résistance de I'ouverture du PTPm, par une atténuation du
stress oxydant et de la surcharge calcique mitochondriale, méme en présence de
mitochondries fragmentées, une diminution de la respiration et une altération de la fonction
contractile [98]. De observations similaires ont été réalisées lors de la délétion cardiaque de
Mfn 1 ou Mfn 2 chez des souris et sur des modeles cellulaires, challengés par des modeles
d’ischémie-reperfusion [150-152]. En revanche, la délétion partielle d’OPA1 augmente la
taille d’infarctus, sans modification de la morphologie des mitochondries, de la respiration
mitochondriale et de la sensibilité du PTPm, mais avec des altérations de I’"homéostasie
calcique [111]. Avec le vieillissement des souris, cette délétion partielle induit des altérations
de structure et de fonction des mitochondries associées au développement d’une
dysfonction cardiaque [153, 154].

Ensuite pour la fission mitochondriale, I'utilisation de modeéles animaux génétiques modifiés
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pour Drp1, de modeles cellulaires ou l'utilisation de traitements inhibant Drp1 (Mdivi-1), ont
mis en évidence qu’une absence de Drpl diminue la respiration mitochondriale, la
production d’ATP, la mitophagie et augmente la taille des mitochondries. De plus, I'inhibition
de la fission permet de protéger le cceur des lésions d’une ischémie-reperfusion [150, 155-
158].

Au niveau de la biogéneése mitochondriale, la délétion ou la surexpression de PGC-la a
montré des modifications de fonctionnement mitochondrial pouvant amener a des
dysfonctions cardiaques, mais son implication directe dans le contexte de l'ischémie-
reperfusion n’a jamais été étudiée [159-162].

En revanche, I'implication de la mitophagie dans la réponse a I'ischémie-reperfusion a été
plus explorée. La délétion totale de Parkin augmente la susceptibilité a I'ischémie-
reperfusion, alors que sa surexpression protege les cardiomyocytes isolés de souris contre la
mort cellulaire induite par I’"hypoxie [163]. Les souris délétées pour Parkin ont un phénotype
normal, avec une respiration mitochondriale normale, mais les mitochondries sont
désordonnées et une accumulation de mitochondries endommagées apparait avec I'dge
[163-166].

La réponse a l'ischémie-reperfusion est donc bien régulée par le métabolisme mitochondrial,
dont I’état dépend de la structure, de la fonction, de la dynamique et du renouvellement
mitochondrial.

En conclusion de cette premiere partie, les maladies cardiovasculaires restent la premiere
cause mondiale de morbidité et mortalité et la recherche ne cesse d’explorer les
mécanismes impliqués dans la mort cellulaire induite par l'ischémie-reperfusion. Bien
souvent, les mécanismes étudiés et impliqués sont communs a d’autres pathologies et
notamment a des pathologies associées a la survenue de l'infarctus du myocarde. Parmi
elles, le syndrome d’apnées obstructives du sommeil est considéré comme un facteur de
risque indépendant de risque d’infarctus. En effet, la présence de cette maladie peut altérer
le fonctionnement des cardiomyocytes, expliquant I'augmentation de la sévérité et du

nombre d’événements cardiovasculaires chez les patients apnéiques.
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2.Syndrome d’apnées obstructives du sommeil

a. Prévalence et facteurs de risque

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAQS) appartient aux troubles respiratoires
du sommeil (sleep disordered-breathing, SDB). Cette maladie représente l'une des
pathologies respiratoires chroniques les plus fréquentes puisque, selon les données de
I'OMS, elle touche plus de 100 millions de personnes [167]. Le SAOS est considéré comme
un probléeme majeur de santé publique avec une prévalence continuant de croitre a cause de
son meilleur diagnostic et de I'augmentation de ses comorbidités comme le surpoids et
I'obésité [168]. D’apres I'étude de Levy et al, la prévalence du SAQOS est variable et comprise
entre 5 et 25% dans les pays industrialisés. Mais il est a noter que le SAOS touche toutes les
populations, méme s’il est souvent sous diagnostiqué dans certaines régions du monde
[168].

Les principaux facteurs de risque du SAQOS sont le sexe, I'dge, I'obésité et le rétrécissement
des voies aériennes supérieures [168]. Une revue récente de 2016, reprenant les résultats de
24 études cliniques, montre que le SAOS touche 13 a 33% d’hommes et 6 a 19% de femmes.
La proportion de patients apnéiques passe également de 6-17% dans une population adulte
a 49 % dans une population dgée [169]. Cette pathologie provoque une dégradation de la
qualité de vie (somnolence diurne, déficiences cognitives) Elle joue aussi un rodle
prépondérant dans le développent de maladies cardiovasculaires [170] et métaboliques

[171].

38



b. Définition et physiopathologie

En 2012, la premiére définition mondiale réalisée par le groupe de travail (Task Force) en
recherche sur les troubles du sommeil, constitué par ’American Academy of Sleep Medicine,
définit le SAOS comme étant la répétition de collapsus pharyngés au cours du sommeil [172].
Le diameétre des voies aériennes supérieures est régulé par de nombreux parametres
anatomiques, neurologiques et hormonaux [168]. Chez les patients apnéiques, la réduction
de voies aériennes supérieures est souvent due a une accumulation de graisse au niveau du
cou liée a I'obésité, ou a la structure maxillo-faciale, mais également a un phénomeéne de
fluid shift lié a une dérégulation de la balance hydrosodée (le liquide interstitiel remontant
au niveau du cou en position allongée) ou encore a une diminution de I'activité
neuromusculaire pharyngée. Le SAOS peut étre associé ou non a des ronflements liés aux
collapsus pharyngés entrainant une vibration du palais mou, de la luette ou/et des parois
latérales du pharynx.

Tel gu’illustré dans la figure 10, lorsque I'obstruction des voies aériennes est totale, I'apnée
est caractérisée par une diminution du débit aérien de 90% pendant au moins 10 secondes.
Une obstruction partielle est appelée hypopnée. Elle est définie par une diminution du débit
aérien de 30% de plus de 10 secondes, associée a une diminution d’au moins 3% de la

saturation artérielle en O, ou a un microéveil [172] (figure 10).
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Figure 10 : Les différents stades de sévérité des événements respiratoires selon le collapsus pharyngé, le flux
oronasal et la pression cesophagienne caractérisant les efforts respiratoires et la désaturation artérielle
nocturne, adapté de Dematteis et al. [173].
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c. Diagnostic, critere de définition

Parmi les différents signes cliniques d’un SAQS, le principal est la somnolence diurne
excessive, due a une altération du sommeil causée par les nombreux microéveils induits par
les évenements apnéiques. D’autres symptOmes peuvent étre associés comme des
ronflements, des céphalées au réveil, une asthénie chronique, une baisse des performances
intellectuelles, physiques et sexuelles, des troubles de I'hnumeur et du comportement, ou
encore la manifestation de pathologies cardiovasculaires et/ou métaboliques. La diversité
des symptomes et des comorbidités associées rend cette maladie difficile a diagnostiquer.
Ainsi, pendant de nombreuses années, l'implication du SAOS dans les pathologies
cardiovasculaires n’était pas recherchée, puisque ces patients présentent souvent d’autres
comorbidités (obésité, hypertension artérielle...) pouvant masquer |'effet propre du SAOS.
Par ailleurs, les patients sous-estiment les symptomes du SAOS.

L’examen clinique de référence permettant le diagnostic du SAOS est la polysomnographie,
validant la survenue d’apnées ou d’hypopnées durant le sommeil. Lors de ce diagnostic,
d’autres examens sont réalisés : un électroencéphalogramme (EEG), un électromyogramme
(EMG) des jambes et du menton, des mesures des mouvements respiratoires par
pléthysmographie d’inductance au niveau du thorax et de I'abdomen ainsi que des mesures
de saturation artérielle en O,, fréquence cardiaque et pression artérielle. Comme illustré
dans la figure 11 [174], chaque apnée est accompagnée d’un microéveil visible sur I'EEG
induisant une fragmentation du sommeil. Lors du microéveil, des efforts respiratoires
permettent de reprendre la respiration et de lutter contre le collapsus pharyngé (variations
des pressions intrathoraciques). Les apnées sont aussi accompagnées d’'une élévation
transitoire de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque. Les cycles de désaturation-
resaturation artérielle en O, provoquent des cycles d’hypoxie-réoxygénation générant une
hypoxie intermittente chronique (HI). En résumé, le SAOS induit une fragmentation du
sommeil, des efforts respiratoires et une Hl chronique.

Le diagnostic et la sévérité du SAOS sont déterminés par I'index apnées-hypopnées (IAH),
c’est a dire le nombre d’apnées et d’hypopnées par heure de sommeil. Le diagnostic est posé
lorsque le patient présente des signes cliniques et un IAH supérieur a 5 ou en absence de

signe clinique avec un IAH supérieur a 15. La sévérité du SAOS est qualifiée de légere quand
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I'lAH est inférieur a 15, modérée lorsqu’il est compris entre 15 et 30, et sévere quand il est

supérieur a 30 [172].
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Figure 11 : Tracé d’enregistrement polysomnographique illustrant la fragmentation du sommeil, la
fluctuation de la saturation en O,, 'augmentation des efforts respiratoires thoraco-abdominaux et les
modifications de la pression artérielle a chaque épisode apnéique, d’aprés Thomson et al. [174].

d. Traitements

Le traitement du SAOS permet de réduire les symptomes et d’améliorer la qualité de vie des
patients, tout en étant adapté a la sévérité de la maladie et aux comorbidités associées. En
premiere intention sont prescrites des regles hygiéno-diététiques : une perte de poids,
I'arrét de consommation d’alcool, de tabac et de sédatif et la pratique d’une activité
physique réguliere. Ensuite, divers traitements alternatifs chirurgicaux ou mécaniques
existent. Néanmoins le traitement de référence reste I'application d’'une pression positive
continue (PPC) pendant le sommeil.

Pour les regles hygiéno-diététiques, par exemple, un article reprenant cing études cliniques
montre une diminution de I'l[AH de 6,3 évenements par heure avec I'exercice physique [175].
Les bénéfices de I'exercice physique sont attribués a une diminution de I'accumulation de
liquide dans le cou et permettent aussi une amélioration de la qualité de vie. De méme,
plusieurs travaux ont montré une atténuation de I'lAH suite a la réduction du poids [176].
Cependant ces changements du mode de vie peuvent aider a réduire les apnées/hypopnées

et atténuer les symptomes, mais leur effets sont limités et doivent souvent étre associés a la
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PPC.

Chez des patients jeunes non obéses présentant des anomalies craniofaciales avec un
avancement maxillo-facial marqué, une chirurgie maxillo-faciale avec un bon taux de
réussite peut étre réalisée. Par ailleurs, la chirurgie la plus fréquente est I'uvulo-palato-
pharyngoplastie, consistant en la résection des tissus mous de la gorge (luette, amygdales,
partie du palais) afin d’élargir le diametre des voies aériennes supérieures [168]. Cette
chirurgie concerne des patients ayant un rétrécissement rétropalatal, dont le diagnostic est
souvent complexe, et son bénéfice a long terme peut s’estomper. Enfin le traitement
mécanique, par |'orthése d’avancée mandibulaire, permet d’avancer la mandibule et de
retenir la langue afin de garder les voies aériennes supérieures ouvertes [177]. Cette
prothese est efficace pour des SAOS légers a modérés en réduisant I'lAH, mais sa compliance
a long terme est mal connue et son efficacité reste moins bonne par rapport a la PPC.
L'application de la PPC permet de maintenir I'ouverture des voies aériennes supérieures, afin
de réduire les apnées et rétablir un sommeil normal. L'appareil est composé d’un masque
recouvrant le nez ou le nez et la bouche et d’un systeme de tuyaux reliant le masque a un
dispositif générant un flux d’air. La PPC diminue le nombre et la sévérité des évenements
respiratoires, en normalisant |la saturation en oxygéne. Les bénéfices de la PPC sont une
amélioration du sommeil et des fonctions cognitives [178]. La qualité de vie est améliorée
chez 80 a 100% des patients observant a la PPC, mais le taux d’abandon ou de refus est
élevé, atteignant jusqu’a 40% des patients a cause des contraintes d’utilisation [179]. Au
niveau du risque cardiovasculaire associé au SAOS, une diminution de la pression artérielle a
été observée avec la PPC [180, 181]. Néanmoins, une méta-analyse a suggéré que cet effet
n’était pas associé a une réduction du risque d’événements cardiovasculaires et de mortalité
[182]. Ceci a été confirmé par I'étude SAVE, incluant plus de 2700 patients, montrant que la
PPC n’a pas d’effet sur la survenue d’évenements cardiovasculaires associés au SAQS, chez
des patients atteints d’'un SAOS modéré a séveére et d’'une maladie cardiovasculaire [183].
Cependant, I'observance des patients au traitement n’était que de 3,3h/nuit dans cette
étude, or l'efficacité de la PPC est étroitement liée a son observance. En particulier une
utilisation au minimum de 4h/nuit cinq fois par semaine est considérée comme nécessaire
pour une efficacité du traitement.

Ainsi, le SAOS est une maladie sous-diagnostiquée, dont le traitement de référence, la PPC

ne prévient que partiellement ses conséquences, faisant de cette maladie un probleme
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majeur de santé publique. La compréhension des mécanismes sous-jacents impliqués dans
cette pathologie représente donc un enjeu majeur pour développer des thérapeutiques

complémentaires ou substitutives a la PPC et améliorer la prise en charge des patients SAOS.

e. Conséquences cardiovasculaires du SAOS et de I’HI

chronique

Comme vu précédemment, le SAOS est aujourd’hui reconnu comme un facteur indépendant
de risque cardiovasculaire. En effet de nombreuses études ont montré un lien de causalité
entre le SAOS et les maladies cardiovasculaires, notamment avec une étude récente sur
I'impact du SAOS sur I'hypertension, la maladie coronarienne, les accidents vasculaires
cérébraux, linsuffisance cardiaque et les arythmies [4]. Parmi les conséquences
physiopathologiques du SAOS précédemment citées, I'HI semble étre la plus délétere en
termes de complications cardiovasculaires. Ainsi, I'utilisation de modeles expérimentaux,
tels que I'exposition d’animaux de fagon chronique (plusieurs jours) a I'HI, permet de
reproduire les conséquences cardiovasculaires du SAOS et de mieux comprendre les

mécanismes sous-jacents [173].

i. Conséquences vasculaires

Hypertension artérielle

L’élévation de la pression artérielle est corrélée positivement a la sévérité du SAOS,
indépendamment de facteurs confondants [184]. Par ailleurs, le risque de développer une
HTA est lié a la sévérité du SAQS, avec une multiplication du risque par trois pour des
patients ayant un IAH > 15 [185]. La premiére démonstration du développement d’'une HTA
induite par I’HI a été réalisée par Fletcher et al. sur des rats exposés a 35 jours d’HI [186].
L'augmentation de la pression artérielle induite par I'HI a depuis été confirmée sur d’autres
modeles animaux, comme des souris ou des rats exposées a 14 jours d’HI [187], mais aussi

chez des volontaires sains exposés pendant 14 jours a des cycles d’HI [188].
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Dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale résulte d’un déséquilibre entre vasodilatation et
vasoconstriction, dont I'endothélium vasculaire est le régulateur principal. Chez les patients
apnéiques, I'altération de la fonction endothéliale est caractérisée par une détérioration de
la vasodilatation endothélium-dépendante. De plus, en dehors de tous facteurs
confondants, la sévérité du SAOS est corrélée positivement a l'aggravation de cette
dysfonction [189]. La diminution de la vasodilatation endothélium-dépendante est aussi
retrouvée chez des rats exposés a 28 jours d’HI [190]. De plus, une réponse accrue a un
agent vasoconstricteur, I'endothéline 1 (ET-1), a été observé dans les aortes, les artéres
carotidiennes, les arteres mésentériques ou les arteres pulmonaires de rats ou souris
exposés entre 1 et 5 semaines d’HI [191-193] [194, 195]Guo [196, 197] [198]. Bien que la
vasoconstriction induite par I'ET-1 n’ait pas été étudiée, des taux élevés d’ET-1 ont été
retrouvés dans le plasma et les tissus de patients apnéiques, [199-205], comme chez les

animaux exposés a I’'HI [198, 206-208].

Athérosclérose

Le SAOS est aussi un inducteur majeur de progression de |'athérosclérose, directement liée
a la sévérité de la pathologie [209, 210]. Des marqueurs de remodelage vasculaire et
d’athérosclérose, comme l'augmentation de I'épaisseur intima-média carotidienne et la
présence de plaques athéromateuses carotidiennes, ont été d’avantage observés chez les
patients apnéiques que chez les non-apnéiques [211-213]. Aussi, chez des souris exposées a
14 jours [214] ou 6 semaines d’HI [215], I'épaisseur intima-media est augmentée via
I'induction d’un stress oxydant et d’une inflammation [214]. L'inflammation a également été
démontrée comme impliquée dans 'laugmentation des |ésions athéromateuses induites par
I’'HI avec une augmentation de l'infiltration des lymphocytes dans les plagques d’athérome

[216, 217].
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ii. Conséquences cardiaques

Arythmies

Plus généralement, le risque de mort subite est plus élevé chez les patients apnéiques [218]
et, contrairement aux patients non-apnéiques, est plus fréquent pendant la nuit que le
matin [219]. Le risque d’arythmies ventriculaires est également plus élevé pendant la nuit
[220, 221]. De plus, I'incidence de la fibrillation auriculaire est deux fois plus importante chez
les patients apnéiques par rapport aux patients non apnéiques [222]. L'une des causes
majeures de la mort subite est I'lM, engendrant des arythmies ventriculaires (tachycardie ou
fibrillation). De plus, une étude animale récente montre un risque plus élevé de mort subite
lié aux arythmies ventriculaires suite a une ischémie, chez des rats exposés a 14 jours d’HI.
Ces arythmies sont dues a une activation du systeme nerveux sympathique associée a une
altération de la repolarisation ventriculaire et a une augmentation de I'expression des
canaux calciques endocardiques [223]. Par ailleurs, un article récent confirme également,
chez le rat soumis a 7 jours d’HI, 'augmentation de la susceptibilité a la fibrillation

auriculaire [224].

Infarctus du myocarde

L’ensemble des conséquences vasculaires du SAOS contribuent a la prévalence de I'lM [225].
Chez les patients apnéiques, l'infarctus du myocarde est plus sévere, avec une ischémie
prolongée, une mort cellulaire plus importante et un remodelage ventriculaire gauche et
droit aggravé [225]. L'incidence de I'IM est plus importante la nuit que le matin (nuit : 32%,
levée du jour: 17%), contrairement aux patients non apnéiques (nuit : 7%, levée du jour:
47%) et 91% des patients avec un IM pendant la nuit ont un SAQS [226]. De plus, trois mois
apres un infarctus du myocarde, la fraction d’éjection ventriculaire gauche est plus basse et
la taille d’infarctus plus étendue chez les patients apnéiques comparés a des patients non
apnéiques [227]. Par ailleurs, une étude a moyen terme montre que 40% des patients avec
un IM avaient un SAQOS séveére (IAH > 30) et que ce SAOS sévere est lié a une moins bonne

survie a 18 mois [228]. Sur du plus long terme, 6 ans post-IM, plusieurs études ont montré
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gue les patients avec un SAOS ont un moins bon pronostic vital avec une augmentation de la
survenue d’évenements cardiovasculaires parfois fatals [229-231]. De plus, Buchner et al.
ont démontré que la taille d’infarctus est corrélée positivement a I'lAH [227] signifiant
I'impact de I'HI dans cette maladie coronarienne. Le role de I'HI dans I'augmentation de la
susceptibilité myocardique a I'ischémie-reperfusion a été exploré dans quelques études chez
I’'animal. Alors qu’une HI aigue de 4h réduit les lésions d’une ischémie-reperfusion [232],
I’exposition d’animaux de 14 jours a 5 semaines d’Hl entraine une augmentation de la taille
d’infarctus [198, 233].

Les différents mécanismes impliqués seront évoqués dans la partie suivante puisqu’ils font

I'objet du travail de cette these.

Remodelage ventriculaire

Comme vu précédemment, le SAOS aggrave le remodelage ventriculaire gauche post-IM
[227]. U'hypertrophie ventriculaire gauche est liée a de nombreux facteurs confondants du
SAQS, tels que I'hypertension artérielle et I'obésité [234]. Quelques études montrent que le
SAOS est associé a des signes d’hypertrophie ventriculaire gauche indépendamment d’un IM
ou d’une hypertension artérielle [235, 236]. Ce remodelage ventriculaire a aussi été observé
dans des modeles animaux exposés a I’Hl. Notamment dans un modele de chien, 1 a 3 mois
d’HI augmentent le volume d’éjection systolique et réduisent la fraction d’éjection du
ventricule gauche [237]. Chez des souris exposées a 10 jours d’HI, une étude montre

I'importance de la gp91°">

, composant de la NADPH oxydase, dans le développement d’un
remodelage ventriculaire di au stress oxydant [238]. Par ailleurs, I'’échangeur NCX1 a aussi
été montré comme étant un acteur majeur dans le remodelage ventriculaire apres 8

semaines d’HI chez la souris [238, 239].

Insuffisance cardiaque

Un AHI>11 est indépendamment associé au risque de développer une insuffisance cardiaque
[240]. Le SAOS est également un facteur indépendant de risque de mortalité chez les

patients insuffisants cardiaques [241, 242]. Le SAQS, en augmentant I'activité sympathique,
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serait responsable d’une accélération de la maladie [243, 244]. Dans un modele de rats
insuffisants cardiaques par constriction aortique abdominale, une exposition de 4 semaines
a I'HI exacerbe le développement de l'insuffisance cardiaque, observé par une diminution
des fractions d’éjection et de raccourcissement du ventricule gauche. Cet effet de I'HI
semble étre lié a une inflammation soutenue [245]. Par ailleurs, au laboratoire, le
développement d’'un modeéle d’insuffisance cardiaque par ligature permanente de |'artere
coronaire gauche chez le rat, a montré qu’une exposition de 4 a 12 semaines d’Hl aggrave la
dysfonction contractile. Ceci est caractérisé par une réduction du débit cardiaque, du
volume d’éjection systolique et de la fraction d’éjection du ventricule gauche (travaux de
thése de G. Bourdier). Cette diminution de la fonction systolique est associée a une
hypertrophie précoce du ventricule gauche et a une accélération de la dilatation. Il a été
montré aussi que I'HI altérait la structure du ventricule gauche avec l'apparition d’une

fibrose plus importante chez les animaux HI (travaux de thése de G. Bourdier).

Le SAOS semble donc un facteur aggravant pour de nombreuses pathologies
cardiovasculaires, et en particulier pour [linfarctus du myocarde. Une meilleure
compréhension des mécanismes induits par I'HI permettrait sans doute un meilleur
diagnostic et une meilleure prise en charge des patients apnéiques, en particulier dans le but
de limiter ce risque cardiovasculaire. Dans le paragraphe suivant nous aborderons, de facon
générale, les principaux mécanismes déja connus pour étre impliqués dans le
développement des maladies cardiovasculaires associées au SAOS : I'activation sympathique,
I'inflammation et le stress oxydant. A la fin, nous évoquerons aussi I'implication du facteur
de transcription, HIF-1, puisqu’il joue un réle majeur dans la réponse a I'hypoxie et ce, de

concert avec les trois mécanismes cités ci-dessus.
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f. SAOS, HI chronique et mécanismes principaux

i. Activation sympathique

Le systeme nerveux autonome est composé d’une branche « cardio-stimulante », le systeme
nerveux orthosympathique, et d’une branche « cardio-inhibant », le systeme nerveux
parasympathique. Pendant le sommeil, en condition normale, le systeme sympathique est
diminué au profit du systeme parasympathique. Or chez un patient SAOS, a chaque
microéveil, le systeme sympathique est activé et ceci est associé a des concentrations
plasmatiques et urinaires en catécholamines élevées [246] (figure 15). La répétition
chronique des apnées-hypopnées entraine une altération de cette balance du systéeme
nerveux autonome au profit du systéme orthosympathique [247], associé a une
augmentation de I'activité nerveuse sympathique musculaire [248] et une diminution de la
sensibilité du baroréflexe [249] (figure 15). L’exposition de volontaires sains a 14 jours d’Hl a
permis de reproduire I'activation sympathique induite par le SAQOS, caractérisée par une
augmentation de I'activité nerveuse sympathique musculaire, de la pression artérielle et une
diminution de la sensibilité du baroréflexe [188] (figure 15). L'exposition d’animaux a I'HI
montre que le stress oxydatif est le principal activateur du systeme nerveux sympathique, en
augmentant la sensibilité du chémoréflexe, en diminuant le baroréflexe et en augmentant la
sécrétion de catécholamines par les glandes surrénales [250] (figure 15). L’activation
sympathique est reconnue pour augmenter la prévalence de I'insuffisance cardiaque [251] et
de la fibrillation atriale [222] associées au SAOS, mais actuellement aucune donnée ne

I’associe a la susceptibilité du myocarde a I'ischémie-reperfusion.

ii. Inflammation

Le SAOS est considéré comme une maladie induisant une inflammation systémique de bas
grade. De nombreuses études ont mis en évidence des taux élevés de marqueurs

d‘inflammation circulants, corrélés a la sévérité du SAOS, comme IL-6, IL-8, IL 10, ICAM-1,
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MCP-1 [252-255]. De maniére intéressante, ces marqueurs peuvent étre différent selon le
sexe, ce qui pourrait améliorer le diagnostic du SAOS avec des biomarqueurs dépendant du
genre [256] (figure 15).

Comme dans la pathologie apnéique, I'HI induit une inflammation chez des souris mince ou
obese. Les mécanismes impliqués sont notamment une activation du facteur de
transcription pro-inflammatoire nuclear factor-kB (NF-kB) [217, 257, 258], une augmentation
de I'expression de cytokines et chémokines pro-inflammatoires [217], le recrutement et la
polarisation en profil M1 pro-inflammatoire des macrophages [259, 260] (figure 15). Alors
que lI'impact du statut inflammatoire en Hl a été étudié sur les altérations métaboliques et

sur I'athérosclérose, son impact cardiaque a été peu étudié.

iii. Stress oxydant

Le stress oxydant, engendré par la répétition des cycles d’hypoxie-réoxygénation, est la
conséquence la plus étudiée en HI et chez les patients SAOS. De plus, son implication dans le
développement des maladies cardiovasculaires associé au SAOS est bien connu [261]. En
effet, chez les patients apnéiques, des anions O, sont produits par les leucocytes circulants
[262, 263] (figure 15). De plus, I'expression de la NADPH oxydase, produisant des anions O,",
est augmentée dans le sérum de patients SAOS et dans le tissus cardiaque de rats exposés
14 jours a I'HI [190, 264, 265] (figure 15). Par ailleurs, chez les patients apnéiques, la
biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO), estimée a partir de la quantité de nitrite et
nitrate, est diminuée dans le sérum [266, 267]. Ceci a été confirmé par une mesure directe
dans le coeur de rats exposés 8 sem a I'HI [268] (figure 15). Un autre marqueur du stress
oxydant est I'augmentation la peroxydation des lipides et de I’ADN retrouvée dans le sérum
de patients SAOS [266, 269-271] et dans le coeur ou le foie de rongeurs a I'HI [268, 272]
(figure 15). Enfin, une diminution des capacités antioxydantes est observée dans le sérum de
patients apnéiques, caractérisée par exemple avec une diminution de la vitamine A et de
I'enzyme superoxide dismutase [273-276]. De méme, l'expression cardiaque de la
superoxide dismutase est diminuée chez des rats exposés a 14 jours d’Hl, reflétant une
diminution des propriétés antioxydantes [190] (figure 15). Au niveau cardiaque, le stress

oxydant a été ciblé pour prévenir la vulnérabilité du cceur a I'ischémie-reperfusion, induite
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par I'HI. En effet, chez le rat exposé a 14 jours d’HlI, I'utilisation du tempol, de la mélatonine,

ou de I'atorvastatine abolit 'augmentation de la taille d’infarctus [190, 265].

Bien que l'’ensemble des mécanismes ci-dessus soient clairement impliqués dans les
conséquences de I'HI. A part le stress oxydant, peu d’entre eux ont été montré pour étre
impliqué dans I'augmentation de la taille d’infarctus, qui fait I'objet de ce travail de these.
Par ailleurs, les beta-bloquants, les antioxydants ou les anti-inflammatoires n’ont a ce jour
pas été montré pour améliorer les conséquences du SAQOS [277-280]. Ainsi, la
compréhension d’autres mécanismes de I'HI est primordial, et en particulier au laboratoire,

nous nous intéressons au facteur de transcription, HIF-1.

iv. Hypoxia-inducible factor-1

Définition

HIF-1 est un facteur de transcription, découvert en 1991 [281], appartenant a la famille des
facteurs induits par I'hypoxie (hypoxia-inducible factor, HIF), qui sont des hétérodimeres
composés de HIF-1pB, s’hybridant avec HIF-1a, HIF-2a ou HIF-3a, pour former HIF-1, HIF-2 ou
HIF-3, respectivement. Les sous-unités HIF-1a et HIF-1B sont composées dans la région N-
terminale, d’'un domaine basic-helix-loop-helix (HLH), permettant la fixation de HIF-1 a I’ADN.
Ces protéines sont également pourvues de deux domaines Per-Arnt-Sim (PAS) permettant la
fixation a I’ADN, et contribuant a I’hétérodimérisation des deux sous-unités. Pour la sous-
unité HIF-1a, ce domaine participe aussi a sa rétention cytosolique en normoxie (figure 13).
HIF-1o est constituée de deux domaines d’activation de la traduction (TAD) situés en
position N- et C-terminales (figure 13). Les deux sous-unités HIF-1a et HIF-1B sont
constitutivement exprimées. La sous-unité o est labile, ainsi I'activation de HIF-1 est
dépendante de la stabilisation de HIF-1a. En effet, HIF-1a est sensible a la pression partielle

ou taux d’oxygene [282].

En normoxie, la protéine HIF-1a est hydroxylée sur une ou deux prolines en position 402 et
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564 dans la région oxygen degradation domain (ODD), par des dioxygénases, les prolyl-4-
hydroxylases (PHD) [283-285] (figure 12-13). Parmi les différentes PHD, 1, 2 ou 3, dans le
ceceur, la forme prédominante est la PHD3 [284, 285]. Les hydroxylations sont reconnues par
le peptide Von Hippel-Lindeau (pVHL) [286], entrainant la fixation de I'ensemble du
complexe VHL d’ubiquitinylation, contenant Elongin BC/Cullin/RING domain protein 1
(Elongin BC/Cul/Rbx1) [287]. Ensuite, HIF-1a ubiquitinylé est dégradé par le protéasome 26S
. Par ailleurs, une autre protéine intervient dans la régulation de la transcription des génes
cibles, le facteur d’inhibition de HIF-1 (FIH-1), qui hydroxyle I'aspargine en position 803, dans
le domaine C-TAD (figure 12-13). Ce facteur bloque le recrutement du co-activateur,
I’acétyltransferase p300/Creb-Binding Protein (CBP), inhibant ainsi I'activité de HIF-1 (figure
12) [288].

En hypoxie, I'activité des dioxygénases est réduite, HIF-1a est stabilisé , puis transloqué dans
le noyau, ou il interagit avec HIF-1B pour former I'hétérodimére HIF-1 (figure 12) [283].
L'initiation de la transcription de centaines de genes est régulée par HIF-1, et ce, a travers sa
fixation sur les séquences hypoxia response element (HRE) dotés d’un motif 5’ (A/G)CGTG3’,
localisés dans la région promotrice de chaque géne cible [198, 289] (figure 12). L’activité de
HIF-1 consiste a la régulation de I'expression de genes impliqués dans diverses fonctions,
attribuant a ce facteur de transcription un réle majeur dans I'angiogénese, la production

d’érythrocytes, la croissance, la prolifération, la survie, le métabolisme glucidique...
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Figure 12 : Régulation de I'activité du facteur de transcription HIF-1a par le taux d’oxygéne, d’aprés Koyasu
et al. [290].
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Régulation

Comme vu précédemment, 'activité de HIF-1 est régulée par les hydroxylations de HIF-1a
dépendantes des PHD et du FIH. Mais il existe aussi des voies de régulations de HIF-1
indépendantes de I'oxygene [290](figures 12-13).

Si I'on s’intéresse plus précisément d’abord aux voies de régulation 0, dépendantes, il
apparait que selon la profondeur de I'hypoxie, I'activité de HIF-1 est modulée. Par exemple,
sur différents types cellulaires, une hypoxie modérée, avec 1% 02 pendant 5h, inhibe les
PHD alors qu’il faut une hypoxie plus sévere pour bloquer la fixation du FIH, 0,2% 02
pendant 5h [291]. Le fonctionnement des PHD dépend de deux substrats, I'oxygene et I'a-
ketoglutarate, ainsi que de deux cofacteurs, I'ion ferrique et I'ascorbate. Outre la régulation
de I'oxygene, la disponibilité en a-ketoglutarate, un intermédiaire du cycle de Krebs, régule
I'activité des PHD. Sa production dépend de l'activité de certaines enzymes de ce cycle, la
succinate déshydrogénase (SDH), la fumarate hydratase (FDH) et les isocitrate
déshydrogénase 1-2 (IDH), et de I'IDH3 cytosolique (figure 13). La fixation des PHD peut étre
empéchée par la fixation de la protéine NADPH quinone oxidoreductase 1 (NQO1) sur le
domaine ODD. En revanche, |'activité de certaines PHD comme la PHD2 peut aussi étre
favorisée par la sirtuine (Sirt) 2, une déacétylase, qui en enlevant un groupe acétyle dans le
domaine d’inhibition (ID), augmente l'interaction de la PHD2 avec HIF-1a. Le FIH est aussi
sensible a la présence I'a-ketoglutarate et d’ion ferrique, ainsi il est aussi régulé par I'IDH3
(figure 12-13).

Pour ce qui est de la régulation de HIF-1a indépendante de I'oxygene, elle peut avoir lieu au
niveau de sa transcription, avec la fixation au niveau du promoteur du gene de facteurs
activateurs, tels que le complexe interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF3, composé du
signal transduceur and activator of transcription (STAT) 1, STAT2, interferon regulatory
factor (IRF) 9) ou STAT3 ou NF-kB, ou encore inhibiteur, comme NF-E2-related factor 1
(NRF1). La traduction de HIF-1 est aussi régulée par la voie phosphoinositide 3-kinase
(P13K)/Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR). Par ailleurs, illustré sur la figure 13, la
translocation nucléaire de HIF-1 est inhibée par la mitogen-activated protein kinases (MAPK),
en phosphorylant des sérines a proximité du signal d’export de la protéine vers le noyau. De
plus, 'hétérodimérisation avec HIF-1P est empéché par la phosphorylation d’'une sérine par

la protéine casein kinase 16 (CK18) dans le domaine PAS. L’activité transcriptionnelle est
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aussi renforcée par l'acétylation du domaine C-TAD due a p300/CBP-associated factor
(PCAF), ainsi la déacétylation de HIF-1a par la Sirtl a été montrée pour diminuer I'activité de
HIF-1, en inhibant la fixation de [I'acétyltransferase p300/CBP. Néanmoins, l'impact
majoritaire de la modulation de I'activité de HIF-1 est au niveau de la stabilité de la protéine
HIF-1a. Par exemple, la protéine heat shock protein 90 (hsp90) protége HIF-la d’une
dégradation, par sa fixation sur le domaine PAS, mais la protéine receptor for activated C
kinase 1 (RACK1) peut dissocier hsp90 par compétition, induisant ainsi la déstabilisation de
HIF-1a en se substituant au pVHL dans le complexe d’ubiquitinylation [292]. La protéine HIF-
la est déstabilisée par des phosphorylations induites par les protéines glycogen synthase
kinase 3 (GSK3) et polo-like kinase 3 (PLK3) dans les domaines ID et N-TAD; par la
méthylation d{ a I’histone methyltransferase Set7/9, ainsi la démétylation par lysine-specific
demethylase-1 (LSD1) stabilise HIF-1a dans le domaine HLH (figure 13). Enfin, I'effet de la
sumonylation sur la stabilité de HIF-1a est encore controversé, puisque la sumonylation par
le RWD-containing SUMOylation enhancer (RSUME) et la désumonylation par la

sentrin/SUMO-specific protease (SENP) augmentent sa stabilité (figure 13).
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Figure 13 : Structure de HIF-1a et sa régulation par hydroxylation (OH), acétylation (Ac), méthylation (Me),
phosphorylation (P) et sumonylation (SUMO) d’aprés Koyasu et al.. [290].
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L'activité du facteur de transcription HIF-1 est donc régulée de différentes manieres.
Néanmoins sa régulation conventionnelle est O, dépendant, avec une activation accrue de
HIF-1 en hypoxie. Nous allons voir par la suite que I'intermittence de I’hypoxie est également

un puissant activateur de HIF-1.

Implication de HIF-1 dans la réponse a I'HI chronique

Méme si HIF-1 est connu pour ces effets protecteurs lorsqu’il est activé par de brefs
épisodes d’hypoxie, par exemple lors du pré- ou post-conditionnement myocardique, son
activation chronigue et plus particulierement en HI est délétere pour le systéeme
cardiovasculaire. Sur des cellules PC12 (cellules originaires d’'un phéochromocytome de la
medullosurrénale de rat), I'exposition a des cycles d’HI (30 secondes d’hypoxie a 1,5% et 4
minutes de normoxie a 20% d’oxygene) augmente proportionnellement en fonction du
nombre de répétition de cycles d’HlI (10, 30, 60, 120 fois) a la fois I'expression nucléaire de
HIF-1la et son activité transcriptionnelle. De plus, I'activité de HIF-1 est 2,5 fois plus
importante avec 120 cycles d’HI qu’aprés une heure d’hypoxie continue a 1,5% d’oxygéne
[293] (figure 15). Enfin, la méme équipe sur des cellules PC12, a montré qu’aprés 5 heures
d’hypoxie continue, moins de 10 minutes de réoxygénation suffisaient pour dégrader la
protéine HIF-1a, alors que la stabilisation de HIF-1a perdure au moins 90 minutes apres 60
cycles d’HI [294] (figure 15). Ainsi, I'HI est un stimulus robuste, entrainant une activation de
HIF-1 persistante et chronique.

Ce postulat s’appuie sur le fait que HIF-1 est bien connu pour étre activé par le stress
oxydant généré par I’HI, comme vu précédemment (figure 15). En effet, en HI, la production
d’0,” par la NADPH oxidase inhibe directement les PHD, ou indirectement en activant la
protéine kinase C (PKC) [282]. La PKC est produite par I'activation ROS-dépendante de la
phospholipase C (PLC), une enzyme membranaire, qui clive le phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate (PIP;) en inositol tri-phosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). Le DAG active la
PKC, alors que I'lIP3 se lie aux canaux calciques de la membrane du réticulum endoplasmique
(IP3R), impliqués dans I'efflux calcique du RE vers le cytosol. Le calcium active les protéines
kinases Ca®*/calmoduline-dépendantes (CaMK), ainsi que la PKC, dont I’activité dépend de la

concentration calcique intracellulaire [293]. Enfin, les ERO entrainent, une activation de Ila
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synthése de HIF-1a par la voie PI3K/Akt/mTOR activée par la PKC [294], une stabilisation de
HIF-1a par l'inhibition des PHD, et une transactivation de HIF-1 par la phosphorylation du
coactivateur, I'acétyltransferase p300/CBP, d(i a la CaMK [282, 295](figure 14).
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Figure 14 : Les différentes voies de signalisation régulant I’activation de HIF-1a par le stress oxydant en Hl,
d’apres Belaidi et al. [295].

En clinique, chez les patients SAOS, les genes cibles de HIF-1 ont souvent été étudiés. Par
exemple, la concentration plasmatique de I'érythropoiétine (EPO) est plus élevée chez les
patients apnéiques par rapport aux patients controles, et cette différence est abolie par le
traitement a la PPC [296]. De méme, plusieurs études se sont intéressées a 'augmentation
des taux plasmatiques du vascular endothelial growth factor (VEGF) et de I'ET-1 chez les
patients SAOS, et ont montré une corrélation positive entre I'lAH et ces taux de molécules
circulantes [202, 297-299]. Cependant, seulement deux études ont mesuré directement des
éléments du facteur de transcription sur de petits effectifs (figure 15). Dans des biopsies de
peau, I'expression des transcrits codant pour HIF-1a est augmentée chez les patients atteints
d’un SAQS sévere [300]. De méme, dans le sérum de patients SAOS sévere, la quantité de
protéine HIF-1a est augmentée, par rapport aux patients controles ou avec un SAOS léger a
modéré, et est positivement corrélée avec I'lAH [301].

Les modeéles animaux et cellulaires d’HI ont permis de confirmer que ce facteur de
transcription pouvait jouer un réle majeur dans la physiopathologie du SAQOS, voir méme

dans les pathologies associées. En effet, I’'HI chronique est reconnue pour augmenter
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I’expression de HIF-1 dans divers organes : coeur [198, 302], vaisseaux [258, 303], intestin
[304], cerveau [305], foie ou poumons [306] (figure 15). En particulier, dans notre contexte,
I'activation de HIF-1 a été montrée pour étre impliquée dans les conséquences
cardiovasculaires déléteres de I'HI. Des travaux du laboratoire ont mis en évidence que chez
le rat, I'exposition a 14 jours d’HI induit une augmentation de I’activité de HIF-1 et la fixation
de HIF-1 sur le HRE du géne codant pour I'ET-1. Ceci est renforcé par une élévation de la
quantité d’ET-1 au niveau cardiaque, qui est associé a une augmentation de la taille
d‘infarctus et de la pression artérielle [198]. Par ailleurs, au laboratoire, I'utilisation de souris
partiellement déficientes pour le gene HIF-1a a montré que 14 jours d’HI entrainent un
remodelage vasculaire, induit par une augmentation de |'activité de NF-kB dépendante de
HIF-1 [258]. Dans ces deux études, I'administration du bosantan (un antagoniste mixte des
récepteurs a I'ET-1) pendant I'exposition a I’'HI a prévenu ces conséquences délétéres pour le
systeme cardiovasculaires, révélant le role délétére de HIF-1, a travers 'activation du gene
codant pour I'ET-1 et l'intérét d’étudier plus précisément ce facteur de transcription [198,

258].

Comme vu au début de ce chapitre I'activation de HIF-1 par le stress oxydant est donc bien
décrite. A ce jour, HIF-1 est connu pour étre un mécanisme secondaire de I'HI, mais il
pourrait étre placé en amont des mécanismes principaux du SAQS. En effet, la délétion
partielle de HIF-1a dans un modele de souris exposées a I’HI empéche la genése d’un stress
oxydant, évalué avec un marqueur de la peroxydation des lipides, les thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) [307]. Dans ce méme article, la délétion de HIF-1a abolit aussi
I'activation sympathique, en préservant la sensibilité des chémorécepteurs et des
barorécepteurs et la production des catécholamines [307]. Ainsi, I'abolition par HIF-1 du
stress oxydant et de l'activation sympathique empéche I'augmentation de la pression
artérielle [307] (figure 15). De plus, dans le méme type de modéle expérimental, la délétion
de HIF-1a empéche le développement de l'inflammation induit par I'HI, responsable du
remodelage vasculaire, en prévenant |'altération de I'épaisseur intima-média, la migration
des splénocytes et la suractivité de NF-kB [258] (figure 15). Ainsi, ces deux articles suggérent
donc que HIF-1 pourrait étre le mécanisme clé de I'HI, et préviendrait aussi ses

conséquences CV déléteres.
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Mécanismes du SAOS et
de I’HI chronique

Modele de SAOS

Marqueurs

Références

Activation sympathique

Patients SAOS

Déséquilibre de la balance du systeme nerveux autonome au profit du systéme sympathique
Concentrations élevés en catécholamines

Augmentation de I'activité nerveuse sympathique musculaire

Diminution de la sensibilité du baroréflexe

Review [246]

Volontaires sains
exposés a I'HI

Augmentation de I'activité nerveuse sympathique musculaire
Diminution de la sensibilité du baroréflexe

[188]

Animaux exposés
alHl

Concentrations élevés en catécholamines

Augmentation de I'activité nerveuse sympathique musculaire
Diminution de la sensibilité du baroréflexe

Augmentation de la sensibilité du chémoréflexe

Activation sympathique causée par le stress oxydant

Review [250]

Patients SAOS

Exemple de biomarqueurs inflammatoires potentiels du SAOS chez les adultes: taux plasmatiques IL-6 et IL-10

Review [253]

. Différences de variations des biomarqueurs du SAQS selon le genre [256]
Inflammation — — - -
Animaux exposés | ®  Activation du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-kB [217, 257, 258]
aI'HI e Augmentations de I'expression des cytokines et chémokines pro-inflammatoires [217]
. Recrutement et polarisation en profil M1 pro-inflammatoire des macrophages [259, 260]
¢ Augmentation de la production d’anions O,” [263, 299]

Patients SAOS

Augmentation de I'expression NADPH oxydase plasmatique
Diminution de la biodisponibilité du NO plasmatique

[264, 266, 267]
[266, 269-271]

[273-276]
e Augmentation de la peroxydation des lipides et de ’ADN plasmatiques
Stress oxydant . Diminution des capacités antioxydantes plasmatiques (vitamine A, superoxyde dismutase)
) . e Augmentation de I'expression NADPH oxydase cardiaque [190, 265]
,\An’lmaux exposes o Diminution de la biodisponibilité du NO cardiaque [268]
alHl e Augmentation de la peroxydation des lipides et de ’ADN dans le cceur ou le foie [268, 272]
. Diminution de I'expression de la superoxide dismutase cardiaque [190]
Patients SAOS o Augmentation ’ARNm HIF-1a dans la peau chez les patients SAOS séveres [300]
e Augmentation de la protéine HIF-1a plasmatique chez les patients SAQS séveres [301]
,\An’imaux exposés . Augmentation de I'expression de HIF-1a dans le cceur, les vaisseaux, I'intestin, le cerveau, le foie ou les poumons [198, 258, 302-306]
HIF-1 alHl . Délétion partielle de HIF-1a abolit I'activation sympathique, I'inflammation et le stress oxydant [258, 307]
Cellules exposées | ®  Activation de HIF-1 plus importante en HI qu’en hypoxie continue [293]
3 ’HI o Activation persistante de HIF-1 aprés un retour a la normoxie [294]
e Activation de HIF-1 causée par le stress oxydant [282]

Figure 15 : Les mécanismes physiopathologiques du SAOS et de I'HI chronique
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En conclusion de cette partie, parmi les conséquences du SAQOS, I'HI est la conséquence la
plus délétére pour le systéme cardiovasculaire. Notamment dans le contexte de l'infarctus
du myocarde, que ce soit chez I'homme ou dans des modeles d’ischémie-reperfusion chez
I'animal, I'HI semble fortement responsable d’une aggravation de la taille d’infarctus.
L’activation persistante et chronique de HIF-1 aurait un réle clé dans cette réponse délétere
a I'HI chronique au niveau cardiaque. Nous avons vu que HIF-1 était étroitement lié aux
mécanismes principaux du SAQS. Par ailleurs, les traitements ciblant I’activité sympathique,
I'inflammation, le stress oxydant n’ont pas été montré pour améliorer les conséquences du
SAQS, et peu d’entre eux ont été étudiés dans le contexte de I'infarctus du myocarde. Ainsi,
la compréhension de I'implication de HIF-1 et de nouveaux mécanismes en HI représente un
enjeu majeur pour développer des thérapeutiques complémentaires ou substitutives a la
PPC et améliorer la prise en charge des patients SAQS, ayant un risque accru d’infarctus du

myocarde.
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3. Objectifs

L’objectif général de cette these est d’étudier les mécanismes induits par une exposition
chronique a I'HI, susceptibles d’expliquer 'augmentation de la taille d’infarctus suite a une

ischémie-reperfusion.

Ces dernieres années, les traitements ciblant les mécanismes principaux du SAOS, que sont
I'activité sympathique, I'inflammation et le stress oxydant, n’ont pas montré d’amélioration
des pathologies associées au SAQOS, notamment dans |'augmentation de la taille de
I'infarctus. Ainsi, dans le contexte de I'HI chronique, une conséquence majeure du SAQS,
nous nous sommes intéressés a HIF-1, un facteur de transcription clé de la réponse a
I’"hypoxie.

Par ailleurs, dans le contexte de l'infarctus du myocarde, notre intérét s’est porté sur
I’'homéostasie de deux organites qui ont été peu étudiés dans le cadre de I'HI chronique, le

RE et la mitochondrie.

Ce travail s’articule donc autour de trois études présentées dans ce manuscrit (1 en cours de

soumission, 1 en cours de finalisation et 1 en cours de réalisation).

Dans la premiere étude, nous nous sommes intéressés au stress du RE, connu pour son role
dans la vulnérabilité du myocarde a I'ischémie-reperfusion et ce, indépendamment de I'HI.
Au démarrage de ce travail, quelques publications montraient que I’HI induisait un stress du
RE dans le cceur [308, 309] et le cerveau [310-312]. Il avait également été montré que I'HI
n’induit plus d’augmentation de I’expression cérébrale de HIF-1a chez des souris dépourvues
du gene codant pour un facteur pro-apoptotique de la réponse au stress du RE (CHOP’/’). De
plus, une étude du laboratoire (a laquelle j'ai participé en Master 2 et en début de thése,

présentée en Annexe) a mis en évidence que I'HlI entraine des perturbations de
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I’'homéostasie calcique liées a un stress du RE, lui-méme responsable d’une activation de
HIF-1 et d’une aggravation de la taille de linfarctus suite a un protocole d’ischémie-
reperfusion myocardique [313]. Ceci suggérait un lien probable entre HIF-1 et le stress du RE
[312, 313]. Par ailleurs, quelgues études rapportaient que HIF-1 était impliqué dans
I’expression ou I’activation d’acteurs de ’lhoméostasie calcique tels que de VDAC1, SERCA,
NCX1 [314-316]. De plus, il avait été montré que HIF-1 pouvait se fixer dans la région
promotrice du géne codant pour CHOP et activer sa transcription [317]. Ainsi, HIF-1 pourrait
étre impliqué dans la geneése du stress du RE induit par I'HI, via une altération de
I’lhoméostasie calcique, ce qui contribueraient a expliquer I'laugmentation de la mort

cellulaire suite a I'ischémie-reperfusion myocardique.

Dans cette premiére étude, les objectifs ont donc été de caractériser le réle de HIF-1 dans
I’'augmentation de la taille d’infarctus induite par I'HI, en déterminant son implication dans
des mécanismes connus pour étre impliqués dans la mort cellulaire suite a une ischémie-
reperfusion, tels que lintégrité des MAM, les échanges calciques entre le RE et la

mitochondrie et le stress du RE.

A travers les MAM, les altérations du RE sont susceptibles d’'impacter le fonctionnement
mitochondrial. Notre intérét s’est donc ensuite porté sur la mitochondrie, bien connue pour
son role dans la réponse a I'ischémie-reperfusion et peu étudiée dans le contexte de I'HI. Les
quelques études effectuées rapportent une augmentation de la production mitochondriale
d’ERO dans le cerveau [318-320] et les corps carotidiens [321] et une diminution de la
biogénese mitochondriale dans le muscle génioglosse [322]. En revanche, un réle majeur de
HIF-1 dans la réponse mitochondriale a I’hypoxie continue a été décrit [323] : adaptation de
I'activité du complexe IV mitochondrial [324], activation du métabolisme glycolytique [325-
327], réduction de la biogénese et de la respiration mitochondriales [328-330] et

déclenchement de la mitophagie [145].

Les objectifs de ce deuxieme travail ont donc été de caractériser I'impact de I'HI sur la
structure, la fonction, la dynamique et le renouvellement mitochondrial des cardiomyocytes

ainsi que le role de HIF-1 dans ces altérations potentielles.
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Pour terminer, en parallele de ces travaux, nous avons initié une étude permettant de
statuer sur le réle majeur de HIF-1 dans la physiopathologie du SAQS. En effet, comme nous
I'avons vu dans l'introduction et dans nos trois études précédentes, les mécanismes
d’adaptations a I’'HI sont étroitement liés a I'activation de HIF-1. Ainsi, nous avons voulu
savoir si HIF-1 pouvait étre en amont de ces mécanismes en utilisant un inhibiteur
pharmacologique de son activité, la curcumine. De plus, plusieurs études ont démontré que

la curcumine diminue I'expression de HIF-1 en conditions hypoxiques [331-339].

Cette derniere étude, en cours de réalisation, a donc pour objectif de montrer que HIF-1
joue un role central dans les mécanismes déléteres de la réponse a I'Hl, a savoir 'activation
sympathique, l'inflammation, le stress oxydant, le stress du RE et les altérations

mitochondriales.
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MATERIEL ET METHODES

Dans cette partie, tout le matériel utilisé et toutes les méthodes auxquelles j’ai eu recours
sont décrits. Néanmoins, dans la partie « résultat », avant chaque étude, le design

expérimental de I'étude est rappelé et les méthodes sont référencées.
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1. Design expérimentaux

a. Etude 1: role de HIF-1 dans I'altération des MAM, le
stress du RE et I'augmentation de la taille d’infarctus

induits par I’HI chronique

Dans cette étude, des souris males Swiss/SV129, WT ou HIF—1a+/', agés de 7 a 8 semaines,
ont été exposées 21 jours a des cycles d’Hl ou de N. A la fin de I'exposition, I'expression de
HIF-1, les flux calciques inter-organites, I'intégrité des MAM, le stress du RE, et la taille
d’infarctus apres ischémie-reperfusion ont été évalués. Cette partie animale explore les
mécanismes cellulaires et moléculaires de I'HI, et sont associés a I'évaluation de I'axe « HIF-
1-stress du RE » sur des biopsies d’appendice d’auricule droit de patients atteints de maladie

coronarienne avec ou sans sleep disordered-breathing (SDB).

Exposure Ischemia Reperfusion
P 21 days 7 | 45min | 90 min R
-1at’-
WT or HIF-1a NorlH
v
Ca?imaging Infarct size
MAM
ER stress
HIF-1

Figure 16 : Design expérimental de I'étude 1 : role de HIF-1 dans I'altération des MAM, le stress du RE et
I'augmentation de la taille d’infarctus induits par I'HI chronique.
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b. Etude 2 : role de HIF-1 dans les altérations

mitochondriales induites par I’HI chronique

Cette étude a été réalisée avec le méme design animal expérimental que I'étude précédente,
soit des souris males Swiss/SV129 WT ou HIF-10L+/', agés de 7 a 8 semaines, exposées 21
jours a des cycles d’Hl ou de N. A la fin de I'exposition, la structure, la fonction, la dynamique
et le renouvellement mitochondrial ont été investigués apres préléevements du coeur.

Nos résultats nous ont poussé a traiter des souris WT avec de la metformine (300 mg.kg™,
Sigma-Aldrich, Etats-Unis), un activateur de "AMP-activated protein kinase (AMPK) ou le
véhicule (carboxyméthyl-cellulose sodium, CMC-Na 0,1%), par gavage, chaque jour pendant
I’exposition en HI ou N. Ces souris ont été soumises a un protocole d’ischémie-reperfusion
pour estimer la taille d’infarctus, ainsi qu’a des prélevements cardiaques pour évaluer la

dynamique et le renouvellement mitochondrial.

A Exposure
B 21 days 1 R
WT or HIF-1a*- NorlH
v
Mitochondria : structure
function
dynamics
turnover
B Exposure Ischemia Reperfusion
B 21 days 7 | 45min | 90 min R
wr N or IH +/- Metformine 300 mqg/kg
v

Mitochondria : dynamics Infarct size
turnover

Figure 17 : Design expérimental de I'étude 2 : role de HIF-1 dans les altérations mitochondriales induites par
I’HI chronique
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c. Etude 3 préliminaire : role de HIF-1 dans les
mécanismes d’adaptation déléteres induits par I'HI
chronique. Effets d’un inhibiteur de I'activité de HIF-1,

la curcumine.

Pour cette étude menée en paralléle des trois précédentes, afin de confirmer le réle majeur
de HIF-1 dans les conséquences de I'HI, des souris Swiss/SV129, dgés de 7 a 8 semaines, ont
été traitées avec de la curcumine (100 mg.kg™, Sigma-Aldrich, Etats-Unis), issue de la plante
Curcuma Longa, un inhibiteur de la fixation de HIF-1 sur le HRE dans le promoteur des genes
cibles ou avec le véhicule (CMC-Na 0,1%, Sigma-Aldrich, Etats-Unis), par gavage, chaque jour,
pendant I'exposition de 21 jours a I’'HI ou a la N. A la fin de I'exposition, ces souris ont été
soumises a un protocole d’ischémie-reperfusion pour mesurer la taille d’infarctus, ainsi qu’a
des prélevements cardiaques pour évaluer I'expression de HIF-1 et les marqueurs clés de
I'activation sympathique, de l'inflammation et du stress oxydant, du stress du RE, des
altérations mitochondriales. Cette étude étant en cours de réalisation, une seule partie a été

réalisée et est présentée.

Exposure Ischemia Reperfusion
B 21 days 7 | 45min |, 90 min R
< /- > |« > e >
wr N or IH +/- Curcumine 100 mg/kg
v
HIF-1 Infarct size
Sympathetic activation
Inflammation

Oxydative stress
ER stress
Mitochondrial alterations

Figure 18 : Design expérimental de I’étude 3 préliminaire : r6le de HIF-1 dans les mécanismes d’adaptation
déléteres induits par I'HI chronique et effets d’un inhibiteur de I'activité de HIF-1, la curcumine.
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2. Matériel

a. Patients atteints d’'une maladie coronarienne avec ou

sans apnées du sommeil

39 patients subissant un pontage coronarien ont été prospectivement inclus dans une étude
approuvée par le comité d’éthique local, a I’'Hopital Universitaire de Regensburg
(Allemagne). Les patients ont été informés et ont signés des consentements conformes a la
déclaration d’Helsinki pour leur inclusion dans I'étude. Les biopsies d’appendice auriculaire
droit ont été réalisées lors du pontage coronarien et la polysomnographie a eu lieu la nuit
avant |'opération a I'aide du dispositif ApnealLink (ResMed Inc., Allemagne) en mesurant le
débit nasal, la saturation en oxygéne et les efforts thoraciques respiratoires. Les apnées sont
définies comme une diminution du débit d’air de 80 % pendant plus de 10 s, une diminution
du débit d’air entre 50-80 % par rapport a la base pendant 10 s ; la désaturation est définie

par une diminution de 4 % de la saturation en oxygeéne ; le SDB est défini par un IAH > 15/h.

b. Animaux

Les études ont été approuvées par le Ministere Francais de I’éducation nationale de
I'enseignement  supérieur et de la recherche (2015061813053181, 8956-
2017020809146998). Les animaux ont été hébergés dans I'animalerie du laboratoire HP2
(numéro: A3851610006) avec des conditions réglementaires de température,
d’hygrométrie, avec des cycles d’alternance jour/nuit de 12h. La nourriture et la boisson sont
données ad libitum. Toutes les expérimentations respectent la « Convention européenne sur
la protection des animaux vertébrés utilisés a des fins expérimentales ou a d'autres fins
scientifiques » (décret 2013-118 du 1° février 2013). Pendant I'ensemble des études, le
poids des souris a été suivi et ’hématocrite mesurée pour vérifier I'efficacité de I'"hypoxie

intermittente, décrite ci-dessous.
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3. Méthodes

a. Modele d’exposition a I’hypoxie intermittente

Le dispositif a hypoxie intermittente du laboratoire permet de mimer les épisodes répétitifs
d’hypoxie-réoxygénation des patients atteints d’apnée du sommeil. Pour cela, I'appareil
régule la fraction inspirée en oxygene (FiO;) directement dans les cages d’hébergement des
animaux. L’hypoxie est obtenue par l'injection d’azote dans les cages avec un systéme
d’électrovannes. L'ouverture et la fermeture des électrovannes sont commandées par un
systeme de pilotage informatisé programmable, permettant d’obtenir des cycles
d’hypoxie/normoxie de courte durée. Les souris hypoxiques sont exposées a I'HI 8h par jour
(de 6h a 14h) avec des cycles d’une minute, composé de 30 secondes d’hypoxie avec une
FiO, a 5 % et 30 secondes de normoxie avec une FiO; a 21 % (figure 19). Ces cycles d’hypoxie
intermittente induisent une désaturation correspondant aux apnées séveres chez des
patients, avec une saturation artérielle en dioxygéne d’environ 60 %. En paralléle, les souris
normoxiques sont exposées aux mémes flux d’air avec une FiO; a 21 %, et ont donc le méme

stress pour le bruit et les mouvements d’air que les souris soumise a I’HI.

21% FiO,

5% FiO,

|

Figure 19 : Dispositif d’exposition a I’HI de rongeurs, présent au laboratoire HP2. Les cages sont placées dans
un portoir ventilé (A) permettant de contrdler I'air injecté (fleche bleu) (B). La fleche rouge représente le flux
d’air sortant (B). La fraction inspirée en oxygéne (FiO,) des animaux est modulée par un enrichissement en
azote permettant d’obtenir les cycles d’HI, composés de 30 secondes d’hypoxie avec une Fi0O, a 5 % et 30
secondes de normoxie avec une FiO, a 21 % (C).

1 min
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b. Ischémie-reperfusion in vivo et taille de I'infarctus

Les souris sont anesthésiées par une injection en intrapéritonéale de pentobarbital sodique
(70 mg.kg'l). La ventilation est maintenue par intubation (volume courant 170 pl avec de I'air
ambiant). La température corporelle est régulée a 37°C par une sonde rectale reliée a une
plaque chauffante. Apres une thoracotomie gauche, I'artere coronaire gauche est ligaturée
pendant 45 min, entrainant une ischémie, puis la ligature est reldchée pendant 90 min,
déterminant la période de reperfusion. A la fin, la ligature est resserrée définitivement, une
injection intraveineuse par la veine fémorale de colorant bleu Uniperse permet de colorer la
zone non touchée par l'ischémie et donc de déterminer la zone a risque. Le cceur est
prélevé, congelé et découpé en tranches pour étre incubé 20 min dans du
triphenyltetrazolium chloride (1 %) colorant en blanc la zone nécrosée. Les zones a risque et

nécrosée sont mesurées par planimétrie sur Image J et rapportées au poids du cceur.

c. Isolation des cardiomyocytes de souris adultes

Les souris sont anesthésiées avec une injection en intrapéritonéale de pentobabital sodique
(70 mg.kg), suivie d’une injection en intrapéritonéale d’héparine (50 Ul.kg™) pour fluidifier
le sang. Les coeurs sont rapidement prélevés et rétro-perfusés par I'aorte (méthode de
Langendorff) avec un tampon de perfusion (PB contenant 113 mM NacCl, 4,7 mM KCl, 0,6
mM KH,PO,, 1,2 mM MgS0O,-7H,0, 0,032 mM Phenol Rouge, 12 mM NaHCO3, 10 mM KHCOs,
10 mM HEPES, 30 mM Taurine, 10 mM Butanedione monoxime, 5,5 mM glucose, pH 7,46) a
37°C pendant 5 minutes. Les coeurs sont ensuite digérés avec un cocktail enzymatique
appelé Liberase™ (0,17 mg.mL", Roche Diagnostics, France) pendant environ 20 minutes
selon le débit coronaire. La digestion est arrétée par incubation du cceur dans un tampon PB
additionné de 12,5 uM CaCl,, 10 % sérum prémium de veau (PAA Cell Culture Company,
Grande Bretagne). Les cardiomyocytes sont isolés par mouvement et aspiration, puis filtrés
sur une membrane a 200 pm. La remontée en concentration calcique se fait
progressivement de 50 a 1000 uM Ca?*, ensuite les cellules sont transférées dans un milieu
de culture (M199, Life Technologies, Etats-Unis) additionné de pénicilline-streptomycine (1

U.mL?, Life Technologies, Etats-Unis) et insuline-transferrine-sélénium (1 U.mL*?, Sigma-
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Aldrich, USA). Enfin, les cardiomyocytes sont fixés dans des chambres a lames en verre de
Lab-Tek®, pré-coatées avec 1 pg.cm™ de laminine (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) pendant 2 h

dans un incubateur humide a 5 % CO,-95 % 0, a 37 °C.

i. Flux calciques inter-organites

Les cardiomyocytes isolés sont transférés dans une solution de Tyrode (130 mM NaCl, 5 mM
KCl, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 10 mM glucose) pendant 20 minutes a 37 °C
avec du Fluo4-AM (3 umol.L?, Life Technologies, Etats-Unis) et Rhod2-AM (6 pmol.L™, Life
Technologies, Etats-Unis), ou du Fluo5-AM (3 umol.L-1, Life Technologies, Etats-Unis) et
Rhod2-AM. Fluo4-AM, Fluo5-AM et Rhod2-AM sont des sondes fluorescentes indicatrices du
calcium cytosolique, du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie, respectivement.
Aprés 30 min d’incubation, la fluorescence est mesurée en utilisant un microscope confocal
Zeiss LSM 710 couplé a un laser (x630 immersion a huile; exciter laser scanning, excitation
488 nm et émission Fluo4-AM 506 nm; Fluo5-AM 516 nm; Rhod2-AM 581 nm séparés par un
mode spectral, HFT488 beamsplitter dichroique). L’acquisition spectrale et la déconvolution
ont été effectuées dans l'intervalle spectral spécifique en utilisant le spectre individuel de
chaque sonde. La résolution est de 9,7 nm et la mesure des sondes est faite simultanément,
afin d’éviter des erreurs de mesures dues aux mouvements cellulaires, en utilisant le
détecteur de spectre Quasar (Carl Zeiss, Oberkoren, Allemagne). L’acquisition et I'analyse
ont été réalisées avec I'aide d’un ingénieur Mr Grichine, a la plateforme du laboratoire IAB.
Apres enregistrement de la fluorescence basale, I’histamine (100 uM, Sigma-Aldrich, Etats-
Unis) est ajoutée sur les cellules pour induire la vidange du calcium du réticulum
endoplasmique par le récepteur IP3R, pour visualiser le passage du calcium du réticulum
endoplasmique dans la mitochondrie. La fluorescence est normalisée par rapport a la
fluorescence basale avant I'application de I'histamine (F1/F0) et la vitesse de fluorescence

est calculée entre 250 et 50 secondes apres I'application de I’histamine (F1/FO slopejso-so).
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ii. Proximity Ligation Assay par la méthode Duolink’

La proximité entre deux protéines de moins de 40 nm est mesurée par la technique de
Duolink” Proximity Ligation Assay (PLA, Sigma-Aldrich, Etats-Unis) sur des cardiomyocytes
isolés fixés par du paraformaldéhyde 4 % et perméabilisés (0,1 % de Triton X-100). Les
cellules sont incubées avec 2 pug de deux anticorps primaires, provenant de différentes
espéces, toute la nuit a 4°C. Ensuite, les sondes PLA (1 h), les enzymes de ligation (30 min) et
d’amplification (polymérase 100 min) sont successivement appliqués a 37 °C dans une
chambre humide. Aprés montage avec un milieu contenant du DAPI marquant le noyau en
bleu (DAPImounting medium, Sigma-Aldrich, Etats-Unis), les spots rouges représentant les
interactions ont été photographiés par un microscope a fluorescence utilisant I'axiocam et
son logiciel (Zeiss, Allemagne, x400), et analysés par le logiciel BlobFinder (The Centre for

Image Analysis, Suede). Le nombre d’interactions par cellule a été quantifié.

d. Isolation de mitochondries de coeur

Apreés le sacrifice de la souris par dislocation cervicale, le cceur est prélevé, coupé et broyé
au potter verre-verre dans un tampon (50 mM Tris-Base, 10 mM EGTA, 1 mM EDTA, 70 mM
saccharose, 210 mannitol, pH 7,4) a 4°C, auquel est rajouté de la subtilisine A (2,7 mg/g de
cceur, Sigma-Aldrich, Etats-Unis). Apres centrifugation de I’homogénat a 800 g (10 min, 4°C),
les mitochondries se retrouvent dans le surnageant, centrifugé a 8000 g (10 min, 4°C). Les
mitochondries sont alors dans le culot, puis resuspendues dans le tampon précédent, et
centrifugées une derniére fois a 8000 g (10 min, 4°C). Apres cette procédure standard de
trois centrifugations différentielles, la quantité de protéines des mitochondries isolées est
dosée par la méthode de Bradford (Réactif de Bradford, Sigma-Aldrich, Etats-Unis). Les
mitochondries isolées sont utilisées fraichement pour mesurer la consommation d’oxygéne
(0,), la production de peroxyde d’hydrogene (H,0,), le potentiel de membrane et la capacité
de rétention calcique (CRC). Ensuite, elles sont congelées et utilisées pour doser I'activité de

la citrate synthase et I'activité des complexes mitochondriaux.
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i. Consommation d’oxygene

La consommation d’oxygene est mesurée a 30°C avec une électrode de Clark (Hansatech
Instruments, Grande Bretagne), dans une chambre fermée, agitée et contenant du tampon
de respiration (125 mM KCI, 20 mM Tris-Base, 1 mM EGTA, 10 mM Pi, 0,15 % sérum bovin
d’albumine BSA, pH 7,2) et 100 ou 200 pug.mL™" de mitochondries. Différents substrats ont
été utilisés glutamate/malate (GM : 5/2,5 mM), succinate/roténone (S/Rot : 5/2 mM) ou du
N’-tetramethyl-p-phenylenediamine/ascorbate (TMPD/Asc: 0,5/2,5 mM) pour alimenter
préférentiellement les complexes I, Il ou IV, respectivement (état 2). Ensuite, de I’ADP (100
mM) est ajouté pour atteindre la respiration maximale couplée a la synthése d’ATP (état 3),
suivie de I'oligomycine (4ug.mL™, état 4) afin de vérifier le retour a I’état non phosphorylant.
Les vitesses de consommation d’oxygene sont rapportées a la quantité de protéines
mitochondriales. Le respiratory control rate (RCR) est le rapport de I'état 3 sur I'état 2. Il est

calculé afin de d’évaluer I'état de couplage des mitochondries.

ii. Production de peroxyde d’hydrogéne

La production de ROS est estimée a travers la production d’H,0,, qui est évaluée a 30°C par
un suivi de fluorescence par un spectrophotomeétre (F-7000 FL; Hitachi, Etats-Unis), dans une
chambre contenant du tampon de respiration avec une sonde fluorescente Amplex Red
(1M, excitation 560 nm, émission 584 nm), de la peroxydase de raifort (HRP 5 unités) et
200 pg.mL* de mitochondries. Les mesures ont été faites avec les substrats des complexes |
(GM :5/2,5 mM) et Il (S : 5 mM), puis ajout successif de roténone (3 uM) pour inhiber le flux
reverse des électrons, et ensuite d’antimycine A (3 uM) pour inhiber le flux d’électrons aprées
le complexe Ill. Les vitesses de production de H,0, sont rapportées a la quantité de

protéines mitochondriales.

iii. Potentiel de membrane

Le potentiel de membrane est mesuré a 30°C par un suivi de fluorescence de la sonde

tétraméthylrodamine (TMRM, 0,2 uM, excitation 550 nm, émission 580 nm, Life technologie,
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Etats-Unis) par un spectrophotometre (F-7000 FL; Hitachi, Etats-Unis), dans une chambre
contenant du tampon de respiration, 260 ug.mL’1 de mitochondries et le substrat du
complexe | (GM : 5/2,5 mM ). Ensuite ’ADP (2 mM) est ajouté, puis le p-trifluoromethoxy-
carbonyl-cyanide-phenyl hydrazone (FCCP: 3uM) pour découpler les mitochondries. Le
potentiel de membrane est exprimé en ratio de fluorescence (unité arbitraire) par rapport a

la fluorescence basale (sans substrat et mitochondrie).

iv. Capacité de rétention calcique

La CRC est mesurée a 30°C par un suivi de fluorescence de la sonde Calcium Green-5N (0,5
UM, excitation 506 nm, émission 530 nm, Life technologie, Etats-Unis) par un
spectrophotomeétre (F-7000 FL; Hitachi, Etats-Unis), dans une chambre contenant du tampon
spécifiqgue de la mesure de CRC (20 mM Tris-Base, 150 mM saccharose, 50 mM KCIl, 2 mM
KH,PO4, pH 7,2), , 260 pg.mL " de mitochondries, le substrat du complexe I (S : 10 mM). Les
mesures sont réalisées en présence ou non d’un inhibiteur de I'ouverture du pore de
transition mitochondrial, la CsA (2 uM), puis plusieurs pulses de calcium (10 nmol/pulse)
sont appliqués jusqu’au relargage du calcium par les mitochondries. La CRC est quantifiée

par la quantité de calcium ajoutée rapportée a la quantité de mitochondrie.

v. Dosage de I’activité de la citrate synthase

Le dosage de la citrate synthase a été fait sur des mitochondries isolées, afin d’évaluer
évaluer la qualité de I'extraction des mitochondries, respectivement. Les mitochondries
isolées subissent 3 cycles de congélation-décongélation avant le dosage de la citrate
synthase. Ce dosage est réalisé a 37°C avec un suivi d’absorbance a 412 nm par un
spectrophotométre. 4 pg de mitochondries isolées sont incubés dans un tampon (150 mM
Tris-Base, 0,15 mM acide dithiobis-5,5'nitro-2-benzoique, 0,25 mM acétyl-CoA, 0,1 % Triton
X100, pH 8). L’activité de la citrate synthase est mesurée par la différence de pente entre
I’'absorbance de base et aprés I'ajout d’oxaloacétate (10 mM), entrainant |'oxydation de

I’acétyl-CoA, rapportée a la quantité de protéines mitochondriales.
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vi. Dosage de l'activité des complexes mitochondriaux

A partir de mitochondries isolées (4-12 pg) ayant subies 3 cycles de congélation-
décongélation, I'activité des complexes |, I, 1l et IV a été mesuré a 37°C avec un suivi
d’absorbance par un spectrophotometre.

L'activité du complexe |, NADH-ubiquinone oxydoréductase est évaluée en utilisant 0,1 uM
de décylubiquinone (I'accepteur d’électrons), 0,1 UM de NADH (le donneur d’électrons) dans
un tampon contenant 50 mM KH,PO,4/K,HPO, et 3,75 % BSA (pH 7,4). L’oxydation du NADH
est quantifiée a 340 nm par la différence de pente entre I'absorbance de base et aprés
I'ajout de roténone (0,01 uM), rapportée a la quantité de mitochondrie, évaluant I’activité
spécifique de la partie sensible a la roténone, la caractéristique du complexe I.

L’activité du complexe Il, succinate-ubiquinone réductase est estimée avec 0,05 mM de
décylubiquinone, 30 mM de succinate (le donneur d’électrons), 0,0093 mM d’antimycine A,
0,005 mM de roténone, 0,1 mM de 2,6-dichlorophenolindophenol (DCIP, I'accepteur
d’électrons), dans un tampon contenant 50 mM KH,PO4-K;HPO, et 3,75 % BSA (pH 7,4). La
pente décroissante de la réduction du DCIP a 600 nm permet de mesurer I'activité du
complexe ll, rapportée a la quantité de mitochondries.

L'activité du complexe lll, coenzyme Q-cytochrome C-oxydoréductase est quantifié en
présence de 0,05 mM EDTA, 1 mM de KCN, 0,2 mM de décylubiquinone réduit avec de la
dithionite (le donneur d’électrons) 0,1 mM de cytochrome C oxydé (I’accepteur d’électrons)
dans un tampon contenant 150 mM KH,PO,4/K,HPO,4 et 0,1% BSA (pH 7,4). L’activité du
complexe Ill, modélisé par la réduction du cytochrome C est quantifiée a 550 nm par la
différence de pente entre I'absorbance de base et aprés I'ajout d’antimycine A (5 ug.mL™?),
rapportée a la quantité de mitochondries.

L’activité du complexe IV, coenzyme Q-cytochrome C-oxydase est mesurée a 550 nm par la
pente décroissante, rapportée a la quantité de mitochondries, reflétant I'oxydation de 0,08
mM de cytochrome C (précédemment réduit avec de la dithionite, le donneur d’électrons)

dans un tampon contenant 50 mM KH,PO4/K,HPO, (pH 7,4).
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e. Histologie

Pour la suite des expériences, le coeur a été prélevé apreés le sacrifice des souris par

dislocation cervicale.

i. Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission a été utilisée pour visualiser la structure des
mitochondries, et réalisée par la plateforme du laboratoire IBS. Les coeurs ont été coupés en
petites pieces d’environ 1 mm3, et fixés dans une solution de fixation (paraformaldéhyde 2
% / glutaraldéhyde 0,2 % dans 0,1 M de tampon PHEM contenant 60 mM PIPES, 25 mM
HEPES, 10 mM EGTA, 4 mM MgS04/7H20, pH : 7,2) durant 3 h a température ambiante.
Ensuite les échantillons sont transférés 1 h sous agitation, dans une solution d’osmium (1 %
osmium, 1,5 % potassium hexaferrocyanate dans 0,1 M de tampon PHEM). Apres des
rincages a I'eau, les échantillons sont marqués avec de I'acétate d’uranyle (5 % dans |'eau)
sous agitation. La déshydratation des échantillons est réalisée par une série de bains
d’éthanol croissante (50 a 100 %) avant substitution et imprégnation dans la résine Embed
812 (EPON substitute, Electron Microscopy Sciences). Apres 18 h de polymérisation a 65 °C,
les blocs sont taillés et coupés avec un ultramicrotome UC7 (Laica) et une lame en diamant,
DIATOME. Les coupes sont de 60 nm, recueillies sur des grilles de cuivre revétues de formvar
pour étre observer avec du marquage citrate, en utilisant le microscope a transmission
électronique FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin (120 kV) et une camera Orius SC1000B CCD.
L'analyse a été réalisée avec le logiciel Image J et une macro réalisée par Mr Usson du

laboratoire IAB.

ii. Coloration au dihydroéthidium

La coloration au dihydroéthidium (DHE) est utilisée pour détecter la production d'anions

superoxydes. Des morceaux de coeur ont été inclus dans un milieu de montage OCT (Optimal
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Cutting Temperature). Les coupes de 14 um ont été incubées avec 10 uM de DHE pendant 5
minutes dans une chambre humide, a I'abri de la lumiere, a température ambiante. Aprés
lavage, la réaction est arrétée avec de I'acétone a -20 °C. Les coupes ont été photographiées
au microscope confocale (Zeiss, Allemagne) avec un signal fluorescent de la DHE. L’analyse a
été réalisée avec le logiciel Image J et le signal de DHE est exprimé en pourcentage de la

surface totale de tissus cardiaque.

iii. Immunohistochimie

Des morceaux de coeur ont été inclus dans un milieu de montage OCT, pour évaluer
I’expression de HIF-1a. Les coupes de 8 um ont été fixées a I'acétone 100 %. Le marquage
est réalisé dans une chambre humide, a I'abri de la lumiéere, a température ambiante. Le
blocage des peroxydases endogenes a été réalisé avec du peroxyde d’hydrogene (3 %), celui
des avidines-biotines avec un kit avidine-biotine (Vectorlab, Abcys, France), celui des
fixations non-spécifiques avec du serum (10 %) dépendant de I'anticorps primaire.
L’anticorps primaire de HIF-1a (1/100, Abcam, Grande Bretagne), Grp78 (1/50, Covalab,
France), CHOP (1/50, Santa-Cruz, Etats-Unis) ou NF-kB (1/1500, Abcam, Grande Bretagne)
ont été incubé 30 min. Puis I'incubation de I'anticorps secondaire couplé a la biotine (1/200
ou 1/500, Vectorlab, Abcys, France) est réalisée pendant 30 min. Ensuite, les coupes ont été
traitées avec le complexe d’amplification du signal avidine-biotine (AB, Vectorlab, Abcys,
France) pendant 30 min, puis avec le substrat de révélation pendant 5 min (Histo Green,
Abcys, France), pour une visualisation du marquage en vert. Un contre-marquage a été
effectué avec une coloration des coupes a I’'hématoxyline pour visualiser la structure globale
des tissus (marquage des noyaux en violet et du cytoplasme en rose). La déshydratation des
échantillons est réalisée par une série de bains d’éthanol (100%) et de xyléne (100%). Les
coupes ont été photographiées au microscope optique couplé a I'axiocam et son logiciel
(x200, Zeiss, Allemagne) et analysé par le logiciel Image J. La quantité de marquage est

exprimée en pourcentage par rapport la surface totale de tissus cardiaque.
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f. Biologie des protéines

i. Extraction de protéines

Les protéines sont extraites pour réaliser des Western Blot, des co-immunoprécipitation ou
le dosage de l'activité de HIF-1. 30 a 50 mg de coeur de souris ou 10 mg d’appendice
auriculaire droit d’Homme ont été homogénéisés (Precellys® 24, 6000 rpm, 3X10s-5s, Bertin
Technologies, France). Selon les protéines d’intérét, |'extraction de protéines est soit totale,
soit en fraction noyau et cytoplasmique. L’extraction de protéines totales est réalisée avec
un tampon de lyse (1 % NP40, 20 mM Tris-HCl, 138 mM NacCl, 2,7 mM MgCl,, 5 % glycerol, 5
EDTA, 1 Na3VQy, 20 NaF, 1 DTT, 1X inhibiteur de protéases (Sigma Aldrich, Etats-Unis), pH 8).
L'extraction en fraction noyau et cytoplasmique est effectuée avec le kit Nuclear extract
(Active Motif, Belgique). La concentration en protéines est évaluée avec un dosage de

Bradford (réactif de Bradford, Sigma-Aldrich, Etats-Unis).

ii. Western Blot

Le Western Blot est une technique permettant de mesurer la quantité de protéines. Les
échantillons protéiques (15-100 pg) sont séparés par un gel d’électrophorése SDS-PAGE (8-
12 %) et transférés sur des membranes nitrocellulose ou PVDF (polyvinylidene fluoride) avec
le Trans Blot, transfert semi-sec (Bio-Rad, Etats-Unis). Selon I'anticorps primaire, les
membranes sont bloquées pendant 1 h avec du lait ou de la BSA a 5 %. L’anticorps primaire
(figure 20) est incubé sur la nuit a 4°C, puis l'incubation de I'anticorps secondaire couplé a
une peroxydase de raifort (HRP) est réalisée pendant 1 h a température ambiante. Les
bandes sont visualisées par chimiluminescence par I'ajout du substrat (ECL Western-Blot
detection kit, Bio-Rad, Etats-Unis). Les images sont photographiées par le systéme
ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad, Etats-Unis) et analysées sur le logiciel Image J. La quantification

est exprimée en fonction du groupe contréle (fold increase).

76



Anticorps Fournisseur Dilution
ACC 1/250
phospho-ACC
AMPK Cell signaling 1/1000
phospho-AMPK
ATF4
ATF6 Santa Cruz 1/250
Beclin-1 Cell signaling 1/500
BNIP3 Sigma-Aldrich 1/1000
caspase-3 Cell signaling
caspase-3 clivée 1/500
cyclophiline D Abcam 1/4000
Drpl BD Biosciences 1/1000
elf2a Cell signaling 1/500
phospho-elF2a
Grp75 1/1000
Grp78 Santa Cruz
HIF-1a
IP3R1
Le3HN Cell signaling 1/500
MCU
Mfn2 Sigma-Aldrich
NCX1 Millipore
OPA1 BD Biosciences 1/2000
OXPHOS Abcam 1/4000
p62 Sigma-Aldrich 1/1000
Parkin Cell signaling
PERK Santa Cruz 1/500
phospho-PERK
PGC-1a Millipore
PLB
phospho-PLB (Ser 16) Santa Cruz 1/1000
Serca2
VDAC1 Abcam
a-tubuline Santa Cruz 1/2000

Figure 20 : Tableau des anticorps primaires utilisés en Western Blot.

-

. Co-immunoprécipitation

La co-immunoprécipitation permet d’identifier I'interaction entre deux protéines. 500 pg de
protéines totales sont incubées avec 2 pg d’anticorps primaire de notre protéine d’intérét
dans du tampon de lyse, toute la nuit a 4°C, sous agitation. Ensuite des billes magnétiques

(SureBeads™ Protein G Magnetic Beads, Bio-Rad, Etats-Unis) reconnaissant |'anticorps
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primaire, sont ajoutées pendant 2h. Apres séparation des billes, les échantillons contenant
toutes les protéines liées a notre protéine d’intérét peuvent étre utilisés en Western blot

pour détecter ces autres protéines.

g. Biologie moléculaire de ’ADN

i. Extraction de I’ARN

L’ARN total a été extrait a partir d’environ 10 mg de coeur en utilisant le protocole

d’isolation d’ARN Tri Reagent® (Sigma-Aldrich, Etats-Unis).

ii. PCR quantitative en temps réel couplé a une

transcription réverse (RT-qPCR)

Le RT-gPCR est une technique pour déterminer I'expression d’'un gene (la quantité d’ARNm).
0,5 pug d’ARN est soumis a une transcription reverse avec une enzyme de retrotranscription
(iScript™ Reverse Transcription Supermix, Bio-Rad, Etats-Unis), pour obtenir de I’ADN
complémentaire, utilisé a son tour pour la polymerase chain reaction (PCR) quantitative en
temps réel avec le SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Etats-Unis) et amplifié par la
thermocycleur CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad, Etats-Unis). Les
différents couples d’amorces déterminant les genes cibles sont :

XBP1s : * GAGTCCGCAGCAGGTG® /> GCGTCAGAATCCATGGGA®,

HPRT :°>TCTTTGCTGACCTGCTGGATTACAT® /¥ CCAGGGAAAGCAAAGTTTGCATT®

RN18S : * GGAAGAATAACTTCAGACCGCCC /* TGCAGCGGACAGTGTCTTGTTT .

La quantification de I'expression du géne est réalisée avec la méthode 2°4<,
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h. Analyses statistiques

Les statistiques et les graphiques sont obtenus avec le logiciel Graph Pad Prism® (Etats-Unis).
Les résultats des expériences animales sont exprimés en moyenne + SEM. Les analyses des
expérimentations animales sont des ANOVA deux voies avec le post-hoc approprié ou des
tests de Student. Les résultats des patients sont exprimés en médiane et en écart
interquartile, et analysés par des tests de Student. L'analyse de la régression linéaire
univariable mais aussi multivariable ajustée a I'lAH, I'age, le taux de NT-proBNP a été

réalisée pour confirmer le test de Student. Un résultat est significatif a partir de p<0,05.
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RESULTATS
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1.Etude 1:

Role de HIF-1 dans l'altération des MAM, le stress du
RE et I'augmentation de la taille d’infarctus induits par

I’HI chronique

Publication:

HIF-1 disrupts mitochondria-associated ER membranes leading to
calcium homeostasis disturbance, ER stress and myocardial infarct

size expansion under intermittent hypoxia.

Moulin S, Thomas A, Arnaud C, Arzt M, Wagner S, Maier L, Korichneva |, Tamisier R, Pépin J-

L, Godin-Ribuot D, Belaidi E. Int J Cardiol.

International Journal of Cardiology. Soumis [4.034]
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L’hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) est connu pour réguler |'expression de protéines
impliquées dans I’"homéostasie calcique et le stress du réticulum endoplasmique (RE), deux
acteurs majeurs de la réponse a l'ischémie-reperfusion. Nous nous sommes intéressés en
particulier aux mitochondria-associated endoplasmic reticulum membranes (MAM), parce
qgue leur altération est susceptible d’engendrer un stress du RE, et surtout parce qu’il a
récemment été démontré qu’ils régulaient la susceptibilit¢é du myocarde a l'ischémie-
reperfusion.
L'objectif de cette étude a donc été de déterminer le réle potentiel de HIF-1 dans les effets
de I'HI sur les échanges calcique entre le RE et la mitochondrie, I'intégrité des MAM et le
stress du RE. Puis, son role a aussi été évalué dans I'augmentation de la taille d’infarctus
induite par I‘HI.
Des souris Swiss/SV129, HIF-1a*" et leurs contrdles WT, wild-type (WT) ont été exposées a
21 jours d’HI ou de normoxie (N). A la fin de I'exposition, I'enregistrement des flux calciques
inter-organites et [’évaluation de [lintégrité des MAM ont été réalisés sur des
cardiomyocytes isolés. L'expression de HIF-1, des protéines de I’'homéostasie calcique et du
stress du RE, ainsi que la taille d’infarctus suite a une ischémie-reperfusion in vivo ont aussi
été quantifiées. L'expression de HIF-1 et de marqueurs du stress du RE a aussi été mesurée
dans des biopsies d’appendice d’auricule droit de patients apnéiques atteints de maladie
coronarienne.
L’HI entraine une augmentation de I'accumulation calcique dans le RE et le cytosol suite a la
vidange du RE, associée a une altération de l'intégrité des MAM et de I'expression des
régulateurs majeurs de ’homéostasie calcique. Ces résultats sont liés a une activation d’un
stress du RE pro-apoptotique et consécutivement, a I'augmentation de la taille d’infarctus.
La délétion partielle de HIF-1a abolit la grande majorité des effets de I’'HI. De plus,
I'activation myocardique de HIF-1 est corrélée positivement a I'index d’apnées-hypopnées
(IAH) des patients apnéiques et les marqueurs clés du stress du RE sont augmentés chez ces
patients.
En HI, I'activation chronique de HIF-1 joue un réle majeur dans les perturbations de
I’'homéostasie calcique, contribuant a I’activation du stress du RE, ainsi qu’a la vulnérabilité
du myocarde a lI'ischémie-reperfusion. L'implication de HIF-1 et du stress du RE semblent

étre confirmée chez des patients a haut risque cardiovasculaire atteints d’apnée du sommeil.
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Exposure Ischemia Reperfusion
21 days » 45 min 90 min
7/
-lat’-
WT or HIF-1a NorlH
Ca?*imaging Infarct size
MAM
ER stress
HIF-1

Figure 21 : Design expérimental et méthodologie de I’étude 1.

Marqueur

Méthodes

Taille d’infarctus Ischémie-reperfusion in vivo | 3.b
Imagerie calcique | Isolation cardiomyocytes 3.c
Flux Ca?* inter-organites 3.ci
MAM Duolink” PLA 3.c.ii
Co-immunoprécipitation 3.fiii
Stress du RE Extraction de ’ARN 3.g.i
RT-gPCR 3.g.ii
Extraction de protéines 3.fi
Western blot 3.fii
HIF-1 Immunohistochimie 3.e.iii
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Abstract

Chronic intermittent hypoxia (IH) is a hallmark of sleep-disordered breathing (SDB) leading
to a higher risk of coronary artery disease. Chronic HIF-1 activation plays a major role in the
deleterious cardiovascular consequences of IH notably via increasing myocardial infarct size.
However, the mechanisms involved have not been elucidated. Thus, we aimed to clarify the
impact of chronic HIF-1 activation, associated-calcium homeostasis disturbances,
endoplasmic reticulum (ER) stress and myocardial infarct size in rodents subjected to IH, as
well as the involvement of these mechanisms in heart biopsies from patients suffering of
coronary artery disease with or without SDB.

Swiss/SV129 mice and HIF-1a”™ mice were exposed to 21 days of normoxia or IH (21-5%
0O,, 60 cycles/h, 8 h/day). IH alters ER-mitochondria calcium exchanges through
mitochondria-associated ER membranes disruption along with a disturbance of calcium-
regulators expression, probably explaining the increase in apoptotic ER stress markers and
infarct size following ischemia-reperfusion. Interestingly, HIF-1o partial deletion abolishes
the effects listed above. Finally, we also demonstrate that HIF-1 expression is positively
correlated with the apnoea-hypopnea index and that ER stress key-players are increased in
right atrial appendage biopsies from patients suffering of coronary artery disease.

This study highlights the dark side of the HIF-1 transcription factor. Indeed, its chronic
activation alters calcium homeostasis, induces ER stress and increases myocardial infarct
size. Accordingly, myocardial HIF-1a is associated with SDB severity. HIF-1 modulation
should be a new target in order to improve therapeutic of SDB patients with a high

cardiovascular risk.
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Translational aspect of the work: translational perspective

This article provides both animals and human experimental evidences that intermittent
hypoxia the hallmark of sleep-disordered breathing (SDB), profoundly disturbs calcium
homeostasis and ER stress through activation of hypoxia inducible factor-1 (HIF-1). HIF-1
axis inhibition might be an innovative therapeutic strategy in SDB patients at risk for

coronary artery disease.

Keywords: hypoxia inducible factor-1; mitochondria-associated ER membranes;
endoplasmic reticulum stress; myocardial infarction; chronic intermittent hypoxia; sleep-

disordered breathing.
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1. Introduction

Obstructive sleep apnoea is a common chronic sleep-related breathing disorder, recognized as
an independent cardiovascular risk factor associated with an increased prevalence of coronary
artery disease [1] and impaired infarct healing [2].

Chronic intermittent hypoxia (IH) is the major stimulus underlying the development of
obstructive sleep apnoea-related cardiovascular morbidity. In SDB (sleep-disordered
breathing) patients exhibiting myocardial infarction, the apnoea-hypopnea index (AHI) is
positively related to infarct size expansion [2] and detrimental cardiac remodelling [3]. In
animal models, IH exposure increases infarct size following myocardial ischemia-reperfusion
(I/R) injury [4, 5].

IH activates the hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) transcription factor pathway [5]. In
rodents exposed to IH, HIF-1 chronic activation leads to detrimental cardiovascular
consequences including vascular remodelling [6], hypertension [4]; and infarct size
expansion [5]. We also recently demonstrated that HIF-1 activation induced by chronic IH
increases myocardial infarct size by promoting endoplasmic reticulum (ER) stress [5]. In
ischemic heart disease, ER stress is a well-known process associated with calcium (C212+)
homeostasis disruption and cell death [7].

Under IH, HIF-1 is known to promote intracellular calcium overload in neurons [8]. In view
of the pivotal role of Ca*" homeostasis in the response to myocardial I/R [9], we aimed to
investigate the role of HIF-1 in myocardial Ca®" homeostasis and in infarct size enlargement
following IH. In particular, we hypothesized that HIF-1 alters mitochondria-associated ER
membranes (MAM), disturbs ER-mitochondria Ca®" exchanges, affects the expression of
proteins involved in global calcium homeostasis and leads to an increase in infarct size

following I/R. In the aim to find cellular pathways relevant for future alternative strategies,

[H: intermittent hypoxia, SDB: sleep-disordered breathing, ER: endoplasmic reticulum;
MAM: mitochondria-associated ER membranes
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we took advantage of right atrial appendage biopsies from patients with coronary heart

disease and investigate « HIF-1-ER stress » axis activation under presence of SDB.

2. Methods

2.1. Animals and intermittent hypoxia

Male Swiss/SV129 mice, partially deleted for the Os-sensitive HIF-1a subunit of HIF-1
(HIF-1a") and their wild-type (WT), aged 8-12 weeks were exposed to chronic intermittent
hypoxia (IH) or normoxia (N) (Fig. S1), as described in the online supplemental material. The
study was approved by the French minister (number: 2015061813053181). Animals were
housed in the animal care facility of the HP2 laboratory (number: A38 516 10006). All
experiments were performed in accordance with the European Convention for the Protection
of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes (decree 2013-118

and orders of 1* February 2013).

2.2. Immunohistochemistry
HIF-1a expression was performed by immunochemistry. Procedure details were presented in

the online supplemental material.

2.3. Total RNA purification and real-time RT-qPCR
Splicing of X-box binding protein-1 (XBP1s) content was calculated relative to 18S
ribosomal RNA (RN18S). Procedure details were presented in the online supplemental

material.
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2.4. Western blot
After total or nuclear protein extraction, western-blot of ER stress markers, HIF-1a content
and calcium homeostasis regulators were performed. Procedure details were presented in the

online supplemental material.

2.5. Cardiomyocyte isolation

Adult mice cardiomyocytes were isolated and seeded as previously described ([5]). Procedure
details were presented in the online supplemental material.

2.5.1. Inter-organelles calcium exchanges

Interorganelle calcium exchanges were measured using confocal microscopy

and organelle-specific fluorescent probes, as previously described[5]. Procedure details were
presented in the online supplemental material.

2.5.2. Mitochondria-Associated endoplasmic reticulum Membranes investigation

MAM integrity was assessed using Duolink ® Proximity Ligation Assay (PLA, Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) and immunoprecipitation. Procedure details were presented in the

online supplemental material.

2.6. In vivo Ischemia-reperfusion and infarct size

At the end of the N or [H exposure, mice were submitted to 45 min-ischemia following of 90
min-reperfusion as previously described ([5]). Area at risk (AAR) and area of necrosis (AN)
were stained, measured and expressed relative to heart weight. Procedure details were

presented in the online supplemental material.
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2.7. Patients suffering coronary artery disease with or without SDB

Thirty-nine consecutive patients undergoing elective coronary artery bypass graft (CABG)
were prospectively included at the University Hospital Regensburg (Germany) in a study
approved by local ethics review board. Patients were informed and consents were obtained
for the inclusion. This study was performed conform the declaration of Helsinki. Right atrial
appendage biopsies were sampled from one randomly selected patient per working day, who
underwent CABG surgery. In addition, assessment of SDB in clinical routine in the
preoperative night was performed using the Apnealink device (ResMed Inc., Martinsried,
Germany) as described in the online supplemental material. The institutional ethics
committee of the University of Gottingen approved the procedures and all patients involved
in the study gave written consent. For the present analysis, patients were stratified in quartiles
of apnoea-hypopnea index. According to our “moderate to severe” rodent model, the forth
quartile with a moderate to severe degree of SDB (AHI 22.2+0.6/hour, SDB) was compared

to the first quartile without SDB (AHI 4.6+0.6/hour, Control).

2.8. Statistical Analysis

Differences between experimental groups were determined by two-way ANOVA with
subsequent Siddk comparison tests when statistically appropriate in order to evaluate the
effects of IH in each strain. Considering the potential consequence of partial deficiency in
HIF-1a in mice, this was analysed as the second factor. Effects of knock-out are presented in
figures but not described in the results section in order to clarify the message. However, this
will be discussed in the appropriate section. Results are expressed as means + SEM.

Patient data expressed as median and interquartile range and were analysed using Student

test. Univariable analysis but also multivariable linear regression adjusted for AHI, age and

90



NT-proBNP was performed to confirm the result from Student test (GraphPad Prism 6

Software, California, USA). Statistical significance was set at p<0.05.

3. Results

3.1. HIF-1 alters calcium exchange and mitochondria-associated ER membranes
integrity upon intermittent hypoxia

In isolated cardiomyocytes from WT mice exposed to normoxia (WTN, Fig. 1A), histamine
induced the release of Ca®" from the ER (blue line) resulting in a cytosolic (green line) and
mitochondrial (red line) Ca*" accumulation. After histamine incubation, IH resulted in a
higher cytosolic and ER Ca*~ overload (Cyto F1/F0 slopesso.so: 0.39+0.05 vs. 0.21+0.02 / ER
F1/F0 slopeasoso: 0.21£0.02 vs. 0.11£0.02 in WTIH and WTN, p<0.05) (fig. 1B-C). No
difference was observed in mitochondria from N and IH cardiomyocytes (fig. 1D). Moreover,
partial deletion of HIF-1o completely abolished the TH-induced Ca®" disturbances (Fig. 1B-
C). These results indicate that IH impairs ER-mitochondria Ca®" exchanges following
histamine incubation, in a HIF-1a dependent manner.

To elucidate the molecular mechanisms underlying this specific calcium disturbance, we next
investigated MAM integrity (VDACL/Grp75/IP3R1 complex) using PLA and protein
immunoprecipitation. In WT, IH increased cytosolic Grp75 and mitochondrial VDACI
interactions (50.8+4.7 vs. 32.3+2.4 interactions/cell, in WTIH and WTN groups, respectively,
p<0.05) (fig. 1E) as well as Grp75 and ER protein IP3R1 interactions (28.3+0.1 vs. 18.1£1.0
interactions/cell, in WTIH and WTN groups, respectively, p<0.01) (fig. 1E). Nevertheless, IH
disrupted MAM integrity by decreasing VDACI/IP3R1 (20.3£29 vs. 46.3£7.5
interactions/cell, in WTIH and WTN groups, respectively, p<0.01) (Fig. 1E) and
mitochondrial CypD and Grp75 interactions (1.7£1.2 vs. 42.1£1.0 interactions/cell, in WTIH

and WTN groups, respectively, p<0.0001) (Fig. 1E).
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MAM alteration could not be related to a lack of VDACI, IP3R1 and CypD since we rather
observed an increase in these protein contents (VDACI: 1.18+0.04, p<0.05, IP3RI:
2.14+0.23, p<0.05, CypD: 1.52+0.17, p<0.05, fold increase vs.WTN) (Fig. 1F). However,
MAM disruption could be explained by a decrease in Grp75 content under IH (0.86+0.02
fold increase vs. WTN, p<0.05) (Fig. 1F). Except for the increase in Grp75/VDACI
interactions, partial HIF-1a deletion abolished the effect of IH on MAM disruption (Fig. 1E-
F), suggesting that HIF-1 plays a major role in [H-induced MAM integrity alteration.

To further clarify calcium exchange alteration, we then examined expression of others major
calcium actors. IH increased PLB phosphorylation, Serca2 and NCXI1 contents (PPLB:
1.25+0.06, p<0.01, Serca2: 1.38+0.03, p<0.001, NCX1: 1.85+0.29, p<0.05 and, fold increase
vs. WTN) whereas MCU content was not modified (Fig. 1G). Partial HIF-1a deletion
abolished PLB and NCX1 modifications induced by IH (Fig. 1G). These results confirmed

that HIF-1 plays a major role in global Ca®" homeostasis disturbance induced by IH.

3.2. HIF-1 induces endoplasmic reticulum stress upon intermittent hypoxia

As ER stress is known to be triggered by calcium homeostasis alterations, we then
investigated the unfolded protein response (UPR). IH induced myocardial ER stress,
characterized by a significant increase in Grp78 content (1.22+0.06 fold increase vs. WTN,
p<0.05), PERK and elF2a phosphorylation (1.61£0.10 and 1.54+0.06 fold increase vs. WTN
respectively, p<0.01) (Fig. 2A-C). IH also significantly increased ATF4 (2.23+0.12 fold
increase vs. WTN, p<0.0001) and CHOP (1.68+0.07 fold increase vs. WTN, p<0.001)
contents (Fig. 2D-E). ATF6 content and XBP-1s mRNA expression were unchanged under
IH (Fig. 2F-G). Even if partial HIF-1a deletion did not affect the IH-induced increase in
Grp78 and ATF4 content, it completely abolished the effects of IH on PERK and elF2a

phosphorylation (Fig. 2B-C) as well as on the pro-apoptotic ER stress terminal effector

92



CHOP (Fig. 2E). These results support that IH induced a pro-apoptotic ER stress mostly

through HIF-1a.

3.3. HIF-1 increases myocardial infarct size upon intermittent hypoxia

Regarding the role of HIF-1 in calcium homeostasis upon IH, we next determined its impact
on IH-increased in infarct size following myocardial ischemia-reperfusion. Areas at risk
(AAR/LV ratio) resulting from coronary ligation were the same in all groups. IH significantly
increased infarct size in WT (AN/AAR ratio: 59.5£6.0 vs. 34.9+4.1 % in WTIH and WTN
groups, respectively, p<0.001) (Fig. 2H). This effect was abolished by partial HIF-1a
deletion (AN/ARR ratio: 37.1+5.1 vs. 42.5+4.1% in HIF-1a™TH and HIF-1a™"N groups,
respectively) (Fig. 2H), suggesting a major role for HIF-1a in the IH-induced an increase in

infarct size.

3.4. HIF-1a and endoplasmic reticulum stress markers are increased in heart biopsies of
SDB patients

According to our previous results obtained in mice, we directly investigated HIF-1 and some
ER stress markers (Grp78 sensor and pro-apoptotic factor CHOP) in heart biopsies of SDB
patients. Anthropometrics and sleep data from both groups are depicted in Fig. 3A showing
no significant differences between groups except by definition for AHI. In individuals with
SDB, myocardial HIF-la content was significantly increased compared to controls
(3.16+0.35 fold increase vs. control, p<0.0001), (Fig. 3B). Univariable linear regression
demonstrated that HIF-1o correlates with AHI (Fig. 3C). After accounting for age and NT-
proBNP, this difference remained significant (p<0.001). Age and NT pro-BNP were not
associated with HIF-1a (p=0.85 and p=0.56 respectively). Interestingly and in accordance
with the data obtained in mice, this increase in HIF-1a was associated with an increase in ER

stress markers: a higher Grp78 expression (1.43+£0.23 fold increase vs. control) and a

10
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significant increase in CHOP expression (1.41£0.15 fold increase vs. control, p<0.05) (Fig.
3D-E). These results confirm, in Humans, that the “HIF-1-ER stress” axis could play a major

role in cardiovascular consequences of [H, a major consequence of SDB.

4. Discussion

The present study provides evidence that HIF-1 plays a pivotal role in MAM alterations,
calcium homeostasis disturbances and ER stress induced by chronic IH. These experimental
data provide a mechanistic basis to explain myocardial infarct size expansion in rodent
models exposed to IH [4, 5] and the cardiovascular risk of SDB patients with AHI>15 [2].

This study highlights that the dark side of HIF-1 must be considered in SDB.

Depending on the duration, depth and pattern of the hypoxic stimulus, HIF-1 activation can
induce both beneficial and detrimental effects. Others and we have demonstrated that acute
hypoxic stress as well as ischemic preconditioning or postconditioning reduces myocardial
infarction [10-15]. For example, Ong et al. showed that acute HIF-1a stabilization prevents
myocardial injury following ischemia-reperfusion, in delaying permeability transition pore
opening [16]. In contrast, long-term HIF-1 activation by HIF-1 inducers or prolyl 4-
hydroxylase 2 inhibitors results in myocardial failure [17, 18]. The mechanisms involved in
the switch from adaptive to maladaptive responses have not been specifically investigated but
this paradoxical effect of HIF-1 appears to be relevant in clinical situations particularly to
explain the failure of cardioprotective strategies [19]. Concerning intermittent hypoxia,
beneficial or deleterious response to this stress could depend on specific gene transcription by
HIF-1. For example, we have demonstrated that HIF-1-induced iNOS gene expression was
necessary for IH preconditioning since prevention of HIF-1 interaction with the iNOS gene
promoter also abolished the cardioprotection [10]. In contrast, we also observed that chronic

IH activates HIF-1-related transcription of endothelin-1 gene, leading to a subsequent

11

94



increase in infarct size [4]. Others suggest that the switch from adaptive to maladaptive
response depends of a transcriptional vs. a non-transcriptional activity of HIF-1 [19]; depends
of a nuclear vs. a non-nuclear activity of HIF-1 [20]. In the present study, we did not state on
differential activation of HIF-1 but we exploited chronic IH, a model of SDB to better

understand the underlying mechanisms involved in HIF-1-maladaptive response.

4.1. HIF-1 promotes intermittent hypoxia-induced MAM disruption, calcium
homeostasis alteration, endoplasmic reticulum stress and infarction

Calcium disruption was first characterized by challenging Ca®" transfer between ER and
mitochondria using histamine incubation as previously demonstrated in hepatocytes [21] and
cardiomyocytes [5, 22]. Compared with normoxic mice, IH induced a cytosolic and ER Ca®*
accumulation after histamine-induced ER release, whereas mitochondrial levels were not
different. This suggests that [H alters ER-mitochondria exchanges during histamine
incubation.

In this study, deleterious ER stress was established by an increase in the pro-apoptotic
Grp78, P-PERK, P-elF2a, ATF4, CHOP pathway, whereas the Xbp-1 splicing and ATF6
adaptive pathways [23] were unaffected. Other experimental studies evidenced both Ca**
homeostasis disturbance [24] and an increase in ER stress markers in brain [25] or kidney[26]
of rodents exposed to IH. Thus, we confirmed that ER stress is involved in cardiomyocyte
damages following IH [5, 27]. Indeed, we previously demonstrated that pharmacological ER
stress inhibition during TH protects against myocardial I/R injury [5]. Here, we also
demonstrated that in HIF-1a'"" mice, IH failed to (i) alter ER-mitochondria Ca®' exchanges

(Fig. 4A) (ii) induce ER stress (Fig. 4B) as well (iii) increase infarct size (Fig. 4).
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These data strongly support that chronic activation of HIF-1 is responsible for the [H-induced
alterations in calcium homeostasis and associated ER stress thus promoting myocardial
infarction (Fig. 4). The following discussion aims to dissect the mechanisms involved.

While the involvement of cytosolic, ER and mitochondrial Ca®” in the context of
myocardial injury is well described, it has recently been proposed that MAM are key-players
in the fine regulation of calcium homeostasis. Briefly, MAM are macromolecular complexes
characterized by ER-mitochondria protein interconnections that are particularly used for local
Ca®" signalling [28]. One of the MAM complexes associates the mitochondrial VDACI
channel with the ER IP3R1 receptor through the cytosolic Grp75 protein [29]. Recently, the
mitochondrial chaperone CypD, well-described to be involved in myocardial-reperfusion
injury, has been shown to belong to the complex [22].

In the present study, we demonstrate that IH alters the structure of this MAM by decreasing
the expression of Grp75 and by disrupting the VDAC1/Grp75/IP3R1 complex (Fig. 4C).
Indeed, since Grp75 is necessary to form the bridge between ER and mitochondria, its
decrease by IH could explain the disruption in VDACI1/IP3R1 proximity potentially resulting
in cytosolic Ca*" loading after ER leakage. Disruption of the VDACI1/IP3R1 complex was
accompanied by reinforcement in Grp75/VDACI and Grp75/IP3R1 interactions that could be
explained by an increase in VDACI and IP3R1 expression. Interestingly, HIF-1 appears to
play a role in these MAM protein modifications since most of these effects were abolished by
partial HIF-1la deletion. HIF-1 has already been described to regulate VDAC! expression
under hypoxia [30] but this is the first report of its role on Grp75 and IP3R1 expression. In
hypoxic mice, this could explain the deleterious role of HIF-1 in myocardial infarct size
expansion following ischemia-reperfusion. Indeed, Grp75 by directly altering MAM

structure, and IP3R1 overexpression by enhancing Ca®" release from ER stores, could both
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promote cytosolic Ca®" accumulation leading to increase cell death following ischemia-
reperfusion [9].

IH also decreased the interaction of Grp75 with CypD characterizing MAM alterations (Fig.
4C). This could participate to cytosolic Ca®  accumulation following ER leakage. Indeed,
acute detachment of CypD from the inner mitochondrial membrane is known to decrease ER-
mitochondrial Ca®* exchanges [22] potentially leading to cytosolic and ER overload.
Moreover, IH also increased CypD expression under the control of HIF-1. This alone could
explain the increased susceptibility to myocardial I/R since CypD is known to be a major
determinant of mitochondrial permeability transition pore opening [31, 32].

Overall, ER-mitochondria interactions are important in determining the response to
myocardial I/R. Two studies have shown that MAM disruption, through CypD and GSK3p
inhibition, is cardioprotective [22, 33]. Another one demonstrated that ER-mitochondria
crosstalk has deleterious consequences in the context of myocardial post-conditioning [34].
We also explored calcium homeostasis major regulators in order to better understand the
response histamine in IH mice. Chronic IH increased NCX1 target gene expression in a HIF-
1 dependent manner [35] (Fig. 4D). Elevated myocardial NCX levels are known to
predispose to ROS-mediated myocardial injury [36] and to induce left ventricular dysfunction
during chronic TH [37]. Serca2 expression and activity (phospholamban phosphorylation)
were also increased by IH, and its activation was abolished by partial HIF-1a deletion (Fig.
4E). This agrees with a study showing that cardiac HIF-1la overexpression promotes PLB
phosphorylation and alters Ca®" handling [38]. MCU expression was not altered by IH nor by
HIF-1a deletion and this is in accordance with our results regarding the absence of N vs. IH
mitochondrial Ca®™ loading. Thus, along with MAM disruption, increased
expression/activation of NCX1 and Serca2 could participate to cytosolic and ER calcium

loading, respectively. The data from the present study support that MAM disruption mediated
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by HIF-1 chronic activation during IH leads to Ca®" homeostasis disturbance, ER stress and

I/R injury.

4.2, “HIF-1-endoplasmic reticulum stress” axis in SDB patients

In line with our previous work, we report here that “HIF-1-ER stress™ axis plays a major role
in the increased infarction size induced by IH [5]. Data regarding HIF-1 and ER stress are
scarce in clinical research studies in SDB patients. A single study has showed an increase in
HIF-1a. mRNA in skin biopsies of severe SDB patients [39]. The current study provides the
first evidence for a strong increase in nuclear expression of HIF-1o (a HIF-1 activation
marker) and cytosolic expression of CHOP (an ER stress-related pro-apoptotic marker) in
right atrial appendage biopsies of patients with SDB and cardiovascular disease (compared to
patients without SDB). Multivariate analysis confirmed that HIF-la increase was
independent of possible confounders like age or presence of heart failure. These results
provide a strong rationale for more deeper investigations in the role of HIF-1 in
cardiovascular consequences of SDB and in particular in the context of SDB-related coronary

artery disease [2] (Fig. 4).

4.3. Study limitations

HIF-1a deficient mice

In the present study, we focused on the deleterious role of HIF-1 in response to chronic IH.
Thus, we compared the response to IH in wild-type and HIF-1a™" mice. In basal condition,
HIF-1a" mice displayed abnormal response to several parameters measured in this study (ER
stress markers, some Ca’" homeostasis actors and particularly for MAM interactions, see
two-way ANOVA, Fig. 1-2). This could be explained by the beneficial role of HIF-1 from

cardiac development until its requirement in response to acute stress such as ischemia-
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reperfusion [40]. Further studies using cardiomyocyte-specific HIF-1 deficiency would be a

step in the understanding of tissue specific responses to IH.

4.4. Conclusions

To conclude, by dissecting the mechanisms responsible for the susceptibility to ischemia-
reperfusion injury after IH, we will able to provide therapeutic alternatives for the current
standard treatment of sleep-disordered breathing (continuous positive airway pressure) which
is inefficient and not well tolerated by patients. This study highlights that chronic HIF-1
activation profoundly alters cell signalling in heart characterized by myocardial MAM
disruption, calcium homeostasis disturbance, ER stress and susceptibility to myocardial
injury in rodents exposed to IH. In accordance, HIF-1 and ER stress markers were increased
in patients with AHI>15 and cardiovascular disease. These pre-clinical results are the proof
that “HIF-1 status” or the kind of HIF-1 activation deserves to be elucidated in cardiovascular
pathologies. In SDB, further studies should consider chronic activation of HIF-1 as a target in
severe SDB patients with a cardiovascular risk. Indeed stabilization, translocation and
activation of HIF-1 could be modulated (respectively in regards to its potential beneficial
role) by various drugs, such as campthotecin, Moracin O or Curcuma longa, respectively
[41]. This could represent a valuable therapeutic approach and a major advanced to improve

life quality in SDB patients with a cardiovascular risk.
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Figure legends

Fig. 1: HIF-1 is involved in [H-induced alterations in calcium flux, MAM integrity and other
calcium-regulating proteins in wildtype (WT) or HIF-1a +-exposed to 21 days of normoxia
(N) or intermittent hypoxia (IH) mice. Representative graphs of calcium exchanges during
250 s after ER leakage by histamine (A). Calcium alterations were evaluated by computing
the slope of calcium fluorescence relative to basal fluorescence (F1/F0) recorded between 50
(a) and 250 (b) seconds after histamine incubation (slopeaso-so). Cytosolic (green line), ER
(blue line) and mitochondrial (red line) calcium content assessed using Fluo 4-AM (B), Fluo
5-AM (C) and Rhod 2-AM (D), respectively. Experiments were realized on isolated
cardiomyocytes (n=7-8, 4 cells per mice). Interactions between Grp75/VDACI,
Grp75/IP3R1, VDACI/IP3R1 and CypD/Grp75 were assessed by in situ proximity ligation
assay on isolated cardiomyocytes from mice (mean quantification values from 2-5 mice, 5
cells per mice; and representative images, red spots: interactions, DAPI-blue: nucleus) and by
specific immunoprecipitation (IP) pull-down of VDACI, Grp75 and CypD (revelation by
immunoblotting, IB) by Grp75 or IP3R1 (E). Others calcium homeostasis actors (n=3) were
assessed by Western-blot: Grp75, VDACI, IP3R1, CypD (F); phospho-PLB, Serca2, NCX1,
MCU (G) relative to Tubulin or non-phosphorylated appropriate protein and expressed
relative to WTN. Data are presented as means + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
*¥%%p<0.0001 vs. corresponding N group; T p<0.05, T1p<0.01, f1+p<0.0001 HIF-10+/- vs.
WT mice.

Color should be used for this figure.

Fig. 2: HIF-1 is involved in IH-induced ER stress and myocardial infarct size expansion. ER

stress was assessed on myocardium samples by Western blot (n=3, 2-3 replicates per sample)

of unfolded protein response markers: Grp78 (A), phospho-PERK (B), phospho-elF2a (C),
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ATF4 (D), CHOP (E), ATF6 (F) relative to Tubulin or non-phosphorylated appropriate
protein; and by RT-qPCR ( n=3): XBP-1s (G) relative to Rnl8s; and expressed relative to
WTN. Infarct size (H) was assessed by colorimetry and planimetry following in vivo
ischemia (45min)-reperfusion (90min). Area at risk (AAR) relative to left ventricle (LV) and
area of necrosis (AN) relative to AAR (n=8) were represented. Wild-type (WT) or HIF-1a "
were exposed to 21 days of normoxia (N) or intermittent hypoxia (IH) mice. Data are

presented as means + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs.

corresponding N group; T p<0.05, +1p<0.01 HIF-1a™" vs. WT mice.

Fig. 3: HIF-1 and ER stress markers in patients with or without sleep-disordered breathing
(SDB) and admitted for a cardiac surgery (CAGB: coronary artery bypass graft surgery, VR:
valve replacement) Patient characteristics and polysomnographic data (A). Quantification of
nuclear HIF-1a relative to Ponceau (B), her representative univariable linear regression with
AHI (C), and Grp78 (D) and CHOP (E) contents relative to Ponceau were assessed by
Western blot (n=9-10). Data are expressed relative to control as median and interquartile

range *p<0.05, ****p<0.0001 vs. control.

Fig. 4: Central role of HIF-1 in myocardial infarct size expansion induced by IH in rodents
and sleep-disordered breathing (SDB) patients admitted for cardiac surgery (right panel).
Under HIF-1 control, IH alters calcium homeostasis (A) and induces ER stress (B).
Specifically, ITH disrupts MAM (C) characterized by VDAC/IP3R1 and Grp75/CypD
remoteness; Grp75 decrease; Grp75/VDAC and Grp75/IP3R1 reinforcement. IH also induces
Ca®" handling protein modifications such as a higher expression of NCX1 (D) and PLB
phosphorylation (E).

Color should be used for this figure.
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Fig. S1: Partial deletion of HIF-1a decreases HIF-1a content, and abolishes the IH-induced
increase in HIF-1a expression (n=4-6); quantification using Imagel after immunochemistry
(x200). Data are expressed relative to WT and presented as means £ SEM. *p<0.05 vs.

corresponding N group; +1p<0.01 HIF-1a™ vs. WT mice.
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1. Online material supplement
1.1. Animals and exposition to intermittent hypoxia
Male Swiss/SV129 mice, partially deleted for the O»-sensitive HIF-1a subunit of HIF-1 (HIF-
la™") and their wild-type (WT) were divided and exposed in their housing cages to 21 days of
N or IH, 8 h per day during their sleeping period. The IH stimulus consisted in 60 s cycles
alternating 30 s of hypoxia (hypoxic plateau at 5 % Fi0O,) and 30 s of N (normoxic plateau at
21 % Fi0,). Normoxic mice were exposed to similar air-air cycles in order to control for noise

and air turbulences related to gas flow.

1.2. Immunohistochemistry

Hearts were cryosliced into 8-um-thick short-axis sections. Slices were fixed in acetone 100%
and blocked successively with hydrogen peroxide (3 %), avidin-biotin kit (Vectorlab, Abcys,
Paris, France) and PBS-serum (10 %). Primary antibody (anti-HIF-la, 1/100, Abcam,
Cambridge, United Kingdom) was incubated for 30 min, and secondary antibody-coupled to
biotin (1/500, Vectorlab, Abcys, Paris, France), was incubated for 30 min. Slices were then
treated with amplifying complex AB (Vectorlab, Abcys, Paris, France) and colorimetric-
substrate was added for 5 min (Histo Green, Abcys, Paris, France). Slices were then stained
with haematoxylin-eosin staining before dehydration. Vecta Mount Permanent medium
(Vectorlab, Abcys, Paris, France) was used to mount the slides. Sections were acquired using
the axiocam software (Zeiss, Gottingen, Germany, X200) and analysed using Image J

software.

1.3. Total RNA purification and real-time RT-qPCR

Total RNA was extracted using the Tri Reagent® RNA isolation protocol (Sigma-Aldrich,

Missouri, USA). Total RNA (0.5 pg) was reverse-transcribed (iScript™ Reverse
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Transcription Supermix, Bio-Rad, California, USA) and quantitative real-time PCR was then
performed with SYBR® Green Supermix on a CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
Systems (Bio-Rad, California, USA). Splicing of X-box binding protein-1 (XBP1s) content

was calculated relative to 18S ribosomal RNA (RNI18S). Primers were

YGAGTCCGCAGCAGGTG® P GCGTCAGAATCCATGGGA™ for XBP1s,
YGGAAGAATAACTTCAGACCGCCCY A TGCAGCGGACAGTGTCTTGTTTY for
RN18S.

1.4. Western blot

Frozen biopsies were homogenised (Precellys® 24, 6000 rpm, 3X10s-5s, Bertin
Technologies, Montigny le Bretonneux). Total proteins were extracted in lysis buffer (in mM
: 1 % NP40, 20 Tris-HCI, 138 NaCl, 2.7 MgCl,, 5 % glycerol, pH 8; with 5 EDTA, 1
NazVO,, 20 NaF, 1 DTT, 1X protease inhibitor, Sigma Aldrich, Missouri, USA). Depending
on protein of interest, cytosolic and nuclear extractions were also performed (Nuclear extract
kit, Active Motif, La Hulpe, Belgium) according to the manufacturer’s recommendations.
Protein concentration was assayed (Bradford reagent, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) and
expressed relative to bovine serum albumin (BSA) standard. Proteins (30-100 pg) were
separated by SDS-PAGE (8-12 % acrylamide) and transferred to polyvinylidene fluoride
membranes. Membranes were blocked with 5 % non-fat milk or BSA in Tris-buffered saline
(TBS) with Tween 20 (0.05 %). Then, membranes were placed in TBS-Tween 20 (0.05 %)-1
% BSA or non-fat milk and incubated at 4 °C overnight with the following primary
antibodies: sodium-calcium exchanger 1 (NCX1, 1:500, Millipore, Massachusetts, USA);
activating transcription factor 4 (ATF-4, 1:1000), phospho-eukaryotic translation initiation
factor 2A (PelF2a), elF2a, mitochondrial calcium uniporter (MCU, 1:500, Cell Signaling

Technology, Massachusetts, USA); voltage-dependent anion channel 1 (VDACI, 1:1000),
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cyclophilin D (CypD, 1:2500, Abcam, Cambridge, United Kingdom), hypoxia-inducible
factor-1a (HIF-1a), activating transcription factor 6 (ATF6, 1:200), phospho- double-stranded
RNA-activated protein kinase-like endoplasmic reticulum kinase (PPERK), PERK, C/EBP
homologous protein (CHOP), 78 kDa glucose-regulated protein (Grp78), inositol 1.4,5-
trisphosphate receptor 1 (IP3R1, 1:500), 75 kDa glucose-regulated protein (Grp75),
sarcoplasmic reticulum Ca®® ATPase 2 (Serca2), phophorylation on serine 16 of
phospholamban (PPLB), PLB (1:1000) and tubulin (1:2000) (Santa Cruz Biotechnology,
Texas, USA). Then, appropriate horseradish peroxidase-conjugated anti-IgG (1:5000, Santa
Cruz Biotechnology, Texas, USA) were incubated for 1 h at room temperature. Enhanced
chemiluminescence was performed with the ECL Western-Blot detection kit (Bio-Rad,
California, USA) according to the manufacturer’s instructions and videoacquisition
(ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad, California, USA). Equal loading was evaluated by
tubulin or Ponceau S staining (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Density of protein bands was
analysed by Image J software and expressed relative to the appropriate control group;

experiments were replicated 2-3 times.

1.5. Cardiomyocyte isolation

Mice were anesthetized by an intraperitoneal (ip) injection of sodium pentobarbital (70 mg.kg’
. Following ip. injection of heparin (50 UlLkg"), hearts were rapidly excised and
immediately immersed in 4 °C perfusion buffer (PB in mM : 113 NaCl, 4.7 KCl, 0.6 KH,PO4,
1.2 MgS04-7H,0, 0.032 Phenol Red, 12 NaHCO;, 10 KHCO;, 10 HEPES, 30 Taurine, 10
Butanedione monoxime, 5.5 glucose, pH 7.46). Hearts were retrogradely perfused in
Langendorff mode for 5 min with PB at 37 °C and research grade Liberase™ (Roche
Diagnostics, Meylan, France) was added for approximately 20 min. Digestion was stopped by

incubating hearts in PB containing 12.5 uM CaCl,, 10 % bovine calf serum gold (PAA Cell
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Culture Company, Cambridge, United Kingdom). Cells were isolated by stirring and
successive aspirations and filtered on a 200um membrane. PB calcium concentration was then
gradually increased (from 50 to 1000 pM Ca®"). At the end, cells were suspended in culture
medium (M199, Life Technologies, California, USA) supplemented with penicillin-
streptomycin (1 U.mL™, Life Technologies, California, USA) and insulin-transferrin-selenium
(1 U.mL™, Sigma-Aldrich, Missouri, USA). They were seeded on Lab-Tek® chambered
coverglasses precoated with 1 pg.em™ laminin (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) and

incubated during 2 h in humidified 5 % CO, — 95 % O, at 37 °C.

1.5.1. Inter-organelles calcium exchanges

Isolated cardiomyocytes were loaded in Tyrode’s solution (in mM: 130 NaCl, 5 KCI, 10
HEPES, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 glucose) for 20 min at 37°C with both Fluo4-AM (3 pmol.L-
1, Life Technologies, California, USA) and Rhod2-AM (6 pmol.L-1, Life Technologies,
California, USA), or both Fluo5-AM (3 pmol.L-1, Life Technologies, California, USA) and
Rhod2-AM. As previously described [1, 2], Fluo4-AM, Fluo5-AM and Rhod2-AM are
fluorescence-based indicators of cytosolic, endoplasmic reticulum and mitochondrial calcium,
respectively. After 30 min of probe incubation, fluorescence was measured using a Zeiss LSM
710 Exciter laser scanning confocal microscope (x63 oil immersion; excitation 488 nm and
emission Fluo4-AM 506nm; Fluo5-AM 516nm; Rhod2-AM 581nm are separated by spectral
mode, HFT488 dichroic beamsplitter). Spectral acquisition and deconvolution were
performed in the specified spectral interval using the reference spectra of individual dyes. The
resolution was 9.7 nm and the whole spectral stack was acquired simultaneously using Quasar
spectral detector (Carl Zeiss, Oberkoren, Germany). Thus, both spectral crass-talk and
spectral distortions due to the cellular movements were avoided. Following the baseline
fluorescence recording, histamine (100 pM, Sigma-Aldrich) was added to the cells on the

stage of the microscope to induce calcium release from the ER through IP3R, as previously
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described [1, 2]. Fluorescence emission from Fluo4-AM, Fluo5-AM and Rhod2-AM
(fluorescence-based indicators of cytosolic, endoplasmic reticulum and mitochondrial
calcium, respectively) was normalized to baseline fluorescence before histamine application
(F1/F0) and fluorescence slope was calculated between 250 s and 50 s after histamine

application (F1/F0 slopezso.so). Results are mean values of 4 cells per heart.

1.5.2. Mitochondria-Associated endoplasmic reticulum Membranes investigation
Duolink® Proximity Ligation Assay (PLA, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) allows detecting
proximity between two proteins, less than 40 nm. Isolated cardiomyocytes were fixed by 4 %
paraformaldehyde on labtek® and permeabilised (Triton X-100 0.1 %). Cells were incubated
with 2 primary antibodies, produced in different species overnight, at 4 °C: VDACI, IP3R1,
CypD (Abcam, Cambridge, United Kingdom, 1:200), and Grp75 (Santa Cruz Biotechnology,
Texas, USA, 1:200). Then PLA probes, ligase and polymerase were applied successively, at
37 °C, in humid chamber, according to recommendations from Sigma-Aldrich (Missouri,
USA). Preparations were mounted in DAPImounting medium (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA). Red spots are assessed with microscope using the axiocam software (Zeiss, Gottingen,
Germany, X400), and analysed with BlobFinder software (The Centre for Image Analysis,
Uppsala University, Sweden). Quantifications are expressed in number of interactions per cell
(mean values of 5 fields per heart).

MAM interactions were also studied with protein immunoprecipitation. Total proteins (500
png) were incubated with 2 pg of primary antibody (Grp75 or IP3R1, Santa Cruz
Biotechnology, Texas, USA) in lysis buffer (overnight, 4°C), under agitation. Then,
SureBeads™ Protein G Magnetic Beads (Bio-Rad, California, USA) were added for 2h at
4°C, under agitation. After 3 washing with lysis buffer, Western blot was realized to detect

MAM interaction.
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1.6. In vivo Ischemia-reperfusion and infarct size

At the end of the N or IH exposure, mice were anesthetized by pentobarbital (70 mg.kg™, ip),
ventilation was maintained by intubation (tidal volume 170ul; ambient air), body temperature
was maintained at 37 °C using a rectal probe-connected to a heating plate. After a left
thoracotomy, a 45 min myocardial ischemia was induced by ligation of the left coronary
artery followed by 90 min of reperfusion, as previously described [1, 2]. At the end of the
reperfusion period, the coronary artery was re-occluded and staining of area at risk (AAR) and
area of necrosis (AN) was performed using Uniperse blue dye and 1 % triphenyltetrazolium
chloride, respectively. AAR and AN were measured by planimetric analysis (Image J

software) and expressed relative to heart weight.

1.7. SDB measurement

Assessment of SDB in clinical routine in the preoperative night was performed using the
Apnealink device (ResMed Inc., Martinsried, Germany) with measurement of nasal flow,
pulse oximetry and thoracic breathing effort that has been validated in several studies [3],
including patients with heart failure [4]. Comparing ApnealLink (using automatic scoring) to
the gold standard polysomnography in patients without known heart disease, studies have
reported a sensitivity of 73-94 % and a specificity of 85-95 % using an AHI cut-off value of
15/h [4]. Apnoea was defined as a > 80 % decrease in airflow for > 10 seconds; apnoea was
defined as a decrease in airflow by > 50-80 % versus baseline for >10 seconds; desaturation
was defined as a >4% decrease in oxygen saturation; SDB was defined as AHI > 15/h. If

technically possible, right atrial appendage biopsies were collected during CABG.
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Figure 22 : Schéma de conclusion de I’étude 1 illustrant le role de HIF-1 dans I'altération des MAM, le stress

du RE et 'augmentation de la taille d’infarctus induits par I'HI chronique.
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2.Etude 2 :

Role de HIF-1 dans les altérations mitochondriales

induites par I’HI chronique
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La mitochondrie est 'organite le plus sensible a 'oxygéne. Etonnamment, peu d’études se
sont intéressées a la mitochondrie dans le contexte de I’hypoxie intermittente (Hl). Celles-ci
rapportent une augmentation de la production mitochondriale d’espéces réactives de
I'oxygene (ERO) dans le cerveau et les corps carotidiens de souris exposées a I'HI, ainsi
gu’une diminution de la biogénése mitochondriale dans le muscle génioglosse. L’hypoxia-
inducible factor-1 (HIF-1) est, quant a lui, bien connu pour induire des adaptations
mitochondriales en réponse a I'hypoxie continue, telle que I'activation d’un métabolisme
glycolytique.

Cette étude a donc eu pour but de caractériser I'impact de I’HI sur la structure, la fonction, la
dynamique et le renouvellement des mitochondries cardiaques, ainsi que le role de HIF-1
dans ces éventuelles altérations.

Des souris Swiss/SV129, HIF-1a*" et leurs controdles, wild type (WT) ont été exposées a 21
jours d’Hl ou de normoxie (N). La structure des mitochondries a été analysée par
microscopie électronique a transmission. Sur des mitochondries cardiaques isolées, la
fonction mitochondriale a été évaluée par la mesure de la consommation d’oxygene, de la
production de peroxyde d’hydrogene, du potentiel de membrane et de la capacité de
rétention calcique. Les marqueurs clés du cycle et la dynamique ont aussi été évalués. Suite
aux résultats obtenus, nous avons observé les effets d’un activateur de "AMP-activated
protein kinase (AMPK), la metformine, (300 mg/kg/jr, gavage) ou de son véhicule (CMC-Na
0,1%), sur la dynamique et le renouvellement mitochondrial et sur la taille d’infarctus.

L'HI induit une diminution de la respiration et de la production d’ERO mitochondriales, une
augmentation de la sensibilit¢ des mitochondries au calcium et une mitophagie. Elle
diminue également l'activité de 'AMPK myocardique. La délétion partielle de HIF-1a abolit
les altérations induites par I'HI. De plus, le traitement par la metformine prévient I'induction
de la mitophagie et I'augmentation de la taille d’infarctus induites par I'HI.

En conclusion, [l'activation chronique de HIF-1 est impliguée dans les altérations
mitochondriales induites par I’HI qui semblent étre fortement associées a une diminution de

I'activité de I’AMPK.
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Figure 23 : Design expérimental et méthodologie de I'étude 2.

123



a. Dysfonction mitochondriale

L'hypoxie intermittente modifie la respiration mitochondriale chez les souris WT. Elle
diminue la consommation maximale d’oxygene, dépendante de la phosphorylation
oxydative, de 35 a 40% en complexe | (Cl) et Il (Cll) (ClI: 13,5%#1,9 vs. 21,6%2,3 mmol
d’0,/min/mg et Cll : 27,6%3,5 vs. 42,1+3,9 mmol d’0,/min/mg, dans les groupes HI et N,
respectivement), ainsi que le RCR (Cl : 4,02+0,4 vs. 5,72+0,5 et Cll : 2,42+0,1 vs. 3,03+0,1,
dans les groupes HI et N, respectivement) (figure 24A, C). Ces effets sont abolis par la
délétion de HIF-la. Les mémes tendances sont observées lors de la mesure de la
consommation d’oxygene en complexe IV (figure 24E).

Nous avons ensuite, avec les mémes substrats, évalué la production d’ERO. Chez les souris
WT, I'HI diminue la production de ERO mitochondriales de 45 % en complexe Il uniquement
(19174303 vs. 3504+423 pmol d’H,0,/min/mg, dans les groupes HI et N, respectivement)
(figure 24B, D), et cet effet est aboli par I'ajout de roténone. La production mitochondriale
d’ERO n’est pas affectée par I'HI chez les souris HIF-1a*".

Le potentiel de membrane mitochondrial n’est pas modifié par I’'HI (figure 24F). Par contre
le temps de repolarisation membranaire apres ajout d’ADP, est multiplié par 1,5 chez les
souris WT (936,7+94,5 vs. 622,3+46,7 s dans les groupes HI et N, respectivement) et par 2
chez les souris HIF-1a"" (745,6+134,9 vs. 348,6£109,2 s dans les groupes HI et N,

respectivement) (figure 24G). Cette réponse a I’Hl semble donc indépendante de HIF-1.
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Figure 24 : HIF-1 est impliqué dans la diminution de la respiration mitochondriale et la production de ROS
induits par I’hypoxie intermittente (HI) chronique. La consommation d’oxygene a été évaluée sur des
mitochondries isolées de coeur de souris sauvage wild-type (WT) ou HIF-1a" exposées a 21 jours d’Hl ou de
normoxie (N). Mesures effectuées en présence de glutamate/malate (A), de succinate (C) ou de TMPD-Asc
(E) (State 2) suivi de I'ajout successif d’ADP (State 3) puis d’oligomycine (State 4). Le respiratory control ratio
est le rapport de I’état 3 sur I'état 2 (State 3/State 2). La production de ROS (B et D) a été mesurée en basal
(Mito) puis en présence de glutamate/malate (GM) ou de succinate (S) avec ajout successif de roténone (Rot)
et antimycine A (AA), en utilisant la sonde Amplex Red. Le potentiel de membrane basal des mitochondries
(F) ainsi que le temps de repolarisation aprés ajout d’ADP (G) ont été quantifiés en présence de
glutamate/malate avec la sonde TMRM. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=7-12). *p<0.05,
**p<0.01 Hlvs. N ; T p<0.05, t+p<0.01 souris HIF-1a™ vs. WT.
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Enfin, la capacité de rétention calcique basale tend a étre diminuée par I'exposition a I'HI
(figure 25A). Cette différence est exacerbée (diminution de 30%) lorsque la mesure est
effectuée en présence de CsA (figure 25B). Ces effets sont abolis par la délétion de HIF-1a.
=N B

H H

535 1500
482 449

>

@
b=
£=1

1164
414

-
=)
=]
=3

837 836

N
=3
=3

a
=]
=]

N
8
CRC (nmol Ca®* /mg)

CRC (nmol Ca?* /mg)

wr HIF-16%" wr HIF-1,, "

Figure 25 : HIF-1 est impliqué dans la diminution de la capacité de rétention calcique (CRC) induite par
I’hypoxie intermittente (HI) chronique. Sur des mitochondries isolées de cceur de souris sauvage wild-type
(WT) ou HIF-1a" exposées a 21 jours d’Hl ou de normoxie (N), la CRC a été évaluée avec des pics de calcium
de 10 nmol en présence de succinate seul (A) ou avec de la cyclosporine A (B), en utilisant la sonde Calcium
Green-5N. Les valeurs sont exprimées en moyenne * SEM (n=7-11). *p<0.05 HI vs. N.

En parallele de ces altérations de la chaine respiratoire globale, I'expression des complexes
de la chaine de respiration n’est pas modifiée par I'HI (figure 26). En revanche, chez les
souris WT, les activités individuelles des complexes | et Il (Cl : 28624164 vs. 23731119 et Cll :
1741485 vs. 1552448 mmol d’0,/min/mg, dans les groupes HI et N, respectivement) sont
augmentées de 15-20 % par I'HI (figure 27A, B) alors que les activités des autres complexes
et de la citrate synthase mitochondriale ne sont pas modifiées (figure 27C-E). Ces

modifications d’activité sont abolies par la délétion partielle de HIF-1a.
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Figure 26 : L’expression des complexes mitochondriaux n’est pas modifiée par I’hypoxie intermittente (Hl)
chronique. Sur des extraits protéiques de cceur de souris sauvage wild-type (WT) ou HIF-1a" exposées a 21
jours d’HI ou de normoxie (N), I’'expression des complexes Cl (B), CllI (C), Clll (D), CIV (E) et CV (F) de la chaine
de respiration mitochondriale a été évaluée par Western blot et rapportée au Ponceau (blots représentatifs
en A). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=5-6). ¥ p<0.05 souris HIF-1a™ vs. WT.
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Figure 27 : HIF-1 est impliqué dans I'augmentation de I’activité des complexes | et Il de la mitochondrie,
induite par I’hypoxie intermittente (HI) chronique. Sur des mitochondries isolées de coeur de souris sauvage
wild-type (WT) ou HIF-1a* exposées a 21 jours a d’HI ou de normoxie (N), I’activité de chaque complexe Cl
(A), Cll (B), CllI (C) et CIV (D) de la chaine de respiration mitochondriale et de la citrate synthase (E) ont été
évaluée en présence de substrats spécifiques. Les valeurs sont exprimées en moyenne * SEM (n=7-11).
*p<0.05 Hl vs. N
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b. Altérations de la dynamique et du renouvellement des

mitochondries

Sur des extraits protéiques nucléaires de coeur, nous avons évalué un marqueur clé de la
biogénese mitochondriale, le facteur de transcription PGC-1a, non modifié par I'HI (figure
28A). Ensuite, sur des extraits protéiques cytoplasmiques de coeur, chez les souris WT, I'HI
n’altere pas I'expression d’OPA1 (figure 28B), diminue I'expression de Mfn2 (HI : 0,84+0,04
fold increase vs. WTN, figure 28C), deux marqueurs de la fusion mitochondriale. L'HI ne
modifie pas I'expression de Drpl, une protéine majeure de la fission mitochondriale (figure
28D). Chez les souris HIF-1a+/', I’HI n’a aucun impact sur ces marqueurs de biogéneése et de

dynamique mitochondriales (figure 28).
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Figure 28 : L’hypoxie intermittente (HI) chronique n’altére pas la biogénése et la dynamique mitochondriales.
Sur des extraits protéiques de cceur de souris wild-type (WT) ou HIF-1a exposées a 21 jours d’Hl ou de
normoxie (N), la biogénése mitochondriale, la fusion et la fission sont évalués par Western blot avec les
marqueurs PGCla rapporté a la TBP (A), OPA1 (B), Mfn2 (C), Drp1 (D) rapporté a la tubuline. Les valeurs sont
exp/rimées en moyenne par rapport au groupe WTN, + SEM (n=5-6). *p<0.05 HI vs. N ; +1p<0.01 souris HIF-
1o vs. WT.
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Le renouvellement des mitochondries a également été étudié avec la mitophagie et plus
globalement avec 'autophagie. Chez les souris WT, I’HI diminue I'expression de p62 (HI:
0,7910,04 fold increase vs. WTN, figure 29A), et augmente la quantité des protéines BNIP3,
et Parkin (BNIP3: 1,3+0,09, Parkin : 1,4+0,08, fold increase vs. WTN, figure 29D, E), sans
modifications significatives de Beclinl et du rapport LC3II/I (figure 29B, C). Ces effets de I'HI

sont abolis chez les souris HIF-1a™ (figure 29).
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Figure 29: HIF-1 est impliqué dans I'activation de la mitophagie induite par ’hypoxie intermittente (HI)
chronique. Sur des extraits protéiques de coeur de souris wild-type (WT) ou HIF-1a™ exposées a 21 jours d’Hi
ou de normoxie (N), la mitophagie est évaluée par Western blot avec les marqueurs p62 (A), Beclinl (B),
LC311/LC3I (C), BNIP3 (D), Parkin (E), rapporté a la tubuline. Les valeurs sont exprimées en moyenne par
rapport au groupe WTN, + SEM (n=5-6). *p<0.05, **p<0.01 Hl vs. N ; ¥ p<0.05, t1p<0.01, t1+p<0.001 souris
HIF-10" vs. WT.

Par conséquent, I'HI diminue la respiration et la production d’ERO mitochondriale, mais les
activités des complexes | et Il sont augmentées. Ces résultats suggerent que la mitochondrie
tente d’augmenter le fonctionnement de sa chaine respiratoire sans s’y parvenir. L’apport en
substrats pourrait donc étre insuffisant. L'un des régulateurs majeurs de I'apport en substrat
est 'AMPK. Nos résultats nous ont poussés a aller évaluer cette protéine au niveau

myocardique, qui avait déja été quantifié dans le muscle au sein du laboratoire.
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c. Activation de ’AMPK et effet bénéfique de la

metformine

Au niveau de la régulation de I'apport de substrat mitochondrial, chez les souris WT, I'HI
diminue la phosphorylation de 'AMPK (HI : 0,80+0,06 fold increase vs. WTN, figure 30A),
mais la phosphorylation d’ACC n’est pas modifié significativement (figure 31B). La délétion
partielle de HIF-1a empéche l'effet de I'HI sur la phosphorylation d’AMPK. De plus, le
traitement avec la metformine, un activateur de I'’AMPK, pendant I'HI, diminue la taille
d’infarctus induite par I'HI (32,0+4,0 vs. 54,143,4 % dans les groupes MetHI et VehHlI,
respectivement, figure 30C). La metformine prévient l'effet de I'HI sur la fusion
mitochondriale et la mitophagie, a travers I'expression de Mfn2 et p62, BNIP3, Parkin
(Mfn2:1,2+0,09 vs. 0,84+0,04, p62 : 0,70+0,07 vs. 0,79+0,04, BNIP3 : 0,86+0,04 vs. 1,310,009,
Parkin : 0,83%0,26 vs. 1,4+0,08, fold increase vs. WTN, dans les groupes MetHI et VehHI,
respectivement) (figure 31A-B, 32A-C).
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Figure 30 : HIF-1 est impliqué dans la diminution d’activité de I’AMPK induite par I’hypoxie intermittente (Hl)
chronique, et son activation par la metformine, protége des lésions myocardiques induite par I’HI. Sur des
extraits protéiques de cceur de souris wild-type (WT) ou HIF-1a* exposées a 21 jours d’Hl ou de normoxie
(N), les activités de ’AMPK (A) et de ’ACC (B) ont été mesurées par Western blot avec le rapport de la
quantité phosphorylation et totale (n=5-6). Sur des souris wild-type (WT) traitées a la metformine (Met, 300
mg.kg™) ou le véhicule (Veh, CMC-Na 0,1 %) et exposées 21 jours  ’hypoxie intermittente (HI) ou a la
normoxie (N), la taille d’infarctus a été mesurée par colorimétrie et planimétrie, suite a un protocole
d’ischémie (45 min) et de reperfusion (90 min) in vivo. zone nécrosée (AN), zone a risque (AAR), ventricule
gauche (LV) (n=8-11). Les valeurs sont exprimées en moyenne * SEM. *p<0.05, **p<0.01 HI vs. N ;
+11p<0.001 souris Met vs. Veh.
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Figure 31 : La metformine prévient les effets de I’hypoxie intermittente (HI) chronique sur la dynamique
mitochondriale. Sur des extraits protéiques de cceur de souris wild-type (WT) traitées a la metformine (Met,
300 mg.kg'l) ou le véhicule (Veh, CMC-Na 0,1 %) et exposées a 21 jours d’Hl ou de normoxie (N), la
dynamique est évaluée par Western blot avec les marqueurs Mfn2 (A) et Drp1 (B) rapporté a la tubuline. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=3-6). *p<0.05 Hl vs. N ; tp<0.05, T1p<0.01 souris Met vs. Veh.
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Figure 32 : La metformine prévient les effets de I’hypoxie intermittente (HI) chronique sur la mitophagie. Sur
des extraits protéiques de cceur de souris wild-type (WT) traitées 3 la metformine (Met, 300 mg.kg™) ou le
véhicule (Veh, CMC-Na 0,1 %) et exposées a 21 jours d’Hl ou de normoxie (N), la mitophagie est évaluée par
Western blot avec les marqueurs p62 (A), BNIP3 (B), Parkin (C), rapporté a la tubuline. Les valeurs sont
exprimées en moyenne + SEM (n=3-6). *p<0.05 Hl vs. N ; tp<0.05, +1p<0.01 souris Met vs. Veh.
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Figure 33 : Schéma de conclusion de I'étude 2 illustrant le role de HIF-1 dans les altérations mitochondriales

induites par I’HI chronique.
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3.Etude 3 :

Role de HIF-1 dans les mécanismes d’adaptation
déléteres induits par I'HI chronique. Effets d’un

inhibiteur de I'activité de HIF-1, la curcumine.
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Les traitements ciblant les principaux mécanismes déléteres du syndrome d’apnées
obstructives du sommeil (SAOS), que sont l'activation sympathique, I'inflammation et le
stress oxydant, n’ont pas mis en évidence une amélioration des pathologies associées au
SAOS. Méme si différentes études montrent un lien entre I’hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)
et ces mécanismes, il apparait encore aujourd’hui difficile d’élucider clairement le
cheminement qui méne aux conséquences déléteres de I'hypoxie intermittente (HI)
chronique. De plus, a travers les 3 précédentes études, nous avons pu également voir que
HIF-1 est impliqué dans « deux nouveaux mécanismes » myocardiques de I'HI : le stress du
réticulum endoplasmique (RE) et les altérations mitochondriales.

L'objectif de cette étude est de montrer que HIF-1 joue un rdle central dans la réponse a I'HI,
en amont de l'activation sympathique, I'inflammation, le stress oxydant, le stress du RE, et
les altérations mitochondriales.

Les souris Swiss/SV129 ont été exposées a 21 jours d’Hl ou de normoxie (N) et traitées avec
la curcumine (100 mg/kg/jr, gavage), un inhibiteur pharmacologique de I’activation de HIF-1,
ou le véhicule (CMC-Na 0,1%). Sur ces souris, I'expression myocardique de HIF-1, les
marqueurs clés des mécanismes de I'HI et la taille d’infarctus suite a une ischémie-
reperfusion in vivo ont été mesurées.

La curcumine prévient I'aggravation de la taille d’infarctus, induite par I'HI. De plus, la
curcumine rétablit les augmentations de I'expression de HIF-1, de production d’anions
superoxydes, de I'expression de NF-kB, Grp78 et CHOP, induites par I'HI.

En conclusion, I'activation chronique de HIF-1 est essentielle pour les mécanismes
d’adaptations a I'HI, et pourrait représenter une potentielle cible thérapeutique pour
prévenir les dommages myocardiques chez les patients SAOS. Cependant il reste des
expérimentations complémentaires a réaliser pour ces mécanismes, ainsi que pour

I’activation sympathique et les altérations mitochondriales.

Exposure Ischemia Reperfusion

21 days 7 45 min 90 min Marqueur Méthodes
7/
wr N or IH +/- Curcumine 100 mg/kq Taille dinfarctus | Ischémie-reperfusionin vivo | 3.b

HIF-1 Immunohistochimie 3.e.iii
HIF-1 Infarct size Stress du RE Immunohistochimie 3.e.ii
Sympathetic activation " " —
Inflammation Inflammation Immunohistochimie 3.e.iii

Oxydative stress
yER stress Stress oxydant Coloration au DHE 3.e.i

Mitochondrial alterations

Figure 34 : Design expérimental et méthodologie de I'étude 3.
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a. Curcumine et taille de l'infarctus

L'HI augmente la taille d’infarctus dans le groupe traité au véhicule (54,1+3,4 vs. 45,4+4,0 %
dans les groupes HI et N, respectivement, figure 35), alors que le gavage avec la curcumine
durant I'exposition abolit 'augmentation des |lésions myocardiques induite par I’'HI (45,1+4,0

vs. 54,1+3,4 %, dans les groupes CurcHI et VehHl, respectivement, figure 35).

~ 80+
- N
<<
< ol " . HI
<
S Tt
> 404
=
z
< 204

0-

Veh Curc Veh Curc

AARILV AN/AAR

Figure 35 : La curcumine prévient 'laugmentation de la taille d’infarctus induite par I’hypoxie intermittente
(HI) chronique. Sur des souris wild-type (WT) traitées avec de la curcumine (Curc, 100 mg.kg‘l) ou le véhicule
(CMC-Na 0,1 %) et exposées a 21 jours d’HI ou de normoxie (N), la taille d’infarctus a été mesurée par
colorimétrie et planimétrie, suite a un protocole d’ischémie (45 min) et de reperfusion (90 min) in vivo. zone
nécrosée (AN), zone a risque (AAR), ventricule gauche (LV). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM
(n=9-11). **p<0.01 vs. le groupe N correspondant ; ¥1p<0.01 souris Curc vs. Veh.

b. Curcumine et mécanismes déléteres de I’HI

Chez les souris WT, I'HI augmente I'expression de HIF-1 (4,0+1,0 vs. 2,1440,45 %, dans les
groupes HI et N, respectivement, figure 36A), la production de stress oxydant (5,1+0,9 vs.
2,1+0,3 %, dans les groupes HI et N, respectivement, figure 36B), I'expression de NF-kB
(4,7+1,1 vs. 2,310,5 %, dans les groupes HI et N, respectivement, figure 36C), un marqueur
de l'inflammation, et I’expression de Grp78 et CHOP (Grp78 : 5,3+1,7 vs. 1,6+0,6 %, CHOP :
4,5+0,6 vs. 0,7t0,4 %, dans les groupes HI et N, respectivement, figure 36D-E), deux
marqueurs clés du stress du RE. Le traitement a la curcumine prévient I'augmentation de
HIF-1, la production d’anions superoxyde, I'augmentation de I'expression de NF-kB, de

Grp78 et CHOP (HIF-1:0,38£0,4 vs. 4,0£1,0 %, DHE : 1,3+0,3 vs. 5,1+0,9 %, NF-«B : 0,43+0,3
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vs. 4,7+1,1 %, Grp78 : 0,1+0,1 vs. 5,3+1,7 %, CHOP : 1,8+1,2 vs. 4,510,6 %, dans les groupes

CurcHI et VehHl, respectivement) (figure 36).
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Figure 36 : La curcumine prévient les augmentations de HIF-1 et des marqueurs du stress oxydant, du stress
du RE, et de I'inflammation, induites par I’hypoxie intermittente (HI) chronique. Sur coupes de cceur des
souris wild-type (WT) traitées ou pas avec de la curcumine (Curc, 100 mg.kg™) et exposées a 21 jours d’Hl ou
de normoxie (N), HIF-1 (A), NF-kB (C), Grp78 (D) et CHOP (E) ont été quantifié par immunohistochimie, ainsi
que la production d’anions superoxydes (B) par une coloration au DHE. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM (n=9-11). **p<0.01, ***p<0.001 vs. le groupe N correspondant ; ¥tp<0.01, +1+p<0.001 souris

Curc vs. WT.
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Figure 37 : Schéma de conclusion de I'étude 3 préliminaire illustrant le r6le de HIF-1 dans les mécanismes
d’adaptation déléteres induits par I’HI chronique et les effets d’un inhibiteur de I'activité de HIF-1, la

curcumine.
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DISCUSSION
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Les maladies cardiovasculaires restent la premiere cause mondiale de morbidité et
mortalité. Parmi elles, I'infarctus du myocarde (IM) dont I'incidence est souvent associée a
d‘autres pathologies, telles que le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS). Le
SAOS est d’ailleurs aujourd’hui considéré comme un facteur de risque indépendant de la
survenue d’un infarctus [4]. En effet, la présence de cette maladie peut altérer le
fonctionnement des cardiomyocytes, expliquant I'augmentation de la sévérité et du nombre
d’évenements cardiovasculaires chez les patients apnéiques [231]. Bien que ces derniéres
années, la connaissance de la physiopathologie du SAQOS s’est améliorée, les traitements,
visant les mécanismes principaux découverts jusqu’ici, n’ont pas montré d’amélioration de la
maladie. De plus, peu de ces traitements ont été testés dans le contexte de I'augmentation
de la susceptibilité du myocarde a [lischémie-reperfusion. Grace a des modeles
expérimentaux, mes travaux ont mis en évidence I'implication de nouveaux acteurs de la
réponse a I'hypoxie intermittente (HI), tels qu’un stress du réticulum endoplasmique (RE),
une perturbation de I'homéostasie calcique sans doute associée a une altération des
mitochondria-associated ER membranes (MAM), ainsi que des atteintes mitochondriales.
Surtout I'ensemble de ce travail souligne I'importance de [l'activation myocardique de
I’hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), comme conséquence délétére de I'HI, responsable de la

vulnérabilité accrue du myocarde a I'ischémie-reperfusion.
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1.Axe « HIF-1 - stress du RE » en HI chronique

a. Hl, stress du RE

En premier, notre intérét s’est porté sur le stress du RE. D’une part, le stress du RE est
impliqué dans de nombreuses pathologies associées au SAQS, telles que I'athérosclérose
[340], I'obésité ou le diabete [341]. D’autre part, comme I'HIl, le stress du RE a un role
ambivalent dans la réponse a I'lM. En effet, alors que 4h d’HI est cardioprotecteur en termes
de taille d’infarctus [232], I'exposition chronique d’animaux a I’'HI augmente la susceptibilité
du myocarde a l'ischémie-reperfusion [198, 233]. De la méme maniére, pour le stress du RE,
I'utilisation de nombreux modeéles génétiques a permis de mettre en évidence un role
cardioprotecteur du stress du RE dans la réponse a l'ischémie-reperfusion, a travers
I'activation de certaines protéines de la réponse UPR, telles que Grp78 [61], ATF6 [64] et
XBP1s [58]. A I'opposé, grace a I'activation pharmacologique du stress du RE, celui-ci a été
montré pour étre délétere en termes de taille d’infarctus [69].

Dans I’étude 1, nous montrons que 21 jours d’HI entrainent un stress du RE myocardique,
caractérisé par une augmentation de I'expression de Grp78, de la phosphorylation de PERK,
d’elF2a, de I'expression d’ATF4 et de CHOP, alors que les expressions d’ATF6 ou de XBP1s
n’étaient pas modifiées. Donc, I'HI induit un stress du RE délétere avec I'activation de la voie
pro-apoptotique PERK-ATF4-CHOP, au détriment de I'activation des voies de sauvetage du
RE comprenant les protéines ATF6 et XBP1s, permettant de réduire la synthése protéique,
ou d’activer celle responsable de la réparation ou de la dégradation des protéines mal-
conformées. Ceci est en accord avec deux précédentes études du laboratoire montrant un
stress du RE myocardique aprées une exposition de 14 jours a I’HI chez des souris [313] et 21
jours d’HI chez des rats [342], ainsi qu’avec la littérature, puisque assez récemment,
I'induction d’un stress du RE par I’HI a aussi été montré dans divers organes : le coeur [308,
309, 343], les vaisseaux [344], le cerveau [310-312, 345, 346], le foie [347], le tissus adipeux
[348], et le rein [349].

Donc, I’HI provoque un stress du RE myocardique.
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a. Hl, HIF-1, stress du RE

Par ailleurs, nous avons déja montré que I'HI est responsable d’une activation myocardique
chronique et persistante de HIF-1 [313]. Ce facteur de transcription est aussi délétére en
termes de taille de l'infarctus dans le contexte de I'HI chronique suivie d’une ischémie-
reperfusion. Par exemple, HIF-1, en se fixant sur le hypoxia response element (HRE) du géne
de I'endothéline 1 (ET-1), active I'expression de I'ET-1, qui elle-méme est responsable de
I’'augmentation de la taille d’infarctus induite par I'HI [198]. De plus, d’apres la littérature,
HIF-1 pourrait cibler des génes de réponse au stress du RE, notamment par sa fixation sur un
HRE de CHOP [317]. Ainsi, dans I'étude 1, nous avons étudié si HIF-1 était impliqué dans
I’activation du stress du RE en HI.

Chez les souris HIF—1a+/', excepté pour les expressions de Grp78 et ATF4, tous les autres
marqueurs du stress du RE ne sont plus surexprimés en réponse a I'HI (étude 1), traduisant
que I'HI provoque donc un stress du RE délétere dépendant de HIF-1 (figure 39A). La
protéine Grp78 est la protéine senseur et déclencheur du stress du RE. Pour autant,
I’augmentation ou la diminution de I'expression de cette protéine n’est pas forcément le
reflet de la présence ou I'absence du stress du RE, respectivement. En effet, il a été montré
gue l'inhibition du stress du RE par la surexpression de Grp78 protege le myocarde des
Iésions d’une ischémie-reperfusion [61, 350], et que I'activation d’un stress du RE délétere
est associée a une réduction de I'expression de la Grp78 [65]. Ainsi, le maintien de son
expression chez les souris HIF-1a* exposées a I'HI n’est pas en désaccord avec le réle de
HIF-1 dans I'induction du stress du RE. Par ailleurs, comme pour les autres marqueurs de la
voie PERK-ATF4-CHOP, nous nous attendions a une diminution de I'expression d’ATF4 chez
les souris HIF-1a™" soumises a I'HI. Cependant, la régulation d’ATF4 en hypoxie peut
impliquer d’autres voies de signalisation que le stress du RE. En effet, la protéine p300 est
capable d’inhiber la dégradation d’ATF4 [351], or l'activation de cette protéine est
augmentée en HI [293], suggérant que la dégradation d’ATF4 pourrait étre inhibée par p300

en HI, expliquant ainsi les résultats obtenus chez les souris HIF-1a*".

Donc, HIF-1 est impliqué dans I'induction du stress du RE myocardique par I’HI (figure

39A).
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b. Hl, HIF-1, stress du RE, taille de I’infarctus

Dans I'étude 1, la délétion partielle de HIF-1a abolit I'augmentation de la taille d’infarctus
induite par I'HI, reflétant le role délétere de HIF-1 dans I'augmentation de la taille d’infarctus
(étude 1) (figure 39). Nous avons déja montré que l'inhibition du stress du RE par le
traitement au TUDCA pendant I'exposition abolit I'augmentation de la taille d’infarctus
induite par I’HI [313]. Ceci met en évidence que le stress du RE généré lors de I'HI participe a
I'augmentation de la taille de linfarctus apres I'ischémie-reperfusion, chez les animaux
hypoxiques. Dans le contexte de I'HI, I'effet délétere du stress du RE a aussi été montré dans
le cceur, avec d’autres traitements pharmacologique [308, 309, 343] ou avec |'exercice
physique [342], puisque ces thérapeutiques ont montré que parallelement a la diminution
des lésions cellulaires suite a l'ischémie-reperfusion, |'expression des marqueurs pro-
apoptotique de I'UPR était aussi réduite. En revanche, notre étude est la premiéere a utiliser

un inhibiteur direct du stress du RE [313].

Donc, I’HI induit une activation de HIF-1, responsable du stress du RE, et consécutivement

de la susceptibilité accrue du myocarde a I'ischémie-reperfusion (figure 39A).

c. SAOS, HIF-1, stress du RE

L'activation de I'axe « HIF-1-stress du RE » a été confirmé sur un petit échantillon de biopsies
d’appendice auriculaire droit de patients atteints d’apnées du sommeil et de maladies
coronaires. En effet, chez les patients apnéiques, une augmentation de I'expression de HIF-
la et de CHOP, et une tendance a I'augmentation de |'expression de Grp78 sont observées
au niveau myocardique (étude 1). De plus, nous avons montré qu’indépendamment des
facteurs confondants, I'activation de HIF-1 est corrélée positivement a I'index d’apnées-
hypopnées (IAH), suggérant I'implication majeure de ce facteur de transcription dans cette
pathologie. Ces résultats sont en accord avec un récent article de Lu et al, montrant une
augmentation de I'expression de HIF-1a sérique chez les patients atteins d’un SAOS sévere

par rapport au groupe contréle ou SAOS modéré, ainsi qu’une corrélation entre I'expression
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de HIF-1 et I'lAH [301].

Donc, I'activation myocardique de HIF-1 est aussi présente chez les patients apnéiques

atteints de maladie coronaire.

D’un point de vue thérapeutique, en ce qui concerne le stress du RE, certains inhibiteurs
comme le TUDCA ont été testés chez I’homme dans le cadre de pathologies hépatiques [352]
et ophtalmiques [353]. Méme si cet inhibiteur semble bien toléré, il n’a encore pas été utilisé
en clinique dans le cadre de I'ischémie-reperfusion seule [56]. Néanmoins, pour mon travail
de these, nous avons plutét choisi d’améliorer la compréhension du réle délétere de HIF-1
dans les mécanismes induits par I'HI et ce, afin d’éventuellement proposer de nouvelles

cibles thérapeutiques.

2.Role de HIF-1 dans l'altération des MAM et de

I’homéostasie calcique induite par I’HI chronique

a. HI, MAM, homéostasie calcique

Le stress du RE est connu pour étre activé par une altération de I’homéostasie calcique [40].
Les MAM sont un lieu d’échanges calciques de haute intensité entre le RE et la
mitochondrie. De ce fait, I'état du RE régule ces points de contact. Par exemple, lors de la
phase précoce du stress du RE, les points de contacts RE-mitochondries sont renforcés [74].
De plus, les MAM ont récemment été montrés comme impliqués dans la réponse a
I'ischémie-reperfusion [95, 97]. L'HI induisant un stress du RE délétére, responsable de
I’augmentation de la taille d’infarctus, nous nous sommes intéressés a l'intégrité des MAM
en HI. Pour cela, comme décrit dans d’autres études, nous avons enregistré les flux calciques
entre le RE, la mitochondrie et le cytosol, apres une stimulation a I’histamine [89, 95].

Deux-cent-cinquante secondes apres la vidange du RE, I'HI induit une rapide accumulation

calcique dans le RE et le cytosol par rapport a la condition normoxique, témoignant d’une
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altération de I’homéostasie calcique probablement a I'origine du stress du RE [40]. Par
conséquent, ceci est susceptible d’expliquer I'augmentation de la taille d’infarctus, induite
par I'HI. En revanche, bien qu’une surcharge de calcium mitochondrial aurait pu aisément
expliquer la susceptibilité du myocarde a I'ischémie-reperfusion [354], nous ne |'avons pas

observé apres l'incubation de I’histamine.

Afin de mieux comprendre les altérations des échanges inter-organites, nous avons évalué
I'intégrité des MAM et |'expression de régulateurs majeurs de ’lhoméostasie calcique.

Un des complexes des MAM connu pour réguler les échanges calciques est composé du
canal IP3R1 de la membrane du réticulum endoplasmique, du canal VDAC1 de la membrane
externe de la mitochondrie, et de la protéine cytosolique Grp75, reliant la protéine VDAC1 et
IP3R1 [77]. Récemment, la protéine mitochondriale CypD a été montrée comme
appartenant a ce complexe [95]. Dans I'étude 1, I’'HI augmente les interactions entre
Grp75/IP3R1 et Grp75/VDACL, signifiant que la protéine cytosolique est proche de ses
partenaires directs. Cependant, I'HI diminue les interactions entre IP3R1/VDAC1 et
Grp75/CypD, reflétant un éloignement entre le RE et la mitochondrie.

En effet, nous avons observé une diminution de I'expression de la Grp75, la protéine pont
entre le RE et la mitochondrie, ce qui peut expliquer la perte d’intégrité des MAM. De plus, il
a été montré, dans le vieillissement cardiaque et |'hypertrophie cardiaque, qu’un
éloignement du RE et de la mitochondrie est a I'origine d’altérations du métabolisme
mitochondrial et de ’homéostasie calcique, mettant en évidence I'importance de I'intégrité

des MAM [355, 356].

Les expressions de VDAC1 et IP3R1 sont quant a elles, augmentées en HIl. Nous pouvons
donc penser que ces augmentations de |'expression des autres acteurs des MAM en HI
seraient potentiellement une compensation pour rétablir les points de contacts RE-
mitochondrie, essentiels au fonctionnement cardiaque.

Par ailleurs, la diminution des interactions entre Grp75 et CypD témoigne d’une absence de
la CypD dans les MAM [95], ce qui participe probablement a I'absence de modification du

calcium au niveau de la mitochondrie en HI.
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Donc, ’HI entraine une perturbation des flux calciques inter-organites et une altération

des MAM, susceptible d’expliquer ’laugmentation de la taille d‘infarctus.

A l'interface des MAM et des acteurs classiques de I’'homéostasie calcique, on trouve la
CypD. De la méme maniere que pour les autres composants des MAM, |I'expression de CypD
est augmentée aprés 21 jours d’HI (étude 1). Cette protéine étant aussi connue pour son réle
dans la réponse a I'ischémie-reperfusion, en induisant I'ouverture du PTPm, ce résultat peut
a lui seul expliquer I'augmentation de la mort cellulaire apres une ischémie-reperfusion [31].
Cette hypothese est en accord avec la diminution la capacité de rétention calcique (CRC) des
mitochondries induite par I’HI, qui est accentuée en présence de la CsA (inhibiteur de la

CypD), reflétant une augmentation de la sensibilité au calcium du PTPm (étude 1).

En ce qui concerne les autres acteurs de I'homéostasie calcique, I'HI augmente la
phosphorylation du phospholamban et I'expression de SERCA (étude 1). Ces deux
modifications traduisent une activité accrue de la pompe SERCA, pouvant expliquer la
surcharge du RE en calcium, suite a sa vidange, dans les cardiomyocytes isolés de souris
soumises a I'HI. L’expression du NCX1 est aussi augmentée en Hl (étude 1), ce qui avait déja
été observée chez des souris exposées 8 sem a I’HI [239]. Or, la surexpression de NCX1 est
délétére pour le myocarde [357]. Ainsi, un fonctionnement inverse du NCX1 [357] pourrait
participer a la surcharge calcique cytosolique apres la vidange du RE. De plus, I’'expression du
MCU, permettant le transfert de calcium de I'espace inter-membranaire vers la matrice
mitochondriale, n’est pas modifiée par I'Hl. Ceci est en accord avec l|'absence de

modification du calcium au niveau de la mitochondrie.

Donc, I’HI engendre une perturbation des flux calciques inter-organites, des MAM, et des

autres acteurs majeurs de ’lhoméostasie calcique, susceptible d’expliquer la vulnérabilité

myocardique a l'ischémie-reperfusion.
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b. HI, HIF-1, MAM, homéostasie calcique

Pour ce qui est de HIF-1, la délétion partielle de |la sous-unité a abolit la plupart des effets de
I"'HI sur les flux calciques et l'intégrité des MAM (figure 39B). Le role de HIF-1 dans la
régulation de ’lhoméostasie calcique est encore peu étudié. Néanmoins, de récents articles
montrent qu’en hypoxie, Grp75 interagit avec HIF-1la pour induire la localisation du
complexe a la membrane mitochondriale externe, ce qui entrainerait la coupure de VDAC1
puis son activation [358]. Le lien entre HIF-1 et la forme tronquée de VDAC1 a d’ailleurs déja
été montré dans le contexte de cellules cancéreuses résistantes a I'apoptose [315]. En
revanche, notre étude serait la premiere a mettre en évidence un lien entre HIF-1 et les

expressions de IP3R1 et CypD.

A propos des autres acteurs de 'homéostasie calcique, bien que HIF-1 ait déja été montré
pour réguler la transcription du gene codant pour SERCA [316], dans notre contexte d’HI,
cela ne semble pas étre le cas, puisque la surexpression de SERCA est aussi présente chez les
souris HIF-1a™" hypoxiques. Par contre, la délétion partielle de HIF-1a abolit les effets de I'HI
sur la phosphorylation du phospholamban et sur I'expression de NCX1. Ceci est en accord
avec la littérature puisque la stabilisation de HIF-1a augmente la phosphorylation du
phospholamban [359] et que HIF-1 peut se fixer sur le HRE dans le promoteur du géne

codant pour NCX1 [314, 360].

Donc, I’HI induit une activation de HIF-1, contribuant a la perte d’intégrité des MAM,
associée a des perturbations des flux calciques inter-organites et de I'expression des
acteurs majeurs de I’homéostasie calcique. Ceci peut expliquer le réle de HIF-1 dans
'induction du stress du RE par I'HI et par conséquent dans l'augmentation de la

susceptibilité du myocarde a I'ischémie-reperfusion (figure 39A-B).

Il convient de préciser que nous avons mesuré des modifications relatives des charges de
calcium intra-organites (assez tardivement aprés lincubation de [’histamine). Nous
pourrions par la suite utiliser des sondes ratiométriques, a minima, pour attester d’'une

surcharge calcique intra-cytosolique qui pourrait expliquer les atteints myocardiques
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induites par I'HI chronique.

Pour continuer a comprendre I'implication de HIF-1 dans les conséquences de I'HI, nous
avons continué a étudier les conséquences de son activation et ce, au niveau de la

mitochondrie.

3.Role de HIF-1 dans la dysfonction mitochondriale

et la mitophagie induites par I’HI chronique

a. HI, fonction mitochondriale

lllustré notamment a travers les MAM, un lien étroit existe entre le RE et la mitochondrie,
donc l'altération du fonctionnement de I'un, a des conséquences sur le fonctionnement de
I'autre. De ce fait apres avoir étudié le stress du RE, nous nous sommes intéressé a la
mitochondrie. L’étude 2 révele que I’HI diminue la respiration mitochondriale a travers tous
les complexes. Une seule étude a aussi montré une diminution de la consommation en
oxygene dans le cerveau aprés 14 jours d’HI [319]. Pourtant, I'hypoxie est bien connue pour
réduire la respiration mitochondriale, et ainsi adapter le fonctionnement de la chaine
respiratoire a la diminution d’0, [361].

Ensuite, I’HI diminue la production myocardique d’ERO mitochondriales lorsque le complexe
Il est alimenté en substrat. Cette différence est abolit par I'ajout de roténone (un inhibiteur
du complexe 1), suggérant que I'HI altére le flux reverse des électrons vers le complexe I. En
effet, au cours de l'activité de la chaine respiratoire, la production d’anions O, a lieu
essentiellement au niveau du complexe |, via le flux reverse des électrons et au niveau du
complexe Il [101, 102]. Ces diminutions de respiration et production d’ERO mitochondriales
sont en accord avec un ralentissement du fonctionnement de la mitochondrie, observé lors
de la mesure du potentiel de membrane. En effet, lors de cette expérience, apres I'ajout

d’ADP, le temps de retour au potentiel de membrane est plus long en HI qu’en normoxie.
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Donc, I’HI diminue la respiration et la production d’ERO mitochondriales.

b. HIl, HIF-1, fonction mitochondriale

Chez les souris HIF-1a+/', la respiration et la production d’ERO mitochondriales ne sont pas
modifiées par I'HI (étude 2). En hypoxie continue, Zhang et al. ont en effet démontré que les
diminutions de respiration et de production d’ERO mitochondriales étaient dépendantes de
HIF-1 [145, 330]. Ainsi, HIF-1 serait aussi impliquée dans la réduction de la respiration et la

production d‘ERO mitochondriales en HI (figure 39C).

Donc, HIF-1 est impliqué dans la diminution de respiration et production d’ERO

mitochondriales induite par I’HI (figure 39C).

En revanche, il apparait intéressant de discuter ces résultats, car I’HI est bien connue pour
produire des ERO [320, 362, 363]. D’ailleurs, dans le myocarde, nous avons observé une
augmentation la production d’ERO tissulaire en HI, uniqguement chez les souris WT (figure
39). De plus, une étude avec un modele semblable d’HI (1,5 % pendant 15 s puis 21 %
pendant 5 min) a mis en évidence une augmentation de la production d’ERO mitochondriale
dans le cerveau, chez des rats exposés 10 jours a I’'HI [318]. Néanmoins, il a été suggéré
gu’une réduction de production d’ERO mitochondriale est nécessaire en hypoxie continue
guand celle-ci est prolongée dans le temps, afin de permettre la survie cellulaire [145]. Ainsi
notre stimulus étant plus long que I'étude précédente, la diminution de production d’ERO
mitochondriale pourrait étre une adaptation a la chronicité de I'HI, pour réduire le stress
oxydant tissulaire. Par ailleurs, la production d’ERO peut provenir du cytosol, produite par
exemple, par la NADPH oxydase, dont I'expression myocardique est augmentée en HI [190,
265]. De plus, les défenses antioxydantes sont diminuées en HI [190, 364], ce qui peut

aggraver le stress oxydant.
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Figure 38 : HIF-1 est impliqué dans I'augmentation du stress oxydant induite par I’hypoxie intermittente (HI)
chronique. Sur des coupes de coeur de souris wild-type (WT) ou HIF-1a™ exposées a 21 jours d’Hl ou de
normoxie (N), la production d’anions superoxydes (B) a été évaluée par une coloration au DHE. Les valeurs
sont exprimées en moyenne par rapport au groupe WTN, + SEM (n=7-8). *p<0.05 vs. N.

c. Hl, biogénése et dynamique

Les mitochondries sont dotées d’une dynamique et d’un renouvellement mitochondrial,
susceptible d’expliquer les modifications de la fonction mitochondriale [105, 107]. La
biogénese mitochondriale, dont I'évaluation a été réalisée a travers le marqueur clé PCG1-a
[365], ne semble pas étre altérée par I’HI (étude 2).

Pour ce qui est de la dynamique [109], I'acteur majeur de la fusion, a savoir OPA1 n’est pas
modifié en HI, mais I'HI diminue I'expression de la Mfn2, suggérant peut étre que I'HI limite
la fusion mitochondriale (étude 2). La fusion mitochondriale sert a améliorer la synthese
d’ATP et a diminuer la production d’ERO. Il est aussi intéressant de noter que comme décrit
en introduction, la Mfn2 a aussi un role dans les MAM [79]. Dans I’étude 1, nous avons vu
que I'Hl induit une perte d’intégrité des MAM. Ainsi la diminution de Mfn2 induite par I'HI
pourrait aussi expliquer |'altération des MAM.

En revanche, I’'HI tend a augmenter I'expression de Drp1 (étude 2), la protéine principale de
la fission mitochondriale, qui pour mémoire permet de créer deux petites mitochondries a
partir d’'une, dont l'une est fonctionnelle, et I'autre, endommagée, est facilement
dégradable par mitophagie [109]. En accord avec un récent article, I'exposition de 6 sem a
I’'HI chez le rat a montré une augmentation de la fission et une diminution de la fusion au

niveau du myocarde, caractérisées par une augmentation du nombre de mitochondries
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fragmentées, une diminution de I'expression de Mfn2 et une augmentation de Drpl [366].
Cette altération de la dynamique mitochondriale contribuerait a une augmentation de la
mort cellulaire, et consécutivement a un dysfonctionnement cardiaque [366]. Nous pouvons
donc penser que les modifications de la dynamique pourraient contribuer a expliquer la
dysfonction mitochondriale et la susceptibilité du myocarde a I'ischémie-reperfusion. En
revanche, les modifications observées ne sont pas aussi soutenues que celles observées dans
I’étude de Han et al.. Notre exposition n’est peut-étre pas assez longue pour visualiser des
modifications significatives de la dynamique mitochondriale. Dans les cardiomyocytes
adultes, une double délétion cardiaque de Mfn1l et Mfn2 induit les premieres modifications
de la dynamique au bout de 16 jours [367], or notre stimulus étant moins délétére qu’une
modification génétique, I'adaptation du cycle fusion/fission pourrait prendre plus de 21 jours
en HI. A I'avenir, nous pourrions aussi nous intéresser a d’autres protéines de la fission,

comme la protéine Fis1 ou I'état de phosphorylation de la protéine Drp1.

Donc, I’HI pourrait altérer la dynamique mitochondriale.

d. Hl, HIF-1, dynamique

Méme s’il est difficile de conclure précisément sur I’effet de I’HI dans la dynamique, chez les
souris HIF-1a+/’, I'HI n’a pas d’effet. Cela suggere que si I'étude de la dynamique est
approfondie, HIF-1 pourrait étre important pour ces adaptations a I'HI (figure 39C). Cette
hypothése est confortée par la mise en évidence que HIF-1 est responsable d’une
augmentation de la fission mitochondriale en induisant la phosphorylation de Drpl, dans
différents modeles d’activation de HIF-1 (hypoxie continue, exposition au chlorure de cobalt
ou monocrotaline) [368]. En revanche, la relation entre HIF-1 et Mfn2 n’a pas encore été

étudiée.

Donc, HIF-1 pourrait étre impliqué dans les altérations éventuelles de la dynamique

mitochondriale, induites par I’HI (figure 39C).
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e. Hl, mitophagie

Dans la continuité nous avons évalué, quelques marqueurs de |'autophagie, qui est un
mécanisme complexe, mettant en jeu de nombreuses protéines [369]. Dans notre étude,
nous nous sommes intéressés aux protéines de |'autophagie, contribuant a l'induction de la
mitophagie, une autophagie spécifique de la mitochondrie, telles que Beclinl (une protéine
initiatrice de I'autophagie), p62 (un marqueur du flux autophagique) et la conversion de LC3I
en LC3Il (un marqueur de la formation des autophagosomes). Ainsi, I’'HI diminue I’expression
de p62, alors que I'expression de Beclinl et la conversion de LC3I en LC3Il ne sont pas
modifiées (étude 2). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que lors d’une hypoxie simulée
(cobalt sur des myotubes C2C12), la diminution de p62 apparait plus précocement que
I’'augmentation de la conversion LC3I en LC3I1l dans I'activation de I'autophagie [370]. Pour ce
qui est de la mitophagie, 'HI augmente les expressions de Bnip3 et Parkin. Alors que Bnip3 a
d’abord été découvert pour induire la mort cellulaire, il a été récemment mis en évidence
qgue Bnip3 active la mitophagie, en interagissant avec LC3 [371]. De plus, cette mitophagie
médiée par Bnip3 a été montré pour induire une diminution de respiration et de production
d’ERO mitochondriales en hypoxie continue [145], suggérant que la mitophagie permettrait
d’adapter la fonction mitochondriale a I’HI. Par ailleurs, la protéine majeure dans I'induction
de la mitophagie est Parkin. Quelques travaux rapportent un lien étroit entre Bnip3 et Parkin
pour induire la mitophagie, avec I'implication essentielle ou facultative de Pink1 [372, 373].
Un article montre aussi que l'induction par Bnip3 de la mitophagie est dépendante de la
présence d’une fission médiée par Drpl et du recrutement de Parkin [147]. Ainsi, il pourrait
étre intéressant de déterminer I'implication de Pink1 ou Drpl dans la mitophagie médiée par
Bnip3 et Parkin en HI, via la quantification de I'expression de Pinkl ou l'utilisation d’un

traitement inhibiteur de Drp1, la mdivil.

Donc, 'HI induit une mitophagie médiée par Bnip3 et Parkin, susceptible d’expliquer la

dysfonction mitochondriale.
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f. HI, HIF-1, mitophagie

Par ailleurs, en hypoxie continue chronique, Zhang et al. ont démontré que HIF-1 induisait
une mitophagie dépendante de Bnip3 [145]. D’ailleurs, chez les souris HIF—1a+/, I'HI n’altere
pas I'expression des protéines de I'autophagie et de la mitophagie (étude 3)(figure 39C).
Alors que la régulation de p62 et Parkin par HIF-1 est peu étudiée, celle de Bnip3 est bien
connue. En effet, la présence d’'un HRE dans le promoteur du gene de Bnip3 signifie que
Bnip3 est une cible transcriptionelle directe de HIF-1 [144]. De ce fait, en HI, HIF-1 pourrait
activer directement la mitophagie par son activité transcriptionnelle sur Bnip3, afin
d’adapter la fonction mitochondriale a I'HI.

De plus, la fonction mitochondriale est bien connue pour étre impliquée dans la réponse a
I'ischémie-reperfusion, ne serait-ce qu’a travers I'ouverture du PTPm. Détaillé auparavant,
I’étude 2 révele que I'HI induit une augmentation de la sensibilité au calcium du PTPm,
dépendante de HIF-1. Ainsi, la dysfonction mitochondriale est susceptible d’expliquer

I’augmentation des Iésions cellulaires suite a une ischémie-reperfusion, induite par I'HI.

Donc, HIF-1 est impliqué dans lI'induction de la mitophagie, susceptible d’expliquer la
dysfonction mitochondriale et lIaugmentation de la susceptibilité du myocarde a

I'ischémie-reperfusion (figure 39C).

Ainsi, I'étude de la dynamique et du renouvellement mitochondrial nécessite d’étre
approfondie, afin d’apporter des informations plus précise sur I'implication de HIF-1 dans les
altérations mitochondriale induites par I'HI. Notamment, la microscopie électronique a
transmission pourrait permettre de déterminer si le nombre de mitochondrie est diminué en

HI par la mitophagie, ou la proportion de grosses ou petites mitochondries.
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4.HI chronique et altérations mitochondriales,

effets protecteurs de la metformine

a. HI, AMPK

Afin d’expliquer la diminution de la respiration et la production d’ERO mitochondriales, nous
nous avons mesuré I'expression et a I'activité des complexes de la chaine respiratoire. De
fagon intrigante, alors que I'expression des complexes n’est pas atteinte pas I'Hl, I'activité
des complexes | et Il est augmentée. Par ailleurs, le potentiel de membrane n’est pas altéré
par I'HI, suggérant un bon couplage de la phosphorylation oxydative et de la chaine de
transport d’électrons. Nous avons donc pensé que l'augmentation de l'activité des
complexes | et Il pourrait étre une compensation afin de maintenir la production d’ATP. En
particulier, la contractilité cardiaque est permise grace a une capacité importante du
cardiomyocyte a réguler le statut énergétique cellulaire, afin d’adapter I'apport en substrats
en fonction de la demande. Ainsi, nous nous sommes intéressés a I’AMPK, connue pour
détecter un stress énergétique, et induire une réponse métabolique capable de maintenir un
niveau d'énergie nécessaire pour le fonctionnement cellulaire [374]. De plus,
indépendamment d’une exposition a I’hypoxie, I’AMPK est aussi impliqué dans la réponse a
I'ischémie-reperfusion, en préservant I'équilibre métabolique en ischémie et l'intégrité
mitochondriale a la reperfusion [374].

Ainsi, nous avons évalué le niveau d’activation myocardique de ’AMPK en HI. L’HI induit une
diminution de la phosphorylation de 'AMPK et tend a diminuer la phosphorylation d’ACC,
une des protéines cible de 'AMPK (étude 2). Ce résultat est en accord avec une étude
récente, qui a mis en évidence que I'HI diminue la phosphorylation de I’AMPK myocardique,
chez des rats exposés 8 sem a I'HI [375]. Ces modifications sont abolies par la délétion de
HIF-1 (étude 2)(figure 39C). Ainsi, I'HI réduit I'activité myocardique de I'AMPK sous le
contrdle de HIF-1, alors que I'on sait qu’en hypoxique, HIF-1 oriente les cellules vers un
métabolisme glycolytique [282]. Ces résultats attestent d’un stress énergétique myocardique
induit par I’HI chronique. Cette réduction d’activation de ’AMPK, a elle seule, est susceptible

d’expliqguer la mauvaise récupération a lischémie-reperfusion, puisque ['utilisation de
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modele animaux génétiguement modifiés a montré les effets cardioprotecteurs de

I’activation de I’AMPK [376-378].

Donc, I’HI diminue I'activation myocardique de 'AMPK.

b. HI, metformine, taille de I'infarctus

Ces résultats nous ont donc amenés a traiter les animaux a la metformine (un activateur de
I’AMPK) pendant I'exposition a I’HI ou la normoxie. Nous avons observé que la metformine
abolit 'augmentation de la mort cellulaire suite a I'ischémie-reperfusion chez les animaux
exposés a I'HI seulement (étude 2) (figure 39D). La metformine étant un antidiabétique, c’est
avec des modeles animaux diabétiques qu’elle a été testée en chronique pour son effet
potentiellement cardioprotecteur. De ce fait, seulement deux études suggérent une
réduction de la taille d’infarctus par le traitement chronique de 2 et 4 sem de la metformine
(300mg/kg) chez le rat [379, 380]. En revanche, notre résultat est spécifique de I'HI, puisque
la metformine n’a pas d’effet chez les animaux normoxiques. Ceci n’est pas en désaccord
avec les résultats cardioprotecteurs controversés de la metformine. Mais cela pourrait aussi
s’expliquer par le fait qu’afin de s’affranchir d’'un effet aigu de la metformine, nos souris

n’ont pas été traitées le jour des expérimentations.

Donc, la metformine prévient I'augmentation de la vulnérabilité du myocarde a I'ischméie-

reperfusion, induite par I’HI (figure 39D).

c. Hl, metformine, dynamique et mitophagie

En ce qui concerne la dynamique mitochondriale, la metformine prévient les modifications
d’expression de Mfn2 et Drp1, induites par I’HI (étude 2) (figure 39D). Dans des fibroblastes
foetaux humains, il a été observé que la metformine rétablit la fusion, en empéchant la
diminution de Mfn2 et OPA1 [381]. La metformine a aussi été montré pour inhiber la fission

médié par Drpl chez des souris diabétiques [382, 383]. Ainsi, I'approfondissement de I'étude
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de la dynamique en HI pourrait confirmer I'effet de la metformine sur celle-ci, dont la
littérature se résume aux trois études citées précédemment.

Ensuite, la metformine abolit la diminution de p62 et les augmentations de I'expression de
Bnip3 et de Parkin induites par I'HI (étude 2), signifiant que la metformine prévient
I'induction de la mitophagie en HI (figure 39D). Généralement, I'activation d’AMPK est
associée a une autophagie bénéfique. En effet, Xie et al., ont montré que |'activation de
I’AMPK par I'AICAR, induit une autophagie responsable d’une réduction de la mort cellulaire,
dans des cellules H9C2 exposées a 5 jours d’HI [375]. De plus, en hypoxie continue couplée a
une restriction en acides aminés, I’AMPK induit la dégradation de Bnip3 par autophagie, en
inhibant mTORC1 et en activant la phosphorylation de ULK1 [384]. De ce fait, en activant
I’AMPK, la metformine pourrait induire une autophagie bénéfique pour le myocarde,

empéchant ainsi I'induction de la mitophagie médiée par Bnip3 et Parkin en I’'HI chronique.

Donc, la metformine prévient la mitophagie et consécutivement la susceptibilité du

myocarde a I'ischémie-reperfusion, induites par I’HI (figure 39D).

Etant donné que cette étude sur 'AMPK est préliminaire, il convient d’énoncer quelques
perspectives a ce travail.

La metformine active I’AMPK, de maniére indirecte, en inhibant le complexe | mitochondrial
[385, 386], ce qui suggere que la metformine pourrait aussi prévenir la dysfonction
mitochondriale et 'augmentation de I'activité du complexe |, induites par I'HI. De ce fait,
I'effet de la metformine sur la fonction mitochondriale en HI sera étudié.

De plus, la metformine étant un activateur indirect de I'’AMPK, son action sur la
phosphorylation de 'AMPK et ses cibles, telles qu’ACC, ULK1, mTOR est a évaluer. Pour
contrbler le role de la metformine, en tant qu’inhibiteur spécifique de I’AMPK cardiaque,
nous pourrons vérifier I'absence de son effet chez des souris exposées a I'HI avec une
délétion myocardique de I'isoforme AMPKa2 (isoforme spécifique cardiaque).

Cette étude sur 'AMPK a permis d’explorer une nouvelle cible thérapeutique, ainsi nous
pourrions réaliser une étude rétrospective pour évaluer l'incidence et la fréquence des
infarctus du myocarde chez des patients apnéiques traités ou non avec la metformine. Par
ailleurs, en conditions hypoxiques, la metformine a été montré pour diminuer |'activation de

HIF-1 [387-393]. De ce fait, 'AMPK et HIF-1 pourrait étre intimement liés en HI, et la
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metformine pourrait agir sur l'activation de HIF-1, ce qui pourrait expliquer les effets

cardioprotecteurs en termes de taille d’infarctus de la metformine.

5.Role pivot de HIF-1 dans la susceptibilité
myocardique a l'ischémie-reperfusion, induite

par I’HI chronique

a. Mécanismes de I’HI

A travers ces travaux de theése, nous avons confirmé que I'HI chronique pendant 21 jours est
délétere pour la réponse a l'ischémie-reperfusion. Ceci avait déja été démontré chez des
rongeurs, apres une exposition a I’'Hl de 7 jours [394], 12 jours [395], 14 jours [190, 198, 265,
313, 394], 21 jours [342] et 5 sem [233]. Pour rappel, les mécanismes induits par le SAOS
et/ou I'HI sont I'activation sympathique, le stress oxydant et I'inflammation. Les études 1 et
2 ont permis de mettre en évidence de nouveaux mécanismes, susceptibles d’expliquer
I’augmentation de la vulnérabilité cardiaque, a savoir le stress du RE éventuellement causé
par une perturbation des MAM et de I'homéostasie calcique, ainsi que les altérations
mitochondriales.

Alors qu’une précédente étude du laboratoire montrait que I’HI induit une activation de HIF-
1, impliquée dans la susceptibilité accrue du myocarde [198]. Ces travaux ont permis de
mettre en évidence son réle essentiel dans les deux nouveaux mécanismes sus-cités et dans
I'augmentation de la taille d’infarctus, induits par I’HI chronique. Jusqu’ici, I'activation de
HIF-1 a surtout été décrit comme une conséquence du stress oxydant généré par I'HI [363]
et en relation étroite avec I'activation sympathique [307] ou lI'inflammation vasculaire [258]
induits par I'HI. Pourtant, I'inhibition partielle génétique de HIF-1a dans les études 1 et 2
suggere que HIF-1 est aussi impliqué dans l'induction du stress du RE et des altérations

mitochondriale consécutifs a I’HI.

156



De ce fait dans I’étude 3, nous avons décidé d’inhiber HIF-1 avec un outil pharmacologique,
afin d’une part d’appuyer I'importance de son activation dans les conséquences du SAOS
et/ou de I'HI, et d’autre part, d’observer si son inhibition pharmacologique pouvait améliorer
la réponse a l'ischémie-reperfusion. Pour cela, nous avons choisi un inhibiteur de I'activation
nucléaire de HIF-1, la curcumine qui est connue pour induire la dégradation protéosomale
de HIF-1B [396]. Comme pour la metformine, afin de s’affranchir d’'un effet éventuellement
bénéfique aigu de la curcumine, les souris n’ont pas été traitées avant d’étre soumises aux

expérimentations.

b. HI, curcumine, HIF-1

Tout d’abord, la curcumine prévient I'augmentation de |’expression myocardique de HIF-1q,
induite par I'HI (étude 3)(figure 39E). En effet, la curcumine a été montré pour réduire
I’expression de HIF-1 dans plusieurs modeles de cancer, mais aussi dans d’autres pathologies
chroniques comme la fibrose hépatique et I'obésité [331-339]. En revanche, cette étude est
la premiére a montrer I'effet de la curcumine sur I'expression de HIF-1 dans le myocarde.
Ensuite, dans I'étude 4, nous montrons que l'inhibition pharmacologique de HIF-1 abolit le
stress oxydant et I'inflammation, induits par I'HI (figure 39E). Indépendamment de I'HI, la
curcumine est bien connue pour son activité antioxydante et anti-inflammatoire [397].

De plus, le traitement a la curcumine empéche I'augmentation de I’expression des protéines
clés du stress du RE induite par I'HI (étude 3)(figure 39E). Ceci est en accord avec l'inhibition
d’un stress du RE-pro-apoptotique par la curcumine, démontrée dans le cas d’une
myocardite aigue [398].

Des expériences complémentaires telles que I'analyse de la variabilité de la fréquence
cardiaque (pour l'activation sympathique) ou I’évaluation de la fonction mitochondriale
restent a réaliser pour terminer cette étude. Néanmoins, dans la littérature, il a été montré
gue la curcumine diminue I'activité sympathique dans un modéle de rats obéses [399]. De la
méme facon, plusieurs études ont mis en évidence que la curcumine rétablit le
fonctionnement mitochondrial, notamment dans un modele d’ischémie-reperfusion [400].
Enfin, la curcumine est aussi capable d’activer I’AMPK dans les pathologies chroniques, telle

qgue le cancer, le diabéte ou I'athérosclérose [401].
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Donc, linhibition de l'activation de HIF-1 pourrait prévenir toutes les conséquences

déléteres de I'HI (figure 39E).

a. Hl, curcumine, taille de l'infarctus

D’ailleurs, le traitement par la curcumine pendant I'exposition abolit 'augmentation de la
taille d’infarctus induite par I'HI seulement (étude 3)(figure 39E). Ceci est en accord avec
I'effet bénéfique de la curcumine sur les Iésions cérébrales induite par I'HI [402] et aussi sur

les effets cardioprotecteurs de la curcumine vis-a-vis de I'ischémie-reperfusion seule [403].

Donc, cette étude suggére que la curcumine pourrait étre en mesure de prévenir
I’ensemble des mécanismes de I’HI, en prévenant I’activation myocardique de HIF-1,
responsable de I'augmentation de la vulnérabilité du myocarde a I'ischémie-reperfusion

(figure 39E).

Ce traitement pharmacologique avec la curcumine présente cependant des limites, puisque
comme évoqué précédemment la curcumine n’est pas un inhibiteur spécifique de HIF-1.

De par sa formulation chimique, la curcumine est un antioxydant. De plus, la curcumine, en
déstabilisant HIF-1B, peut empécher la régulation de la transcription des genes dépendant
de HIF-1, mais aussi de HIF-2 ou HIF-3. Au laboratoire, une étude paralléle a été mise en
place afin de trouver des analogues de la curcumine plus spécifique de la modulation de HIF-
1, qui seront d’abord testés sur un modéle de mort cellulaire, puis sur des cellules exposées
a I'HI, et enfin chez des rongeurs exposés a I’HI. Par ailleurs, la curcumine est testée dans
plusieurs pathologies comme le cancer, chez l'animal et chez I'homme, mais sa
biodisponibilité étant tres faible, des encapsulations et des dérivés sont aussi essayés pour

améliorer son efficacité [404].

L'utilisation des souris partiellement délétées pour HIF-1a est un bon outil pour étudier le
role de HIF-1 dans les mécanismes de I'HI, par rapport a la pharmacologie moins spécifique
de HIF-1. En revanche, en accord avec le réle basal de HIF-1, ces souris présentent des

altérations cellulaires en basal, touchant I'intégrité des MAM, la respiration et la production
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d’ERO mitochondriales. Pour réduire ces compensations, il serait intéressant d’évaluer les
conséquences de I'HI chez des souris dont la délétion de HIF-1a est réalisé au moment de
I’exposition a I'HI. De plus, la comparaison d’une délétion cardiaque ou totale apporterait
des informations, sur I'importance de I'activation myocardique chronique de HIF-1a dans les
effets systémiques de I'Hl. Le recours au modele cellulaire récemment développé au
laboratoire pourrait nous permettre de répondre plus rapidement a des questions
concernant les différentes voies impliquées, en utilisant par exemple des siRNA ciblant

directement HIF-1 ou les protéines altérées par I’'HI comme la Grp75, Bnip3, AMPK...
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6. Conclusion

Le SAOS est une maladie sous-diagnostiquée, qui est considéré comme un facteur de risque
indépendant de la survenue d’'une pathologie coronaire. En effet, la présence de cette
pathologie accroit la sévérité et le nombre d’évenements cardiovasculaires. Par ailleurs, le
traitement de référence du SAQS, la PPC ne prévient que partiellement ses conséquences,
faisant de cette maladie un probleme majeur de santé publique. La conséquence du SAOS
considérée comme étant la plus délétere pour le systéme cardiovasculaire est I'HI chronique.
Ainsi la compréhension des mécanismes sous-jacents impliqués dans cette pathologie et
induits par I'HI, représente un enjeu majeur pour développer des thérapeutiques
complémentaires ou substitutives a la PPC, et améliorer la prise en charge des patients
SAOS.

Ces travaux de these ont confirmé que I’HI chronique est délétéere pour le myocarde, en
augmentant la susceptibilité a I'ischémie-reperfusion, et ce, a travers I'activation de HIF-1.
En effet, l'inhibition de HIF-1 par la génétique (étude 1) et la pharmacologie directe
(curcumine, étude 3) est cardioprotectrice en termes de taille d’infarctus. Afin d’expliquer
cette réponse a l'ischémie-reperfusion en HI, nous avons mis en évidence deux nouveaux
acteurs de I'HI, a savoir, le stress du RE (potentiellement associé a I'altération des MAM et
de I'homéostasie calcique) et les perturbations mitochondriales (étude 1-2). L'inhibition
génétique de HIF-1 a permis de montrer que ce facteur de transcription joue un role central
dans l'induction de ces deux nouveaux mécanismes (étude 1 et 2). A 'aide de l'inhibition
pharmacologique de HIF-1 (étude 3), nous avons conforté le réle de HIF-1 a l'origine de
I’ensemble des mécanismes déléteres de I'HI.

Parallelement a cela, nous avons mis en évidence une augmentation de son activation
myocardique corrélée a I'lAH chez les patients apnéiques atteints d’'une maladie
coronarienne (comparativement aux non apnéiques). Ainsi, I'activation de HIF-1 pourrait
correspondre a un marqueur de diagnostic de la sévérité du SAOS chez les patients a haut
risque cardiovasculaire. De plus, dans cette méme population, HIF-1 pourrait étre une cible
importante pour le développement de nouvelles thérapeutiques complémentaires ou
substitutives aux traitements actuels, et ce, dans le but de réduire la gravité de la survenue

d’un événement coronarien.
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Figure 39 : Schéma de conclusion de la these illustrant le réle central de HIF-1 dans la susceptibilité
myocardique a I'ischémie-reperfusion induite par I'HI chronique ; en activant le stress du RE (A) via une
altération des MAM et de ’homéostasie calcique (B) ; et en induisant des altérations mitochondriales (C)
prévenues par un traitement a la metformine. Le traitement a la curcumine (E), en inhibant I'activation de
HIF-1, prévient I'augmentation de la taille d’infarctus induite par I'HI chronique.
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L’hypoxie intermittente (HI) chronique augmente la taille de I'infarctus du myocarde apres
ischémie-reperfusion. De plus, Belaidi E et al. ont montré une activation du facteur de
transcription hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) dans le myocarde d’animaux soumis a I'HI.
Un des mécanismes susceptibles d’expliquer la vulnérabilité du coeur a I'ischémie-
reperfusion est le stress du réticulum endoplasmique (RE). D’ailleurs, les résultats d’une
étude sur I'impact de I’HI au niveau cérébral suggérent un lien entre le stress du RE et HIF-1.
Les objectifs de ce travail ont donc été de déterminer si I'HI entraine des altérations de
I’'homéostasie calcique liées a un stress du RE myocardique, mais également d’identifier si ce
stress du RE peut étre a l'origine d’une activation de HIF-1. Enfin, I'implication de ces
mécanismes cellulaires dans I'augmentation de la taille d’infarctus par I'HI a été évaluée.

Des souris C57bl6/j et Swiss/SV129 (HIF-1a+/' et leurs controles wild-type, WT), ont été
exposées a 14 jours d’Hl ou de normoxie (N). L’activation de HIF-1, les flux calciques inter-
organites sur cardiomyocytes isolés, le stress du RE et la taille d’infarctus suite a une
ischémie-reperfusion in vivo ont été mesurés. Les effets du I'acide tauroursodésoxycholique
(TUDCA, 75 mg/kg/jour, injection intrapéritonéale) sur la taille de I'infarctus et I’activation
de HIF-1 ont également été évalués. Chez les souris HIF—1a+/', la taille d’infarctus a été
guantifiée.

L'HI exacerbe I'accumulation de calcium dans le RE suite a sa vidange et elle induit un stress
du RE et une activation de HIF-1 associés a une augmentation de la taille d’infarctus. Le
traitement au TUDCA et la délétion partielle de HIF-1a abolissent I'effet délétere de I'HI en
termes de taille d’infarctus. De plus, le traitement au TUDCA empéche I'activation de HIF-1
par I'HI.

En conclusion, I’HI entraine des perturbations de I’homéostasie calcique liées a un stress du
RE, lui-méme responsable d’une activation de HIF-1 et d’'une aggravation de la taille de

I'infarctus suite a un protocole d’ischémie-reperfusion myocardique.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Obstructive sleep apnea (OSA) is a highly prevalent disease and a risk factor for myocardial infarc-
tion expansion in humans. Intermittent hypoxia (IH) is known to be the most important OSA feature in terms
of cardiovascular morbi-mortality.

Since ER stress and HIF-1 are known to be involved in cardiomyocyte life or death, this study investigates the role
of ER stress on HIF-1 activation in myocardial susceptibility to ischemia-reperfusion (I/R) induced by IH.
Methods: C57BI6], HIF-1a™" and their respective control mice were exposed to 14 days of IH (21-5% FiO,
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]:t);wn:mmt hypoxia 60 s cycle, 8 h/day). Myocardial inter-organelle calcium exchanges, ER stress and HIF-1 activity were investigated
Myocardium and in vivo I/R was performed to measure infarct size. In additional groups, tauroursodeoxycholic acid (TUDCA,

75 mg-kg'), an ER stress inhibitor, was administered daily during exposure.

Results: In C57BI6] mice, chronic [H induced an increase in ER-Ca® © content, ER stress markers and HIF-1 activity,
associated with an enhanced infarct size (33.7 + 9.4 vs. 61.0 & 5.6% in N and IH, respectively, p < 0.05). IH failed
to increase infarct size in HIF-1a deficient mice (42.4 + 2.7 and 24.7 + 3.4% N and IH, respectively). Finally,
TUDCA totally abolished the IH-induced increase in HIF-1 activity (1.3 + 0.04 vs. 0.14 + 0.02 fold increase in
IH vs. IH-TUDCA respectively, p < 0.0001) and in infarct size (55.5 4+ 7.6 vs. 49.9 + 3.0 in N-TUDCA and IH-
TUDCA, respectively).

Conclusion: This novel regulatory mechanism of HIF-1 activity by ER stress should be considered as a potential
diagnostic tool for cardiovascular complications in OSA patients as well as a therapeutic target to limit myocardial
ischemic damage.

Endoplasmic reticulum stress
Hypoxia inducible factor-1

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Obstructive sleep apnea (0SA) is a highly prevalent disease charac-
terized by repetitive upper airway collapses during sleep leading to
chronic intermittent hypoxia (IH) [1]. In 2008, the American Heart Asso-
ciation and American College of Cardiology jointly reported that OSA is
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independently associated with increased risk of hypertension, coronary
heart disease, arrhythmias, heart failure and death [2,3]. Buchner et al.,
demonstrated recently that co-existing OSA promotes myocardial in-
farct size expansion and less myocardial salvage after acute myocardial
infarction [4].

Among the different consequences of OSA, nocturnal hypoxemia
seems to strongly predict the risk of sudden cardiac death [5]. Since
mechanistic studies are difficult to perform in OSA patients with data in-
terpretation limited by numerous confounders, animal models of OSA
have been developed and have shown that, among the different stimuli
induced by OSA, chronic [H appears to be the most detrimental for the
cardiovascular system [6]. In particular, in the context of deleterious
hypoxemia mimicking, we and others have shown that chronic IH in-
duces atherosclerosis [7,8], arterial hypertension [9], an increased sus-
ceptibility to myocardial infarction [9,10], and early heart failure [11]
in rodents, likely through oxidative stress [12,13] and activation of the
hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) [9,14]. HIF-1 is a transcription factor
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composed of 2 subunits, the constitutive nuclear HIF-1{> subunit and
the O,-regulated cytosolic HIF-1a subunit. In normoxic conditions,
HIF-1a hydroxylation by prolyl hydroxylase enzymes leads to its
proteasomal degradation. In hypoxic conditions, HIF-1a is stabilized
and translocated to the nucleus where it dimerizes with HIF-1{3 to acti-
vate the transcription of various genes [15]. Depending on the intensity
and duration of the hypoxic stimulus, HIF-1 triggers the transcription of
genes that are involved in either adaptive (i.e. inducible nitric oxide syn-
thase) or detrimental (i.e. ET-1) responses. Although HIF-1 is involved in
myocardial pre- and post-conditioning [16-18] it also triggers cardio-
vascular deleterious response to chronic IH [14]. For example, we have
previously demonstrated that HIF-1 binding on the ET-1 gene increases
the susceptibility of the myocardium to ischemia-reperfusion (I/R) in-
jury [9]. Although hypoxia is a potent determinant of HIF-1 activity, re-
cent data suggest that HIF-1 could also be activated by other stress. In
particular, Werno et al. have demonstrated an increase in HIF-1a
mRNA content following an endoplasmic reticulum (ER) stress [19]
and Lopez-Hernandez et al. have recently suggested that HIF-1c level
is regulated by ER stress in the context of chemical hypoxic neuronal
death [20].

ER stress occurs in both physiological and pathological conditions
(i.e. oxidative stress, ischemia, hypoxia, Ca* " disturbances...). Especial-
ly, it is involved in various OSA-associated pathologies such as
atherosclerosis, diabetes, and ischemic heart disease [21,22]. Calcium
homeostasis disturbances and/or unfolded proteins accumulation in
the ER triggers the unfolded protein response (UPR). UPR is initiated
by the release of glucose-regulated protein 78 kDa (Grp78) from
transmembrane ER sensors to resolve ER stress. Briefly, UPR leads to
activation of 3 pathways characterized by (i) double-stranded RNA-
activated protein kinase-like ER kinase (PERK), (ii) activating transcrip-
tion factor 6 (ATFG6), (iii) inositol required enzyme 1 (IRE-1), resulting in
ER homeostasis recovery. However, when ER stress is excessive and
prolonged, the UPR promotes cell death especially through activation
of the pro-apoptotic transcription factor C/EBP homologous protein
(CHOP). The role of ER stress in cardiovascular diseases is well recog-
nized [23]. In particular, intense ER stress plays a pivotal role in
the cell death induced by myocardial ischemia-reperfusion [21]. Recent
studies have evidenced an ER stress in both brain [24-26] and heart
[27-29] of rodents exposed to chronic IH. Furthermore, the IH-
induced ER stress in the brain appears to be related to HIF-1 since
CHOP deletion abolished the [H-dependent increase in HIF-1ae mRNA
content [25]. While ER stress and HIF-1 pathways have been viewed
as two major factors in triggering damage to the heart under the condi-
tion of [H, the interrelationship between them in this pathophysiologi-
cal condition has not been established. Activation of the ER stress/HIF-
1 pathway by chronic IH could represent a major contributing factor
in the enhanced response to myocardial ischemia-reperfusion and pos-
sibly, a potential therapeutic target against OSA-associated cardiovascu-
lar pathologies.

The aims of the present study were: first, to determine whether
chronic IH exposure per se induces a myocardial ER stress that predis-
poses the myocardium to an increased susceptibility to I/R in vivo; and
second, to investigate the relationship between IH-induced ER stress,
HIF-1 activation and consequently myocardial sensibility to ischemia-
reperfusion injury.

2. Methods
2.1. Animals

Male C57BL/6] mice, HIF-1c 4-/- or their wild-type (WT, Swiss x
S129) littermates (8 week old) were randomized to 14 days of IH or
air (normoxia, N). The IH stimulus was applied automatically during
daytime, as rodents preferentially sleep during this period. IH consisted
of repetitive cycles of hypoxia and reoxygenation. Briefly, cages were

flushed for 30 s with nitrogen to achieve a hypoxia plateau (5% FiO,)
followed by 30 s of air to restore N (21% Fi0;).

A set of mice were intraperitonealy (i.p.) treated 5 days per week of
exposure, during the exposure, with the tauroursodeoxycholic acid
(TUDCA) an ER stress inhibitor (75 mg-kg ') The experiments were
conducted in accordance with the European Convention for the Protec-
tion of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific
Purposes (Council of Europe, European Treaties ETS 123, Strasbourg,
18 March 1986) and with the Guide for Care and Use of Laboratory An-
imals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996) and were approved by
an Institutional Animal Care and Use Committee (agreement number B
38 516 10 006, n® 273_UHTA-U1042-EBC-02).

2.2. Ischemia-reperfusion protocol

At the end of the IH exposure, HIF-1ae ™~ and their WT control mice,
as well as C57BI6] mice, treated or not with TUDCA, (Fig. 1) were anes-
thetized by an i.p. injection of sodium pentobarbital (70 mg-kg~1!). An-
imals were intubated with a tidal volume of 0.2 ml and a breathing rate
of 160 per minute. Body temperature was maintained at 37 °C. A left
thoracotomy was performed and the pericardium was removed. A 7-0
silk suture was passed around the left interventricular artery. Successful
left interventricular coronary artery occlusion was confirmed by an ST
segment shift on the electrocardiogram (Powerlab) and whitening of
the ischemic area. After 45 min of ischemia, the ligature was removed
and the myocardium was reperfused for 90 min, according to a previous
study showing that 90 min is enough to induce a stable comparable ne-
crosis area [30].

2.3. Infarct size measurement

At the end of reperfusion, the coronary artery was briefly re-
occluded, and 1 ml Unisperse blue pigment was injected intravenously
to delineate the area at risk (AAR). Then, hearts were excised and cut
into five 1 mm-thick transverse slices. Each slice was incubated for
20 min in a 1% triphenyltetrazolium chloride solution at 37 °C to differ-
entiate infarcted from viable myocardial areas [31]. Extent of AAR and
area of necrosis (AN) was quantified by planimetric analysis (Image |
software) and corrected by the weight of each slice [32].

24. Murine adult cardiomyocytes isolation and calcium measurements

Cardiomyocytes were isolated with enzymatic digestion according
to a previously described procedure [33]. To measure cytosolic, endo-
plasmic reticulum or mitochondrial Ca?*, cardiomyocytes were loaded
for 20 min at 37 °C with Fluo4-AM (3 uM; Invitrogen), Fluo-5N (3 pM;
Invitrogen), or Rhod2-AM (6 UM; Invitrogen), respectively. After being
loaded, probes were washed out with Tyrode solution and calcium
organite content was recorded by confocal microscopy (Dynascope-
LSM710 equipped with a 63 x lens). Fluo4-AM, Fluo-5N and Rhod2-
AM fluorescence signals were obtained by excitation at 488 nm and
detected with a spectral range between 495 and 699 nm (HFT488 di-
chroic beamsplitter). Cells were analyzed with paired combinations of
probes (Fluo4-Rhod2/Fluo5-Rhod2). For each probe, fluorescence re-
corded after ER leakage, induced by inositol triphosphate receptor-
mediated stimulation (histamine 10 pM), was expressed relative to
baseline (F1/F0). Results (mean values of 4 cells per heart) were comput-
ed by calculating the Ca®* slope between 100 and 50 s (slope;oo_so) after
histamine.

2.5. Assessment of myocardial ER stress and HIF-1a
Myocardial ER stress was assessed in C57BI6] mice, either at the end
of the IH exposure (in left ventricle from mice treated or not with

TUDCA) or after the I/R protocol (in AAR, after 15 min of reperfusion).
HIF-1 o« mRNA content or nuclear/cytosolic ratio were assessed at the
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Fig. 1. Experimental design. (a) Wild-type (WT) and HIF-1a*/~ mice were randomly submitted to intermittent hypoxia (IH) or air (N) during 14 days, followed by an in vive ischemia
(45 min)-reperfusion (90 min) (I/R) protocol to measure infarct size. (b, c) C57BI6] mice were exposed to 14 days of IH or N, treated or not with tauroursodeoxycholic acid (TUDCA,
75 mg-kg~ ! i.p., 5 days per week) and submitted or not to an in vivo ischemia/reperfusion (I/R) protocol. Intra-organelle calcium exchanges, ER stress and HIF-1 activity were
investigated at different time points after IH exposure and/or I/R protocol and infarct size was assessed at the end of the I/R protocol, as previously described.

end of IH exposure, in mice treated or not with TUDCA (Fig. 1). Hearts
were rapidly harvested and frozen in liquid nitrogen before cytosolic
and nuclear protein extraction using nuclear extract kit (Active Motif),
as previously described [9]. Expression of myocardial Grp78, CHOP,
ATFG6w, ATF4, Cleaved(c)-caspase3(casp3), casp3, HIF-1a and phos-
phorylation of elF2ae and PERK were assessed by Western blot. Proteins
were submitted to electrophoresis (10-12% acrylamide) and trans-
ferred to a polyvinyl di-fluoride membrane before antibody hybridiza-
tion (anti-Grp78, PelF2q, elF2a, PPERK, PERK, CHOP, ATF6w, ATF4,
cCasp3, casp3 actin, tubulin (1/1000, Santa Cruz and Cell signaling))
and chemiluminescence protein detection. All quantifications were per-
formed relative to tubulin or actin and nuclear/cytosolic ratio was calcu-
lated for CHOP, ATF4 and HIF-1c. Total mRNA was also extracted. Total
Xbp-1, unspliced Xbp-1 and HIF-1oe mRNA contents were assessed by
quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction and nor-
malized with hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT). Primers
were ¥ GTGCAGGCCCAGTTGTCACCY /¥ TCTGGGTAGACCTCTGGGAG® for
total Xbp1, > CAGACTATGTGCACCTCTGC? * TCTGGGTAGACCTCTGGG
AG®' for unspliced Xbp1, > ACGATGAACATCAAGTCAGCAACG® /A TCAC
AAATCAGCACCAAGCACG® for HIF-1 o and > TCTTTGCTGACCTGCTGG
ATTACAT? /' CCAGGGAAAGCAAAGTTTGCATT® for HPRT. Total and
unspliced Xbp-1 mRNA contents were quantified using a Xbp-1 standard
curve and Spliced Xbp-1 (sXbp-1) was then calculated by the formula
(total Xbp-1-unspliced Xbp-1). HIF-1ce mRNA content was calculated rel-
ative to HPRT, using the 24" method.

2.6. Assessment of myocardial HIF-1 activity

Nuclear extracts were then incubated in wells coated with oligonu-
cleotides containing an HIF-1 hypoxia response element in order to de-
tect specifically nuclear active HIF-1. Then, a classic ELISA technique was
performed using a kit containing dual antibody incubation and horse-
radish peroxidase luminescence (Abcam).

2.7. Statistical analysis

Graphics were obtained using Graph Pad Prism® software. Results,
expressed as means 4+ SEM, were analyzed using two-way analyses of
variance followed by post-hoc t-test (Bonferroni) using Graph Pad
Prism®, Statistical significance was set at p less than 0.05.

3. Results

3.1. IH increases myocardial susceptibility to ischemia-reperfusion through
HIF-1 activation

Although previous work suggests a role for HIF-1 in [H-induced in-
farct size enhancement, its direct involvement remains to be evidenced.
Here, we addressed this question using mice with partial HIF-1cx defi-
ciency. The extent of ischemia was similar in all experimental groups
since there was no significant difference in the AAR/LV ratio (Fig. 2a).
While chronic IH induced a significant increase in infarct size in WT
mice (33.7 £ 9.4 vs. 61.0 & 5.6% in N and IH groups, respectively,
p < 0.05), it did not increase infarct size in HIF-1loae™~ mice (42.4 +
2.7% vs. 24.7 + 3.4% in N and IH groups, respectively) (Fig. 2b). This re-
sult definitely demonstrates the foremost role of HIF-1 in the increase in
myocardial I/R injury induced by [H.

3.2. IH induces myocardial ER Ca®* overload, ER stress and subsequent is-
chemia-reperfusion injury

3.2.1. IH induces ER Ca® " overload and ER stress

ER stress is known to have a major impact in cardiomyocyte survival
and death. In order to understand the impact of chronic IH on cell
death, cardiomyocytes calcium exchanges between ER, cytosol and
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mice, submitted to IH or N. (a) Area at risk (AAR) relative to left ventricle (LV) and (b) area of necrosis (AN) relative to area at risk were evaluated by colorimetry and

planimetry. (c) Representative images of myocardial infarct expansion in each group. Data are means + SEM, “p less than 0.05 vs. WT/N mice, "p less than 0.001 vs. WT /IH (n = 6-8).

mitochondria as well as myocardial ER stress markers were assessed after
IH alone. We also performed ER stress assessment after IH plus I/R
protocol.

In N mice, histamine-induced Ca** leakage from the ER was accom-
panied by an increase in cytosolic and mitochondrial Ca®*. However, in
cardiomyocytes from IH-exposed mice, histamine did not induce a Ca**
leakage from the ER (Fig. 3d, blue line). This is also characterized by an
increase in ER Ca? " loading (F1/FO slope;gg_so: 0.25 =+ 0.08 vs. 0.04 +
0.03 in IH and N groups, respectively, p < 0.05) (Fig. 3b). Fig. 3d also
shows a weak increase in cytosolic Ca>* content (green line) and a
higher mitochondrial Ca? " loading (red line) in IH compared to N.

Intermittent hypoxia per se induced a myocardial ER stress charac-
terized by an increased Grp78 content (1.3 4 0.1 fold increase vs. N,
p < 0.05), elF2a phosphorylation (1.3 + 0.1 fold increase vs. N,
p <0.05) and Xbp-1 s mRNA expression (3.8 + 0.9 fold increase vs. N,
p <0.05) (Fig. 3.e, f, m) whereas PERK phosphorylation, nuclear/cytosol-
ic ATF4 ratio and ATF6c expression were not changed (Fig. 2g, h, k). In-
terestingly, nuclear/cytosolic CHOP was significantly decreased by IH
alone (0.4 4 0.05 fold decrease vs. N, p < 0.05) (Fig. 3i). Simultaneously,
IH induced a significant increase in cCasp3/casp3 ratio (2.5 + 0.3 fold in-
crease vs. N, p < 0.01) (Fig. 3j).

After the in vivo I/R protocol, ER stress was also more important in [H
than in N mice. It was characterized by a dramatic decrease in Grp78 ex-
pression (0.6 £ 0.1 fold decrease vs. N, p < 0.01) and Xbp-1 splicing
(0.5 + 0.07 fold decrease vs. N, p < 0.001) without modification in
elF2a phosphorylation and ATF6x expression (Fig. 4a, h, b, g). [H also
enhanced PERK phosphorylation (2.2 + 0.7 fold increase vs. N) and in-
creased nuclear/cytosolic ATF4 ratio (2.8 4+ 0.8 fold increase vs. N,
p = 0.0866) and CHOP ratio (6.1 4+ 1.2 fold increase vs. N, p =
0.0591) (Fig. 4c, d, e). However, this was not associated with elevation
of cCasp3/casp3 ratio (Fig. 4f). These results demonstrate a differential
ER stress response depending on the hypoxia-reoxygenation status
(IH vs. IH + 1/R).

3.2.2. ER stress inhibition abolishes the IH-induced increase in infarct size
In order to demonstrate the impact of IH-induced ER stress status on
subsequent ischemia-reperfusion injury, we administered an ER stress

inhibitor, tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), a chemical chaperone
derived from bile salt. Daily TUDCA administration during IH exposure
decreased all ER stress markers as well as cCasp3/casp3 ratio, validating
TUDCA as an inhibitor of IH-induced ER stress (Supplemental data
Fig. S1a-i). The extent of ischemia was similar in all experimental groups
since there was no significant difference in the AAR/LV ratio (Fig. 5a).
TUDCA treatment totally abolished the IH-induced increase in infarct
size (41.6 4 6.0% vs. 64.9 & 6.5% in untreated N and IH groups, respec-
tively, p < 0.05 compared to 55.5 + 7.6% vs. 49.9 + 3.0% in TUDCA-
treated N and [H groups, respectively) (Fig. 5b). This demonstrates
that ER stress plays a major role in myocardial I/R injury induced by
[H exposure.

3.3. Relationship between ER stress and HIF-1 signaling

IH is known to activate HIF-1 especially through oxidative stress. IH
did not impact mRNA content or nuclear/cytosolic HIF-1c¢ ratio (Sup-
plemental data Fig. S2a, b) whereas it significantly enhanced myocardial
HIF-1 activity (1.3 4 0.04 fold increase in IH vs. N mice, p < 0.001)
(Fig. 6). TUDCA treatment decreased HIF-1ce mRNA content (0.48 +
0.03 fold decrease vs. IH-TUDCA, p < 0.001) without any effect on nucle-
ar/cytosolic HIF-1ae ratio (Supplemental data Fig. S2 ¢, d). Finally,
TUDCA dramatically reduced HIF-1 activity in N (0.17 + 0.04 fold in-
crease vs. control N mice, p < 0.0001) and IH-exposed mice (0.14 +
0.02 fold increase vs. control N mice, p < 0.0001) and completely
abolished its IH-dependent increase (Fig. 6). This demonstrates that
ER stress is a new myocardial activator of HIF-1 during IH.

4. Discussion

Obstructive sleep apnea is known to contribute to infarct expansion
and less myocardial salvage after acute myocardial infarction [4]. In the
current study, we provide in vivo evidence in mice that intermittent
hypoxia induces a myocardial ER stress associated with HIF-1 activation,
leading to infarct size expansion. Moreover, we demonstrate that both
increased infarct size and HIF-1 activation were attenuated by specific
ER stress inhibition during IH exposure.
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Fig. 3. Intermittent hypoxia (IH) induces Ca* " homeostasis disturbances and myocardial ER stress. (a-d) Inter-organelle Ca?* exchanges were analyzed on isolated cardiomyocytes from
mice exposed to IH or N. Ca® " slopes (100-50 s) were determined after ER leakage with histamine (10 uM) in (a) cytosol (Fluo4-AM), (b) ER (Flue-5N) and (c) mitochondria (Rhodamin-
2), (n = 7-8). (d) Representative responses of isolated adult cardiomyocyte after histamine. (e-m) Myocardial ER stress was assessed in mice exposed to [H or N for 14 days. (e) Grp78
relative to tubulin, (f) phospho-elF2ex relative to elF2e, (g) phospho-PERK relative to PERK, (h) nuclear to cytosolic (n/c) ratio of ATF4, (i) n/c ratio of CHOP, (j) cleaved-caspase3 (casp3)
relative to casp3, (k) ATF6 relative to tubulin, (1) myocardial mRNA expression of spliced XBP-1 (Xbp-1s) relative to HPRT and (m) representative immunoblotting for the above proteins.

Data are means + SEM, “p less than 0.05, *°p less than 0.01 vs. N mice (n = 4-6 per group).

4.1. HIF-1 plays a pivotal role in the IH-induced increase in infarct size

Depending on the duration, depth and pattern of the hypoxic stimu-
lus, IH can induce both beneficial and detrimental effects [6] on the
myocardium that have all been related to HIF-1 activation [9,16]. Others
and we have shown that acute paradigms of intermittent or sustained
hypoxia as well as ischemic preconditioning reduce myocardial infarc-
tion [16,34-37]. The involvement of HIF-1 in [H-induced precondition-
ing is confirmed by the lack of cardioprotection in mice with partial
HIF-1a deficiency [35]. In contrast, recent data demonstrated that
long-term HIF-1 activation by HIF-1 inducers or PHD2 inhibitors results
in myocardial failure [38,39]. The mechanisms involved in the switch
from protective to maladaptive responses have not been specifically in-
vestigated but this paradoxical effect of HIF-1 appears to be relevant in
clinical situations particularly to explain the failure of cardioprotective
strategies. Previous data from our group suggest that response to IH
could depend on specific gene transcription by HIF-1. For example, we
have demonstrated that HIF-1-induced iNOS gene expression was nec-
essary for [H preconditioning since prevention of HIF-1 interaction with
the iNOS gene promoter also abolished the cardioprotection [16]. In
contrast, we also demonstrated that chronic IH activates HIF-1-related
transcription of endothelin-1 gene, leading to subsequent increase in in-
farct size [9].

The present study is the first to show the detrimental effect of chron-
ic IH on myocardial infarct size in vivo, since all previous studies were
performed on less clinically relevant ex vivo preparations [10,12,16].
To our knowledge, this is the first direct demonstration of HIF-1 involve-
ment in myocardial I/R injury following chronic [H. This result repre-
sents a logical continuation of our published work demonstrating the
role of ET-1, one of HIF-1 major target genes, in the IH-induced increase
in myocardial infarction [9]. Furthermore, in a recent clinical report,
Kaczmarek et al. have shown that tissue HIF-1oc mRNA content positive-
ly correlates with O, desaturation in OSA patients [40]. Thus, the need to
evaluate and control HIF-1 activation in OSA patients, and more espe-
cially in patients with cardiovascular risk factors, is an emerging aspect
of translational research.

4.2. ER stress is involved in the IH-induced increase in infarct size

Severe ER stress plays a pivotal role in cell death in response to myo-
cardial ischemia-reperfusion (I/R) [23]. We and others recently demon-
strated the efficiency of cardioprotective strategies (i.e. adiponectin [27]
and methallothionein [28] treatments and high intensity exercise [41])
in reducing IH-induced myocardial apoptosis and ER stress. However,
the role of ER stress in the IH-induced increase in infarct size remains
to be directly evidenced. In the present study, we highlight that chronic
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Fig. 4. The association of intermittent hypoxia (IH) and ischemia-reperfusion induces a severe myocardial ER stress. ER stress was assessed in mice exposed to [H or N for 14 days followed
by an in vivo ischemia (45 min)/reperfusion(90 min) protocol. (a) Grp78 relative to tubulin, (b) phospho-elF2a relative to elF2e, (c) phospho-PERK relative to PERK, (d) nuclear to
cytosolic (n/c) ratio of ATF4, (e) n/c ratio of CHOP, (f) cleaved-caspase3 (casp3) relative to casp3, (g) ATF6w relative to tubulin, (h) myocardial mRNA expression of spliced XBP-1
(Xbp-1 s) relative to HPRT and (i) representative immunoblotting for the above proteins. Data are means + SEM, “"p less than 0.01 vs. N mice (n = 4-6 per group).

IH induces ER Ca®* overload, known to initiate ER stress [42]. We fur-
ther demonstrate that IH per se induced an ER stress, characterized by
an increase in Grp78, elF2a phosphorylation and Xbp-1 splicing. This
response is characteristic of the UPR, which is classically initiated by
the release of Grp78 to attenuate translation, especially through elF2«
phosphorylation, and to repair unfolded proteins and limits ER stress
through Xbp-1 splicing [23] (Fig. 7, step 1). Interestingly, we observed
that CHOP expression was decreased following 14 days of IH, suggesting
that the level of ER stress triggered by IH was not sufficient to activate
the PERK-ATF4-CHOP death-signaling pathway. These results suggest
that the IH-increased caspase 3 cleavage that we observed may not
solely result from ER stress activation, but also from an ER stress-
independent pathway. On the other hand, when associated with an I/
R protocol, [H also induced an ER stress that is different from the one in-
duced by [H alone. Indeed, it is characterized by (i) an important de-
crease in myocardial Grp78 expression and Xbp-1 splicing, (ii) a more
important phosphorylation of PERK than after IH alone along with (iii)
a trend to increase in ATF4 and CHOP expressions, underlying a severe
and may be deleterious ER stress (Fig. 7, step 3). In accordance, a de-
crease in Grp78 expression has been linked to a deleterious ER stress

following reperfusion in cardiac myocytes [43] and Grp78 overexpres-
sion has been proposed as a potential therapeutic strategy against
intense ER stress [44]. A decrease in Xbp-1 splicing has also been associ-
ated with the transition from adaptative to maladapative ER response in
a cerebral model of I/R [45]. Finally, we observed an [H-activation of the
PERK-ATF4-CHOP pathway, which traduces an excessive ER stress that
could explain the enhancement in infarct size in response to IH [46].
However, the activation of the PERK-ATF4-CHOP pathway was not asso-
ciated with subsequent activation of caspase 3. This could be explained
by our experimental design, as we performed protein analysis after only
15 min of reperfusion, which may be too short to investigate I/R-related
apoptosis [30]. This result also suggests a possible involvement of other
ER-stress induced death signaling pathways, such as autophagy [47].
The complexity of the mechanisms regulating cardiomyocyte survival
after an ischemic insult has been nicely reviewed by Glembotski [48],
with particular emphasis on the transition between prosurvival and del-
eterious aspects of I/R-activated ER stress, that can be influenced by
other associated ER stress-enhancing factors such as chronic IH. In our
study, inhibition of ER stress by administration of TUDCA [32,49] during
IH exposure prevented the associated increase in infarct size. This
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Fig. 5. ER stress inhibition during intermittent hypoxia (IH) prevents the increase in infarct size. In vivo ischemia (45 min)-reperfusion (90 min) was performed in C57bl6 mice exposed to
IH or air (N), and treated or not with tauroursodeoxycholic acid (TUDCA, 75 mg-kg ™' i.p., 5 days per week). (a) Area at risk (AAR) relative to left ventricle (LV) and (b) area of necrosis
(AN) relative to area at risk were evaluated by colorimetry and planimetry. (¢) Representative images of myocardial infarct expansion in each group. Data are means + SEM, “p less than

0.05 vs. N mice (n = 6-8).

clearly demonstrates that the moderate ER stress induced by chronic IH,
when associated with another stress such as I/R, plays a major role in
myocardial I/R injury (Fig. 7, steps 1 and 3).

4.3. ER stress as a new mechanism to enhance HIF-1 activity

Finally, as we demonstrated that both HIF-1 and ER stress activation
were involved in the IH-induced increase in infarct size, we investigated
whether these two mechanisms were linked and in particular, we hy-
pothesized that ER stress induced HIF-1 activation and subsequent in-
crease in infarct size in response to [H. As previously described [9], we
confirmed that chronic IH enhanced HIF-1 nuclear activity. Furthermore,
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Fig. 6. ER stress inhibition abolishes the increase in HIF-1 activity induced by intermittent
hypoxia (IH). HIF-1 activity (arbitrary units of optic density, a. u. of O. D.450 nm, per
pg-ml~ " of protein) was performed using enzymatic linked immunoabserbant assay in
mice exposed to [H or N and treated (TUDCA) or not (Ctrl) with tauroursodeoxycholic
acid (TUDCA, 75 mg-kg ' i.p., 5 days per week), Data are means - SEM, ~*""p less than
0.0001 vs. Ctrl/N mice, "p less than 0.0001 vs. Ctrl (n = 6).

we demonstrated that, in addition to preventing the IH-increased in in-
farct size, TUDCA also abolished the related increase in HIF-1 activity
(Fig. 7, step 2). In accordance with recent studies showing that ER stress
increases HIF-1ce mRNA content in C. elegans [19] and in brainstem moto-
neurons [25], we show that inhibiting ER stress decreased both HIF-1a
mRNA content and activity. An abundant literature has demonstrated
that HIF-1 activation in response to [H is dependent on the production
of reactive oxygen species (for a review, see [50]). In the present study,
we demonstrate for the first time that ER stress could represent an addi-
tional mechanism regulating nuclear HIF-1 activity and subsequent car-
diomyocyte death (Fig. 7). Further studies are necessary to understand
the specific role of ER stress on HIF-1 activity regulation.

4.4. Limitation of the study

4.4.1. IH stimulus

We are conscious that the hypoxic stimulus used in this study is very
severe, with a nadir arterial oxygen saturation around 60%. However,
this experimental model has been extensively used by our group and
others as, in the absence of confounding factors (i.e., obesity) or genetic
susceptibility for complications, IH needs to be severe enough to induce
detrimental cardiovascular effects [6]. Despite this limitation, the IH
model proved to be useful for investigating the various consequences
elicited by sleep apnea, and in particular several animal studies evi-
denced an IH-induced susceptibility to myocardial infarction. The recent
results of Buchner et al., confirmed a similar greater infarct size in OSA
compared to control patients [4].

4.4.2. Experimental design

We acknowledge that our ischemia-reperfusion model does not re-
produce exactly the time course of myocardial ischemic insults that
occur in patients, However, such experimental animal models are wide-
ly used to study the development of myocardial infarct size [51]. In the
study of Roubille et al., the authors described the time-course of infarct
size expansion and apoptosis after 40 min ischemia, followed by
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different time of reperfusion and they reported that infarct size and ap-
optosis reached a plateau at 60 min of reperfusion [30]. We are therefore
confident with our results on infarct size (after 90 min reperfusion).
Furthermore, our present results confirmed in vivo the expected IH-
induced increase in infarct size, that we previously observed in ex vivo
models in rats [9,12,13]. By contrast, we acknowledge that only
15 min reperfusion may be not sufficient to detect I/R-related apoptosis,
i.e. caspase 3 cleavage, which may require a longer time to occur. How-
ever, the first minutes of reperfusion are determinant for the expansion
of I/R lesions [51] and we recently demonstrated that ER stress markers
are detectable after 15 min. of I/R [32].

4.4.3. HIF-1a deficient mice

Finally, if our model of HIF-1ae™/~ mice allowed others and us to
demonstrate the involvement of HIF-1 in different consequences of
hypoxia [35,52], further studies using cardiomyocyte-specific HIF-1 de-
ficiency would be very interesting to avoid compensatory effects of
whole-body knock-out.

4.5. Conclusions and clinical relevance

This pre-clinical study, describing a novel regulatory mechanism of
HIF-1 activity by ER stress, offers different targets for human investiga-
tions. Based on our present study, it would be of great interest to extend
the screening of ER stress and HIF-1 activity to OSA patients, stratified
for both the severity of their apnoeic disease and the OSA-associated
cardio-metabolic complications. Indeed, the beneficial effects of ER
stress inhibition during exposure to IH suggest a potential new thera-
peutic approach to improve myocardial susceptibility to ischemia-re-
perfusion in OSA patients.
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Figure 40: Schéma de conclusion de I’étude en annexe illustrant le role du stress du réticulum endoplasmique

dans l'activation de HIF-1 et I'augmentation de la taille d’infarctus induite par I'HI chronique.
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