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Résumé

L’hypoxie intermittente chronique (HI), constitue le symptdme majeur du syndrome d'apnée
obstructive du sommeil (SAOS), une maladie chronique caractérisée par des interruptions de
respiration durant le sommeil. L’HI est impliquée dans le développement de nombreuses
maladies cardiovasculaires (ex : I'hypertension, l'infarctus du myocarde) et musculaires (ex : le
remodelage et la dysfonction musculaire). En revanche, I'entrainement physique intensif (EI) est
connu pour ses effets bénéfiques dans la prévention et le traitement des complications du
systeme musculaire.

Un certain nombre de ces complications sont liées a la contraction musculaire et, comme la voie
de signalisation de calcium est I’élément clé¢ dans la mise en place et la régulation de la
contraction musculaire, nous avons réalisé cette étude dans le but de comprendre I'effet de I’HI
sur la signalisation calcique et le remodelage musculaire, ainsi que pour tester la capacité de I’El
a compenser les effets indésirables de I'HI.

Les expériences sont conduites sur des rats Wistar males arbitrairement assignés a 4 groupes : N
(rats sédentaires en normoxie), NIT (rats sédentaires en normoxie soumis a I’EI), IH (groupe de
rats sédentaires soumis a 1I’HI) et IHIT (groupe de rats en HI et soumis a I’EI). Nous avons
évalué les changements induits par I’HI et I’EI a I’échelle physiologique, cellulaire et
moléculaire sur différents types de vaisseaux (élastiques et musculaires) et 3 types de muscles
squelettiques.

Nos résultats montrent que I'HI induit une augmentation de la pression artérielle (PA), de la
fréquence cardiaque (FC), de I'épaisseur de l'intima-média (IM) et une forte entrée de calcium
cytosolique dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). De son c6té, I’El s’oppose
a ’effet de I’HI en diminuant la PA et la FC des rats. De plus, I’EI s’est montré capable
de limiter 1’épaississement IM induit par I’HI au niveau de 1’artere carotide.

En fonction du tissu, nous avons obtenu un effet significatif de I’HI et de I’EI sur l'expression
des récepteurs impliqués dans la signalisation calcique a 1’échelle de ’ARNm et a I’échelle
protéique. Cet effet tissu-dépendant est également observé au niveau de 1’expression des ARNm

des genes codants aux protéines effectrices dans la contraction.
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En résumé, I’EI s’est revélé capable de compenser les effets de I’HI chez les rats et de prévenir
les complications cardiovasculaires, le remodelage et la dysfonction musculaire qui y sont
associés. Ainsi, ces résultats nous laissent suggérer que I’El pourrait représenter une stratégie
préventive trés prometteuse pour limiter ces complications liés a I’HI chez les patients souffrant

du SAOS.

Mots clés : hypoxie intermittente, entrainement physique intensif, syndrome d’apnés obstructive

du sommeil, contraction musculaire, signalisation calcique, remodelage vasculaire.
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I. Contexte

Dans le corps humain, la masse musculaire représente 35 % chez 1'homme, et 28 % chez la
femme. Le tissu musculaire est constitué de cellules différenciées spécialisées dans la
contraction, les fibres musculaires. Ces fibres sont capables de produire des forces grace a leurs
propriétés d’excitabilité et de contractilité (Berridge BR. et coll., 2013).

Toutes les fibres musculaires contiennent des fibres contractiles appelées myofibrilles,
composées d’actine et de myosine. L’interaction entre ces deux composants est a I’origine des
propriétés fonctionnelles des muscles (Brenner B. et coll., 1987).

Le tissu musculaire, comme tout tissu de notre organisme, est sensible aux changements
environnementaux. L hypoxie, qui se définit par une diminution de la pression partielle en O2
(PO2), est l'un de ces changements observés dans différentes situations
environnementales (hypoxie due a [Daltitude), physiologiques (hypoxie due a I’exercice
physique), ou parfois pathologiques (hypoxie durant ’insuffisance cardiaque, respiratoire ou
bien suite a une ischémie).

Quelle que soit I'origine de 1’hypoxie, elle est traduite au niveau cellulaire par une faible
disponibilité en oxygene, qui est nécessaire au moins pour la respiration cellulaire, ce qui
implique une réponse dans 1’ensemble des systemes de I’organisme pour s’adapter a ce manque
d’oxygene. Parmi les systémes les plus touchés par ’hypoxie, on trouve le systéme musculaire
(cardiovasculaire et squelettique), le systéme hématologique, et le systeéme nerveux (Michiels C.,
2004) (Lipp A. et coll., 2010).

La réponse primaire de 1’organisme a 1’hypoxie se traduit par une perte importante de la masse
corporelle chez I’ Homme (Hoppeler H. et coll., 1990) aussi bien que chez I’animal (Bigard X. et
coll., 2000) (Daneshrad Z. et coll., 2000). Ceci est di a la perte de I’appétit et une baisse de la
prise alimentaire, qui a son tour induit une perte de graisse et de la masse musculaire. Si
I’hypoxie persiste suffisamment, elle peut stimuler d’autres réponses au niveau de 1’organisme
qui suivent la perte du poids. Ces réponses peuvent aller de I’inflammation, jusqu’aux anomalies
nerveux et cardiovasculaires, et aboutir méme a la mort cellulaire.

Il existe plusieurs types d’hypoxie (continue, intermittente, chronique, hypobarique et
normobarique) et nous nous intéressons dans notre étude particuliecrement a 1’hypoxie

intermittente chronique (HI) et ses effets sur deux systeémes musculaires : le systéme
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cardiovasculaire (muscle cardiaque et muscle lisse vasculaire) et le systétme musculaire
squelettique dans le cadre du syndrome d'apnées obstructives du sommeil (SAOS). Le SAOS, est
une maladie chronique caractérisée par des fermetures répétitives des voies aériennes supérieures
durant le sommeil, qui provoquent une HI (Dempsey JA. et coll., 2010), qui est la conséquence
majeure de ce syndrome. L’HI est connue pour étre responsable des complications
cardiovasculaires du SAOS, dont [I’hypertension artérielle, les maladies vasculaires
périphériques, les accidents vasculaires cérébraux et la mort subite d'origine cardiaque (Iturriaga
R. et coll., 2017) (Michiels C., 2004) (Hoyos CM. et coll., 2017) (Beaudin AE. et coll., 2017)
(Kanagy NL., 2009) (Trzepizur W. et coll., 2017).

Le seul traitement du SAOS est l'application d'un air inspiré sous pression positive continue
(PPC), qui consiste en un modele de support ventilatoire (ou respiration assistée) permettant de
traiter certains troubles respiratoires (Freedman N., 2017) (Dibra MN. et coll., 2017). Cependant,
la PPC n'est pas tolérée par tous les patients et il est donc nécessaire de proposer des méthodes
alternatives pour traiter le SAOS et ses conséquences sur le systeme cardiovasculaire et
squelettique.

Par ailleurs, I’entrailnement physique intensif (EI) est connu d'une part pour ces effets bénéfiques
sur le systtme musculaire cardiovasculaire (Recchioni R. et coll., 2017) (Leggio M. et coll.,
2017) (Swedish Council on Health Technology Assessment, 2007) (Kachur S. et coll., 2017) et
sur les muscles squelettiques d’autre part (Ziaaldini MM. et coll., 2017) (Adams V. et coll.,
2017) (Pattanakuhar S. et coll., 2017) (De Andrade FMD. et Pedrosa RP., 2016), nous ’avons
donc proposé comme une méthode préventive et/ou curative des complications musculaires

cardiovasculaires et squelettiques induites par I’HI.

Dans ce qui suit, la premiere partie de 1’introduction est ainsi consacrée pour présenter les
systemes musculaires : cardiovasculaire et squelettique, leur physiologie et fonctionnement.
Nous avons mis 1’accent particuliérement sur la contraction, une des plus importantes fonctions
de ces systemes, en comparant les mécanismes d’excitation-contraction entre les différents tissus
musculaires (lisse, strié cardiaque et strié squelettique). Et comme la voie de signalisation
calcique joue un role clé dans le phénomene de contraction, nous 1’avons représenté en détails,
ainsi que les récepteurs, canaux et pompes calciques qui sont responsables de la gestion du

calcium dans les cellules.
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La deuxieme partie de I’introduction est consacrée a la description du systéme cardiovasculaire
et musculaire squelettique dans les cas pathologiques. Particulierement dans le cas du SAOS, qui
est une maladie chronique qui touche des personnes de tout age et de deux sexes et dont la
prévalence est en croissance continu. Le SAOS est ensuite décrit : les causes, les conséquences,
la prévalence, les facteurs de risque et la pathophysiologie. L’hypoxie intermittente, la
complication majeure liée au SAOS, est ainsi détaillée : ses conséquences et son association a
des maladies cardiovasculaires (dont particulieres, ’hypertension, le remodelage et la
dysfonction vasculaire) et squelettiques. Finalement, nous avons représenté 1’entralnement
physique intensif, ses bienfaits et ses différents types comme un moyen de prévention et de

traitement des complications cardiovasculaires et squelettiques.
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I1. Introduction

I1.1. Le systeme musculaire

Le systeme musculaire regroupe un ensemble de muscles et d’organes dont les tissus sont
constitués de fibres capables de se raccourcir, donc de produire un mouvement, en se contractant.
Le raccourcissement du tissu musculaire se produit essentiellement, en réponse a un stimulus,
grace a deux propriétés qui le caractérisent : la contractilité et I’excitabilité (Rizzo DC., 2015).
Les fonctions du tissu musculaire, qui dépendent principalement de 1’organe ou il se trouve, sont
les suivants : la production des mouvements du corps, la stabilisation des articulations, le
maintien de la posture, la circulation des substances dans 1’organisme, la régulation du volume
des organes et la production de chaleur (Berridge BR. et coll., 2013).

Un tissu musculaire possede cinq propriétés majeures qui caractérisent son fonctionnement :
I’excitabilité, 1’¢lasticité, 1’extensibilité, la plasticité et la contractilit€. Nous nous intéresserons
dans notre étude a la derniere caractéristique fonctionnelle, la contractilité, qui désigne la faculté
du muscle de se contracter suite a un stimulus.

Cet intérét vient du fait que la contractilit¢ musculaire joue un role essentiel dans divers
processus physiologiques allant de la locomotion animale a la fonction cardiovasculaire (Jin JP.
et coll., 2012) (Tonge DP. et coll., 2013) (Laing NG. et Nowak KJ., 2005). De méme, une
dysfonction de cette contractilité est observée dans plusieurs situations pathologiques telles que
les myopathies et I’insuffisance cardiaque (Biolo G. et coll., 2014) (Montén C. et coll., 2015).
Notre organisme regroupe deux types de fibres musculaires, les fibres musculaires lisses et les
fibres musculaires striées. Ces dernieres sont divisées en muscles stri€és cardiaques et muscles
striés squelettiques. Ces muscles striés, comme leur nom l'indique, sont formés par des fibres
alignées parallelement les unes aux autres qui forment des faisceaux facilement visibles au
microscope et séparés transversalement : ceci donne a ces muscles 1’aspect de striation. Les
muscles lisses, quant a eux, n'apparaissent pas stri€s et les fibres les constituants ne possedent
pas cette organisation en rayures (Fig. 1).

Nous allons donc présenter dans ce qui suit, les 3 différents types musculaires, pour décrire de

maniere générale les différences dans leurs structures, leurs innervations et leurs fonctions. Nous
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porterons ensuite notre attention principalement sur le muscle lisse vasculaire sur lequel nous
avons réalisé la majorité de notre travail, dans le but d’étudier les effets de ’'HI et de I’EIl sur ce
tissu de 1’échelle de l'organe a 1'échelle moléculaire. Ensuite nous nous concentrerons sur le
mécanisme du couplage excitation-contraction, particulierement au niveau des muscles lisses

vasculaires et des muscles striés squelettiques.

A
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Figure 1 : Coupes longitudinales des 3 types de muscles : (A et 1) squelettique, (B et 2) lisse et
(C et 3) cardiaque (Pratt R., 2012). 1) Les cellules musculaires squelettiques sont de longues
cellules tubulaires constituées de stries (3) et de noyaux multiples (4). Les noyaux sont ancrés a
la membrane cellulaire (5) ce qui induit une localisation sous-membranaire. Les muscles
squelettiques sont a I'origine des mouvements volontaires du corps. 2) Les cellules musculaires
lisses sont en forme de fuseau (6) : chaque cellule possede un seul noyau (7). Contrairement au
muscle squelettique, il n'y a pas de stries visibles. Le muscle lisse agit involontairement et a pour
role d’assurer le mouvement des substances dans les lumiéres de différents organes. Ils se
trouvent principalement dans les parois des vaisseaux sanguins, des voies aériennes et du tube
digestif. 3) Les cellules musculaires cardiaques (localisées principalement dans la paroi du coeur)
présentent des espaces de séparation les unes par rapport aux autres et sont reliées entre-elles
grace a des jonctions (9). Les cellules possedent des stries (8), et chaque cellule posseéde un seul
noyau (10). La fonction principale dite involontaire est la circulation du sang dans tout
I'organisme (Rizzo DC., 2015).

19



I1.1.1. Le muscle strié squelettique

I1.1.1.1. Description

Le muscle squelettique est un muscle strié qui se solidarise avec le squelette par l'intermédiaire
du tendon, permettant ainsi pendant sa contraction le mouvement du squelette et des membres
dans une ou plusieurs directions bien définies.

L’observation des coupes longitudinales d'un muscle squelettique, sous microscope photonique,
révele un tissu avec des striations transversales et longitudinales (Lieber R., 2002). Les fibres
constituant ce muscle sont des cellules plurinucléées polygonales avec des noyaux se localisant a
la périphérie en association avec la membrane du réticulum sarcoplasmique (Fig. 1) (Frontera
WR. et Ochala J., 2015).

La fibre musculaire striée squelettique est fonctionnellement considérée comme une cellule
géante : 1-5 cm de longueur et 10-100 um de diametre. Elle résulte de la fusion de hypoblastes
qui forment ainsi un vrai syncytium (Fig. 2) (Macintosh B. et coll., 2006) (Rizzo DC., 2015)
(Lodish H. et coll., 2000).

Comme tous les autres tissus, les muscles striés squelettiques sont vascularisés par un réseau de
capillaires indispensable a I’oxygénation et a 1’alimentation des tissus par les nutriments. Ce
réseau prend la forme de mailles rectangulaires qui entourent les fibres musculaires (Korthuis

RJ., 2011).
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Figure 2 : Ultrastructure de la fibre musculaire squelettique et organisation de la triade
responsable du couplage excitation-contraction (Tortora G. et Grabowski SR., 2001).

I1.1.1.2. Contraction et innervation

La contraction du muscle strié squelettique est volontaire. Pour cela, ce muscle est innervé par
les neurones moteurs du systeéme nerveux somatique dont les corps cellulaires sont situés dans la
moelle épiniere. Un neurone et les fibres musculaires qu'il innerve forment des complexes
nommées unités motrices. L’intensité de la contraction du muscle squelettique dépend du
nombre d’unités motrices activées (Beam KG. et Franzini-Amstrong C., 1997) (Frontera WR. et

coll., 2015) (Rebbeck RT. et coll., 2014).

I1.1.1.3. Fibres musculaires et structure

Chaque cellule musculaire strié¢e squelettique est entourée d’une membrane basale qui la sépare
de ’endomysium, qui est une couche de tissu conjonctif lache enveloppant chacune des fibres
d’un muscle. Le sarcolemme, qui désigne la membrane plasmique des cellules musculaires,
contient des fines invaginations formant les tubules transverses ou tubules T (Macintosh B. et

coll., 2006) (Lieber R., 2002) (Korthuis RJ., 2011).
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Les tubules T assurent la propagation des potentiels d’action musculaires vers l'intérieur de la
cellule, en direction de I’appareil contractile, du fait de leur pénétration au plus profond de la
fibre. Ces tubules sont connectés au réticulum sarcoplasmique (RS), qui est particulierement
développé et entoure les myofibrilles.

Le couplage excitation-contraction, un mécanisme commun a tous les types de muscles,
correspond a I’ensemble des phénoménes ayant lieu depuis la stimulation d’une cellule
musculaire jusqu'a la production d’une force correspondante a la contraction. Au niveau des
muscles squelettiques, ce couplage se fait grace a une structure nommée triade, formée par
I’association des citernes terminales du RS (le lieu de stockage du calcium) avec les tubules T
qui sont enserrés de part et d’autre par ces citernes (Beam KG. et Franzini-Armstrong C., 1997)
(Korthuis RJ., 2011).

Le RS des fibres musculaires squelettiques est divisé en deux parties : la partie longitudinale et
les citernes terminales. Les citernes terminales, localisées a coté des tubules T, portent dans leurs
membranes des canaux-récepteurs sensibles a la ryanodine. Ces derniers induisent une libération
massive du calcium dans le cytosol lors de l'arrivée du potentiel d’action au niveau de la triade.
La deuxieme partie du RS, moins développée, contient les pompes calciques ATP ases qui
ramenent le calcium depuis le cytosol vers le RS (Wang S. et coll., 1998) (Irving M., 2017).

Les fibres musculaires squelettiques individuelles sont classées selon leur apparence
histologique, la rapidité de leur contraction et leur capacité a résister a la fatigue (Korthuis RJ.,
2011) (Andersen P. et Kroese AJ., 1978). Les fibres a contraction lente, autrement nommées
fibre de type I, sont généralement minces, investies par un réseau capillaire plus dense, et sont de
couleur rouge en raison de la présence d’une quantité importante de myoglobine, une protéine
liant 'oxygene (Okumachi E. et coll., 2015). Ces fibres de type I résistent a la fatigue, utilisent
essentiellement le métabolisme oxydatif comme source d’énergie, et présentent donc un nombre
élevé de mitochondries et une teneur importante en enzymes oxydatives, avec de faibles niveaux
de glycogene et une faible activité enzymatique glycolytique (Boron WF. et Boulpaep EL., 2009)
(Gao K. et coll., 2017).

D'autre part, les fibres a contraction rapide, autrement nommée fibres de type II, difféerent entre
elles en ce qui concerne la fatigabilité. Les fibres de type lia partagent certaines caractéristiques

avec les fibres a contraction lente en étant résistantes a la fatigue, dépendantes du métabolisme
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oxydatif et contenant de la myoglobine (elles sont donc rouges) (Armstrong RB., 1996) (Boron
WE. et Boulpaep EL., 2009) (Novak P. et coll., 2010).

Cependant, et contrairement aux cellules a contraction lente de type I, les fibres musculaires de
type Ila contiennent du glycogene en quantité abondante et plus de mitochondries (Boron WF. et
Boulpaep EL., 2009) (Armstrong RB., 1996). Ces caractéristiques distinctives assurent une
génération d'ATP adéquate pour compenser le taux accéléré d'hydrolyse de I'ATP dans ces fibres
a contraction rapide (Novék P. et coll., 2010).

Un autre type de fibre a contraction rapide, les fibres de type IIb, utilisent essentiellement de
I'énergie stockée dans le glycogene et la phosphocréatine car elles contiennent moins de
mitochondries et ont une faible teneur en myoglobine (muscles dits blancs). En outre, les fibres
de type IIb contiennent une faible quantité d'enzymes oxydatives et sont investies par un réseau
capillaire moins dense (Boron WF. et Boulpaep EL., 2009), ce qui les rend par conséquent plus

fatigables.

I1.1.1.4. Les protéines contractiles

Les fibres musculaires squelettiques contiennent deux types de filaments. Les myofilaments fins
d’actine et les myofilaments épais de myosine. Lors de I'observation microscopique, ces
myofilaments forment des bandes en alternance : les bandes A (anisotropique) sombres, du fait
qu’elles sont constituées des deux types de myofilaments, et les bandes 1 (isotropique) claires,
constituées uniquement d’un seul type de myofilament : les myofilaments fin d’actine. Les unités
de contraction (les sarcomeres) sont délimitées par les disques Z (Fig. 3), le point d’ancrage des
myofilaments d’actine sur les myofilaments de myosine (Frontera WR. et Ochala J., 2015) (Dube

DK. et coll.,2014).
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Figure 3 : Organisation des myofilaments d’actine et de myosine en formant les bandes A, I et
les disques Z au niveau des fibres musculaires striées squelettiques (Krans JL., 2010).
300 molécules de myosine sont rassemblées pour former un filament épais de myosine. La
myosine, quant a elle, est une protéine composée de deux parties : la téte et la queue. En plus du
site de liaison a I’actine, la téte comporte un site catalytique d’hydrolyse de I’ATP, une molécule
qui fournit 1'énergie nécessaire au basculement des tétes de myosine et donc a la contraction
musculaire (Polster A. et coll., 2016) (Rebbeck RT. et coll., 2014) (Irving M., 2017).

Les myofilaments fins sont constitués de molécules d’actine qui s’accolent par deux pour former
de longues doubles hélices. Sur 1’actine, il existe un complexe protéique régulateur capital pour

le mécanisme de contraction, le complexe troponine-tropomyosine. Je détaillerai la structure et
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les fonctions de ce dernier ultérieurement dans le chapitre excitation-contraction (Stokes K.,
2006 ) (Rebbeck RT. et coll., 2014) (Frontera WR.et Ochala J., 2015).

La contraction des muscles squelettiques est réalisée par le glissement des filaments de myosine
et d’actine les uns par rapport aux autres, ce qui conduit au raccourcissement des fibres
musculaires (Dulhunty AF. et coll., 2017). Ceci fait suite a une propagation d’un potentiel
d’action, qui induit une ouverture des canaux calciques du RS. Il est a noter que le potentiel
d’action se propage de la plaque motrice jusqu’a la terminaison axonale, au niveau des jonctions
synaptiques des synapses éléctriques qui se forment entre les nerfs moteurs et les fibres
musculaires. Ces synapses assurent la conversion du potentiel d'action déclenché par les nerfs
(présynaptiques) en un signal dans les fibres musculaires (postsynaptiques). Le calcium du RS
est alors libéré, ce qui permet sa fixation sur la troponine. Cette fixation induit un changement de
conformation de la tropomyosine, qui a son tour libere le site de fixation des té€tes de myosine sur
le myofilament d’actine. Ensuite, chaque molécule d’actine fixe une téte de myosine, et le
glissement des myofilaments aura lieu avec dépense d’énergie (Frontera WR. et Ochala J., 2015)
(Dulhunty AF. et coll., 2017).

En complément de ces protéines, les myofibrilles contiennent également des protéines de
structure qui maintiennent 1’alignement et 1’extensibilit¢ des myofibrilles (Henderson CA. et
coll., 2017), comme la titine (Greaser ML. et Pleitner JM., 2014), encore connue sous le nom de

nébuline (Rebbeck RT. et coll., 2014) (Dube DK. et coll., 2014).

I1.1.2. Le muscle strié cardiaque

I1.1.2.1 Description

Le muscle cardiaque est un muscle a caractéristiques intermédiaires, ¢’est un muscle stri¢ comme
le muscle squelettique, mais a contraction involontaire comme les muscles lisses.

Le muscle cardiaque est constitué de myocytes, les cardiomyocytes, qui sont des cellules de
forme cylindrique formant des bifurcations a leurs extrémités qui s’accolent aux extrémités des
cellules adjacentes au niveau d’une structure nommée "disque intercalaire” (Kenhub, 2017).

Ces cellules s’organisent sous forme d’un réseau tridimensionnel au niveau du myocarde.

Chaque cardiomyocyte possede un noyau allongé et positionné au centre de la cellule (Fig. 1). Le
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sarcoplasme des cardiomyocytes contient des striations qui sont semblables a celles observées
dans les muscles squelettiques (Fig. 1) (Katz AM. et Lorell BH., 2000) (Dube DK . et coll.,
2014) (Henderson CA. et coll., 2017).

11.1.2.2. Contraction et innervation

A l'inverse du muscle strié squelettique, le muscle cardiaque, est innervé par le systeme nerveux
autonome. Ceci induit une contraction des myocytes involontaire mais aussi rythmique et
automatique. En outre, les cellules cardiaques sont mononuclées, un syncytium fonctionnel se
forme via les jonctions communicantes permettant la communication des cellules entre elles.

Il existe deux types d’innervation du muscle cardiaque : intrinseque et extrinseque. L’innervation
intrinseque est responsable de I’automatisme cardiaque et indispensable a la régulation de la
contraction du myocarde (Canale ED. et coll., 1986) (Huang WA. et coll.,, 2017). Cette
innervation est réalisée par le tissu nodal, qui est formé de plusieurs amas de cardiomyocytes
regroupés en fonction de leur topographie: les nceuds sino-auriculaires, les nceuds atrio-
ventriculaires, le faisceau de His et le réseau de Purkinje (Maass K. et coll., 2015) (Fukuda K. et
coll., 2015) (Haissaguerre M. et coll., 2016) (Slart RHJA. et coll., 2017).

Le mécanisme de régulation des battements cardiaques est commandé par le nceud sino-
auriculaire, qui génere de maniere rythmique des potentiels d'action -des impulsions- qui
donneront le rythme du battement cardiaque. Ce dernier est un petit nceud de tissu peu visible
qui se situe au niveau de la paroi postérieure de I’oreillette droite (Nathan R., 1986).
Normalement, le démarrage des impulsions est initi¢ dans ce nceud (Waller BF. et coll., 1993)
(Hill MA., 2014). L’impulsion ¢lectrique produite est de faible fréquence (au repos = 72
fois/minute chez I’adulte), puis elle se propage le long des couches de tissus constituants les 2
oreillettes. Lors de son passage, cette activité €lectrique excite les fibres musculaires, ce qui
induit la contraction des oreillettes qui éjectent le sang qu’elles contiennent dans les ventricules
vides. L'impulsion arrive ensuite rapidement a un autre petit nceud de tissu spécialisé, situé entre
les oreillettes et les ventricules : le nceud auriculo-ventriculaire (Katz AM. et Lorell BH., 2000)
(Hill MA., 2014). Ce dernier provoque un retard de 1'impulsion durant = 0,07 seconde, le temps
exacte qui est nécessaire pour I’achévement de la contraction des oreillettes (Haissaguerre M. et

coll., 2016). L’impulsion est ensuite transmise aux ventricules via le faisceau de His et le réseau
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de Purkinje), ce qui déclenche leur contraction. Ainsi, le courant électrique traverse les
ventricules en 0,06 seconde et déclenche la contraction de 1'ensemble des cellules constituant les
ventricules (Katz AM. et Lorell BH., 2000) (Hill MA., 2014) (Waller BF. et coll., 1993) (Nathan
R., 1986) (Haissaguerre M. et coll., 2016).

I1.1.2.3. Fibres musculaires et structure du
muscle cardiaque

Au niveau du muscle cardiaque, nous distinguons essentiellement deux types de cellules : les
cellules myocardiques (ou cardiomyocytes) et les cellules du tissu nodal.

Les cellules myocardiques, auriculaires et ventriculaires, sont des cellules musculaires striées de
30 um de longueur avec une structure et une composition spécifiques. La membrane plasmique
de ces cellules contient des canaux ioniques Na* et K™ dépendants du voltage ; la contraction de
ces cellules est déclenchée par ’entrée des ions Na™ qui induisent une dépolarisation de leur
membrane. Ceci génére des potentiels d’action qui se propagent d’une cellule a 1’autre et
induisent la contraction des cardiomyocytes (Olivetti G. et coll., 1994) (Bergmann O. et coll.,
2009).

Les cellules myocardiques sont étroitement liées entre elles par les disques intercalaires, qui sont
des disques de jonction reliant les cardiomyocytes les uns aux autres. Ces disques contiennent
des desmosomes et des jonctions communicantes (Fig. 4). Les desmosomes assurent la
cohérence cellulaire en liant les cardiomyocytes au niveau de ce disque alors que le transfert des
potentiels d’action se fait au niveau des synapses électriques par 1’intermédiaire des jonctions
communicantes.

Les cellules du tissu nodal qui constituent 1% des cellules cardiaques, sont des cellules
musculaires striées qui ont conservé plusieurs caractéristiques du tissu myocardique
embryonnaire. Ces cellules sont noyées dans le tissu de myocarde, elles sont reparties de maniere
inégale en deux nceuds (ou amas), d’ou le nom de tissu nodal. (Quaini F. et coll., 1994) (Olivetti

G. et coll., 1994) (Delmas V. et coll., 2011).
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Figure 4 : Ultrastructure des myocytes cardiaques en coupe frontale, montrant les différentes
structures impliquées dans le couplage excitation-contraction (Klabunde RE., 2013).

I1.1.2.4. Les protéines contractiles

En systole, le potentiel d’action se propage par I’ouverture de canaux sodiques voltage-
dépendants distribuant la dépolarisation aux tubules T, qui se dépolarisent et déclenchent une
libération d’ions calcium du RS vers le cytosol de la fibre musculaire.

La contraction se développe lorsque le calcium se lie a la troponine C, ce qui permet l'interaction
des chaines actine-myosine. La relaxation se produit avec une réduction de la concentration du
calcium cytosolique due a [Iinitiation du ré-pompage du calcium dans le réticulum
sarcoplasmique par les pompes a calcium de la membrane du RS (Fabiato A. et Fabiato F., 1979)

(Bers DM., 2002).
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En outre, durant la diastole, des protéines transmembranaires de la membrane cytoplasmique
participent a la restauration de 1'homéostasie ionique intracellulaire des myocytes. Parmi ces
protéines, nous citons : la pompe a sodium (Na*-K*-ATPase), qui, et en utilisant 1’énergie
stockée sous forme d’ATP, permet 1’échange des ions Na* provenant du milieu intracellulaire
avec les ions K™ provenant du milieu extracellulaire avec un rapport (3 Na*/2 K¥). La pompe a
calcium (Mg**-Ca** ATPase), qui utilise encore 1’énergie provenant de I’hydrolyse de I’ATP
pour assurer I’échange des ions Mg?* et Ca®* du milieu intracellulaire au milieu extracellulaire
selon un rapport (1 Mg?*/1 Ca?*). Et I’échangeur Na*-Ca®* qui permet aux ions Na* d’affluer
selon leur gradient de concentration a travers la membrane plasmique en échange d'un contre
transport des ions Ca®* selon le rapport (1 Mg?*/1 Ca**) (Klabunde RE., 2013) (Bers DM., 2002)
(Eisner DA. et coll., 2017).

Plusieurs autres protéines sont impliquées dans la régulation du flux de calcium lors de la
contraction/relaxation, ces protéines aussi bien que le mécanisme du couplage excitation-
contraction des muscles cardiaques sera détaillé avec précision dans le chapitre excitation-

contraction.

I1.1.3. Le muscle lisse

I1.1.3.1. Description

Les muscles lisses constituent des couches denses tapissant la paroi de nombreux organes et des
vaisseaux sanguins. Ces couches sont constituées des fibres musculaires lisses, qui sont des
cellules mononuclées fusiformes dont le noyau occupe une position centrale (Fig. 1) (Kao CY. et
Carsten ME., 1997) (Kenhub, 2017).

Les cellules du muscle lisse ne présentent pas de stries transversales dans leur organisation, qui
dépend de I’organe / tissu ou elles se trouvent. Elles sont soit isolées dans le tissu conjonctif, soit
regroupées sous forme de tunique musculaire (tube digestif, vaisseaux sanguins), ou regroupées
en muscles (muscle érecteur du poil) (Berridge BR. et coll., 2013) (Van Vleet JF. et coll., 2002).
En général, les fibres des tuniques musculaires lisses se regroupent en faisceaux pour former
deux couches superposées : une couche d'orientation circonférentielle et une autre d'orientation

longitudinale par rapport a I’axe de I’organe (Van Vleet JF. et coll., 2002) (Kenhub, 2017).
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11.1.3.2. Contraction et innervation

Les muscles lisses sont sous le contréle du systeme neurovégétatif autonome. Ils peuvent se
contracter d’une fagon rythmique avec des contractions et relaxations rapides, ou d’une facon
tonique (graduée) avec une contraction lente et soutenue. Ainsi, il existe deux types de muscles
lisses : le tissu musculaire lisse unitaire et le tissu musculaire lisse multi-unitaire. Le muscle lisse
unitaire est constitué de cellules musculaires fonctionnellement reliées entre elles par des
jonctions communicantes permettant de propager le signal électrique d’une cellule a 1’autre,
fonctionnant comme une seule et méme unité appelé syncytium. En revanche, le muscle lisse
multi-unitaire est constitué de cellules musculaires distinctes, séparées les unes des autres par de
glycoprotéines et de collagene. Chaque cellule est innervée par une seule extrémité nerveuse, et
peut se contracter indépendamment des autres cellules.

Un exemple des muscles lisses unitaires, les muscles viscéraux, qui sont constitués de cellules
qui se contractent (en général) d’une fagon rythmique en harmonie les unes avec les autres (Fig.
5). On constate un couplage électrique entre ces cellules musculaires lisses, grace a la présence
de jonctions communicantes (gap junctions). Par définition, le couplage électrique est un
phénomene par lequel un signal est transmis électriquement entre deux cellules par
l'intermédiaire d'une jonction communicante (Klabunde RE., 2013) (Itoh T. et coll., 1981)
(Taggart MJ., 2001) (Du W. et coll., 2006).

Les muscles de ’iris de I’ceil, sont un exemple des muscles lisses multi-unitaires (Fig. 5), dont
les cellules se contractent d’une fagon graduée en réponse a une stimulation nerveuse.
Contrairement aux muscles viscéraux, ces muscles sont capables de produire des mouvements
fins car ils sont constitués des fibres musculaires indépendantes les unes des autres, et
particuliecrement riches en terminaisons nerveuses, dont chacune est a l'origine d'une unité
motrice comportant un certain nombre de fibres musculaires. Dans ces muscles, les jonctions
communicantes sont rares par rapport a celles des muscles lisses unitaires, et les dépolarisations
sont spontanées et synchrones (Moreland RS., 1991) (Pollock JD. et Makaryus AN., 2017) (Du
W. et coll., 2006).
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Figure 5 : Image montrant 1'organisation et I’innervation des cellules musculaires lisses (Wang
H. et coll., 2015).

11.1.3.3. Ultrastructure et fonctions

Les muscles lisses sont présents dans plusieurs organes du corps humain, ce qui leur permet de
jouer un role primordial dans divers processus physiologiques. Nous trouvons les muscles lisses
dans la trachée, ’intestin, les sphincters, la vessie, les bronches, I’estomac, le larynx, 1’utérus et
les vaisseaux sanguins. Ces organes sont généralement des organes creux viscéraux ou
vasculaires ayant la capacité de se contracter pour s’adapter a leur contenu (par exemple le sang,
I’urine, etc.,..) et le propulser plus en avant. Dans ces organes, le muscle lisse joue un role
essentiel dans : la pression artérielle, le péristaltisme, 1’expulsion du nouveau-né au cours de
I’accouchement, la parturition, la miction (Fattoum A., 1997) (Webb RC., 2003). Les cellules
musculaires lisses (CML) sont peu différenciées, fusiformes avec des extrémités pointues et
parfois bifides. Elles sont orientées d’'une maniére parallele les unes aux autres avec des tailles

trés variables en fonction de 1’organe ou elles se trouvent. Ainsi, les cellules musculaires lisses
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de la paroi utérine sont 30 fois plus longues que celles des capillaires sanguins, mais toujours
plus courtes que les cellules musculaires striées qui peuvent atteindre jusqu'a plusieurs
centimetres de long. Les CML sont associées entre elles grace a un tissu conjonctif constitué

essentiellement de collagéne et d’¢lastine (Webb RC., 2003) (Brozovich FV. et coll., 2016).

I1.1.3.4 Les protéines contractiles

Entre les jonctions communicantes, le sarcolemme des CML est divisé en deux domaines
distincts : le premier correspond a des plaques d’adhérence et le deuxiéme est appelé le domaine
cavéolaire. Les plaques adhérentes (ou corps denses) sont des structures dynamiques
responsables de la motilité cellulaire, d’ou leur similarité avec les stries Z du sarcomére du
muscle squelettique (Fattoum A., 1997) (Walsh MP., 1989). Ces plaques sont impliquées dans
I’accrochage des filaments d’actine de chaque CML aux molécules de la matrice extracellulaire
de la cellule adjacente. C’est a leur niveau que ’on trouve plusieurs protéines telles que la
desmine : qui assure la stabilité structurale des CML lors de la contraction musculaire, 1’a-
actinine : une protéine de réticulation dont la fonction est lier deux myofilament d’actine entre
eux, et les intégrines dont la fonction essentielle est 1’attachement des CML a la matrice
extracellulaire (Walsh MP., 1989) (Fattoum A., 1997).

Le deuxieéme domaine est le domaine cavéolaire qui, comme son nom l’indique, est riche en
invaginations vésiculaires (ou cavéoles) et correspond aux zones localisées entre les plaques
adhérentes (North AJ. et coll., 1994).

Plusieurs protéines sont trouvées dans ce domaine : des protéines constitutives dont la principale
est la cavéoline, qui forme un enveloppe permanent de la membrane plasmique, et qui n’est
libérée que lorsque cette derniere est détruite (Mabuchi K. et coll.,, 1996). Autres protéines
fonctionnelles comme les récepteurs membranaires (e.g. les récepteurs a I’acétylcholine) et les
canaux ioniques (les canaux calcium et les canaux potassium) sont également trouvées au niveau
de ce domaine (Walsh MP.,1989) (Small JV. et coll., 1992).

Nous allons présenter, dans la suite de cette introduction bibliographique, le systeme vasculaire,
ses constituants, leurs structures, leurs fonctions, pour finir par la présentation du mécanisme du
couplage excitation-contraction, ainsi que les différents modes de fonctionnement des protéines
contractiles qui nous permet de distinguer la contraction des muscles lisses vasculaires de celle

des muscles squelettiques.
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IL.2. Le systeme vasculaire

I1.2.1 Généralités

Le systeme vasculaire du corps humain est constitué d'un grand nombre de vaisseaux qui jouent
un réle essentiel dans la circulation du sang dans l'ensemble de 1’organisme. C'est a travers ce
vaste réseau de vaisseaux que la fonction cellulaire (croissance et développement de toutes les
cellules de I’organisme), l'absorption des nutriments essentiels (tels que les vitamines et
minéraux) et I'élimination des déchets cellulaires et métaboliques (I'homéostasie cellulaire) est
maintenue.

Les vaisseaux présentent certaines homologies de structure et de composition cellulaire
nécessaires pour accomplir leurs roles physiologiques. Ainsi on trouve qu’ils contiennent des
cellules endothéliales, des CMLYV, des fibres élastiques et de collagene et des tissus conjonctifs.
La distribution de tous ces composants, a I’exception des cellules endothéliales, est trés variable
selon les territoires vasculaires. Ainsi on trouve que la présence et ’organisation des fibres
élastiques aussi bien que des CMLV changent selon la fonction des vaisseaux (les arteres
élastiques conduisent les grands volumes de sang a haute pression alors que les arteres
musculaires conduisent de faibles volumes de sang a plus faibles pressions). Tous les vaisseaux,
quels que soient leurs diametres, contiennent une seule couche de cellules endothéliales, qui sont
en contact direct avec le sang circulant et ses constituants : cellules, hormones, métabolites, etc.
...). La structure de cette couche est toujours identique quel que soit le territoire vasculaire et sa
fonction (arteres élastiques ou musculaires) (Lacolley P. et coll., 2017) (Tucker WD. et coll.,
2017).

La circulation sanguine est assurée par ce réseau de vaisseaux, qui avec le ceeur constituent le
systeéme cardiovasculaire. Nous distinguons trois grandes catégories de vaisseaux sanguins : les
arteres, les veines, les capillaires. Les arteres sont des vaisseaux sanguins de calibre large qui
transportent le sang du coeur vers les tissus et les cellules de I"organisme. Les veines sont les
vaisseaux qui ramenent le sang vers le coeur. Les capillaires sont des vaisseaux de tres petits

calibres qui relient les arteres et les veines au niveau des tissus de 1’organisme. Ils sont les seuls
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vaisseaux au contact direct avec les cellules ce qui leur permettent d’assurer les échanges entre le
sang et le liquide interstitiel baignant dans les cellules (Aggarwal S. et coll., 2011) (Klabunde
RE., 2013).

I1.2.2. Structure

Les vaisseaux sanguins forment un circuit fermé assurant la circulation du sang dans
I’organisme. Ce circuit est le systéme vasculaire, partageant une organisation histologique qui
sera ici brievement présentée.

La paroi de la plupart des vaisseaux sanguins est constituée de trois couches -ou tuniques-
histologiquement distinctes (Tennant M. et McGeachie JK., 1990) (Aggarwal S. et coll., 2011)
(Tucker WD. et coll., 2017). Anatomiquement, depuis la lumiere du vaisseau sanguin jusqu'a sa
surface l'extérieure, ces régions sont appelées : intima, média et adventice (Fig. 6) (Hanke H. et
coll., 1990) (Fukuda D. et Aikawa M., 2010). La variabilité des types cellulaires constituant
chacune de ces couches, est déterminée dans des stades précoces du développement et elle est
fondée sur la fonction physiologique que le vaisseau va avoir dans un organe ou dans un tissu

(Proudfoot D. et coll., 2001) (Mulvany MJ. et Halpern W., 1967).
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Figure 6 : Coupe transversale d'une artere montrant les 3 tuniques : intima, média et adventice
(Blausen S. et coll., 2014).

11.2.2.1. L’intima

La tunique interne aussi nommée intima, est habituellement la couche la plus mince des
constituants d’un vaisseau, elle se compose d'une seule couche de cellules endothéliales reposant
sur une membrane basale (ou lame basale) (Fig. 6 et 7). En dessous de cette membrane, il existe
une couche de tissu sous-endothélial, comportant de la matrice extracellulaire, éventuellement
des CML ou -dans les capillaires- des péricytes, et terminée par une lame de fibres élastiques
nommée limitante élastique interne, formant la limite entre I’intima et la média (Fig. 7) (Diaz-
Flores L. et coll., 2009) (Bergers G. et coll., 2005). Les péricytes sont des cellules
mésenchymateuses qui entourent les cellules de I’endothélium (Sims DE., 1986) (Proudfoot D. et
coll., 2001). Ce sont des cellules souches multipotentes qui sont capables de se différencier en
plusieurs types de cellules, tels que les fibroblastes, les ostéoblastes et les cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLV) (Hirschi KK. et D'Amore PA., 1996) (Fukuda D. et Aikawa M.,
2010) (Proudfoot D. et coll., 2001).
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Intégrés dans la membrane basale, les péricytes communiquent directement avec les cellules
endothéliales des petits vaisseaux sanguins, par contact physique et une signalisation paracrine.
Ceci leur permet de stabiliser et de controler la maturation des cellules endothéliales. Ils
présentent également une capacité de contraction ; ceci suggere que ces cellules contiennent des
protéines contractiles, actine et myosine (Kelley C. et coll., 1987) (Bergers G. et coll., 2005)
(Ahmed TA. et El —Badri N., 2017).

La fonction la plus évidente des cellules endothéliales, est de contenir le sang a I’intérieur des
vaisseaux sanguins en l'empéchant de fuir hors du vaisseau ; le contact direct de ces cellules avec
le sang suggere un role critique de leur part dans tous les aspects de I'hnoméostasie tissulaire -
autorisant les échanges métaboliques et gazeux entre le sang et les tissus (Michiels C., 2003)
(Lijnen HR. et coll., 2007). Les cellules endothéliales régulent le tonus vasculaire par une
interaction avec les composants du systeme nerveux périphérique et sont impliquées dans la
thrombolyse et les processus de coagulation. En effet, la cellule endothéliale exprime au niveau
de sa membrane une molécule, la thrombomoduline, qui inhibe la formation de thrombine
(Rajendran P. et coll., 2013). De plus, elle synthétise et libere dans le plasma des facteurs de
coagulation et de la prostacycline (PGI2) qui est a la fois un inhibiteur puissant de I’agrégation
plaquettaire, un vasodilatateur et un agent anti-thrombotique (Ando J. et Kamiya A., 1993). Les
cellules endothéliales ont une perméabilité sélective aux molécules circulantes afin de contrdler
leur acces aux CMLYV, ce qui leur permet donc de contrdler la fonction de ces dernieres (Rizzo
V., 1995) (Ando J. et Kamiya A., 1993) (Rajendran P. et coll., 2013). En outre, elles constituent
une barriere ayant pour fonction d’éviter le déclenchement d’une réponse inflammatoire en
évitant la pénétration des médiateurs moléculaires et cellulaires de 1’inflammation dans la paroi

des vaisseaux, tels que : I’histamine, les cytokines et les chimiokines (Pate M. et coll., 2010).

11.2.2.2. La média

La média aussi nommée funica media, constitue la couche moyenne de la paroi des vaisseaux,
elle est généralement la couche la plus épaisse dans les arteres (Fig. 6 et 7).

Le média est composée de CMLV arrangées sous forme circonférentielle, enchassées dans un
tissu conjonctif composé de fibres ¢€lastiques, composées principalement d’¢lastine, et de
collagene. Ces couches cellulaires et de fibres élastiques ont tendance a €tre plus organisées dans

les grosses arteres, ou une alternance de couches de cellules et de lames élastiques est observée
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(Dartsch PC. et coll., 1990). Une derniere couche vient compléter 1'organisation de cette partie du
vaisseau sanguin, c'est la lame élastique externe (ou limitante élastique externe), formant la
limite entre le média et 1’adventice, qui fournit un support de la couche média, particulierement
au niveau des arteres musculaires, en récompensant le manque des fibres élastiques (Proudfoot
D. et coll., 2001) (Hanke H. et coll., 1990).

La contraction et la relaxation des muscles lisses contrdlent le diametre de la lumicre des
vaisseaux. Ainsi, la contraction des CMLV induit une vasoconstriction, ce qui diminue
I’écoulement sanguin et fait augmenter la pression sanguine en réduisant la lumiere des arteres.
De la méme manicre, le relaichement des CMLV induit une vasodilatation, ce qui augmente
I’écoulement du sang et abaisse la pression sanguine (Mulvany MJ. et Halpern W., 1967)

(Dartsch PC. et coll., 1990) (Proudfoot D. et coll., 2001).

11.2.2.3. L.’adventice

La couche externe, aussi nommée funica externa (ou tunica adventitia ou adventice), est presque
entierement composée de tissu conjonctif riche en collagenes et de fibroblastes (Fig. 6 et 7). Des
nerfs et des vaisseaux lymphatiques sont a la fois observés dans l'adventice des plus gros
vaisseaux sanguins avec les vasa vasorum (Fig. 7) (Mulligan-Kehoe MJ. et Simons M., 2014)
(Williams JK. et Heistad DD., 1996). Dans les gros vaisseaux sanguins, une simple diffusion des
nutriments et de 'oxygene nécessaire aux cellules vasculaires a travers la paroi du vaisseau est
limitée, du fait de son épaisseur. Les vasa vasorum se développent donc dans 1’adventice (et
parfois dans la partie la plus externe de la média), comme un réseau de petits vaisseaux sanguins
a paroi fine qui fournissent les cellules des grosses arteres et veines en nutriments et en oxygene
(Tennant M. et McGeachie JK., 1990) (Ritman EL. et LermanA., 2007) (Mulligan-Kehoe MJ. et
Simons M., 2014).

Apres description du systeme vasculaire et de sa structure, nous allons distinguer les différents

types de vaisseaux sanguins en fonction de leur structure et fonctions.
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Figure 7 : Schéma montrant les différents composants des trois couches (intima, média,
adventice) constituants les vaisseaux sanguins (Klabunde RE., 2013).

I1.2.3. Les composants artériels et veineux
du systeme vasculaire

La circulation sanguine se répartit entre deux circuits, tous les deux commencant et se terminant
au niveau du cceur : la circulation pulmonaire et la circulation systémique. La circulation
pulmonaire est celle qui débute du ventricule droit ou I’artére pulmonaire ramene le sang
désoxygéné provenant des différents organes aux poumons pour y étre oxygéné. La circulation
systémique, qui sera détaillée dans ce qui suit, est celle qui permet la distribution du sang
oxygéné revenant des poumons vers les autres organes. Le sang oxygéné est ainsi éjecté du
ventricule gauche du coeur dans un grand réseau d’arteres. Les artéres, selon leur fonction, leur
localisation anatomique et leurs différences histologiques, peuvent étre classées en deux
différents types : les arteres élastiques et les arteres musculaires (Tennant M. et McGeachie JK.,

1990).
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11.2.3.1. Les arteres ¢élastiques (ou
conductrices)

Les arteres élastiques sont présentes prés du coeur (Fig. 8). Elles sont donc associées au
mouvement de grands volumes de sang. Elles amortissent la pression et le flux pulsatiles
cardiaques, afin de limiter les variations de débit, de pression et les forces de cisaillement
distales, et afin de permettre une irrigation plus réguliere des organes (Faury G., 2001). La média
de ce type d'arteres, comme l'aorte par exemple, est riche en lames élastiques concentriques. Ce
qui leur permet d’accumuler I’énergie de la pression systolique (pression forte) et en restituer en
partie durant la phase diastolique (pression faible). Pour cela, les parois artérielles contiennent
des réseaux de protéines €lastiques adaptés a chaque situation (pression sanguine forte ou faible),
qui conferent aux arteres une propriété d'élasticité non-linéaire (Faury G., 2001) (Leloup AJA. et
coll., 2015).

Cette fonction de lissage de la pression et du flux sanguin par les arteres élastiques est connue
par I’effet Wind Kessel : elles atténuent effectivement les grandes oscillations du flux sanguin et
assurent aux plus petits vaisseaux sanguins, localisés distant dans 1’arbre vasculaire artériel, un

flux sanguin plus doux et homogene (Lannoy M. et coll., 2014).
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Figure 8 : Présentation simplifiée du systeéme cardiovasculaire avec les différents types des
vaisseaux sanguins €lastiques et musculaires (Reisner HM., 2015).

I1.2.3.2. Les arteres musculaires

Généralement de moyen calibre, ces arteres sont les ramifications des arteres élastiques (Fig. 8).
La plupart des arteres musculaires sont des arteres des membres et des visceres : leur intima est
fine et 1épaisseur de leur média est dépendante de leur calibre.
La fonction des arteres musculaires est de repartir la distribution du sang vers les différents
organes et tissus en fonction de 1'évolution des besoins de chacun d'entre eux au cours du temps.
Alors que les parois de ces arteres sont principalement constituées de muscles lisses, des études
histologiques montrent que ces arteres contiennent aussi des fibres élastiques discontinues dans

le média (Pugsley MK. et Tabrizchi R., 2000) (Leloup AJA. et coll., 2015).
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I1.2.3.2.1. Les artérioles

Les bifurcations successives des artéres provoquent 1’écoulement du sang dans les plus petits
vaisseaux sanguins de l'arbre artériel. Ces bifurcations aboutissent aux artérioles, qui sont les
branches artérielles les plus petites avec un trés petit calibre (entre 50 et 300 um). La paroi des
artérioles est mince avec une limitante €élastique interne tres fine et discontinue, leur média ne
comporte qu’une a trois couches de cellules musculaires lisses. La lumicre restreinte des
artérioles implique une réduction du flux sanguin, qui est nécessaire pour éviter
I’endommagement des capillaires qui sont des vaisseaux fragiles et qui relient l'arbre artériel au
systeme veineux (Cummings B., 2000).

Le réseau capillaire constitue le systeme de transition entre les deux systemes vasculaires

artériels et veineux (PubMed Health NCBI., 2017).

I1.2.3.3. Les veines

Le retour du sang vers le coeur par le systéme veineux commence par son passage dans les
veinules post-capillaires, qui fusionnent pour former de plus grandes veines. La transition d’un
capillaire a une veine est marquée par la réapparition progressive des cellules musculaires lisses
au niveau de la tunique média de la paroi vasculaire et une couche de collagene et de fibres
élastiques au niveau de la tunique externe (I'adventice).
La taille des veines varie entre 1 et 30 mm de diamétre chez I’Homme, et certaines veines telles
que celles situées dans les membres inferieurs du corps contiennent des valves unidirectionnelles
qui empéchent le reflux sanguin (Klabunde RE., 2013) (PubMed Health NCBI, 2017).

Par comparaison aux grosses veines, les petites veines et les veines moyennes possedent une plus
grande quantité de cellules musculaires lisses dans la média de leur paroi. A l'inverse, les grosses
veines ont une plus importante quantité de tissu conjonctif dans leur média (Pappano Al. et Gil
Wier W, 2013).

Dans les parties précédentes, nous avons présenté le systeme vasculaire, ses constituants ainsi
que les différents types de vaisseaux sanguins et leur structure. Nous allons maintenant nous
intéresser au composant commun des différents types de vaisseaux : les cellules musculaires

lisses vasculaires qui jouent un role majeur dans le maintien et la régulation du tonus musculaire.
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I1.2.4. Les cellules musculaires lisses

Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV), jouent un role majeur dans la contraction
des vaisseaux sanguins. La contraction de ces cellules est induite par des stimuli extérieurs
comme la pression, le systeéme nerveux, les molécules circulantes, et les molécules sécrétées par

l'endothélium.

11.2.4.1. Histologie

Les CMLYV sont des cellules en forme de fuseaux allongés avec une épaisseur de 3 a 10 um et
une longueur de 20 a 200 um. Le noyau de ces cellules est situ¢ au centre et prend une forme de
cigare lors de la contraction. La chromatine est finement granulaire et le noyau contient 2-5
nucléoles (Kierszenbaum AL., 2006) (Coujard R. et coll., 1980). Le réticulum endoplasmique
lisse (REL) se trouve a proximité de la face cytoplasmique de la membrane plasmique. La
plupart des organites ont tendance a s'accumuler dans les régions cytoplasmiques autour des
poles du noyau. La membrane plasmique, le cytoplasme et le REL des cellules musculaires sont
souvent appelés respectivement, sarcolemmes, sarcoplasme et réticulum sarcoplasmique
(Brenner B. et coll., 1987) (Klabunde RE., 2013). Pendant la contraction, la force de traction
générée par les cellules individuelles des muscles lisses est transférée vers le tissu conjonctif
environnant par la gaine des fibres réticulaires. Ces fibres font partie d'une lame basale qui
entoure les cellules musculaires de tous les types musculaires. Les CMLV peuvent rester en état
de contraction pendant de longues périodes. La contraction est généralement lente et peut

nécessiter quelques minutes pour se mettre en place (Pollack GH., 1995).

11.2.4.2. Role des CMLYV dans la structure et
la fonction des vaisseaux

Les CMLYV entrainent directement la contraction de la paroi vasculaire et contrdlent donc la taille
de la lumiere des vaisseaux sanguins (Brozovich FV. et coll., 2016). Elles permettent le maintien
d’une pression sanguine convenable dans les vaisseaux sanguins en contrélant leur diametre

luminal, en se contractant et en se relachant.
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Les CMLV sont responsables, non seulement de la régulation du diametre vasculaire a court
terme, mais aussi de 1’adaptation de ce diametre a long terme, via le remodelage structural. En
effet, une partie de ces cellules sera endommagée suite aux flux sanguins systoliques répétitifs,
ce qui les rend susceptibles a subir I’apoptose apres la réduction du débit sanguin. Ces CMLV
apoptotiques liberent de facteurs qui favorisent la prolifération, la migration, la synthese de la
matrice des CMLV et la prolifération des cellules endothéliales, ce qui entraine la formation
d'une nouvelle intima et la réparation des arteres. Ces événements de signalisation peuvent
remodeler la paroi du vaisseau pour leur donner une nouvelle taille apres des changements
durables du flux sanguin (Haixiang Y. et coll., 2011) (Webb RC., 2003).

Donc, la contractilité et le remodelage des vaisseaux sont régulés par les CMLV. Apres avoir
présenté les CMLYV, leur histologie et leur role dans la structure et la fonction des vaisseaux,
nous allons expliquer dans le chapitre suivant, le mécanisme du couplage excitation-contraction

dans les muscles lisses et striés.

I1.2.5. Différences entre la contraction des
muscles lisses et des muscles striés

Le couplage excitation-contraction est, par définition, un mécanisme qui assure la conversion
d’un signal électrique se propageant tout au long de la membrane plasmique d’une fibre
musculaire en un événement mécanique qui se traduit par la contraction musculaire. Le réticulum
sarcoplasmique (RS) joue un role essentiel dans ce phénoméne en contrdlant I’homéostasie, le
stockage, la libération, et la recapture du calcium intracellulaire, ce dernier étant responsable de
la contraction et de la relaxation de la fibre musculaire (Pollack GH.,1995) (Squire JM., 2010).
Ce controle calcique implique un large spectre de récepteurs, canaux, et pompes a calcium au
niveau de la membrane plasmique ainsi qu’au niveau du RS.

Comme déja détaillé précédemment, la contraction musculaire exige l’activité de plusieurs
protéines effectrices. Ces protéines different selon le type de fibre musculaire (Krans JL., 2010)
(Brenner B. et coll.,, 1987). Ainsi au niveau du muscle strié squelettique, les protéines
essentielles dans la contraction sont la myosine et 1’actine qui produisent le mouvement. Cette
contraction est déclenchée et régulée par le complexe tropomyosine-troponine. La tropomyosine

est la protéine commune entre les muscles stri€s squelettiques et les muscles lisses, en revanche
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la troponine est remplacée par la calmoduline dans le cas du muscle lisse (Rall JA., 2014)
(Klabunde RE., 2013).

La fonction de ces protéines dans le couplage excitation-contraction sera expliquée dans les
parties qui suivent, ou nous détaillons les mécanismes de couplage excitation-contraction dans
les différents types de fibres musculaires. Ainsi, nous décrirons les protéines impliquées dans ce
phénomene a travers la présentation des récepteurs, canaux et pompes calcique impliquées dans

I’homéostasie calcique indispensable pour la contraction musculaire.

I1.2.5.1. Couplage excitation-contraction dans
les muscles lisses

Comme dans tout autre tissu musculaire, le phénomene moléculaire de la contraction des
muscles lisses dépend principalement de la présence de myosine, d’actine, et d’ATP. Cette
contraction est déclenchée et régulée par le calcium. La libération massive du calcium sous sa
forme ionique (Ca®*) vers le cytosol et les fibres d'actine et de myosine a deux origines :
1- le calcium d’origine intracellulaire, provenant du réticulum sarcoplasmique (RS) via
les canaux récepteurs calciques de la membrane du RE.
2- le calcium d’origine extracellulaire, provenant de ’espace extracellulaire via un flux
au travers des canaux calciques voltage / ligand dépendants de la membrane
plasmique (Klabunde RE., 2013).
La contraction du muscle lisse dépend de la phosphorylation de la chaine 1égere de la myosine.
Cette phosphorylation est réalisée par une enzyme spécifique de 20 kDa, la kinase de la chaine
légere de myosine (MLCK), et la déphosphorylation de la chaine 1égere de la myosine est
réalisée par une autre enzyme spécifique, la phosphatase de la chaine 1égere de myosine (MLCP)
(Fig. 8) (Horowitz A. et coll., 1996) (Somlyo AP. et coll., 1994) (Fattoum A., 1997). La MLCK
déclenche ainsi I’activité de la myosine-ATPase (Gao Y. et coll., 2001), une enzyme qui catalyse
la réaction d’hydrolyse de I’ATP en ADP pour fournir I’énergie nécessaire a la contraction des
chaines actine-myosine (Murphy CT.,1999).
Le calcium, suite a une augmentation transitoire de sa concentration dans le cytosol, s’associe a
la calmoduline (CaM) et I’active grace a un site de liaison au calcium (Fig. 9) (calcium-binding

protein) (Berridge BR. et coll., 2013). Cette liaison est a 1’origine d’un complexe calcium-
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calmoduline, qui active la MLCK en formant un complexe quaternaire actif 4 (Ca**-CaM-
MLCK) (Fig. 9). La MLCK hydrolyse I’ATP et phosphoryle une des deux chaines légeres de
chaque téte de myosine. Ceci dévoile le site de liaison de 1’actine au niveau de la téte de
myosine. La liaison actine-myosine induit la contraction des cellules musculaires lisses (Fig. 9)
en induisant un glissement des myofilaments fins sur les myofilaments épais (Gao Y. et coll.,
2001) (Fattoum A., 1997).

De la méme manicre, une autre protéine qui se lie a 1’actine, la caldesmone, participe a la
régulation de la contraction des muscles lisses en s’associant a des filaments fins d'actine. La
caldesmone va se lier avec la calmoduline quand elle transporte les ions calcium (Christopher
WIJ. et coll., 1987) (Berridge BR. et coll., 2013). Dans une certaine mesure, la caldesmone et la
calmoduline semblent mimer la fonction de la troponine dans les muscles squelettiques. Le re-
pompage du Ca>* par les pompes ATPases-calcium dépendantes, est a I’origine de 1’inactivation
de la MLCK et de I’activation de la MLCP. La MLCP déphosphoryle la chaine légere de la
myosine et induit la relaxation suite a une dissociation des ponts actine-myosine (Fig. 9)
(Brenner B. et coll, 1987) (Webb RC., 2003) (Fattoum A., 1997).
Comme dans les muscles striés, 1’événement déclenchant la contraction des muscles lisses est
I’augmentation de la concentration calcique intracellulaire. Mais la contraction des muscles lisses
est lente par rapport a celle observée dans les muscles striés (Guerrero-Hernandez A. et coll.,
2002). Une des raisons expliquant la réponse mécanique lente des muscles lisses, est le fait que
I’activité de la myosine-ATPase est beaucoup plus faible dans les muscles lisses. Ceci peut étre
aussi li¢ a I’organisation de la CMLV ou, au contraire des muscles squelettiques, 1’absence des
sarcomeres semble ralentir la vitesse de glissement des filaments fins sur les filaments épais et
donc le raccourcissement des myofilaments est plus lent. De méme, la relaxation du muscle lisse
est plus lente que celle du muscle squelettique. Ceci est dii au fait que le détecteur de Ca>* dans
les muscles lisses, la calmoduline (I’équivalent de la troponine dans les muscles squelettiques),
ne fait pas partie des myofilaments comme c’est le cas de la troponine dans les muscles
squelettiques. Ceci exige plus de temps pour que la dissociation des Ca®" des complexes
calcium-calmoduline soit accomplie, ce qui ralentit par conséquence I’élimination du calcium du
milieu intracellulaire et maintient donc la contraction plus longtemps (Webb RC., 2003)

(Guerrero-Herndndez A. et coll., 2002).
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Figure 9 : Représentation schématique du mécanisme de régulation dépendante de la myosine de
la contraction-relaxation du muscle lisse (Fattoum A., 1997).

11.2.5.2. Couplage excitation-contraction des
muscles striés

Outre les canaux et les récepteurs sensibles au calcium, qui jouent un role crucial dans le
phénomene de contraction musculaire, il existe plusieurs autres protéines effectrices et
régulatrices de cette contraction qui, elles-aussi, ont une activité dépendante du calcium. Les
grandes différences entre la contraction des muscles lisses et celle des muscles striés se font a

travers cet ensemble de protéines (Julian FJ. et coll., 1978) (Squire JM., 2010).
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I1.2.5.2.1. Couplage excitation-contraction dans le
muscle strié cardiaque

Comme dans les autres tissus musculaires, le calcium joue un role essentiel dans la contraction
du muscle cardiaque. La dépolarisation de la membrane de la cellule musculaire cardiaque
déclenche sa réponse contractile qui dure 1 fois et demie la durée du potentiel d’action.

Le role des ions calcium dans le couplage excitation-contraction du muscle cardiaque est
similaire a son réle dans le muscle squelettique. L’entrée du calcium extracellulaire, qui fait suite
a Dactivation des canaux sensibles aux dihydropyridines qui sont des canaux calciques voltage-
dépendants de type L dans le systeme tubule T, est le déclencheur des phénomenes moléculaires
de la contraction (Balke CW. et Goldman L., 2003) (Jeremy P. et coll., 2007).

Le couplage excitation-contraction des cellules musculaires cardiaques peut €tre résumé en 5
étapes : 1) Les potentiels d'action se déplacent tout au long du sarcolemme puis descendent dans
le systtme du tubule transverse (tubule T) pour dépolariser la membrane cellulaire.
2) Les canaux calciques de la membrane plasmique dépendants du voltage de type L (sensibles
aux dihydropyridines) s'ouvrent pour permettre 1'entrée du calcium dans la cellule (Fig. 10)
(Ferrier GR. Et Howlett SE., 2001) (Klabunde RE., 2013).

3) L'influx de calcium déclenche une libération subséquente dans le cytosol du calcium stocké
dans le réticulum sarcoplasmique (RS) a travers les canaux-récepteurs calciques sensibles a la
ryanodine (RyR) ce qui augmente la concentration de calcium intracellulaire (Fig. 10) depuis
environ 107 M jusqu'a 10° M (Fabiato A. et Fabiato F., 1979) (Smith TW. et Morgan JP., 2017)
(Klabunde RE., 2013).

4) Le calcium libre se lie a la troponine-C (TnC) qui fait partie du complexe régulateur attaché
aux filaments fins. Lorsque le calcium se lie a la TnC, cela induit une modification
conformationnelle du complexe, ce qui fait que la troponine-I (Tnl) expose le site de fixation de
la myosine-ATPase de la téte de myosine sur le myofilament d’actine. Cette liaison se traduit par
une hydrolyse de 1'ATP qui fournit de 1'énergie pour qu'un changement conformationnel se
produise dans le complexe actine-myosine. Le résultat de ces changements est un mouvement
entre les tétes de myosine et 1'actine, de sorte que les filaments d'actine et de myosine glissent les

uns sur les autres, raccourcissant ainsi la longueur du sarcomere. Les cycles de mouvement se
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produisent tant que le niveau de calcium cytosolique reste élevé (Bers DM., 2002) (Klabunde

RE. et coll., 2013) (Eisner DA. et coll., 2017).
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LIC 3 Na" Na*/K*
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RS SERCE
Ca?t Ca?t
i
Signal Ca®*

Crprpr——asdets) B e S
oo <aaesl) FETTCT . Wy

Contraction Relachement

Figure 10 : Représentation schématique du mécanisme de régulation du couplage excitation-
contraction et relaxation du muscle strié cardiaque. LEC : lumiere extracellulaire, LIC : lumiere
intracellulaire, PA : potentiel d’action, RS : réticulum sarcoplasmique, RyR : récepteur sensible a
la ryanodine, CCTL : canal calcique de type L, SERCA : pompe a calcium du réticulum
sacro/endoplasmique ATPase-dépendante (Guyton A. et Hall J., 2005).

5) Par la suite, l'influx de calcium dans la cellule s’arréte suite a la fermeture des canaux
calciques membranaires et le calcium est séquestré par le RS par I'action d'une pompe a calcium
ATP-dépendante (SERCA, réticulum sarco-endoplasmique calcium-ATPase), abaissant ainsi la
concentration du calcium cytosolique et dissociant le calcium de la TnC. Dans une mesure
quantitativement plus faible, le calcium cytosolique est transporté hors de la cellule par un
antiport d'échange sodium-calcium (Fig. 10). La libération du calcium li¢ a la TnC induit une
modification conformationnelle du complexe de troponine conduisant, encore une fois, a

l'inhibition de la TnI du site de liaison a I'actine. A la fin du cycle, une nouvelle molécule d'ATP
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se lie a la té€te de myosine, déplacant I'ADP, ce qui induit la relaxation des sarcomeres a travers le
glissement en sens inverse des filaments d'actine et de myosine. La longueur initiale du
sarcomere est alors restaurée (Bers DM., 2002) (Eisner DA. et coll., 2017) (Klabunde RE.,
2013).

11.2.5.2.2. Couplage excitation-contraction dans
les muscles striés squelettiques

Au niveau des muscles squelettiques, le couplage excitation-contraction est dépendant de
I’acétylcholine qui, une fois fixée sur les récepteurs nicotiniques présents sur le sarcolemme,
déclenche I’entrée du sodium dans la cellule musculaire, provoquant ainsi une dépolarisation
puis un potentiel d’action. Ce potentiel se propage tout au long du sarcolemme jusqu’aux tubules
transverses (tubules T) dans lesquels sont insérés les récepteurs aux dihydropyridines (DHPR) au
niveau des triades. Le DHPR, qui est sensible a la variation du voltage provenant du potentiel
d’action, change sa conformation et entraine 1’ouverture des canaux calciques du RS, surtout les
RyR (Ursu D. et coll., 2001) (Irving M., 2017). Ceci induit une augmentation transitoire de la
concentration du calcium libre dans la cellule. Le Ca** se fixe alors sur la troponine C, qui est un
complexe de protéines sensibilisant les cellules musculaires striées au calcium (Hitchcock SE.,
1975) (Ebashi S., 1972). Une fois activée par le calcium, la troponine change sa conformation et
provoque le glissement de la tropomyosine sur le filament d’actine (Potter JD., 1982). 1l est a
noter que la tropomyosine est une protéine de régulation de la contraction des cellules
musculaires qui stabilise le microfilament d’actine sur lequel elle est localisée (Gunning P. et
coll., 2008). Le glissement de la tropomyosine libere le site de fixation de la myosine sur le
filament fin d'actine. L’interaction entre la myosine et I’actine forme les ponts d’union acto-
myosine, mais le glissement de ces filaments requiere de I’énergie qui provient de I’hydrolyse de
I’ATP en ADP grace a I’enzyme myosine-ATPase (Fig. 11). La libération d’une molécule
d’ADP induit une rotation de la téte de myosine, qui exerce une force sur le filament d'actine 1ié
et le déplace, ce qui rapprochent les stries Z et induit le raccourcissement de la longueur du
sarcomere (Irving M., 2017). La force produite a ce moment par le sarcomere dépend du nombre
des ponts formés entre 1’actine et la myosine. Par la suite, une molécule d’ATP se fixe sur la téte

de myosine et provoque son détachement de I’actine (Fig. 11). La téte de myosine est ensuite
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redressée en position de haute énergie suite a I’hydrolyse de I’ATP et le cycle d’attachement-
détachement se répete tant que la concentration intracellulaire du calcium reste élevée (Fig. 11)
(Squire JM., 2010) (El-Saleh SC. et coll., 1986). Une dissociation du complexe calcium-
troponine C s’effectue suite a la diminution de la concentration des ions calcium dans le cytosol;
ainsi la tropomyosine reprend sa position de départ par un changement de conformation du
complexe troponine-tropomyosine. Ceci dissimule les sites de liaison du filament d’actine a la
myosine et induit la relaxation des cellules musculaires squelettiques (Irving M., 2017) (Farah

CS. et Reinach FC., 1995).
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Figure 11 : Les différentes étapes du couplage excitation- contraction dans les muscles striés
squelettiques (Biodis, 2015).
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I1.2.5.3. Les protéines contractiles

Apres avoir expliqué le mécanisme du couplage excitation-contraction dans les trois types de
muscles, nous allons maintenant aborder en détail les effecteurs principaux de la régulation de ce

couplage au niveau du muscle lisse et du muscle strié squelettique.

11.2.5.3.1. La tropomyosine

La tropomyosine (Tpm) est une protéine ubiquitaire, associée a I’actine polymérisée. Tres
conservée au cours de I'évolution, elle est présente dans tous les eucaryotes, de la levure a
I'Homme. Elle joue des roles critiques dans la régulation de la fonction des filaments d'actine
dans les cellules musculaires mais aussi non-musculaires (Gunning P. et coll., 2008). La Tpm a
¢été découverte en 1940 comme composant du filament d’actine des muscles striés (Baikley K.,
1946). Dans les cellules musculaires striées, elle est associée a la troponine et représente 4 % du

poids sec d'un muscle (Gunning PW. et coll., 2015).

I1.2.5.3.1.1. Structure et fonctions

La tropomyosine est une protéine fibreuse dimérique allongée logée dans le canal du
microfilament d'actine (Fig. 12 A). Dans les muscles, la Tpm a une structure ressemblant a une
bobine enroulée dimérique (composée d'une sous-unité alpha et d'une sous-unité béta)
hélicoidale sur toute leur longueur, ce qui lui permet de s’enrouler autour de 1’actine (Fig. 12 B)
pour stabiliser sa structure et d’interagir avec d’autres protéines de liaison (Gunning PW. et coll.,
2015). Les molécules de Tpm se lient entre elles selon un schéma de téte a queue et sont
positionnées sur les cotés des microfilaments (F-actine), ainsi chaque molécule interagit avec six
ou sept monomeres d’actine (Geeves MA. et coll., 2015).

Dans les muscles striés, la Tpm est toujours retrouvée en présence de troponine pour permettre la

régulation de la contraction des muscles, en bloquant ou en permettant la liaison de la myosine a

ses sites de liaison au niveau de 1’actine (Kalyva A. et coll., 2012).
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Figure 12 : Image montrant la structure de la protéine tropomyosine reconstituée a partir d’une
image issue de la cryo-microscopie électronique a 6,5 A.A)La tropomyosine (en jaune) entoure
les filaments d’actine (en vert et cyan). B) Vue plus rapprochée montrant les deux sous-unités
qui constituent la protéine tropomyosine (les chaines a et f) (Von der Ecken J. et coll., 2014).

11.2.5.3.1.2. Isoformes

Chez 1'étre humain, comme chez les autres mammiferes, quatre genes assurent la synthese des
isoformes de la tropomyosine : TPM1, TPM2, TPM3, TPM4 (Schevzov G. et coll., 2005). Plus
de 40 différentes variantes d'ARNm de Tpm sont obtenues suite a 1’épissage alternatif des ARN
issus de ces 4 genes (Vindin H. et Gunning P., 2013) (Geeves MA. et coll., 2015) (Wang CLA.
et Coluccio LM., 2010). Chaque isoforme de cette protéine possede une affinité différente pour
’actine ainsi que pour les autres molécules qui lui sont liées, comme la cofiline (qui est une
protéine sous forme filamentaire qui déstabilise 1’actine) et la calmoduline pour former un
complexe de régulation du couplage excitation-contraction (Hilbert L. et coll., 2013) (Maytum R.
et coll., 2001).

Les cellules cardiaques du lapin, du cochon d'inde, du rat et du chien contiennent presque
exclusivement l'isoforme a de la Tpm ; alors que dans le myocarde des bovins, du cochon et du
mouton, I’isoforme B de la Tpm est également exprimée et représente 15 a 20% de la totalité des

isoformes Tpm (Marston S. et coll., 2013) (Peng Y. et coll., 2013).
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La Tpm a été également identifiée comme un composant des cellules non-musculaires (Cohen I.
et Cohin C., 1972) (Lazarides EJ., 1975). En fait, 18 parmi les 40 isoformes de Tpm des
mammiferes sont exprimées dans des cellules non-musculaires (Gunning P. et coll., 2008). Le
role généralement accepté de la Tpm dans les cellules non-musculaires est de stabiliser les
filaments d'actine ; cependant, des molécules de Tpm ont également été identifiées dans des
lamellipodes de cellules migrantes ou 1'on pense que I'actine est hautement dynamique, remettant
en cause le role de ces Tpm dans des cellules non-contractiles (Wang CLA. et Coluccio LM.,
2010).

Au niveau des muscles du systeme cardiovasculaire, les isoformes de Tpm sont associées a des
maladies cardiaques, ainsi qu'a des dysfonctions et des risques cardiovasculaires. Ainsi une
diminution de I’expression des isoformes de Tpm au niveau des muscles cardiaques foetaux est
associée a une insuffisance cardiaque (Marston SB. et coll., 2013). De méme, 1’¢limination de la
phosphorylation du résidu Ser-238 des tropomyosines induit une dysfonction et augmente la
rigidité du muscle cardiaque, ceci étant démontré chez les souris et chez ’Homme (Schulz EM.
et coll.,, 2013). En outre, au niveau de la membrane des CMLV des vaisseaux sanguins, une
altération de I’expression des isoformes de Tpm (dérivant des deux génes TPM1 et TPM3), est
associée a la survenue de I’hypertension (Dunn SA. et coll., 2003) (Kishi T. et coll., 2013) (Kishi
.etcoll T., 2015).

I1.2.5.3.2. La Troponine

Une autre protéine en interaction avec la tropomyosine était ensuite mise en évidence au niveau
des muscles striés : la troponine (Tn).

Les isoformes de la troponine sont des protéines exprimées essentiellement au niveau des
muscles striés, ou elles interviennent dans la régulation de leur contraction. Elles se trouvent
associées a 1’actine et a la tropomyosine (Fig. 13). Nous distinguons la ¢Tn pour la troponine des
muscles cardiaques, et la sTn pour les muscles squelettiques. Malgré le fait que la cTn et la sTn
accomplissent la méme fonction, elles different par leurs interactions entre leurs propres sous-
unités (Tn) ainsi que celles avec ’actine et la tropomyosine (Yang Z. et coll., 2009) (Wei B et

Jin JP., 2016).
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I1.2.5.3.2.1. Isoformes

La troponine est une protéine hétérotrimérique qui interagit fortement ensemble : la troponine C,
la troponine I et la troponine T.

La troponine C (TnC) : la sous-unité responsable de la liaison avec le calcium. La forme
cardiaque et la forme squelettique de la troponine TnC sont fortement similaires. Chez ’Homme,
la TnC est exprimée par deux genes : TNNCI1 qui code pour les TnC des muscles squelettique
lents et du muscle cardiaque et TNNC2 qui code pour le TnC des muscles squelettiques rapides
(Katrukha IA., 2013) (Bakker AJ. et coll., 2017) (Fig. 13).

La troponine I (Tnl) : la sous-unité inhibitrice du complexe de troponine dans le myofilament
d’actine du muscle stri¢ joue un rdle central dans la régulation de la fixation du calcium a la TnC
durant la contraction et de la relaxation (Fig. 13).

La Tnl déclenche la relaxation musculaire en inhibant la liaison entre la myosine et I'actine. Chez
les vertébrés, nous distinguons 3 isoformes de la sous-unité Tnl, codées par trois genes
homologues qui sont exprimés en fonction du type de muscle et du stade de développement :
TNNI1 pour la Tnl des muscles squelettiques lents, TNN2 pour la Tnl des muscles squelettiques
rapides, et TNN3 pour la Tnl cardiaque (Jin JJ. et JJian-Ping S., 2016) (Zoltani CK., 2014).

La troponine T (TnT) : la sous-unité responsable de la liaison avec la tropomyosine. Il existe
jusqu’a 12 isoformes de la TnT dans les muscles squelettiques et 4 isoformes cardiaques (Wei B
et Jin JP., 2016). Comme la Tnl, la TnT est exprimée par 3 genes homologues qui codent pour
des isoformes tissu-spécifique : la TNNT1 codant pour la TnT des muscles squelettiques lents, la
TNNT?2 codant la TnT du muscle cardiaque et la TNNT3 qui code pour le TnT du muscle
squelettique rapide (Zoltani CK., 2014) (Wei B et Jin JP., 2016). Les troponines cardiaques
(TnTc) et (Tnlc) sont les seuls isoformes qui ont un intérét concret dans le diagnostic de
I’infarctus du myocarde. Ainsi, une concentration élevée de TnTc est fortement liée a une
augmentation du risque de mortalité cardiovasculaire (Lefevre G., 2004) (Delaval K., 2011) (Fig.

13).
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e troponin complex:

Figure 13 : Schéma montrant le complexe de la troponine dans le muscle squelettique avec
I’actine et la tropomyosine (Smith C., 2016).

I1.2.5.3.2.2. Structure et fonction

La troponine est une protéine myofibrillaire, non-globulaire qui en solution adopte une structure
allongée (Larue C. et coll., 1998). Le poids moléculaire des sous-unités de la troponine est de 18
kDa, 37 kDa et 24 kDa, respectivement pour la TnC, la TnT et la Tnl (Ferrieres G. et coll.,
1998).

La troponine joue un rdle important lors du couplage excitation-contraction. Le mode de
fonctionnement de ces 3 sous-unités peut étre décrit bricvement : pendant I'excitation, les ions
calcium se lient a la TnC, ils interagissent avec la tropomyosine pour démasquer les sites de
liaison entre les filaments de myosine et d'actine, permettant ainsi ’ancrage du pont transversal
(point de fixation de la téte de myosine sur le filament d’actine) et donc la contraction des
myofibrilles (Galinska-Rakoczy A. et coll.,, 2008). La force de contraction est fonction de
l'intensité du flux de calcium extracellulaire pénétrant dans les cellules myocardiques. La
phosphorylation de la Tnl inhibe la liaison au calcium de la TnC, qui bloque alors 1'interaction de

l'actine avec la myosine (Sheng JJ. et Jian-Ping Jin., 2016) (Zoltani CK., 2014).
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11.2.5.3.3. La calmoduline

La calmoduline (CaM) est une protéine ubiquitaire considéré comme I’équivalent de la troponine
dans les cellules musculaire lisses : elle est en effet capable de se lier aux ions Ca®* présent dans
le milieu intracellulaire pour réguler la contraction de ces cellules (Klee CB. et Vanaman TC.,

1982).

I1.2.5.3.3.1. Isoformes

La calmoduline est codée par 3 genes : CALMI1, CALM2 et CALM3. Chez ’'Homme, ces 3
genes possedent des séquences nucléotidiques différentes mais ils codent tous les trois pour une
protéine CaM completement identique, constituée de 149 acides aminés (Boczek NIJ. et coll.,

2016).

I1.2.5.3.3.2. Structure et fonctions

La calmoduline est une protéine de 149 acides aminés constituée de deux sous-unités globulaires
(Hitoshi K. et coll., 1995) et sa structure a été fortement conservée au cours de 1'évolution (Klee
CB. et Vanaman TC., 1982).

La calmoduline est une protéine monomérique et globulaire, qui s’associe aux ions calcium. Elle
est fortement acide du fait de sa teneur élevée (~ 35%) en résidus aspartate et glutamate. Elle
possede 4 motifs en main EF, chacun étant capable de s'associer avec un atome de calcium. Un
motif en main EF (en anglais, EF Hand) est un motif structural constitu¢ de deux hélices a (la
premicre hélice a est nommée E et la deuxieéme est nommée F) qui se lient a une boucle
protéique constituée d'une douzaine d'acides aminés. Cette structure peut enserrer un ion Ca?*
(Zhou Z. et coll., 2006).

Ce domaine protéique ressemble 2 la forme d'une main dans laquelle 1ion Ca?* se positionne au
niveau de la paume ; les deux hélices a formant le pouce et I'index relevés.

Au niveau du muscle cardiaque, la calmoduline joue un rdle important dans le contrdle de son
état contractile. Ainsi, la calmoduline associée au Ca** peut réguler la contraction des muscles
lisses en agissant sur les canaux récepteurs sensibles a la ryanodine (RyR) qui contrélent le flux

de Ca®* a travers la membrane du réticulum sarcoplasmique (Dries E. et coll., 2016).
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11.2.5.3.4. La calponine

La calponine est une protéine fortement associée a I’actine, elle se trouve largement distribuée
dans les cellules musculaires lisses au niveau de la partie contractile ainsi qu’au niveau du
cytosquelette. Ceci suggere qu’elle peut jouer un role structurel dans ces cellules (Green KJ.et
Jonathan CRJ., 2005).

La calponine est une protéine analogue a la troponine. C’est un polypeptide de 34 kDa qui
s’associe a I’actine, a la myosine, a la tropomyosine et aux protéines qui lient le calcium. Elle est
impliquée dans la contraction des muscles lisses en régulant I’interaction entre les filaments
d’actine et de myosine, inhibant ainsi 1’activité enzymatique de la myosine-ATPase.

La molécule de calponine est constituée de quatre domaines : un a I'extrémité N-terminale, qui
est le domaine d'homologie a calponine (= Calponin Homology : CH) et trois domaines répétitifs
comprenant l'extrémité Ct, qui constituent des répétitions de type calponine-like (CLR). Le
domaine CH constitué d'environ 100 résidus, trouvé dans la spectrine et la dystrophine, a été
identifié pour la premiere fois dans la calponine, ce qui explique sa dénomination (Bramham J. et
coll., 2002).

La calponine est exprimé essentiellement au niveau du tissu musculaire lisse. Elle intervient
activement dans la régulation dépendante du calcium de la contraction des muscles lisses en

régulant I’interaction actine/myosine (Vetterkind S et Morgan KG., 2012).

I1.2.5.3.5. Le parvalbumine

Le parvalbumine est une protéine soluble de faible poids moléculaire (9-11 kDa), qui est
caractérisée par sa forte affinité pour le calcium (Schwaller B. et coll., 2002). Elle joue un role
régulateur du niveau et du trafic du calcium intracellulaire libre essentiel pour la contraction et la
relaxation des fibres musculaires (Arif SH., 2009).

Le parvalbumine travaille en parallele avec les pompes Ca’>* pour induire la relaxation
musculaire. Ainsi, on trouve que durant la contraction, des ions Ca** font un échange avec les
ions Mg?* lié au parvalbumine. En revanche, durant la relaxation le Ca®* sera séquestré dans le
RS par les pompes (Ca-ATPase) et se lie au parvalbumine via un échange avec le Mg2+ de ce

dernier.
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Le parvalbumine est une protéine ubiquitaire exprimée chez les animaux sous deux isoformes
différentes (o et ) mais tres similaires structurellement (Collin T. et coll., 2005). Les
parvalbumines de type B sont généralement des allergénes. Du point de vue structurel, les
parvalbumines sont caractérisées par un motif de liaison au calcium, qui se retrouve aussi dans
plusieurs autres protéines connues, sous le nom d’EF-hand. Ce motif comprend une boucle de 12
acides aminés flanquée de chaque coté par une extension de 12 résidus configurés en hélice o
(Kirkcaldie MTK., 2012).

Le calcium jouant un role crucial dans le déroulement des évenements du couplage excitation-
contraction dans les cellules musculaires lisses, les chapitres suivant vont décrire les mécanismes
mis en ceuvre pour réguler la signalisation calcique et maintenir ’homéostasie calcique dans les

CMLV.

I1.2.6. Homéostasie du calcium dans les
cellules musculaires lisses

L’homéostasie est, par définition, la faculté que posséde un organisme de maintenir les équilibres

de son milieu intérieur de fagon stable et indépendante des fluctuations du milieu extérieur. La

régulation et le maintien de 1’homéostasie du calcium sont indispensables a I’homéostasie de

I’organisme dans son intégralité.

Le calcium joue un réle majeur et intervient dans un grand nombre de fonctions cellulaires

essentielles (Rassmussen H., 1986), telles que :

a) La contraction de tous les types musculaires

b) La croissance, la prolifération et I’apoptose

c) Les processus métaboliques de la glycogenese et de la glucogenese

d) Les sécrétions exocrine, endocrine et neurocrine

e) Le transport et la sécrétion des fluides (la sécrétion du suc pancréatique, des hormones, etc.)
et des électrolytes

Une perturbation dans les systemes utilisant le calcium comme molécule de signalisation est a

I’origine du développement de plusieurs désordres comme I’hypertension, I’asthme bronchiale,

les désordres de mobilité et de sécrétion intestinale, les endocrinopathies, le diabete, la

perturbation de la croissance des cellules, les anomalies de coagulation liées a une dysfonction
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des plaquettes, et méme la perte de mémoire (Berchtold MW. et coll., 20000) (Berridge M.,
2006) (Calpham DE. et coll., 2007). Cette liste n'est évidemment pas exhaustive, mais elle
permet d'illustrer les nombreux problemes que peut engendrer la dérégulation des concentrations
intracellulaires de cet ion.

Au niveau des CMLYV, la régulation du calcium est remarquable (Johny JP. et coll., 2017) car le
calcium est le facteur clé dans le déclenchement de la contraction aussi bien que la relaxation des

muscles lisses (Espinosa-Tanguma R. et coll., 2011).

I1.2.6.1. Le calcium : déterminant de la
contractilité des CMLV

Comme toutes autres cellules musculaires, les CMLV dépendent des mouvements du Ca* pour
déclencher leur contraction. De méme, la concentration intracellulaire de Ca”* affecte également
l'activité de plusieurs facteurs de transcription dépendants du Ca®*, déterminant ainsi le
phénotype contractile des CMLV. Ce dernier est défini comme un état différencié mature des
CMLYV qui se caractérise, au niveau ultrastructural, par I’organisation des filaments contractiles
en filaments fins d’actine et filaments épais de myosine. Au niveau biochimique, I’état
différenci¢ des CMLV se caractérise par I’expression des protéines contractiles (actine, myosine,
caldesmone, calmoduline, etc.), des protéines du cytosquelette (tropomyosine, actine, etc.), aussi
bien que des protéines matricielles (e.g. collagéne, élastine) qui leur permettent d’accomplir leur
fonction de base qui est la contraction (Brozovich FV. et coll., 2016) (Hill-Eubanks DC. et coll.,
2013).

Pour gérer les différentes fonctions dépendantes du Ca* et en réponse a différents stimuli, les
CMLYV utilisent une diversité de canaux Ca®" du réticulum sarcoplasmique (RS) et de la
membrane plasmique pour produire un grand répertoire de signaux Ca**, qui different selon leur
distribution spatiale et temporelle (Amberg GC. et coll., 2013).
A Détat basal, la concentration des ions calcium libres dans le cytosol des CMLV est
généralement 10000 fois inférieure a la concentration du calcium du milieu extracellulaire. Elle
est d’ordre de 0.1 uM au niveau cytosolique alors qu’elle est d’ordre de 1-2 mM a I’extérieur de
la cellule (Rassmussen H., 1986) (Bolton TB. et coll., 1979). Apres activation des CMLV,

’influx de Ca®* provenant du RS et du milieu extracellulaire fait augmenter la concentration du
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Ca®" du cytosol jusqu'a 1-10 uM (Caramelo C. et coll., 1990). Le réticulum sarcoplasmique
constitue la source essentielle du calcium intracellulaire (Bolton TB. et coll., 1979) (Baro I. et
coll., 1995) (Bolton TB. et coll., 1984). A I’extérieur de la cellule, le calcium se trouve sous deux
formes; soit sous forme d'ions Ca?* libre, soit lié aux différents composants de la membrane

plasmique, facilitant ainsi son entrée dans la cellule (Orallo F., 1996) (Berridge MJ., 2006).

I1.2.6.2. Compartimentation du calcium

Il a été récemment évoqué par Billaud et ses collaborateurs (Billaud M. et coll., 2014), que le
mode d’entrée du calcium dans le milieu intracellulaire dépend de la maniére dont les organites
(mitochondries et RS), les canaux et les pompes a Ca** sont organisés au sein de la cellule. Ceci
est fondé sur le concept de compartimentation du Ca**. La compartimentation signifie qu’il y a
des augmentations locales du calcium autres que les augmentations globales qui activent toutes
les voies de signalisations dépendantes de calcium (Fig. 14). Ces augmentations locales sont
capables d’activer l'appareil contractile, sans influencer les autres voies de signalisation
dépendantes du calcium. Pour activer les processus dépendants du Ca?*, un flux de Ca®*
important est requis pour atteindre une concentration élevée de calcium, mais le Ca** diffuse
lentement a travers le cytoplasme (Berridge MJ., 2006), ce qui amene les CMLV a organiser leur
organites d’une fagon a limiter I’espace de diffusion (comme le montre la Fig. 14) en localisant
le RS a proximité de la membrane plasmique. Ceci accentue I’effet des changements locaux
dans la concentration de Ca* ; et aboutit par conséquence 2 la compartimentation et la régulation

les signaux Ca”* internes (Poburko D. et coll., 2004) (Brozovich FV. et coll., 2016).
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Figure 14 : Compartimentation du signal Ca®*dans la cellule musculaire. TLCC : canal calcique
de type L, TRPV4 : membre 4 de la sous-famille des vanilloides des canaux cationiques a
potentiels récepteurs transitoires, BK : canal potassique activé par le calcium, Orai : (isoforme
protéique 1) du canal de libération de calcium activé par la réserve calcique, TRPC : canal
cationique a potentiel récepteur transitoire de la sous-famille canonique, STIM : protéine capteur
du calcium spécialisée de la signalisation électrique dans le réticulum sarcoplasmique, RyR :
récepteur sensible a la ryanodine, IP3R : récepteur sensible a 1’inositol 1,4,5 trisphosphate
(Brozovich FV. et coll., 2016).

11.2.6.3. Role du Ca** dans la contraction des
CMLYV

La contraction est le phénomene par lequel la cellule musculaire passe de son état relaché a son
état contracté en diminuant sa longueur. Le facteur limitant dans ce phénomene est la
concentration calcique intracellulaire. Ainsi, quand la concentration de Ca*" cytoplasmique est
supérieure a 1 uM, la CMLYV se contracte, alors que cette méme cellule reste dans un état relaché
quand la concentration calcique est inférieure a cette valeur. (Johny JP. et coll., 2017) (Lipskaia
L. et coll., 2012). Le calcium, indispensable a la contraction des CLMV, peut provenir des
organites intracellulaires et du milieu extracellulaire. Ces deux sources de calcium dépendent du
mode d’initiation de la contraction musculaire. Ainsi ’augmentation du calcium intracellulaire

des CMLV peut avoir lieu suite a deux différents types d’initiation de la contraction musculaire :
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1) une initiation électromécanique ; qui est le résultat d’'une modification du potentiel d’action de
la membrane, permettant ainsi 1’entrée du calcium extracellulaire suite a 1’ouverture des canaux
calciques dépendants du voltage. Dans ce mode d’initiation, deux types de canaux ioniques
interviennent dans la modulation du potentiel de membrane dans les CMLYV : des canaux K* et
des canaux CI, tous deux dépendant du Ca®*. Ainsi une augmentation de la concentration du
Ca”* induit une activation de ces canaux, conduisant a une sortie des ions CI a travers les canaux
chlore-Ca®* dépendant et une dépolarisation de la membrane plasmique. En revanche, la sortie
des K* des canaux potassiques dépendants du Ca>* provoque une hyperpolarisation qui résulte en
une diminution du tonus vasculaire (Berridge MJ., 2006) (Brozovich FV. et coll., 2016), ii) une
initiation pharmaco-mécanique, suite a la liaison d’un agoniste a un récepteur spécifique, ce qui
fait augmenter par conséquence le taux du calcium cytosolique par la libération des ions Ca** des
réservoirs intracellulaires. Plusieurs mécanismes sont proposés pour cette initiation pharmaco-
mécanique : le plus important consiste en une activation de la cascade des phosphatidylinositol,
qui provoque l’augmentation de la concentration d’IP3, qui aprés liaison a son récepteur,
provoque une libération du Ca?* du RS (Baro I. et coll., 1995) (Berridge MJ., 2006) (Brozovich
FV. et coll.,, 2016).

11.2.6.4. Role du Ca** dans la relaxation des
CMLYV

La relaxation des muscles lisses n’est pas un phénomene passif comme cela était classiquement
avancé, il s’agit plutdt d’un processus bien contrdlé et actif. La relaxation des CMLV se produit
soit par I’élimination du stimulus contractile, soit par 1’action directe d’une substance qui
provoque I’inhibition du mécanisme contractile (par exemple le facteur natriurétique auriculaire,
une hormone synthétisée par Doreillette droite du cceur et qui posséde une activité
vasodilatatrice) (Webb RC., 2003). Quelle que soit sa cause, la relaxation des muscles lisses
nécessite une diminution de la concentration du Ca>* intracellulaire (Horowitz A. et coll., 1996)
(Carvajal JA. et coll., 2000) (Consigny PM., 1991) et une augmentation de I’activité¢ de la
phosphatase de la MLC (pour Myosin Light Chain), qui est un enzyme qui déphosphoryle la
chaine 1égere régulatrice de la myosine (Somlyo AP. et coll., 1999).

Une diminution de la concentration intracellulaire du Ca** déclenche la relaxation des cellules
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musculaires lisses. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans I'élimination du Ca®* cytosolique
et impliquent le réticulum sarcoplasmique et la membrane plasmique. L'absorption de Ca?* dans
le réticulum sarcoplasmique dépend de 1'hydrolyse de I'ATP par une pompe portant une enzyme
dépendante du magnésium : la Ca?*-ATPase du RS (SERCA) qui, une fois phosphorylée, lie
deux ions Ca’*, qui sont ensuite déplacés vers le coté luminal du RS et libérés. Le Mg>* est
nécessaire pour l'activité de cette enzyme; il se lie au site catalytique de 1'ATPase pour
enclencher la réaction. Les protéines de fixation au Ca** du RS du muscle lisse, telles que la
calsequestrine et la calréticuline contribuent également a la diminution des taux intracellulaires
de Ca** (Webb RC., 2003) (Woodrum DA. et Brophy CM., 2001) (Mitchell BM. et coll., 2003)
(Solaro RJ., 2000).

De méme, les échangeurs Na*/Ca?*, localisés au niveau de la membrane plasmique des cellules
musculaires lisses aident a la diminution de la concentration du calcium intracellulaire et
permettent ’expulsion du Ca** de la cellule contre son gradient de concentration, en

I’échangeant avec Na* sans consommer d’énergie (Webb RC., 2003).

I1.2.6.5. Les canaux et les récepteurs sensibles
au calcium

Au niveau du RS des CMLV, des protéines comme la Ca**-ATPase-sarco-endoplasmique
(SERCA), le récepteur de I’inositol-1, 4,5-triphosphate (IP3R) et le récepteur sensible a la
ryanodine (RyR), régulent les mouvements du calcium a I’intérieur de la CMLV. Ceci permet de
contrOler les différentes fonctions dépendantes du calcium, telles que la prolifération et la
contraction musculaire (Johny JP. et coll., 2017) (Lipskaia L. et coll., 2005).

En effet, la suppression de I’activité de I’IP3R induit une réduction de la prolifération des CMLV
cérébrales (Wilkerson MK. et coll., 2006). En outre, ’absence de RyR et de SERCA au niveau
du RS des CMLV, empéche ces dernieres de se contracter (Vallot O. et coll., 2000).

Ces protéines jouent donc un role majeur dans les fonctions physiologiques des CMLYV et les
changements de leurs expressions peuvent étre a 1’origine de plusieurs pathologies et
dysfonctions associées aux CMLV (Lipskaia J. et coll., 2005) (Johny JP. et coll., 2017) (Simard
JM. et coll., 2007) (Dahan D. et coll., 2012) (Laitinen PJ. et coll., 2001). Ces pathologies et

dysfonction cardiovasculaires induits par chaque protéine seront détaillées dans ce qui suit.
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L'étude de ces protéines peut étre la clé pour expliquer les dysfonctions, le remodelage
musculaire et les complications cardiovasculaires. En méme temps, elles constituent une cible
potentielle pour le traitement de ces complications. Nous détaillerons donc dans ce qui suit les
principales familles de récepteurs — canaux ainsi que des pompes sensibles au calcium de la

membrane plasmique et du RS des CMLV (Fig. 15).
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Figure 15 : Présentation schématique de la cellule musculaire lisse vasculaire, avec les
récepteurs, les canaux et les pompes sensibles au calcium. Ca : ions calcium, Na : ions sodium,
K': ions potassium, L : ligand, R: récepteur couplé a la protéine G, G : protéine G, PLC:
enzyme phospholipase C, PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, DAG : diacylglycérol,
IP3 : inositol 1,4,5-trisphosphate, IP3R : récepteur sensible a 1'P3, RyR : récepteur sensible a la
ryanodine, SR : réticulum sarcoplasmique, SRreak : ensemble des événements de libération de
calcium du RS (qui comprends les etincelles du Ca** et les ondes de Ca>*), SERCA : pompe 2
calcium (Ca®*-ATPase) du réticulum sarcoplasmique, CaM : calmoduline, VOCC : canaux
calciques voltage-dépendants, PMCA : pompe 2a calcium (Ca?>*-ATPase) de la membrane
plasmique, NCX : échangeur sodium-calcium, NSC : canaux a cations non sélectifs, TRPV4 :
membre 4 de la sous-famille des vanilloides des canaux cationiques a potentiels récepteurs
transitoires, CACC : canaux chlorure dépendants du calcium, BKCa : canaux potassiques
dépendants du calcium (Johny JP., 2017).
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I1.2.6.5.1. Les récepteurs et les canaux sensibles
au calcium de la membrane plasmique

La membrane plasmique des CMLV contient une large variété de protéines qui sont des canaux-
récepteurs, des échangeurs et des pompes ioniques controlant 1’échange du calcium entre la
cellule et le milieu extérieur. Parmi ces protéines, se trouvent des canaux calciques voltage-
dépendants, tels que les VOCC (Voltage Operated Calcium Channel), ou calcium-dépendants,
tels que les CACC (Calcium-Activated Chloride Channel) et les BKCa (Big Potassium Calcium-
activated channel). De méme, nous distinguons des échangeurs d'ions sodium-calcium (NCX),
les pompes ATPase a calcium (PMCA) et les canaux a cations non sélectifs (NSC) (Johny JP. et
coll., 2017) (Simard JM. et coll., 2007). Une des familles des récepteurs-canaux a cations non-
sélectifs de la membrane plasmique, est représentée par la famille des TRP, bien caractérisés
dans le systeme vasculaire (Nilius B. et coll., 2011) et largement associés a des dysfonctions et
complications dans le systtme musculaire cardiovasculaire (Simard JM. et coll., 2007) (Dahan
D. et coll, 2012) et squelettique (Rock M. et coll J., 2008) (Gailly P., 2012) (Kruger J. et coll.,
2008).

11.2.6.5.1.1. Les récepteurs de la famille TRP

N

Les canaux cationiques a potentiel de récepteur transitoire (TRP, pour Transient Receptor
Potential) appartiennent a une famille de récepteurs-canaux sensibles aux stimuli mécaniques,
thermiques et a certaines substances chimiques. Les canaux TRP, perméables aux cations, sont
présents dans la plupart des types cellulaires chez les mammiféres. L’archétype de ce canal a été
découvert chez la drosophile (Drosophila melanogaster) ou il joue un role dans la photo-
transduction qui implique un signal calcique (Montell C. et Rubin GM., 1989) (Wes PD. et coll.,
1995) (Zhu X. et coll.,, 1995). Cette superfamille de canaux reste conservée au cours de
I’évolution des especes (Vriens J. et coll., 2009). Cinquante membres de cette famille TRP ont
été caractérisés dans différents organismes, tels que la levure, les vers, les insectes, les poissons
ainsi que chez les mammiferes (Nilius B. et coll., 2004).

Les canaux TRP sont des canaux cationiques homo- ou hétéro-tétramériques peu sélectifs

(Schaefer M., 2005) (Venkatachalam K. et Montell C., 2007). Les canaux TRP possedent une
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structure semblable a celle des canaux potassiques sensibles au potentiel membranaire : chaque
sous-unité TRP est constituée de six domaines transmembranaires avec un pore entre le
cinquieme et sixieme de ces domaines.
La famille des canaux TRP chez les mammiferes contient 28 canaux-récepteurs qui ont été bien
identifiés. La régulation de 1’activité de ces récepteurs peut étre complexe, leurs propriétés sont
par ailleurs hétérogenes. La classification de ces récepteurs-canaux chez les mammiferes en 6
grandes sous-familles contenant 28 récepteurs-canaux a été établie en se fondant sur la séquence
primaire en acides aminés plutdt que sur la sélectivité et I’affinité pour les ligands (Vriens J. et
coll., 2009) (Vriens J. et coll., 2008) (Yin . et coll J., 2010) :

1- les TRPC pour « Canonical » : sous-famille de TRP regroupant 7 récepteurs,

2- les TRPM pour « Melastatin » : sous-famille de TRP regroupant 8 récepteurs,

3- les TRPV pour « Vanilloid » : sous-famille de TRP regroupant 6 récepteurs,

4- les TRPA pour « Ankyrin » : sous-famille de TRP regroupant 1 récepteur,

5- les TRPP pour « Polycystin » : sous-famille de TRP regroupant 3 récepteurs,

6- les TRPML pour « Mucolipin » : sous-famille de TRP regroupant 3 récepteurs.
Les recherches récentes se concentrent en particulier sur 1’étude des trois premicres sous -
familles : les TRPC, les TRPM et les TRPV. Les autres familles de TRP, les TRPP, les TRPML
et les TRPN, ne sont pas encore assez bien caractérisées, surtout en ce qui concerne leur
expression et leurs fonctions au sein du systeme vasculaire (Venkatachalam K. et Montell C.,
2007) (Zheng J., 2013) (Kaneko Y. et Szallasi A., 2014).
Les canaux TRP sont des «capteurs cellulaires» (Clapham DE., 2003) qui réagissent aux
changements de voltage aussi bien que des changements dans l'environnement cellulaire,
notamment la température, 1'étirement, la pression, les molécules, 1'oxydation/la réduction,
I'osmolarité et le pH (Moran MM. et coll., 2011) (Nieto-Posadas A. et coll., 2011). 1l est a noter
qu'un certain nombre de canaux TRP sont également activés par des molécules issues de produits
naturels, tels que des herbes, des épices, des venins, des toxines (Vriens J. et coll., 2008).
Les ions calcium (Ca*") et sodium (Na*) sont les principaux cations traversant les TRP ; les ions
magnésium (Mg>") participent également 2 ce flux mais dans une moindre mesure (Minke B.,
2006) (Pedersen SF. et coll., 2005) (Zheng J., 2013).
Au niveau des CMLYV, les canaux TRP participent a la régulation de la contractilité ainsi qu'a la

prolifération des cellules. Ces mémes canaux jouent un rdle dans la vasodilatation dépendante de
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I'endothélium, la perméabilité des parois vasculaires et l'angiogenese (Venkatachalam K. et
Montell C., 2007) (Numata T. et coll., 2011). Une dérégulation des canaux TRP est associée a
certaines pathologies vasculaires, y compris I'hypertension, 1'cedéme pulmonaire et
l'inflammation neurogénique (Earley S. et Brayden JE., 2015). Au niveau des muscles
squelettiques, les TRP semblent é&tre impliqués dans diverses fonctions telles que: le
développement musculaire, 1’entrée du calcium dans la cellule, la réponse a I’étirement, la
régulation du transport du glucose. Ils semblent étre également impliqués dans des pathologies

musculaires telles que la myopathie de Duchenne (Gailly P., 2012) (Kruger J. et coll., 2008).

I1.2.6.5.1.1.1. La sous-famille des TRPV

La sous-famille des canaux TRPV contient 6 isoformes : TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4,
TRPVS, et le TRPV6. Les récepteurs appartenant a cette famille sont activés par des molécules
de la famille des vanilloides, qui sont des composés qui possedent un groupe vanillyle dans leur
structure. Les vanilloides comprennent : 1'alcool vanillylique, la vanilline, 'acide vanillique,
I'acétovanillon, 1'acide vanillylmandélique, 1'acide homovanillique, la capsaicine (Messeguer A.
et coll., 2006) (Carleson NR. et coll., 2017).

Les canaux TRPV 1 a 4, sont thermosensibles, et 1égerement perméables aux ions Ca** avec un
rapport de perméabilité par comparaison avec les ions Na* de 1 : 10 (Nilius B. et coll., 2004). Par
comparaison, les TRPV5 ET TRPV6 sont les seuls canaux de la famille TRP qui sont hautement
sélectifs pour le Ca®*, et ils sont fortement régulés par la concentration de Ca** intracellulaire
(Nilius B. et coll., 2000) (Huynh KW. et coll., 2014).

Parmi les TRPV, I’isoforme TRPV4 est exprimé au niveau du muscle lisse et du muscle striés
squelettique (Gailly P., 2012). De plus, les études montrent que le canal TRPV4 est associé a des
pathologies du muscle lisse et du muscle squelettique. Ainsi, le TRPV4 est associé, d'une part, a
une forme familiale de la brachyolmie, une dysplasie squelettique développementale (Rock MJ.
et coll., 2008) et d'autre part au développement de 1’hypertension pulmonaire (Dahan D. et coll.,
2012).
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11.2.6.5.1.1.1.1. Le récepteur TRPV4

Comme les autres récepteurs-canaux TRP appartenant a la sous-famille vanilloide, les TRPV4

sont des canaux non-sélectifs perméables aux cations Ca**, Na* et Mg2+.

a. Structure

Le canal TRPV4 ¢était identifié dans les CMLV aussi bien que dans les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins (Yang XR. et coll., 2006) (Earley S. et Brayden JE., 2015). Le gene codant
pour TRPV4 contient 15 exons et possédent 5 variantes d’épissages qui codent 5 pour différentes
isoformes connues dans les cellules des mammiferes (Fig. 16) (Goldenberg NM. et coll., 2015).
Ces 5 homologues TRPV4 des mammiféres sont similaires et partagent un degré élevé d’identité
de séquence (entre 95% et 98%). Le canal TRPV4 possede, comme tout autre canal TRP, 6
domaines transmembranaires (TM 1-6), et chaque monomere de TRPV4 est constitué de 871
acides aminés. Comme tout autre récepteur-canal TRP, le TRPV4 possede un pore perméable
aux cations localisé entre les domaines transmembranaires TM5 et TM6 (Everaerts W. et coll.,
2010). La protéine TRPV4 comprend six domaines de répétition ankyrine (ARD pour Ankyrin
repeat domain) (Fig. 16) favorisant I’interaction entre le TRPV4 et d’autres protéines
intracellulaires : cinq variants (isoformes A, B, C, D et E) de ce canal sont connus, parmi
lesquelles deux seulement sont fonctionnels (A et D) (Vennekens R. et coll., 2008) (Nilius B. et
coll., 2004) (Everaerts W. et coll., 2010).
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Figure 16 : Identité structurelle de TRPV4. A) Topologie structurelle prédite des domaines
TRPV4. B) Modele de ruban schématique de la structure cristalline résolue des domaines de
répétition ankyrine (ARD) du canal (Everaerts W. et coll., 2010).

b. Role physiologique

Les canaux TRPV4 sont beaucoup étudiés car ils sont largement exprimés dans le systeme
cardiovasculaire, au niveau des cellules endothéliales, des fibroblastes cardiaques, des CMLV et
des nerfs périvasculaires, ainsi que dans d’autre organes tels que les poumons, les reins, le
cerveau, les glandes salivaires, la trachée, le foie, la rate et les testicules (Randhawa PK. et Jaggi
AS., 2015) (Robbins N. et coll., 2013). La présence généralisée des canaux TRPV4 dans une
variété de cellules du corps refléte I’importance de leurs fonctions physiologiques (Sonkusare
SK. et coll.,, 2012), qui sont liées a leur capacité d'agir comme mécano-senseur, a leur
implication dans 1'osmo-régulation et a leur role fondamental dans le transport ionique (Pedersen
SF. et coll., 2005) (Willette RN. et coll., 2008) (Zaninetti R. et coll., 2011).

Le déclenchement de la vasodilatation dépendante du flux sanguin est la fonction physiologique

principale liée aux canaux TRPV4 (Bubolz AH. et coll.,, 2012). Ainsi, les canaux TRPV4,
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exprimés au niveau des cellules endothéliales aussi bien qu’au niveau des CMLV des vaisseaux
sanguins cette phrase n'a pas de verbe et pas de sens. Une fois que ces derniers sont soumis aux
contraintes de cisaillement, les canaux TRPV4 stimulent la production du facteur Endothelium-
Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF) par les cellules endothéliales. Ce dernier est une
substance qui, comme le monoxyde d’azote NO, stimule la vasodilatation endothélium -
dépendante des vaisseaux en initiant 1’hyperpolarisation et la relaxation des muscles lisses
(O’Neil RG. et Heller S., 2005).

Les études sur des souris transgéniques déficientes en TRPV4, montrent que son absence
induit une déficience de 1’audition (Tabuchi K. et coll., 2005), une sensation de chaleur et de
douleur altérée (Lee H. et coll., 2005) (Mizuno A. et coll., 2003) ou une susceptibilité accrue a
I'obésité (O’Conor CJ., 2013). D’autres études montrent que les canaux TRPV4 sont exprimés
dans les kératinocytes de la peau et peuvent €tre ainsi associés aux stimuli de la chaleur et de la
douleur. Ceci revient au fait que le canal TRPV4 participe (avec le canal TRPV3) principalement
a la transmission d'informations (de la température chaude ou de la douleur) des kératinocytes
aux terminaisons nerveuses adjacentes grace a la libération de I’ATP (Mandadi S. et coll., 2009)
(Sokabe T. et coll., 2010).

L’activité du canal TRPV4 peut étre déclenchée en réponse a des stimuli mécaniques et
osmotiques, impliquant ce canal dans I’osmo-régulation, c’est a dire le maintien de 1’équilibre
hydrique dans le corps (Naumov DE. et coll., 2016). En effet, il existe de nombreux mécanismes
effecteurs, hautement spécifiques du type cellulaire, régulant le volume de 1’eau dans les cellules
déclenchées par des transporteurs de calcium qui sont activés suite au gonflement de ces cellules
(Cohen DM., 2007). Dans les cellules épithéliales des voies respiratoires humaines par exemple,
la régulation du volume cellulaire apres un stress hypotonique ou un gonflement, est associée
avec des changements dans les concentrations de Ca** intracellulaire (Fernandez-Fernandez JM.
et coll.,, 2002). Dans ce type de cellules, le mécanisme d'entrée du calcium (induisant ces
changements de concentrations Ca®*) dépend essentiellement du canal TRPV4, qui détecte les
changements de la pression osmotique dans leur environnement cellulaire. Ainsi, dans le cas
d’un stress hypotonique, le TRPV4 déclenche I’entrée du calcium extracellulaire dans ces
cellules épitheliales par [’activation des canaux K" (Fernandez-Fernandez JM. et coll., 2002)
(Arniges M. et coll., 2004).

Du fait de son role essentiel dans la gestion de 1’entrée du calcium dans les cellules musculaires
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lisses, le canal TRPV4 est associé a la physiologie et aux pathologies cardiovasculaires (Earley
S. et coll., 2009) (Rath G. et coll., 2012) (Adapala RK. et coll., 2013) (Parpaite T. et coll., 2016)
(Thorneloe KS. et coll., 2012). Concernant la physiologie du systeme cardiovasculaire, les
canaux TRPV4 sont impliqués dans la vasodilatation induite par les contraintes de cisaillement
(shear stress) pour maintenir le tonus musculaire, qui constitue la fonction physiologique
principale des TRPV4 (Randhawa PK. et Jaggi AS., 2015). Plusieurs études ont été menées pour
confirmer leur implication dans cette fonction, ainsi Bubolz et ses collaborateurs ont rapporté
que le prétraitement des artérioles avec des antagonistes sélectifs du TRPV4 inhibe
significativement la dilatation induite par 1'écoulement sanguin dans les artérioles coronaires
humain (Bubolz AH. et coll., 2012). D’autre part, chez I'animal, une étude a exploré le rdle
fonctionnel des canaux TRPV4 dans la vasodilatation dépendante des contraintes de cisaillement
au niveau de l'artére carotide du rat. Ces auteurs ont montré qu’une inhibition de I’activité¢ du
canal TRPV4 par un antagoniste supprime cette vasodilatation, ce qui suggere 1'implication clé
du canal TRPV4 dans la mise en place de cette vasodilatation (Kohler R. et coll., 2006). Ceci
rend la dérégulation de I’expression ou de la fonction du canal TRPV4 responsable de troubles
du tonus vasculaire, susceptibles d’induire des pathologies cardiovasculaires. Confirmant cette
hypothese, des études des mutations de gene TRPV4 ont montré que ces canaux sont impliqués
dans le remodelage cardiaque (Adapala RK. et coll., 2013), dans I'hypertension pulmonaire
(Parpaite T. et coll., 2016) (Yang XR. et coll., 2012).

Concernant I’hypertension pulmonaire, une étude montre que I’exposition des rats a 1’hypoxie
chronique provoque une augmentation de l'expression du cytochrome P450 (CYP459), une
enzyme catalysant la production des acides époxy-eicosatriénoiques (EET), a partir de l'acide
arachidonique dans les cellules musculaires lisses de l'artere pulmonaire. Les EET sont des
activateurs majeurs des canaux TRPV4 (Earley S., 2011) (Garcia-Elias A. et coll., 2014) (Loot
AE. et coll., 2008) (Watanabe H. et coll., 2003). Une telle augmentation de CYP450 fait
augmenter la génération des EET, qui induit une suractivation des canaux TRPV4 (Randhawa
PK. et Jaggi AS., 2015). Ceci induit & son tour une augmentation de Ca>* entrant dans les CML
pulmonaires et provoque ainsi une réponse accrue aux stimuli contractiles et induit par
conséquence une hypertension pulmonaire (Randhawa PK. et Jaggi AS., 2015) (Parpaite T. et
coll., 2016).

Concernant le remodelage cardiaque, une blessure ou un étirement mécanique au niveau du
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ceeur, conduit a une libération excessive de TGF-f, un facteur de croissance contrélant plusieurs
fonctions cellulaires dont la croissance, la prolifération et la différenciation. La voie de
signalisation de TGF-f3 joue un rdle critique dans la différenciation des fibroblastes cardiaque des
myoblastes (Hinz B. et Gabbiani G., 2010) (Adapala RK. et coll., 2013). Le TRPV4 est connu
pour étre associée a la fonction de TGF- B dans la régulation de cette différenciation suite a une
infarction du myocarde (Cappelli H. et coll., 2014). Donc une augmentation de la libération de
TGF- B suite a une blessure fait augmenter 1'expression et I'activité des canaux TRPV4 (Hinz B.
et Gabbiani G., 2010) (Randhawa PK. et Jaggi AS., 2015). Les canaux TRPV4 conduisent a une
augmentation de I’influx de Ca’* qui favorise la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes et entrainent une fibrose cardiaque (remodelage cardiaque) (Cappelli H. et coll.,

2014) (Adapala RK. et coll., 2013).

I1.2.6.5.2. Les récepteurs sensibles au calcium des
membranes intracellulaires

Le RS est responsable de la majeure partie de I'influx de calcium dans le cytosol (Bar6 I. et
Eisner DA., 1995) (Bolton TB. et coll., 1984), provoquant les variations de concentration du
calcium induites par certains agonistes sur les CMLV.

La fonction du RS permet la libération de calcium par les récepteurs de I’inositol -1,4,5-
trisphosphate (IP3R) et les récepteurs sensibles a la ryanodine (RyR) dans le cytosol ainsi que le
retour du calcium dans la lumieére de 1'organite par les pompes Ca**-ATPases présentes dans sa
membrane (SERCA) (Wray S. et Burdyga T., 2010).

L’altération des niveaux d’expression des protéines de transport du calcium dans le RS a une
incidence sur les mouvements du calcium intracellulaire des CMLV dans les situations
physiologiques ou pathologiques (Searls YM. et coll., 2010). L’importance de ces protéines dans
les CMLV est documentée dans plusieurs études, telle que celle réalisée par Vallot et ses
collaborateurs, qui ont montré que I’absence du RyR et de la pompe SERCA inhibe la
contraction des CMLV (Vallot O. et coll., 2000). En outre, la prolifération des CMLV au niveau
des vaisseaux sanguins cérébraux est réduite par la suppression de Dactivité de I’IP3R

(Wilkerson MK. et coll., 2006).
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Nous allons donc nous focaliser dans ce qui suit sur ces protéines de gestion des flux du calcium
du RS : RYR, IP3R, SERCA, en détaillant leurs isoformes, leurs structures aussi bien que leurs

fonctions dans la contraction des CMLV.

I1.2.6.5.2.1. Les récepteurs sensibles a la ryanodine

Les récepteurs sensibles a la ryanodine (RyR) situés au niveau de la membrane du RS sont des
canaux ioniques de libération du Ca** des réserves intracellullaires vers le cytosol (Guerrero-
Hernandez A. et coll., 2014). Ils doivent leur nom a la ryanodine, une molécule extraite d’une
plante d’Amérique du Sud, Ryania speciosa, qui se caractérise par ses propriétés insecticides. La
ryanodine interagit préférentiellement avec les RyR dans leur conformation ouverte. Ainsi, on
trouve qu’a des faibles concentrations (<10 pM), la ryanodine stimule I'ouverture des canaux, ce
qui entraine la libération du calcium du RS et augmente la concentration du calcium cytosolique.
En revanche, a de fortes concentrations (>100 uM), la ryanodine inhibe 1’ouverture de ces
canaux. Cette propriété était largement utilisée pour explorer 1’état fonctionnel de ce canal
(Petegem FV., 2015). Les RyR sont des canaux impliqués dans la gestion du couplage
excitation-contraction dans les cellules des muscles stri€s (squelettiques et cardiaques) et des

muscles lisses (Matsuki K. et coll., 2017).

I1.2.6.5.2.1.1. Isoformes des RyR

Les RyR sont les canaux ioniques les plus grands connus a ce jour (Zorzato F. et coll., 1990),
avec une masse moléculaire qui dépasse les 2,2 MDa. Chez les mammiferes, trois isoformes de
RyR sont identifiés : RyR1, RyR2, et RyR3 (Petegem FV., 2012), avec 65% d’homologie dans
leurs séquences (Lanner JT. et coll., 2010). L’isoforme RyR1 prédomine dans les muscles
squelettiques, alors que I’isoforme RyR2 est, quant a elle, majoritaire dans les cardiomyocytes.
C’est pour cette raison que les expressions « l’isoforme des muscles squelettiques » et
« I’isoforme cardiaque » sont couramment utilisé respectivement pour RyR1 et RyR2 (Petegem
FV., 2015). L’isoforme 3 (RyR3), initialement isolé¢ dans le cerveau, est exprimée a des niveaux
faibles dans plusieurs types de cellules tels que les cellules musculaires squelettiques, les
poumons et le pancréas, mais n'est pas associ€ a un tissu en particulier ou il serait majoritaire

(Hakamata Y. et coll., 1992). Il n’existe pas une isoforme prédominante de RyR dans les muscles
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lisses, les 3 isoformes (RyR1, RyR2 et RyR3) sont présentes dans ce tissu (Wray S. et Burdyga
T., 2010). Les RyR sont aussi mis en ¢évidence dans d’autres types de cellules comme les

neurones, les lymphocytes, et les cellules épithéliales (Petegem FV., 2015).
I1.2.6.5.2.1.2. Structure des RyR

Globalement, la structure du canal-récepteur RyR ressemble a la forme d’un champignon (Fig.
17), avec environ 80% de la masse de cette protéine qui se trouve dans le cytosol (ayant une
forme de chapeau du champignon) et les 20% restants étant intégrés au niveau de la membrane
du reticulum sarco/endoplasmique (ayant une forme de pied du champignon) (Zalk R., 2014).
L’architecture des RyR consiste en quatre protomeéres entourant un pore transmembranaire
central qui coincide avec I’axe de symétrie de cet homo-tétramere. Chaque protomere (sous-unité
du tétramere) est constituée de 5000 acides aminés (Ngo VA. et coll., 2017) (~ 4 x 5000 résidus)
avec 6 régions transmembranaires (TM) et cytoplasmiques chacun (Yan Z. et coll., 2015)
(Lanner JT. et coll., 2010). Le pore transmembranaire central (qui contient un filtre de sélectivité
permettant le passage des ions), relie le c6té luminal du RS avec le cytosol (Hamilton SL. et
Serysheva II., 2009) (Yan Z. et coll.,, 2015) (Ngo VA. et coll.,, 2017). Les domaines
cytoplasmiques clés du recepteur RyR, qui sont des domaines régulateurs de sa fonction, forment
un assemblage cytosolique qui est relié au pore via une structure o-solénoide (o-solenoid
scaffold) (Zalk R. et coll., 2014) (Ngo VA. et coll., 2017). La structure a-solénoide consiste en
des domaines protéiques formés par une chaine de plis presque identiques, souvent appelés
"répétitions". Cette structure est trouvée dans presque tous les types de protéines. En plus de
I’assemblage cytosolique, les RyR contiennent un domaine unique inséré entre les deuxieme et
troisieme protomeres transmembranaires qui interagit intimement avec des mains-EF (EF-hands)
provenant de cette structure a-solénoide, suggérant un mécanisme par lequel le Ca** peut induire
I’ouverture de ce canal. Il est a noter que les mains-EF sont des domaines structuraux hélice-
boucle-hélice trouvés classiquement dans une large variété de protéines liant le calcium (Zalk R.

et coll., 2014) (Yan Z. et coll., 2015).
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ER/SR lumen

Figure 17 : Image montrant la structure de RyR1 reconstituée a partir d’une image issue de la
cryo-microscopie électronique avec résolution a 9,6 A (Petegem FV., 2012).

I1.2.6.5.2.1.3. Fonctions des RyR

Le Ca* est I’'un des signaux qui stimule I’ouverture des RyR. La relation entre I'ouverture des
RyR et le Ca’* est modulée de plusieurs facons : ainsi, des niveaux élevés de Ca’* cytosolique
déclenchent la fermeture des RyR, tandis que le Ca®* de la lumiére du RS peut aussi activer les
RyR depuis leur lieu de stockage (Chen W. et coll., 2014) (Petegem FV., 2012) (Hamilton SL.
et Serysheva II., 2009).

Les RyR1 et RyR2 ont été¢ impliqués dans plusieurs troubles génétiques graves du coeur ou du
tissu musculaire squelettique. Les mutations de RyR2 sont liées a la tachycardie ventriculaire
polymorphe catécholaminergique (Laitinen PJ. et coll., 2001), alors que les mutations de RyR1
sont liées principalement a I'hyperthermie maligne (MacLennan DH. et Phillips MS., 1992) et a
la myopathie congénitale a cores centraux, est une affection neuromusculaire héréditaire qui doit
son nom a l'aspect au microscope du muscle. Les cores sont des petites zones cellulaires
caractérisées par des lésions rondes au centre de la fibre musculaire visibles sur la biopsie
musculaire et a 1'origine des manifestations cliniques d'une myopathie congénitale (Zhang Y. et
coll., 1993).

Au niveau des muscles lisses et striés, les RyR transforment, avec les canaux calcium voltage-

dépendants de type L, le signal électrique (la dépolarisation de la membrane plasmique) en un
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signal chimique par la libération des ions Ca®* intracellulaires et participent ainsi au couplage
excitation-contraction (Zalk R. et coll., 2007) (Petegem FV. et coll., 2015) (Mackrill 1J., 2012)
(Amador FJ. et coll., 2013).

11.2.6.5.2.1.4. Le role des RyR dans les muscles lisses

Une propriété importante fait de la ryanodine une molécule de choix pour examiner 1’état
d’ouverture des RyR au repos : en effet, la ryanodine reconnait et se lie aux RyR seulement
lorsqu’ils sont dans leur conformation ouverte, et bloque ces derniers dans cet état (Guerrero-
Herndndez A. et coll., 2014). 11 est bien démontré que les RyR sont impliqués dans
I’amplification transitoire de la concentration cytosolique du Ca®* produite 2 la fois par
I’ouverture des canaux calciques voltage-dépendant (CCVD) membranaires et par la libération
du Ca?* par I'IP3R dans les certains muscles lisses (Guerrero-Hernandez A. et coll., 2002)
(Kotlikoff ML. et coll., 2002) (Marx SO., 2005). Quand aux muscles lisses vasculaires, ils
expriment les 3 isoformes de RyR : RyR1, RyR2 et RyR3. Mais la régulation du couplage
excitation-contraction se fait principalement via l'activation de RyR1 et RyR2 (Essin K. et
Gollasch M., 2009). Ces récepteurs sont activés par le Ca®>" et peuvent agir comme des
amplificateurs des petits signaux Ca®* provenant de l'influx de Ca** extracellulaire ou de sa
libération des réserves intracellulaires induite par 1'Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) (Del Valle-
Rodriguez A. et coll., 2003) (Westcott EB. et coll., 2012). Cette amplification, connue sous le
nom de «libération de Ca>" induite par Ca**» (CICR), induit la mobilisation de grandes quantités
de Ca?* du RS dans le cytosol et elle joue un rdle important dans le couplage excitation-
contraction dans le muscle lisse (Li X. et coll., 2005). Le CICR lié aux RyR peut également
moduler les étincelles (sparks) de Ca®*, qui sont des petites libérations locales de calcium qui
activent les canaux K* sensible au Ca®* (Mukherjee S. et coll.,, 2013). Ceci entraine une
hyperpolarisation membranaire et une fermeture des canaux calciques voltage-dépendants
(Nelson MT. et coll., 1995) (Croisier H. et coll., 2015). Ainsi, la libération de calcium induite par
les canaux RyR a partir des réserves du RS peut étre régulateur positif ou négatif du couplage
excitation-contraction au niveau du muscle lisse vasculaire (Tykocki NR. et coll.,, 2013)

(Kotlikoff ML. et coll., 2002) (Croisier H. et coll., 2015).
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I1.2.6.5.2.2. Les canaux IP3R

Les IP3R sont ubiquitaires et sont les principaux acteurs des élévations de Ca>* intracellulaires
générées par la libération des d'ion Ca®* a partir des réservoirs intracellulaires (Egorova PA. et
Bezprozvanny IB., 2017). Les RyR sont exprimés au niveau de la membrane du RS avec des
récepteurs de I’inositol-1, 4,5-trisphosphate (IP3R), qui constituent une autre classe de canaux de
libération du calcium de ses réserves intracellulaires. Les IP3R se trouvent d’une facon
prédominante (mais non-exclusive) dans la membrane du RS, ou RE dans les cellules non-
musculaires (Alzayady KJ. et coll., 2015) (Mikoshiba K., 2007).

L’implication des IP3Rs dans plusieurs fonctions physiologiques a été confirmée par des études
sur des souris déficientes en IP3Rs. Ces dernieres avaient développé des anomalies séveres telles
que la réduction de la fonction cardiaque et la déformation des ostéoclastes (les macrophages des
os) (Lin Q. et coll., 2016) et des maladies dont 1’ataxie, 1’épilepsie (Matsumoto M. et coll.,
1996), une sécrétion exocrine défectueuse ainsi que, dans certains cas, des leucémies

lymphoblastiques touchant les lymphocytes T (Ouyang K. et coll., 2014).

I1.2.6.5.2.2.1. Isoformes des IP3R

Trois isoformes d’IP3R sont exprimés dans les cellules des mammiferes : [P3R1, IP3R2 et
IP3R3 (Iwai M. et coll., 2005) (Foskett JK. et coll., 2007) (Narayanan D. et coll., 2012), qui
forment des canaux calcium homo-tétramériques ou hétéro-tétramériques. Les 3 isoformes
d’IP3R son encodées par 3 genes différents : Itprl, Itpr2, et Itpr3.

Malgré la grande similarité que présentent ces 3 isoformes dans leurs séquences, entre 60-80%
d’homologie dans leurs séquences d’acide aminés (Ivanova H. et coll., 2014), chacune d’entre
elles différe de I’autre par son degré d’affinité a I’IP3 (Chandrasekhar R. et coll., 2016).

Les études in-vitro révelent que I’IP3R1 a une affinité intermédiaire pour I’IP3 et qu’il génere
des oscillations de Ca** plus irréguliéres que celles produites par I'IP3R2 (Taylor CW. et Tovey
SC., 2010). Au niveau des cellules Sf9 (initialement isolées du tissu ovarien) chez la souris, les
constantes d’association intrinséques (qui définissent 1’affinité avec IP3) sont estimés a 3,5x107,
1,7x10% et 3,4x10° (M) pour IP3R1, IP3R2 et IP3R3 respectivement (Iwai M. et coll., 2007)
(Tu H. et coll., 2005).
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Les CMLV expriment les trois isoformes d'IP3R, avec des niveaux relatifs de chacune qui
dépendent du tissu d'origine et du stade de développement (Narayanan D. et coll., 2012).
L’isoforme IP3R1 est l'isoforme prédominant exprimé dans les CMLV des mammiferes
(Grayson TH. et coll., 2004) (Islam MO. et coll., 1996) (Morel JL. et coll, 2003) (Wang Y. et
coll., 2001) (Zhao G. et coll.,2008) (Zhou H. et coll., 2008). Les résultats de PCR quantitative,
réalisée sur des CMLVs isolées a partir de 1’artére cérébrale de rats, montrent que 'ARNm de
I’IP3R1 est le plus abondant parmi les trois isoformes, avec 82% du total des ARNm d'IP3R. De
méme, I’IP3R1 est I'isoforme majeure détectée dans les arteres mésentériques, 'aorte thoracique,
ainsi que dans les CMLVs extraites de la veine porte en culture et les cellules A7r5 (lignée de
CMLYV aortique du rat) (Grayson TH. et coll., 2004) (Islam MO. et coll., 1996) (Morel JL. et
coll., 2003) (Tasker PN. et coll., 2000) (Wang Y. et coll., 2001) (Zhou H. et coll., 2008).

I1.2.6.5.2.2.2. Structure des IP3R

Les canaux IP3R sont des tétrameres, chacune de leurs sous-unités ayant un poids moléculaire de
300 kDa. La structure globale des IP3R ressemble a celle des RyR (Fig. 18). Les 3 isoformes
d’IP3Rs possedent la capacité¢ de former des hétéro-tétrameres (Sato C. et coll., 2004), dont
chaque monomere est formé de 2700 acides aminés (Bezprozvanny I., 2005).

L’isoforme IP3R1 dans son état de repos est utilisée comme référence pour définir la structure
des IP3Rs (Sun MY. et coll., 2017). Sa structure consiste en 4 sous-unités organisées autour d’un
axe central. Chaque sous-unité est constituée de deux domaines 3 en trefle (B - TF1 et - TF2),
trois plis solénoide armadille (ARMI1-ARM3) (une structure armadille est une structure
constituée d'une quarantaine d'acides aminés organisés en une séquence répétitive), un domaine
o -hélicoidal, un domaine latéral, six hélices o (TM1-TM6), un domaine C terminal, et un
domaine de liaison hélicoidale (Taylor CW. et Konieczny V., 2016) qui relie les sites

transmembranaire et cytosolique de chaque sous-unité.
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Figure 18 : La structure 3D du canal IP3R1 tétramérique déterminée par cryo-microscopie
électronique. La représentation de surface de cette structure est montrée dans trois vues
orthogonales : du cdté cytoplasmique (A), du c6té luminal (B) et le long du plan membranaire
(C, D). Une sous-unité putative est représentée en couleur ; (D) deux sous-unités opposées sont
montrées pour permettre la visualisation des caractéristiques internes dans la structure de canal.
La barre d'échelle représente 100 A (Serysheva II., 2014).

11.2.6.5.2.2.3. Fonctions des IP3R

L’IP3 se lie a I'IP3R et déclenche I’ouverture du canal, causant ainsi la libération du calcium du
RS (ou RE dans les cellules non-musculaires) vers le cytosol, ainsi que 1’entrée du calcium a
travers la membrane plasmique dans certains types de cellules du systtme immunitaire :
lymphocytes B et T (Ramos-Franco J. et coll., 2000) (Akimzhanov AM. et Boehning D., 2012).

Les signaux générés par 1'[P3R lors de la libération/entrée du calcium dans le cytosol sont
indispensables pour la régulation de différents processus cellulaires (Vervloessem T. et coll.,

2015), dontla prolifération, la différenciation, le métabolisme, la sécrétion et la mémoire
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cellulaire (Parys JB. et coll., 2012). De plus, les IP3R jouent un role important, avec les RyR,

dans le couplage excitation-contraction des cellules musculaires lisses et striées.

I1.2.6.5.2.3. Les pompes SERCA

Les pompes SERCA sont des Ca?*-ATPases du RS connues sous le nom de
Sarcoplasmique/Endoplasmic Reticulum Calcium Atpase.
Ces pompes sont essentielles pour le fonctionnement du RS, surtout lors de la relaxation des

muscles.

11.2.6.5.2.3.1. Isoformes de SERCA

Les SERCA sont les seuls transporteurs actifs du Ca>* depuis le cytosol vers le réticulum
sarco/endoplasmique (Chemaly ER. et coll., 2018). Les protéines SERCA sont codées par 3
genes, Atp2Al, Atp2A2 et Atp2A3, qui sont localisés sur 3 chromosomes différents. Un
épissage alternatif de ces génes produit au moins 13 variétés d’ARNm codant pour les différentes
isoformes de SERCA (Chemaly ER. et coll., 2018). Ainsi, on distingue 3 isoformes provenant de
I’épissage du gene Atp2Al: SERCAla, SERCAIb, et SERCAlc. De méme pour le gene
Atp2A2, I’épissage alternatif résulte en 4 isoformes nommées SERCA2a, SERCA2b, SERCA2c,
SERCAZ2d et finalement pour le gene Atp2A3, les 6 isoformes résultant de 1’épissage alternatif
sont : SERCA3a, SERCA3b, SERCA3c, SERCA3d, SERCA3e, et SERCA3f (UniProt, 2018).
Une large variété d’isoformes de SERCA est spécifique des especes et des tissus (Chemaly ER.
et coll., 2013). En effet, I’isoforme SERCAla est exprimée dans les muscles squelettiques
adultes et néonataux, I’isoforme SERCAZ2a est exprimée dans les muscles cardiaques, I’isoforme
SERCA2b est exprimée dans les muscles lisses (Bobe R. et coll., 2005), alors que 1’isoforme
SERCA3a est trouvée en co-expression avec I’isoforme SERCA2b dans les cellules
endothéliales des poumons et les neurones Purkinje du cervelet (Periasamy M. et
Kalyanasundaram A., 2007). Les isoformes SERCA?2 et SERCA3 sont aussi identifiées dans le
muscle lisse (Johny JP. et coll., 2017).

La structure des isoformes de SERCA est hautement conservée, avec plus de 75% d’homologie
entre les protéines SERCA1, SERCA2 et SERCA3 (Periasamy M. et Kalyanasundaram A.,
2007) (Dally S. et coll., 2010). L’isoforme SERCA2a, aussi nommée “isoforme cardiaque”, est

exprimée dans les muscles cardiaques, les muscles squelettiques a contraction lente et les cellules
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musculaires lisses, alors que I’isoforme SERCA2b est exprimée dans tout type de cellule
musculaire et non-musculaire (Periasamy M. et Kalyanasundaram A., 2007).

Les SERCA2a et SERCA2b different uniquement par 49 acides aminés supplémentaires, qui
constituent une boucle transmembranaire supplémentaire de SERCA2b dans le RS (Greene AL.
et coll., 2000).

Dans le muscle squelettique, les trois genes SERCA sont simultanément exprimés (Chemaly ER.
et coll., 2013). L'isoforme majeure dans les fibres musculaires squelettiques a contraction rapide
est la SERCAla, suivi par SERCA2a, plus spécifique des muscles squelettiques a contraction
lente (Berchtold MW. et coll., 2000).

Faisant partie des éléments constituant la membrane du RS, SERCA représente jusqu'a 90% des
protéines du RS et posséde une haute affinité pour le Ca®* (Orallo F., 1996) (Stammers NA. et
coll., 2015). Cette affinité des isoformes de SERCA pour le calcium n’est cependant pas toujours
la méme : 2b> 2a= 1> 2c¢> 3 (Lipskaia L. et coll., 2013). Dans les muscles, I’affinité des SERCA
aux 1ons calcium est responsable de I'abaissement de la concentration de calcium intracellulaire a
10”7 M et ainsi provoque une relaxation musculaire (Chemaly ER. et coll., 2013).

Enfin, P’affinit¢ des SERCA pour le calcium est réduite par deux protéines membranaires
intrinseques exprimées dans le RS : la phospholamban (PLN) et la sarcopiline (SLN) et qui se

lient au méme site de liaison régulatrice de SERCA (MacLennan DH. et Phillips MS., 1992).

I1.2.6.5.2.3.2. Fonctions des SERCA

Au niveau des muscles squelettiques, une diminution du re-pompage du Ca** par le RS est liée a
la réduction de I'activité des pompes Ca**-ATPase du RS, qui provoque une maladie héréditaire
humaine du muscle tres rare connue sous le nom de maladie de Brody (Chemaly ER. et coll.,
2013). Les patients souffrent de troubles de la relaxation musculaire. La réduction de 1'activité de
re-pompage de calcium par le RS peut étre associée a une mutation du gene SERCA1 conduisant
a I’absence de I'expression de la protéine SERCA1 (Schulte L. et coll., 1994).

Au niveau des muscles cardiaques, la pompe SERCA2a joue un rodle clé dans le couplage
excitation-contraction. Une diminution de son expression est liée a I’insuffisance cardiaque, chez
l'animal ainsi que chez les patients (Shanks J. et coll, 2017). De méme, chez I’Homme, une
augmentation du niveau de I’expression de I’isoforme SERCA3f, provenant de 1’épissage

alternatif du gene ATP2A3, est observée dans I’insuffisance cardiaque, ainsi que dans lestress du
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réticulum endoplasmique (RE) au niveau des cellules non-musculaires (Chemaly ER. et coll.,
2013). Ce stress est dii a I’accumulation des protéines mal conformées dans le RE et, comme ceci
est associ¢ a [Dinsuffisance cardiaque, une relation intéressante peut étre faite entre
I’augmentation de 1’expression de SERCA3f dans I’insuffisance cardiaque, 1’augmentation
parallele des marqueurs de stress du RE et la capacité de SERCA3f a induire le stress du RE
(Dally S. et coll., 2010) (Periasamy M. et Kalyanasundaram A., 2007).

I1.2.6.5.2.3.3. Structure des SERCA

Comme pour toute autre protéine, la structure des SERCA est adaptée a sa fonction. Ainsi,
SERCA possede une bande hydrophobe autour de sa partie extérieure (non-polaire) qui se trouve
dans la membrane du RS, car elle interagit plus favorablement avec les chaines d'acides gras
non-polaires qu'avec la lumiere du RS qui est de nature aqueuse (Sacchetto R. et coll,. 2012). La
protéine SERCA, est divisée en quatre domaines fonctionnels et se caractérise par la présence
d'une série de dix hélices a dans sa structure (Olesen C. et coll., 2007). Ces quatre domaines sont
désignés par M, N, P et A (Fig. 19). Le domaine M est le seul domaine de SERCA qui se trouve
dans la section transmembranaire, entre le cytoplasme et la lumicre du RS. C’est ce domaine qui
est constitué des hélices a (10 hélices: MI1-M10) et il est encore nommé domaine
transmembranaire. Les trois autres domaines se trouvent dans le cote cytosolique et sont comme
suit : le domaine A, qui est le domaine actionneur, le domaine N, qui est le domaine de liaison
nucléaire et le domaine P qui est le domaine de phosphorylation (Wuytack F. et coll., 2002).

Situés dans le sarcoplasme, les domaines N, P et A sont fonctionnellement associés
principalement a I'hydrolyse de I'ATP. Ces 3 domaines consistent en une combinaison d’hélices

a et de feuillets B (Toyoshima C. et coll., 2000).
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Figure 19 : Les domaines structuraux de la pompe Ca’*-ATPase du réticulum sarcoplasmique
SERCA (Wuytack F. et coll., 2002).

Le systeme cardiovasculaire contient la partie du systeme musculaire la plus touchée par des
pathologies chroniques car en interaction directe avec les changements de notre environnement
et de notre mode de vie. Apres description du systeme cardiovasculaire, de ces composants
vasculaires et de sa physiologie, nous nous intéresserons donc ensuite a son étude dans le cas de

pathologies cardiovasculaires.

I1.3. Plasticité musculaire dans les
situations physiopathologiques

Des conditions environnementales néfastes, comme par exemple 1’exposition a 1’hypoxie,
I’inactivité physique, etc., entrainent un déconditionnement musculaire, qui est par définition, un
ensemble complexe de changements physiologiques qui parviennent suite a une période
d’inactivité et qui entraine une perte des capacités focntionnelles nécessaires pour accomplir les
activités de la vie quotidienne. Ce déconditionnement se traduit par des changements

moléculaires et cellulaires qui aboutissent a des situations physiopathologiques surtout au niveau
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du systtme cardiovasculaire, qui est particuliecrement touché par les conditions
environnementales. Nous allons donc présenter dans ce qui suit les maladies cardiovasculaires,
leur prévalence, aussi bien que leurs facteurs de risque. Nous monterons ensuite le lien entre ces
maladies et le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS), et notamment I'impact de
I’hypoxie intermittente générée par le SAOS. Enfin, nous présenterons l'effet de I’entrainement

physique dans la prévention de la survenue des maladies cardiovasculaires.

I1.3.1. Santé publique et maladies
cardiovasculaires, SAOS, obésité

Les maladies chroniques constituent la toute premiere cause de mortalité dans le monde. Selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS), ces maladies sont définies comme des affections de
longue durée qui, en regle générale, évoluent lentement et sont responsables de 63% des déces
globaux. La prévalence des maladies chroniques est actuellement en augmentation du fait de leur
relation avec le mode de vie de 'Homme (World Health Organization — CVDs, 2016).

Parmi ces maladies, nous pouvons distinguer : le syndrome d’apnée obstructive du sommeil
(SAOS), I’obésite, le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires (MCV) dont: les
accidents vasculaires cérébraux et 1’athérosclérose, la maladie d’ Alzheimer. Ces pathologies sont
liées a plusieurs facteurs, tels que le tabagisme, I’inactivité physique, I’abus d’alcool, I'obésité,
les régimes alimentaires trop riches, la pollution et d'autres facteurs environnementaux (Heart
UK, 2016). La plupart des MCV peuvent étre évitées en s'attaquant a ces facteurs de risque
comportementaux (Cardiovascular Disease Risk Factors | World Heart Federation, 2017).

Les MCV sont responsables d’un nombre tres élevé de déces dans le monde. Selon le rapport de
I’OMS publié en 2016 (World Health Organization, 2016), environ 17,5 millions de personnes
sont décédées de maladies cardiovasculaires durant I’année 2013 (Fig. 20), ce qui représentent
31% de tous les déces dans le monde. Plus des trois quarts des déces dus aux MCV ont lieu dans
les pays a revenu faible et intermédiaire (World Health Organization, 2016).

Le rapport de I’OMS révisé en Septembre 2016 montre que 82 % des 16 millions de déces de
personnes agées de moins de 70 ans dus a des maladies chroniques qui surviennent dans les pays

arevenu faible et moyen dont 37% sont causés par des maladies cardiovasculaires.
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Total number of deaths due to cardiovascular diseases in the worid: 17 327 000

Europe
4 584 000
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Figure 20 : Carte mondiale montrant la distribution mondiale des 17,3 millions de morts dues
aux maladies cardiovasculaires selon le rapport de 1'organisation mondiale de la santé (Global
facts | World Heart Federation, 2016).

En Europe, les MCV causent plus de la moitié de la totalité des déces (Wilkins E., 2017). Ils
représentent 11 fois la totalité de la morbidité causée par le sida, la tuberculose et le paludisme
réunis (Townsend N. et coll., 2016).

Le nombre de déces causés par les MCV chez les femmes (2,2 millions) est plus élevé que les
hommes (1,8 millions) avec un pourcentage de 49% du total des déces chez les femmes et 40%

du total des déces chez les hommes (Fig. 21) (Townsend N. et coll., 2016).
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Figure 21 : Répartition des causes de mortalité chez les hommes (A) et les femmes (B) en
Europe (Townsend N. et coll., 2016).

Dans son rapport concernant la région de la méditerranée orientale, ’OMS estime que 54% des
déces dus aux maladies non-transmissibles (chroniques) dans cette région sont associés a des
MCV.

Au Liban, les MCV sont responsables en moyenne de 47% des déces liés aux maladies non
transmissibles (Fig. 22) (World Health Organization, 2014). La haute prévalence des MCV est
due a un mode de vie sédentaire et a des facteurs de risque communs tels que I'hypertension

(dont la prévalence va de 28% (valeur minimale) aux Emirats arabes unis a 41% (valeur
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maximale) en Libye et au Maroc), le diabete (dont la prévalence va de 4% (valeur minimale) en
Iran a 19% (valeur maximale) au Soudan) et I'hypercholestérolémie (dont la prévalence va de
14% au Liban a 52% (valeur maximale) en Iran) (Cardiovascular Disease By Country | World

Heart Federation, 2017).
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Figure 22 : Répartition des causes de mortalité (de tout age, dans les deux sexes) au Liban tiré
du rapport de 'organisation mondiale de santé en 2014 (World Health Organization, 2014).

Apres avoir présenté les MCV comme la premiere cause de mortalité en Europe et au Moyen-
Orient, nous allons présenter dans ce qui suit les MCV les plus courantes et leur association avec
le SAOS. Ensuite nous détaillerons les caractéristiques du SAOS et de I’hypoxie intermittente, la
conséquence majeure du SAOS, dans le but de comprendre la physiopathologie de ce syndrome
et sa contribution aux complications vasculaires par son effet sur les voies de signalisation du
calcium. Enfin, nous présenterons les effets bénéfiques sur le systtme musculaire de
I’entrainement physique intensif comme une méthode de traitement non-pharmacologique des

pathologies et complications musculaires induites par le SAOS.

I1.3.1.1. Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires concernent des troubles du cceur et des vaisseaux sanguins et
comprennent
- Les maladies coronariennes, qui sont des maladies qui touchent les arteres coronaires

alimentant le muscle du cceur. Elles sont souvent causées par 1’athérosclérose, qui est une
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accumulation de plaques d'athérome a ’intérieur de la paroi des arteres. Ceci réduit peu a peu le
diametre des arteres et diminue le flux sanguin. L'endommagement des plaques d'athérome
favorise la formation de caillots sanguins qui aggravent 1’obstruction des artéres ; ceci amene
¢ventuellement a I’infarctus du myocarde (communément appelé crise cardiaque), qui entraine la
destruction partielle du muscle cardiaque (Andreadis EA., 2016) (Papageorgiou N. et coll.,
2016).

- Les maladies cérébrovasculaires, qui sont des maladies qui touchent les vaisseaux alimentant le
cerveau ; elles sont dues a un probléme vasculaire tel que la rupture ou l'occlusion d’une artere
(ou d'une veine). Ces maladies constituent I’ensemble des atteintes vasculaires cérébrales
cliniquement caractérisées par l'apparition d'un déficit neurologique brutal. Cet événement, a
I’origine d’un dysfonctionnement temporaire ou définitif d'une des régions du cerveau, est
communément appelé accident vasculaire cérébral (World Health Organisation - Fact sheet,
2015) (Papageorgiou N., 2016).

- Les artériopathies périphériques, qui sont des maladies affectant les arteres des bras et des
jambes, et aboutissant a une diminution voire a un arrét de la circulation dans les arteres
concernées : ceci est due a ’accumulation de dépots de lipides (conduisant a des plaques
d'athérome) dans la paroi des artéres. Ces maladies accentuent le risque d’apparition d'autres
MCV (infarctus de myocarde, accident vasculaire cérébral). En effet, les personnes atteintes
d’artériopathie périphérique sont deux a six fois plus susceptibles de décéder a cause d’un
infarctus du myocarde ou d’un accident vasculaire cérébral (American Heart Association, 2018)
(Andreadis EA., 2016).

- Les cardiopathies rhumatismales, qui sont des maladies affectant le muscle et les valves
cardiaques et sont dues a rhumatisme articulaire aigu, causé par une bactérie de type
streptocoque. La cardiopathie rhumatismale peut provoquer des accidents cérébrovasculaires,
une insuffisance cardiaque congestive grave (une maladie chronique du cceur qui survient
lorsque le coeur ne peut plus pomper le sang normalement) et la mort (American Heart
Association, 2018) (Papageorgiou N., 2016).

- Les malformations cardiaques congénitales, qui sont des malformations de la structure du coeur
ou des vaisseaux associées présentes deés la naissance. Ces malformations sont tres diverses,

allant des anomalies bénignes (permettant la croissance de I’enfant sans aucun probléme)

38



jusqu’aux anomalies cancéreuses (entrainant la mort du nouveau-né) (World Health Organisation
- Fact sheet, 2015).

- Les thromboses veineuses profondes, qui sont des obstructions des veines des jambes par un
caillot sanguin, susceptibles de se libérer et de migrer vers le cceur ou les poumons, en entrainant
des complications graves dont les embolies pulmonaires (World Health Organisation - Fact
sheet, 2015) (American Heart Association, 2018) (Papageorgiou N., 2016) (Andreadis EA.,
2016).

Cette liste n'est pas exhaustive, mais elle nous donne une idée de la diversité et de la complexité
des troubles qui peuvent toucher le systeme cardiovasculaire. Quatre déces sur cinq dus a des
MCYV sont attribués a ’infarctus du myocarde et a des accidents vasculaires cérébraux. Les
individus a risque de MCV présentent une pression artérielle élevée, un taux de glucose et de
lipides également élevés dans le sang ainsi que des problemes de surpoids ou d'obésité (World

Health Organisation - Fact sheet, 2015).

I1.3.1.1.1. Maladies cardiovasculaires et
syndrome d'apnées obstructives du sommeil

Jusqu'en 2010, les MCV représentaient un coiit annuel s'élevant a =~ 863 milliards de dollars
américain dans le monde : une projection jusqu’en 2030 évalue les colits a 1044 milliards de
dollars par an pour traiter ces maladies (The Cost of CVD, 2017).

Les anomalies du sommeil, fréquemment associées aux MCV, constituent un facteur aggravant
la morbidité et la mortalité cardiovasculaires. Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil
(SAOS) est la forme la plus répandue des troubles du sommeil, caractérisée par des apnées
répétitives au cours du sommeil, dues a la fermeture intermittentedes voies aériennes supérieures.
Le SAOS a une prévalence affectée par le mode de vie et constitue un facteur de risque
indépendant des MCV. Ainsi, la prévalence actuelle du SAOS, atteint des valeurs alarmantes
allant jusqu’a 34% des hommes et 17% des femmes, dont une grande proportion est
malheureusement non-diagnostiquée (Peppard PE. et coll., 2013).

Les patients souffrant du SAQOS, sont souvent obeses, avec une prévalence élevée de maladies et
complications cardiovasculaires, d’hypertension artérielle systémique et de diabéte de type 2

(Roca GQ. et coll., 2015). Depuis la derniere décennie, la recherche épidémiologique et clinique
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a constamment montré l'association entrele SAOS et la morbidité et la mortalité
cardiovasculaires (Peppard PE. et coll., 2000) (Olafiranye O. et coll., 2013) (Parati G. et coll.,
2014) (Maan A. et coll., 2015). Des études (Fig. 23) montrent aussi que le SAOS est associée a
I'hypertension (Peppard PE. et coll., 2000) (Jean-Louis G. et coll., 2005) (Logan AG. et coll.,
2001), a la fibrillation auriculaire (Olafiranye O. et coll., 2013) (Iwasaki YK. et coll., 2014)
(Maan A. et coll., 2015) (Oza N. et coll., 2014), aux maladies coronariennes (Schifer H. et
coll.,1999) (Gottlieb D. et coll J., 2010), a I’insuffisance cardiaque (Gottlieb DJ. et coll., 2010)
(Javaheri S., 2006), a I’hypertension résistante (Pedrosa RP. et coll., 2013) (Dudenboster T. et
coll., 2012) (Parati G. et coll., 2014).

OSA and Cardiovascular Disease
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Figure 23 : Graphique montrant la prévalence des apnées obstructives du sommeil dans les
différents MCV. Coronary heart disease : maladie coronarienne, atrial fibrillation : fibrillation
auriculaire, heart failure : insuffisance cardiaque, resistant hypertension : hypertension résistante,
OSA : apnées obstructives du sommeil, cardiovascular disease : maladie cardiovasculaire
(Olafiranye O. et coll., 2013).

Les mécanismes physiopathologiques reliant le SAOS aux MCV sont complexes, et impliquent

des interactions entre les voies respiratoires, le systeme nerveux central et le systeme
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cardiovasculaire (Olafiranye O. et coll., 2013). Ces mécanismes comprennent par exemple une
augmentation du tonus sympathique (Somers VK. et coll.,1995), des changements de la pression
intra-thoracique, un stress oxydatif et une inflammation vasculaire (Fig. 24) résultant de
I'hypoxie et de la réoxygénation nocturne.

L'hypoxie intermittente semble étre a l'origine de la plupart de ces voies pathophysiologiques
importantes. En effet, les désaturations sanguines en oxygene répétitives provoquent l'activation
du systeme nerveux sympathique (Somers VK. et coll., 1995) (Lavie L., 2003) (Fletcher EC.,
2001) et produisent une hypertension (Fig. 24) (Fletcher EC., 2001). Un mécanisme similaire
pourrait expliquer 1’association entre le SAOS et la tachyarythmie (Gami AS. et coll., 2007).
L’hypoxie intermittente et la réoxygénation ont également été¢ impliquées dans la pathogenese
de l'inflammation systémique causée par le SAOS (Li C. et Jackson RM., 2002) (Ryan S. et coll.,
2005). Les patients atteints du SAOS ont des niveaux plus élevés d'endothéline circulante (ce qui
favorise la vasoconstriction) et des niveaux plus faibles de monoxyde d'azote (ce qui affaiblit la
vasodilatation endothélium-dépendante) par comparaison aux personnes saines (Lavie L., 2003)
(Ip MS. et coll., 2000). Ceci les rend plus susceptibles a des augmentations de la pression
artérielle que des sujets sains. En outre, cette voie d'activation affecte les réponses
inflammatoires et immunitaires favorisant l'activation des cellules endothéliales, des leucocytes,
et les plaquettes (Lavie L., 2003). Une fois activées, ces cellules expriment des molécules
d’adhésion et des cytokines pro-inflammatoires qui peuvent entrainer des lésions et des
dysfonctionnements endothéliaux (Lavie L., 2003) (Budhiraja R. et coll., 2007), qui peuvent
conduire au développement de 1'athérosclérose.

En observant cette chaine d'événements, les recherches suggerent que ce dysfonctionnement
endothélial commence peu apres le début du SAOS et peut étre le mécanisme par lequel ce
dernier intervient dans la genése ou l'aggravation de I'hypertension, I’arythmie, les accidents
vasculaires cérébraux, et 1’arrét cardiaque (Milleron O., 2005) (Budhiraja R. et coll., 2007) (Lévy
P. et coll., 2015).
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Figure 24 : Diagramme représentant les liens pathophysiologiques entre les apnées obstructives
du sommeil et les MCV (Olafiranye O. et coll., 2013).

11.3.1.2. Le syndrome d’apnées obstructives
du sommeil

Le syndrome d’apnée du sommeil (SAOS) est le sous-type le plus courant
des troubles respiratoires du sommeil. C’est une maladie chronique commune qui induit un arrét
ou une diminution intermittente de la respiration des patients d’une fagon répétée, due a des
fermetures transitoires des voies aériennes supérieures, qui peuvent étre dues a des causes
anatomiques ou pathologiques (comme spasme laryngo-glottique) durant leur sommeil (Fig. 25)
(Semelka M. et coll., 2016). Le sommeil devient ainsi fragmenté et non-réparateur, ce qui amene

a des symptomes tels que les maux de té€te matinaux et la somnolence diurne.
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Respiration normale Syndrome d'apnées obstructives du sommeil

Pendant le sommeil, I'air peut circuler Vos voies aériennes saffaissent, ce qui empéche air
librement depuis et vers vos poumaons de circuler librement depuis et vers vos poumaons,
en passant par les voies aériennes, et perturbe votre sommeil,

Figure 25 : Figure montrant I’état des voies aériennes supérieures durant le sommeil dans le cas
de la respiration normale (figure de gauche) et dans le cas du SAOS (figure de droite) (Sleep
Apnea Solutions, 2016).

La sévérité¢ de cette maladie est mesurée en se fondant sur I’index d’apnées-hypopnées (=
"apnea-hypopnea index" ou AHI), qui se définit par la moyenne du nombre des épisodes
d’apnée (arrét de la respiration) et hypopnée (diminution de 1'amplitude respiratoire) par heure de
sommeil. La sévérité des apnées obstructives du sommeil est définie comme légére si I’index
AHI est entre 5 et 15 événements par heure, comme modérée si 'AHI est compris entre 15 et 30
évenements par heure et comme sévere si 'AHI dépasse les 30 évenements par heure (Ruehland
WR. et coll., 2009).

Récemment Lévy et Pépin (Lévy P. et coll., 2015), ont affiné les caractéristiques du SAOS et
proposé une nouvelle définition du diagnostic: le SAOS est identifi¢ quand AHI > 5
accompagné d’au moins un des signes cliniques suivantes : somnolence diurne excessive (EDS),
sommeil non-réparateur, fatigue ou insomnie, réveil avec 1'étouffement, ronflements habituels
et/ou interruptions de la respiration, hypertension, troubles de I'humeur, dysfonctionnement
cognitif, maladie des arteéres coronariennes, accident vasculaire cérébral, insuffisance cardiaque
congestive, fibrillation auriculaire ou diabete de type 2 (Berry RB. et coll., 2012) (American
Thoracic society., 2013). Alternativement, le SAOS peut également étre identifié si AHI >15

indépendamment de la présence ou non des autres symptomes (Lévy P. et coll., 2015).
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Bien que tres répandu, le SAOS est fréquemment sous-diagnostiqué. Il existe plusieurs co-
morbidités associées au SAOS, comme I’hypertension, les maladies de 1’artére coronaire, les
arythmies cardiaques et la dépression - d’ou la nécessité d’une sensibilisation du public a la forte
prévalence du SAOS, a son diagnostic et a une amélioration de la compréhension de ses
conséquences sur la santé. Cette étape est essentielle afin de limiter ses incidences sur la qualité

de vie quotidienne.

I1.3.1.2.1. Prévalence et épidémiologie

Selon Young et ses collaborateurs, le SAOS est une maladie fréquente chez les adultes affectant
9% des femmes et 24% des hommes pour un AHI >5 (Young T. et coll., 2002). Dans leur revue,
Lévy et ses collaborateurs, montrent que pour un AHI 10 > ou AHI > 15 cette prévalence est
entre 5-15% chez les hommes et entre 4-9% chez les femmes (Lévy P. et coll., 2015).

Franklin et Linderberg ont montré, dans leur revue sur 1’épidémiologie de I’apnée du sommeil,
que la prévalence du SAOS a augmenté avec le temps dans les études épidémiologiques, et que
cette prévalence est tres variable et différente d’une étude a I’autre. Ceci semble étre di au fait
que la définition du SAOS et de I’AHI, les équipements de diagnostic utilisés, la conception des
études et les caractéristiques des sujets dans chaque études sont largement différents (Franklin
KA. et Lindberg E., 2015).

Selon Franklin et ses collaborateurs, les apnées obstructives du sommeil, avec une somnolence
diurne excessive sont présentes en moyenne chez 6% des hommes avec des chiffres allant de 3%
(en minimum) jusqu’a 18% (en maximum), et chez 4% des femmes en moyenne, avec des
chiffres allant de 1% (en minimum) jusqu’a 17% (en maximum) (Franklin KA. et Lindberg E.,
2015).

Plusieurs facteurs comme le sexe, 1’age, et 1’obésité sont associés au SAOS et affectent sa

prévalence. L’impact de ces facteurs est détaillé dans ce qui suit.

I1.3.1.2.1.1. Le sexe

Les apnées obstructives du sommeil sont plus répandues chez les hommes que chez les femmes
(Fig. 26), de la méme fagon que la distribution de prévalence de ronflement est plus importante

chez les hommes par rapport aux femmes. Ceci semble étre lié aux différences hormonales et
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leurs effets sur les muscles des voies aériennes supérieures (Franklin KA. et coll., 2015) (Gabbay
IE. et Lavie P., 2012).

Dans une des plus récentes revues, Senaratna et ses collaborateurs (Senaratna C. et coll., 2017)
indiquent une prévalence globale des apnées mesurées a AHI >5 dans la population générale
d’age >18 ans qui varie entre 9% et 38%, avec un effet positif de l'appartenance au sexe
masculin sur la prévalence du SAOS : 13 a 33% chez les hommes et 6 & 19% chez les femmes.
En outre, Wimms et ses collaborateurs résument dans leur revue publiée en 2016 (Wimms A. et
coll., 2016), les travaux de plusieurs équipes de recherche entre les années 1993 et 2015, en
regroupant les prévalences estimées des apnées du sommeil faibles (AHI >5) aussi bien que les
apnées modérées a séveres (AHI >15) chez les hommes et les femmes. Le tableau résumant les
estimations de ces prévalences (Fig. 26), révele lui-aussi que les apnées modérées a séveres,
(surtout celles qui sont mesurées avec un AHI >15) ont une plus forte prévalence chez les

hommes que chez les femmes (Wimms A. et coll., 2016).

Study Mild OSA (AHI 2 5) Moderate to severe OSA (AHI 2 15)
Males Females Males Females

Young et al (1993) 24% 9% 9% 4%
Redline ef al (1994) - l - 26% 13%
Bixleret al (1998, 2001) 17% | - 7% 2%
Duran et al (2001) 26.2% | 28% 14% 7%
Peppard et al (2013) . | . | 13.5% 6%
Franklin et al (2013) - 50% - 26%

Heinzeret al (2015) 34% 38% 49.7% 23.4%

Figure 26 : Tableau résumant les différentes estimations de prévalence des apnées obstructives
du sommeil faibles a séveres, mesurées par plusieurs chercheurs (1993-2015) en fonction du sexe
(Wimms A. et coll., 2016).

11.3.1.2.1.2. L’age

Le SAOS affecte les personnes de tous ages, mais il est tres fréquent chez les personnes agées de
plus de 60 ans (Punjabi NM., 2008), et la moyenne de I’AHI mesurée augmente avec 1’age
(Gabbay IE. et Lavie P., 2012) (Fig. 27). L’age influence la prévalence des apnées du sommeil

indépendamment des autres facteurs de risque (Franklin KA. et coll., 2013) (Bixler EO. et coll.,
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1998) (Gabbay IE. et Lavie P., 2012) (Peppard PE. et coll., 2000). Dans une étude réalisée par
Bixler et ses collaborateurs, on trouve que le SAOS (avec AHI>10) est diagnostiqué chez 3,2 %
des hommes agés entre 20 et 44 ans, et chez 11,3% des hommes agés entre 45 et 64 ans, et chez
18,1% chez les hommes agées entre 61 et 100 ans (Bixler EO. et coll., 1998). En outre, Duran et
ses collaborateurs, montrent dans leur étude que pour AHI >10 la prévalence de SAOS chez des
personnes agées entre 60-70 ans est d’ordre de 32% chez les hommes et de 25% chez les femmes
(Duran J. et coll., 2001). Plus récemment, le SAOS a été considéré comme fréquent chez une
population francaise agées entre 40 et 70 ans ; puisque selon Payen et ses collaborateurs, 7-15%
de cette population basées sur Grenoble ont un SAOS avec un AHI> 15 par heure du sommeil
(Payen JF. et coll., 2016).

D’autre part, Gabbay et ses collaborateurs révelent que I’age affecte également la sévérité du
SAOS en augmentant la moyenne de I’AHI mesuré dans les deux sexes. Ainsi, on trouve que la
moyenne des AHI mesurés chez les femmes augmente de 6 a I’age de 21-25 ans jusqu’a 26 a
I’age de 76-80 ans. De méme, chez les hommes cette moyenne augmente de 12 a 1’age de 21-25
ans jusqu'a 28 a I’age de 71-75 ans et avant de rebaisser légeremment vers 26-27 a 76-80 ans

(Fig. 27) (Gabbay IE. et Lavie P., 2012).
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Figure 27 : Graphique montrant la moyenne de 1I’AHI croissante des apnées du sommeil en
fonction de 1I’age chez I’homme et la femme (Gabbay IE. et Lavie P., 2012).
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11.3.1.2.1.3. L’obésité

La relation entre le SAOS et 1’obésité est complexe, multifactorielle, et bidirectionnelle, ce qui
aboutit a un aggravement symptomatique commun des deux pathologies (Romero-Corral A. et
coll., 2010) (Schwartz AR. et coll.,2008).

En effet, I’obésité est bien admise comme un facteur de prédisposition aux apnées obstructives
du sommeil, ceci étant di & I’accumulation massique des tissus graisseux au niveau des voies
aériennes supérieures (Koskenvuo M. et coll., 1987). (Shelton KE. et coll., 1993) (Franklin KA.
et coll., 2013).

Le traitement primaire pour le SAOS est toujours la réduction du poids et le maintien de ce
poids d’équilibre (Quan SF. et coll., 2013). Busetto et ses collaborateurs ont montré qu'une
réduction de 15% de I’indice de masse corporelle fait augmenter sensiblement le diamétre de la
zone transversale du pharynx au niveau du cou. Il en résulte une diminution de la sévérité du

SAOS (Wall H. et coll., 2012).

I1.3.1.2.2. Physiopathologie du SAOS

Le SAOS est une pathologie complexe et multifactorielle (Bailly S. et coll., 2016) (Owens RL.
et coll., 2015). Le SAOS correspond a la fermeture intermittente des voies aériennes supérieures
au cours du sommeil du fait d’un collapsus qui se forme au niveau du voile du palais et/ou en
arriere de la base de langue. Ceci peut étre dii a plusieurs facteurs tels qu'une augmentation de la
quantité de tissus mous accumulés dans cette zone et/ou une masse de la langue plus grande que
le normal (Wimms A. et coll., 2016). Ainsi, I’anatomie du pharynx joue un rdle important dans
la physiopathologie du SAOS (Heinzer R., 2007) : en raison du faible support osseux dans cette
région, le maintien de la perméabilité du pharynx est assuré principalement par des muscles
dilatateurs.

Dans le cas de la personne saine, lors de ’inspiration, la contraction des muscles dilatateurs du
pharynx maintient sa perméabilité. Un déséquilibre entre la force générée par la contraction de
ces muscles dilatateurs (maintenant I’ouverture des voies aériennes) et la pression négative
inspiratoire intraluminale (tendant a fermer le pharynx) produit ’apnée (Destors M. et coll.,
2017). La survenue des apnées transitoires successives durant le sommeil induit plusieurs

conséquences qui sont observées immédiatement : une hypoxie intermittente (HI - répétitions
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cycliques des phénomenes de désaturation-ré-oxygénation du sang), des variations considérables
des pressions intra-thoraciques dues aux efforts respiratoires du patient pour lutter contre le
collapsus des voies aériennes, la survenue d’un micro-¢éveil terminant 1’événement respiratoire et
entrafnant une fragmentation du sommeil (Dempsey JA. et coll., 2010) (Lévy P. et coll., 2015).

L’HI est la conséquence la plus importante du SAOS, dont la sévérité est déterminante pour les
complications cardiovasculaires. La répétition de 1’HI va provoquer des mécanismes chroniques
d’adaptation a ce manque transitoire d’oxygeéne : un stress oxydant, une hyper-activation du
systéme sympathique a 1’origine d’une inflammation systémique, une inflammation et un

remodelage vasculaire (Fig. 28), hépatique et du tissu adipeux (Destors M. et coll., 2017).

Pression intra thoracique Hypoxie intermittente

Privation de Sommeil ——— Hypercapnie

v

Activation sympathique Dysfonction endothéliale

Mécanismes pathologiques

Dérégulation métabolique Inflammation systémique

v

Hypertension systémique . . . Maladie Rénale
et pulmonaire Maladies cardiovasculaires

, . / \ Infarctus de Myocarde
Insuffisance cardiaque

Figure 28 : Graphique montrant la physiopathologie et les effets du syndrome d’apnées
obstructives du sommeil sur le systeme cardiovasculaire.

Les études sur les rongeurs (in vivo) aussi bien sur les cultures cellulaires (in vitro), ont montré
que I’HI induit un stress oxydant au niveau des CMLYV, ce qui fait augmenter le taux des espéces
réactives de I’oxygene (Reactive oxygen species : ROS) (Nanduri J. et coll., 2008) (Yuan G. et
coll., 2005). Les ROS a leur tour induisent une surexpression et une activation d’une série de
facteurs de transcription, comprenant I'hypoxia — inducible factor (HIF-1), le facteur nucléaire

des lymphocytes T activés (NFAT), et le facteur nucléaire kB (NF- «B) (Yuan G. et coll., 2008).
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L’activation des facteurs de transcription pro-inflammatoire NF-kB et HIFla provoque une
cascade de processus inflammatoires et active le systeme endothéline (ET) (Yuan G. et coll.,
2008) (Kanagy NL. et coll., 2001). Ce dernier est constitué de deux récepteurs couplés aux
protéines G, ET-A et ET-B, et de deux enzymes de maturation, une protéase de type furine et une
enzyme de conversion de 1’endothéline (Yuan G. et coll., 2005) (Pinet F., 2004). L’endothéline
est considéré comme le vasoconstricteur endogene le plus puissant, il est donc capable d’induire
directement une vasoconstriction favorisant ainsi la survenue de 1’hypertension (Pinet F., 2004).
Le systéme endothéline ainsi activé par I’HI, provoque une augmentation du taux d’ET-1
circulant chez les patients atteints du SAOS aussi bien que dans les modeles animaux (Gras E.,
2016) (Kanagy NL., 2001). L’ET-1 a son tour active encore la réponse inflammatoire dépendante
de I’HI via I’activation de NF- kB au niveau des CMLV. Prises ensemble, ces données révelent
que I’HI est responsable de 1’activation de HIF-1 et NF- kB qui induisent une augmentation de
I’activation sympathique aussi bien que du systetme endothéline (Kanagy NL. et coll., 2001)
(Fletcher EC., 2001) (Yuan G. et coll., 2008) (Gras E. et coll., 2016). L’ activation du systeme
endothéline favorise a son tour la dysfonction endothéliale, 1’athérosclérose et un remodelage
vasculaire caractérisé par une augmentation de la rigidité artérielle (Belaidi E. et coll., 2016)
(Javaheri S. et coll., 2017). La dysfonction endothéliale résultante induit une diminution du taux
de NO produit par les cellules endothéliales, ceci réduit la vasodilatation, augmente la
vasoconstriction et favorise par conséquence la survenue de I’hypertension artérielle.

L’HI induit également une hyperactivit¢ sympathique par I’activation du chemoréflexe (qui est
par définition un réflexe physiologique initié par un stimulus chimique ou par activation d’un
chémorécepteur), qui, a son tour, active le systtme rénine-angiotensine-aldostérone et renforce
’activité vasoconstrictrice, ce qui favorise la survenue de I’hypertension (Horner RL., 2008). 1l
est a noter que les chemoréflexes sont des modulateurs importants de 1’activation sympathique.
Plusieurs vaisseaux sanguins possedent des chémorécepteurs sensibles a 1’hypoxie : les
chémorécepteurs périphériques localisés au niveau de I’artére carotide, ainsi que des récepteurs
sensibles a I’hypercapnie (chémorécepteurs centraux localisés dans la région du tronc cérébral)

(Kara T. et coll., 2003) (Mansukhani MP. et coll., 2015).
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11.3.1.2.2.1. La relation entre le SAOS et I’hypertension

L’hypertension est une caractéristique commune chez les patients SAOS (Sanchez-de-la-Torre
M. et coll., 2013). Les résultats des études longitudinales prospectives montrent qu’un AHI
modéré a sévere constitue un facteur de risque indépendant de I'hypertension (Peppard PE. et
coll.,, 2000). En outre, les études montrent une relation bidirectionnelle entre le SAOS et
I’hypertension ; environ 50 % des patients de SAOS sont hypertendus (Lavie P. et coll., 2000) et
environ 30 % des patients hypertendus ont aussi le SAOS (Somers VK. et coll, 2008) et souvent
non-diagnostiqués (Nieto FJ. et coll., 2000) (Torres G. et coll., 2015). En outre, les personnes
avec une forte sévérit€¢ du SAOS ont un risque 3,2 fois plus important de développer une
hypertension par comparaison aux personnes sans SAOS (Peppard PE. et coll., 2000) (Marin JM.
et coll., 2005) (Torres G. et coll., 2015).

Les apnées peuvent abolir la diminution nocturne de la pression artérielle en augmentant la
production de I’angiotensine I, un peptide impliqué dans la régulation de la tension artérielle.
L’angiotensine II, & son tour induit une activation du syst¢tme sympathique et stimule la
production de I’aldostérone. Des niveaux €levés d’aldostérone dans le plasma sont associés a un
AHI plus élevé chez les patients et a une sévérité alarmante des apnées obstructives du sommeil
(Sanchez-de-la-Torre M. et coll., 2013). Cette augmentation du taux d’aldostérone va induire une
augmentation de la pression artérielle via D’activation du systeéme rénine-angiotensine-
aldostérone, ce qui favorise a son tour la survenue de I’hypertension (Patel S. et coll., 2017).
Deux differentes études réalisées par O’Connor et Cano-Pumarega sur la relation hypertension-
SOAS révelent des données semblabes. En effet, 1’étude faite par O’Connor et ses collaborateurs
en 2009 sur 2470 individus non-hypertendus, montre qu’une relation entre AHI et le risque
d’hypertension existe mais elle disparait apres ajustement de 1’indice de masse corporelle
(O'Connor GT. et coll., 2009). Le risque d’hypertension chez ces individus sans hypertension
était estimé par le calcul du risque relatif rapproché pour le développement de I’hypertension
(Odds ratio) durant 5 ans de suivi de la pression artérielle en en fonction de I’AHI initial. De
méme, la deuxieme étude réalisée par Cano-Pumarega et ses collaborateurs sur 1180 individus,
montre qu’apres ajustement de 1’age, du sexe et du BMI (= Body Mass Index : pour ’indice de
masse corporelle), il n’y a aucune association entre I’hypertension artérielle et les apnées

obstructives du sommeil (Cano-Pumarega I. et coll., 2011). Donc, les études sur I’Homme
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révelent que I’HI est associée a I’hypertension, mais d’une fagon dépendante d’autres facteurs
dont essentiellement la masse corporelle.

En parallele, dans le cadre des études sur les modeles animaux, Fletcher et ses collaborateurs ont
montré pour la premiere fois que I’hypoxie intermittente induit une hypertension. Ils ont exposé
des rats a I’HI (avec un cycle de FIO2 a 3-5% toutes les 30 secondes), 7 heures par jour sur 35
jours, et montrent une augmentation significative de la pression artérielle moyenne d’une valeur
de 13.7 + 1.8 mm Hg (Fletcher EC. et coll., 1992).

De plus, sur le modele animal, plusieurs semaines d’exposition a I’hypoxie intermittente
induisent la survenue d’une athérosclérose (Barthlen GM., 2002) et d'un remodelage vasculaire
de I’aorte thoracique descendante et du ventricule gauche. Ceci se manifeste par la surexpression
de la molécule d'adhérence des cellules endothéliales plaquettaires (PECAM-1 : Platelet
endothelial cell adhesion molecule), qui induit une dérégulation du tonus vasculaire, qui avec
I’augmentation de ’épaisseur intima-média de I’aorte par I’HI, fait augmenter la vasoconstriction
et donc la pression artérielle (Dematteis M. et coll., 2008).

Prises ensemble, les données évoquées ci-dessus, révelent que I’HI est responsable de
I’hypertension, en induisant une augmentation du chemoréflexe, une activation sympathique, un
remodelage vasculaire et une dysfonction endothéliale, qui tous résultent en une augmentation de
la pression artérielle.

L’HI est la conséquence majeure du SAOS et est responsable de la plupart des complications
associées a ce syndrome. C’est pour cela nous nous sommes concentrés particulierement sur ce
type d’hypoxie dans les parties précédentes. Cependant, ’hypoxie intermittente n’est pas le seul
type d’hypoxie qui existe dans les situations physiologiques et pathophysiologiques. Pour cette
raison, il nous a semblé intéressant de présenter ici une description de 1’hypoxie en général, et
ses effets sur I’organisme. En particulier, nous allons présenter l'autre type d’hypoxie, I'hypoxie
continue, pour la comparer a I’HI, afin de pouvoir comprendre les mécanismes par lesquels I'HI

amene spécifiquement aux complications cardiovasculaires liées au SAOS.

11.3.1.2.2.2. I.’hypoxie

L'hypoxie est définie comme une déficience de la quantité d'oxygene au niveau des tissus du
corps, qui a lieu dans différentes circonstances. Généralement, les organes les plus touchés par

I'hypoxie sont le cerveau, le cceur et le foie (Prabhakar NR. et coll., 2007) (Michiels C., 2004).
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L'hypoxie est différente de 1'hypoxémie, qui signifie une quantité insuffisante d'oxygene
circulant dans le sang. L'hypoxie peut étre due a une hypoxémie, par exemple, une quantité
insuffisante d'oxygene peut atteindre les tissus, du fait d'une quantité insuffisante d'oxygeéne dans
le sang. L’hypoxie est générée soit par des conditions environnementales telles que 1'exposition a
la haute altitude (Deldicque L. et Francaux M., 2013), soit par des conditions pathologiques
telles que certaines maladies pulmonaires comme les broncopneumopathies obstructives
chroniques (BPCO) -dont I'emphyseme- (référence) ou les apnées obstructives du sommeil
(Garvey JF. et coll., 2009) ou I’anémie sévere (Grocott M. et coll., 2007). De méme, I’exercice
physique est a I’origine d’une hypoxie, mais au contraire des situations précédentes, le déficit en
oxygene est limité au muscle squelettique (Leek BT. et coll., 2001). L'hypoxie peut affecter tout
le corps (hypoxie généralisée), ou un organe spécifique ou tissu (hypoxie tissulaire). Elle peut
également étre classée comme aigiie ou chronique (Bayer C. et coll., 2011); ainsi ’hypoxie
chronique est définie comme étant un manque d’oxygeéne qui dure sur une période de temps (de
quelques heures jusqu'a plusieurs jours) causée par des limitations critiques dans la diffusion
d'oxygene a travers un tissu respirant (Chaudary N. et Hill RP., 2007). Inversement, I’hypoxie
aigiie est générée par un manque d’oxygene limité dans le temps (moins d’une heure),
principalement causée par des perturbations temporaires et locales de la perfusion de 1’oxygene

dans un tissu respirant (Dewhirst MW., 2009).

11.3.1.2.2.2.1. L hypoxie continue

L’hypoxie continue est une diminution du taux d’oxygene dans un tissu/ organe ou dans tout
I’organisme a un niveau constant pendant une période donnée. L hypoxie continue chronique
(HCC) peut avoir lieu dans des conditions non-pathologiques comme le développement
embryonnaire et durant la montée en haute altitude (Deldicque L. et Francaux M., 2013). Mais,
I’HCC peut aussi avoir lieu dans des situations pathologiques comme les maladies pulmonaires
(diminution de la capacité de l'appareil respiratoire a assurer un taux suffisant d’oxygeéne) (Baldi
S. et coll.,, 2010), ’anémie (diminution du contenu d’oxygeéne dans le sang), 1’ischémie
(diminution du flux sanguin aux tissus), ainsi que dans des cas de cancer (par augmentation de la
consommation d’oxygene par les tissus malins) (Chen LMa. et coll., 2007). Les études sur les

rats montrent que 1’hypoxie continue est associée a I’hypertension pulmonaire par l'intermédiaire
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d'une dérégulation de la voie de signalisation calcique, se manifestant par une surexpression des
canaux-récepteurs TRPV4 et RyR2 au niveau des CMLV pulmonaires (Dahan D. et coll., 2012).
De méme, ’exposition des rats a I’hypoxie continue induit une dysfonction endothéliale de
’aorte révélée par une diminution du taux de NO secrété par I’endothélium, ce qui entraine une

diminution de la vasodilatation endothélium- dépendante (Zhao YX. et coll., 2015).

11.3.1.2.2.2.2. L’hypoxie intermittente

Contrairement a I’hypoxie continue, I’hypoxie intermittente (HI) consiste en une alternance
fréquente entre des périodes d’hypoxie et de normoxie. L’hypoxie intermittente chronique (HIC),
qui est définie par une HI qui persiste au cours d’une période prolongée est identifiée durant les
apnées obstructives du sommeil (Chen LMb. et coll., 2007).

Dans le SAOS, les apnées répétitives transitoires (cessation de la respiration) entrainent une
hypoxémie périodique (diminution de la saturation en oxygene du sang artériel), ce qui conduit a
cette condition d’hypoxie intermittente chronique. La fréquence des apnées peut dépasser 60
épisodes par heure de sommeil. Une avancée majeure dans le domaine de la recherche sur 'apnée
du sommeil a été la démonstration du fait que 1'exposition d'animaux a 1'HI chronique seule est
suffisante pour entrainer des changements physiopathologiques similaires a ceux décrits chez les
patients souffrant du SAOS (Fletcher EC., 2001).

Les études sur les modeles animaux révelent que 1I'HI chronique est plus efficace que ’hypoxie
continue dans I’activation de la voie de signalisation HIF (Nanduri J. et coll., 2008) (Yuan G. et
coll., 2005). La différence réside dans le fait I’HIC, au contraire de ’'HCC est capable d’induire
une accumulation de ’ARNm de HIF 1-alpha d’une maniere persistante (Nanduri J. et coll.,
2008) (Coleman ML. et Ratcliff PJ., 2007), ce qui déclenche la cascade des voie de signalisation
qui résultent en I’inflammation systémique, l’activation sympathique, ... A l'inverse, la
surexpression du facteur HIF par ’HCC est transitoire, ce qui I’empéche d’exercer son effet sur
les voies de signalisation en aval (Coleman ML. et Ratcliff PJ., 2007) (Nanduri J. et coll., 2008)
(Yuan G. et coll., 2005).

103



11.3.1.2.2.3. Association de PHI/SAOS avec les pathologies
cardiovasculaires

Les apnées obstructives du sommeil provoquent I’hypoxie intermittente (HI), avec une série de
complications systémiques, dont I’hypertension artérielle, 1’infarctus du myocarde et
I’athérosclérose (Powell FL. et Garcia N., 2000).

De nombreuses études dans ce domaine ont été réalisées au sein de notre laboratoire (HP2) sur
des patients atteints du SAOS et sur des modeles animaux, révelant des morbidités
cardiovasculaires dues a I’HI. Ainsi, une étude réalisée par Destors et ses collaborateurs a montré
que, 35 a 80% des patients atteints du SAOS risquent de développer des maladies
cardiovasculaires, ce qui est plus important que chez les sujets sains. Ceci est dii a I’HI qui
favorise 1’hyper-activation sympathique, perturbe la réactivité vasomotrice et induit un stress
oxydant qui constitue la base des morbidités cardiovasculaires (Destors M. et coll., 2014). De
plus, les études récemment publiées sur des modeles animaux montrent que I’exposition des
souris a I’HI (14 jours, 8h/jour, 30s hypoxie 5% O2-30s normoxie) induit un stress du RS du
myocarde aboutissant a D’expansion de la taille de [Dinfarctus du myocarde induit
expérimentalement (Belaidi E. et coll., 2009), et provoque un remodelage inflammatoire artériel
(Gras E. et coll., 2016).

Par ailleurs, le rat est classiquement utilisé comme un modele animal pour étudier I’association
entre la physiopathologie du SAOS et les maladies cardiovasculaires. Ainsi, des rats développent
une hypertension artérielle suite a leur exposition a I’HI (3-6 secondes d’hypoxie suivi d’un
retour au niveau normal d’oxygene pour 15-18 secondes, répétée deux fois par minute durant 6-8
heures par jour pendant 30 jours), avec des baisses de la saturation en oxygene du sang similaire
a ceux observés chez les patients SAOS, inférieures a 80-85 % (Lesske J. et coll., 1997). De plus,
il a été démontré que I’exposition des rats a I’HI seul est suffisant pour étudier les pathologies
liées au SAOS (Prabhakar NR. et coll., 2007) (Prabhakar NR. et coll., 2005). Tous ces éléments
nous amenent a penser que le modele de rat placé en HI permet de générer, d'étudier, de
comprendre et prévoir les symptomes du SAOS, et ainsi de pouvoir mieux les comprendre chez

I'Homme.

104



I1.4. Entrainement physique intensif et
systeme cardiovasculaire

Comme mentionné précédemment dans la partie concernant les maladies cardiovasculaires et les
apnées du sommeil, notre mode de vie affecte directement la prévalence de ces maladies. Parmi
les facteurs déterminants, la sédentarité (l'inactivité physique), ainsi que le tabagisme et la
malnutrition sont ceux qui ont une influence majeure sur I’expansion des maladies chroniques, et
spécialement le SAOS (Gonzélez K. et coll., 2017) (Booth FW. et coll., 2012) (Igelstrom H. et
coll., 2013) (Mokdad AH. et coll., 2003).

I1 est connu que la sédentarité favorise 1’incidence de nombreuses maladies telles que I’obésite,
les diabétes, I’hypertension, I’ostéoporose, et la dépression. En outre, 1’inactivité physique est
associée a l’augmentation de la mortalité, surtout celle qui est liée aux maladies
cardiovasculaires (Warburton DER. et coll., 2006) (Thompson PD. et coll., 2003).

La plupart des études réalisées pour évaluer 1’association entre la vie sédentaire, les risques sur la
santé et les bénéfices de l'exercice physique, rapportent que I’activité physique induit une
réduction significative de la mortalité. Ainsi, Myers et ses collaborateurs, dans une étude clinique
récente (Myers J., 2015), rapportent que la mortalité due aux maladies cardiovasculaires chez les
personnes sédentaires est 4 fois plus élevée que la mortalité chez les participants hautement actifs
(Fig. 29). Le risque de développer des MCV est donc diminu¢ par I’exercice physique. Cette
relation inversement proportionnelle entre 1’activité physique et la mortalité due aux MCV est
rapportée dans nombreuses autres études par Leeper, Stamatakis, Wickramasinghe, Joyner et
Kokkinos et leurs collaborateurs (Kokkinos P. et Myers J., 2010) (Myers J. et coll., 2002)
(Leeper N. et coll., 2013) (Stamatakis E. et coll., 2013) (Wickramasinghe CD., 2014) (Joyner
MJ. et Green DJ., 2009). Enfin, la relation inverse entre l'activité physique et le risque des MCV
persiste toujours méme apres avoir pris en compte des facteurs de risques tels que la pression
I’hypertension artérielle et le diabete (Paffenbarger RS Jr. et coll., 1986) (Kokkinos P., 2012)
(Shiroma EJ. et Lee IM., 2010).
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Figure 29 : Graphique représentant le risque relatif de la mortalité toutes causes confondues
chez 4 différentes catégories de participants a 1'étude en fonction de leur degré d’activité
physique. La 4°™ colonne (Athletic) représente le groupe le plus actif physiquement et est
considéré comme le groupe de référence. Le risque relatif de mortalité est ainsi calculé en
normalisant les valeurs de risques de mortalité de différents groupes mesurés par rapport a celui
du groupe de référence (Athletic), d’ou sa valeur de risque qui est considérée égale a 1. Relative
risk : risque relatif, sedentary : sédentaire, minimal activity : activit¢é minimale, active : actif,
athletic : athlétique (Myers J. et coll., 2015).

I1.4.1. Entrainement physique et hypertension
(effet sur la pression artérielle et la fréquence
cardiaque)

L’hypertension, aussi connue comme le «tueur silencieux », est un probleme de santé
relativement répandu dans la population adulte, et I’hypertension est associée aux maladies
cardiovasculaires, qui constituent la premiere cause de mortalité dans le monde entier (La
fédération francaise de cardiologie, 2017).

Le manque d’activité physique (la sédentarité) constitue I’un des facteurs de risque de survenue
de I’hypertension artérielle.

L’estimation du risque cardiovasculaire chez les hommes et les femmes se fait en fonction de la
valeur de la pression artérielle : si la valeur de la pression artérielle est supérieure a 180 mm Hg
(pour la pression systolique)/110 mm Hg (pour la pression diastolique), le risque

cardiovasculaire est considéré comme élevé quels que soient les autres facteurs de risque
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(Recommandations de I'Agence nationale d'accréditation et d'évaluation en santé (Anaes).,
2008). Cependant, plusieurs facteurs autres que la pression artérielle élevée sont aussi pris en
compte dans le calcul du risque cardiovasculaire : 1’age, le tabagisme, la prédisposition
génétique, le diabete, un niveau de LDL-cholestérol supérieur ou égale a 1,60 g/l, et de HDL-
cholestérol inférieur ou égal a 0,40 g/, I’obésité, la sédentarité, et la consommation d’alcool.

Un nombre important d’études a été réalis¢é pour déterminer I’intensité optimale d’un
entrainement physique capable de réduire la pression artérielle, mais les variations inter-
individuelles ne permettent pas de donner une valeur unique - il faut donc adapter I'entrainement
a chaque individu en fonction de ses caractéristiques physiques.

L'entrainement physique provoque une série de changements au niveau des fonctions
cardiovasculaires, en abaissant la fréquence cardiaque, en dimminuant la pression sanguine, et en
favorisant les adaptations des muscles squelettiques et cardiaques. Cet ensemble de
modifications représente les bénéfices de l'activité physique dans le cadre de la prévention des
maladies cardiovasculaires et le diabete de type 2 (Miele EM et Headley SAE., 2017) (Pedersen
BK et Saltin B., 2006) (Kojda G. et Hambrecht R., 2005) (Diaz KM. et Shimbo D., 2013).
L'entrainement physique est également utilisé comme un traitement curatif efficace de ces
maladies, comme dans 1’ischémie myocardique (Powers SK. et coll., 2014), I’insuffisance
cardiaque, les maladies pulmonaires obstructives chroniques, le diabete de type 2 et

I’hypertension artérielle (Borjesson M. et coll., 2016) (Hamer M., 2006).

11.4.2. Effet de I’entrainement physique sur la
structure et la fonction vasculaires

L’exercice physique est capable d’induire une adaptation vasculaire fonctionnelle aussi bien que
structurelle (Green DJ. et coll.,, 2008) (Joyner MJ. et Green DJ., 2009). Concernant l'effet
structurel, plusieurs explications mécanistiques existent. Une de ces explications est que
l'exercice a un effet direct, ou "primaire", sur la structure des artéres par 1’exposition répétée des
arteres a des augmentations de tension artérielle, du débit sanguin et des forces de cisaillement
artérielles (shear stress) qui surviennent lors de chaque session d’entrainement physique (Fig. 30)
(Green DJ. et Smith KJ., 2017). Ces variations hémodynamiques répétées rendent les arteres

adaptables a de telles augmentations en optimisant la vasodilatation dépendante de I'endothélium
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par I’amélioration de la fonction des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses
vasculaires (Woodman CR. et coll., 2003) (Woodman CR. et coll. 2004) (Chakraphan D. et coll.,
2005) et par le remodelage structurel des arteres, qui €largissent leurs diametres suite a
I’augmentation du débit sanguin et des forces de cisaillement artériels (Baeyens N. et coll., 2015)

(Green DJ. et Smith KJ., 2017).

e . 3
acute dilation during drag

cell (set-point)

u 4
vessel reorganlzed around Iarger lumen
with drag back to normal (set-point)

Figure 30 : Les stimuli hémodynamiques durant 1’exercice physique et leurs effets sur le
remodelage vasculaire et la dilatation endothélium-dépendante activée par le flux sanguin. Etape
1 : Résistance normale des cellules endotheliales a I’écoulement sanguin. Etape 2 : Exposition de
I'endothélium a une augmentation de la vitesse du flux sanguin et des contraintes de cisaillement
durant 1’exercice. Etape 3 : Déclenchement de la dilatation. Etape 4 : Remodelage structurel des
vaisseaux autour d’une lumiere plus large méme apres le retour du flux a sa vitesse normale
apres 1’exercice (Green DJ. et Smith KJ., 2017).
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A T’échelle cellulaire et moléculaire, I’exercice physique se montre capable d’exercger son effet
sur I’endothélium a différents niveaux (Pellegrin M. et coll., 2009) (Moyna MN. et Thompson
2004) (Heylen E., et coll. 2008) (Goanvec C., et coll. 2014) (Fig. 31). Le NO, la molécule la plus
connue des substances produites par I’endothélium, est synthétisée a partir de la L-arginine.
Cette derniere, qui est un acide aminé, et en présence de la tétrahydrobioptérine (BH4) comme
cofacteur, est catalysée par une enzyme constitutive, la synthase du monoxyde d'azote
endothéliale (endothelial nitric oxide synthase, eNOS), pour libérer le NO. L’exercice physique
stimule 1’activité transcriptionnelle et traductionnelle aboutissant a une augmentation de
I’expression protéique de la eNOS (Sindler AL., et coll. 2009) (Haram PM., et coll. 2008). En
outre, au niveau post-traductionnel, 1’exercice fait augmenter 1’activité de la protéine eNOS en
favorisant sa phosphorylation Akt-dépendante (Akt est une protéine kinase spécifique de
Serine/threonine) (Caillaud D. et coll., 2001) (Goanvec C., et coll. 2014) (Fig. 31). Cette
augmentation d’expression et d’activité de eNOS par I’exercice fait augmenter la production de
NO, qui a son tour favorise la vasorelaxation des CMLV et induit donc une diminution de la
pression artérielle et une amélioration de la fonction cardiovasculaire (Joyner MJ. et coll, 2009)

(Green DJ. et coll., 2008).
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Figure 31 : Schéma représentant les effets de 1’exercice physique sur les mécanismes cellulaires
et moléculaires endothéliaux impliqués dans la régulation de ’activité de la eNOS et dans la
synthese du NO (Pellegrin M. et coll., 2009).

Donc, concernant les adaptations vasculaires fonctionnelles, la plupart des études se concentrent
sur la voie de la vasodilatation produite par le monoxyde d’azote, NO.

Moins de donnés sont disponibles sur les autres changements induits par 1I’entrainement physique
sur la fonction vasculaire. Il est prouvé que I'activité physique diminue le degré d'athérosclérose
au niveau des arteres coronaires chez les personnes physiquement actives en modifiant la chimie
et le métabolisme des lipoprotéines (Petrovic-Oggiano G., et coll. 2010). Cet effet de 1'activité
physique sur le statut lipidique est obtenu en affectant les enzymes du métabolisme des
lipoprotéines, notamment la lipoprotéine et la lipase du foie et la protéine de transport des esters
de cholestérol (Kadlec AQ., et coll. 2018).

En outre, d’autres études révelent que 1'effet positif de 1'activité physique sur le systeme cardio-
vasculaire se refleéte aussi par 1'amélioration de la sensibilité a 1'insuline (Petrovic-Oggiano G., et

coll. 2010) et les fonctions immunologiques : il augmente la perfusion du myocarde et réduit

110



I'adhérence des thrombocytes due a la stimulation d’une synthese accrue de prostaglandine
(PGI2) (Hellsten Y. et coll., 2012).

L’exercice physique améliore également la consommation d'énergie, ce qui est important pour le
maintien d'un poids idéal, la prévention et le traitement de 1'obésité, et il a un effet positif sur le
controle du stress (Montero D., et coll. 2014). De plus, I’entrainement physique induit une
diminution de la productionde 1'endothéline et 1 angiotensine, ce qui réduit par conséquence la
vasoconstriction (Maeda S. et coll., 2001) (Adams V. et coll., 2005) (Thijssen DH. et coll., 2007)
(Van Guilder GP. et coll., 2007) (Nyberg M. et coll., 2014).

Aussi, l'impact de l'entrainement physique sur la régulation sympathique de la fonction
vasculaire n’est pas définitivement établi, et les résultats différent d’une étude a ’autre. D'une
part, il est constaté que I'exercice modifie 1'équilibre du systéme nerveux autonome en faveur de
la fonction parasympathique par rapport a celle du systeme sympathique (Pagkalos M. et coll.,
2008) (Mueller PJ., 2010) (Munk PS. et coll., 2010), suggérant que l'entrainement est capable de
réguler le tonus vasculaire de maniere a favoriser la vasodilation et diminuer le tonus
vasoconstricteur. D'autre part, certaines études suggerent que l'entralnement peut augmenter le
tonus vasoconstricteur sympathique au repos (Alvarez GE. et coll., 2005) (Sugawara J. et coll.,
2007), alors que d'autres suggeérent qu’apres ’exercice (au repos) le contréle nerveux
sympathiques est réduit alors que durant les sessions d’exercice ce contrdle est augmenté (Ray
CA., 1999). 1l est donc logique de proposer que 1’augmentation de la fonction vasodilatatrice
artérielle induite par 1’entrainement physique est compensée au repos, par une augmentation du
tonus sympathique capable de laisser le débit sanguin et le diametre artériel inchangés (Roveda

F. et coll., 2003) (Carter JR. et Ray CA., 2015).

I11.4.3. Entrainement physique intensif contre
entrainement physique modéré

Il existe plusieurs types d’entrainement physique selon le niveau d’énergie dépensé¢ durant
I’exercice et le temps de cet exercice. Le terme «dose » est utilisé fréquemment dans la
description de l'activité physique, mais « dose » peut étre interprétée de plusieurs facons : en tant
qu’une quantité totale d'activité physique (c'est-a-dire 1'énergie totale dépensée) ou en tant que

l'intensité, la durée ou la fréquence d'activité (Haskell WL. et coll., 2007).

111



En effet, les activités physiques sont classées en deux catégories : 1’entrainement physique
intensif et I’entrainement physique modéré.

Selon les recommandations de I’American College of Sports Medicine (ACSM) et 1’American
Heart Association (AHA) publiées en 2007, dans le journal de “Circulation” (Haskell WL. et
coll., 2007) : "pour promouvoir et maintenir une vie saine, les adultes en bonne santé agés de 18
a 65 ans ont besoin de faire de I’activité physique en aérobie a une intensité modérée pendant un
minimum de 30 minutes, cinq jours par semaine ou une activité en aérobie intensive pour un
minimum de 20 minutes, trois jours par semaine". Des combinaisons des exercices physiques
modérés et intensifs peuvent étre réalisés pour répondre a ces recommandations. Par exemple,
une personne peut répondre a ces recommandations en marchant rapidement pendant 30 minutes
deux fois par semaine, puis faire du jogging-plus intense- pendant 20 minutes deux autres jours
de la semaine (Haskell WL. et coll., 2007).

Ces deux types d’entrainement physique ne se différent pas seulement par leurs intensités mais
aussi bien par leurs effets sur le systéme cardiovasculaire. Ainsi, on trouve que I’entrainement
physique intensif apporte, chez I’Homme aussi bien que chez les modeles animaux, des effets
bénéfiques sur le systéme cardiovasculaire plus importants que ceux induits par 1’entrainement
modéré (Guiraud T. et coll., 2012) (Trachsel LD., 2016) (Gayda M. et coll., 2016) (Bourdier G.
et coll., 2016) (Besnier F. et coll., 2016) (Davis B. et coll., 2013) (Ravi Kiran T. et coll., 2006)
(Soares ER. et coll., 2011). En effet, les ¢tudes chez ’'Homme montrent que 1’entrainement
intensif est plus efficace que 1’entrainement modéré dans la réduction I’activation sympathique et
I’amélioration de la pression artérielle (Guiraud T. et coll., 2012) (Trachsel LD., 2016). Une
étude réalisée par Giolac et ses collaborateurs, sur des femmes qui ont des parents hypertendus,
montre qu’un protocole d’entrainement physique intensif est plus efficace dans la prévention de
I’hypertension héréditaire chez ces femmes qu’un protocole d’entrainement modéré. Ainsi,
I’exercice intensif a réduit les altérations métaboliques et hormonales impliquées dans la
physiopathologie de I’hypertension artérielle, a des valeurs plus proches de la normale que celles
résultant de D’entrainement modéré. De méme, le taux de I’ET-1 était réduit par les deux
protocoles d’exercice alors que le taux de NO était augmenté uniquement durant I’exercice
intensif, ce qui montre qu’il est le plus efficace dans I’amélioration de la fonction endothéliale et
donc dans la prévention de I’hypertension artérielle (Giolac EG. et coll., 2010). Une autre étude

récente réalisée sur des hommes agés, par Bailey et ses collaborateurs, montre que 1’intensité de
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I’exercice physique module son effet sur les capacités cardio-respiratoires de ces sujets. Ainsi, on
trouve que, par comparaison avec 1’exercice modéré, 1’exercice physique augmente la dilatation
dépendante du flux (flow mediated dilation) d’une fagon persistante, alors que I’augmentation
induite par I’exercice a intensité modéré est transitoire et est normalisée rapidement (Bailey TG.
et coll., 2017). La dilatation dépendante du flux est classiquement mesuréez (comme 1’épaisseur
intima-média) au niveau de ’artere brachiale des personnes agées pour évaluer le risque des
maladies cardiovasculaires (Seals DR. et coll., 2009). Etant principalement causée par la
libération du NO par les cellules endothéliales, sa mesure refléte 1’état fonctionnel de
I’endothélium des vaisseaux sanguins (Shcheter M. et coll., 2009). Donc, dans cette étude,
I’entralnement physique intensif était le seul protocole efficace dans I’amélioration de la fonction
endothéliale des arteres chez les personnes agées et la prévention des maladies cardiovasculaires.
D’autre part, les études quelles études réalisées sur le modele animal montrent la plus grande
efficacité de I’entrainement intensif sur I’entrailnement modéré dans la prévention et le traitement
des complications du systeme cardiovasculaire. En effet, une étude réalisée au sein de notre
laboratoire HP2 par Bourdier et ses collaborateurs montre que chez les rats ayant subi une
ischémie-reperfusion suite a leur exposition a I’HI, I’entrainement physique intensif améliore
leur pression artérielle et prévient 1’élévation de la taille de I’infarctus du myocarde induit par
I'HI. Cet effet est di au role de l'entrainement physique intensif dans la limitation de la voie de
signalisation pro-apoptotique du stress du reticulum endoplasmique (Bourdier G. et coll., 2016).
Une autre étude réalisée par Baptista et ses collaborateurs, révele que les séances de course de
rats sur un tapis roulant (comme modele d’exercice intensif) sont plus efficaces que les séances
de nage (comme modéle d’exercice modéré) dans les adaptations physiologiques liées au
systeme cardiovasculaire. En effet, ’exercice intensif sur le tapis roulant était le seul protocole
ayant la capacité de moduler le systeme sérotoninergique qui est le responsable de la production
de la sérotonine (Baptista S. et coll.,, 2008). La sérotonine joue un rdle important dans la
régulation du tonus vasculaire : la vasodilatation produite par le NO dont sa libération des
cellules endothéliales se fait via la sérotonine (Gray EA. et coll., 2013) (Moysés MR. et coll.,
2001). De plus, la sérotonine inhibe la libération de norépinephrine, un neurotransmetteur
agissant sur les récepteurs alpha-adrénergiques, provoque une vasoconstriction, par les nerfs
sympathiques (Yokoyama T. et coll., 2015) (Gray EA. et coll., 2013). Donc la course sur tapis

roulant favorise la vasodilatation, limite la vasoconstriction et assure la prévention des
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complications cardiovasculaires.

De méme, Davis et ses collaborateurs, dans leur revue sur les effets des différents protocoles
d’exercice sur la santé cardiovasculaires des rongeurs concluent que tous les protocoles
d’exercice ont le méme effet sur la réduction du taux du cholestérol circulant dans le sang, alors
qu’'un protocole d’exercice physique intensif reste le plus efficace dans I’amélioration de la
fonction du systeme sérotoninergique ayant un effet relaxant sur le tonus vasculaire (Davis B. et

coll., 2013).
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I11. Récapitulatif des
problématiques ayant motivé la
réalisation de mon travail de these
et objectifs scientifiques

La revue de littérature, détaillée dans la partie précédente, met en évidence le risque
cardiovasculaire associé au syndrome d'apnées obstructives du sommeil (SAOS), qui est une
pathologie qui touche les personnes de tout age des deux sexes (Lévy P. et coll., 2012), avec une
prévalence plus importante chez les hommes que chez les femmes et qui augmente avec 1’age
(Sforza E. et coll., 2017). L'hypoxie intermittente chronique (HI), la conséquence pathogene
majeure liée au SAOS, est responsable des morbidités cardiovasculaires, y compris les accidents
vasculaires cérébraux, les insuffisances et arythmies cardiaques, le remodelage et la dysfonction
vasculaire, et l'hypertension artérielle pulmonaire et systémique (Lévy P. et coll., 2015)
(Dempsey JA. et coll., 2010).

Dans mon travail de theése, je me suis donc intéressée aux dysfonctions vasculaires,
principalement 1’hypertension artérielle, le remodelage et la dysfonction vasculaires. Pour cela
nous avons choisi d’étudier comment I’HI peut contribuer a leurs survenues par ses effets sur la
voie de signalisation du calcium, qui contr6le la contraction du muscle lisse et strié.

De plus, nous avons montré, dans la partie introductive, les effets bénéfiques de 1’entrainement
physique sur la structure et la fonction du systeme cardiovasculaire. Dans mes recherches de
these, je me suis focalisée particulicrement sur l'effet bénéfique de 1'exercice physique intensif
sur le systeme vasculaire. Ceci nous a donc conduit a formuler 'hypothése que 1’entrainement
physique intensif (EI) pourrait étre un traitement potentiel curatif ou préventif non-
pharmacologique des pathologies vasculaires induites par 1'HI, en particulier 1’hypertension
artérielle, le remodelage et la dysfonction artériels.

Nous avons choisi le rat comme modele animal pour réaliser notre étude. Ce modele est
largement utilis¢ dans ce domaine et il a ét€ mis en évidence le fait que I’exposition des rats a
I’HI est suffisante pour induire et étudier les pathologies cardiovasculaires liées au SAOS

(Prabhakar NR. et coll., 2007).
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En premier lieu, nous avons ¢étudié les effets de I’HI sur le systéme vasculaire des rats a I’échelle
physiologique (par mesure du poids, de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque et de la
réactivité vasculaire par myographie de tension sur vaisseaux isolés), a 1'échelle cellulaire (par
I’¢tude de la signalisation calcique sur culture de cellules musculaires lisses vasculaires et la
mesure des épaisseurs intima-média des vaisseaux) et a 1’échelle moléculaire (par 1’étude de
I’expression des geénes codant pour les protéines responsables de la signalisation du calcium et de
la contraction des vaisseaux, par Q-PCR et WB) ainsi que les effets de I’EI sur ces mémes
paramétres. Le but est de vérifier, a travers différents niveaux que I’EI est capable d'abolir ou de
limiter les effets délétéres de 1I’HI, et ainsi de proposer ’EI comme traitement/prévention des
pathologies vasculaires induites par I’HI.

Ensuite, et apres avoir évalué tous ces changements dans le muscle lisse vasculaire, une partie de
notre travail a eu pour but d'étudier les effets des mémes parametres environnementaux (HI et
EI) sur les muscles squelettiques. Comme nous 1’avons expliqué dans l'introduction, plusieurs
différences existent entre les différents types de muscles, mais la contraction reste le phénomene
majeur commun. Comme toute contraction musculaire est dépendante du calcium, nous avons
donc choisi d'étudier les voies de signalisation du calcium, responsables de la contraction
musculaire des muscles squelettiques (Wakizaka M. et coll., 2017) et des muscles lisses (Hill-
Eubanks DC. et coll., 2011). Ceci permet d'évaluer les éventuels changements qui peuvent avoir
lieu au niveau des récepteurs responsables de la signalisation du calcium a I’intérieur des cellules
musculaires des rats suite a leur exposition a I’HI et a I’EL

Nous avons donc étudié, dans la deuxieme partie de notre travail de recherche, les effets de I’HI
et I’El sur les constituants moléculaires majeurs de la voie de signalisation calcique dans trois
tissus musculaires squelettiques extraits des membres inférieurs des rats: le muscle
gastrocnémien, le muscle soléaire et le muscle plantaire.

Au regard de tout ce qui précede, le travail de cette these peut étre divisé en deux parties, dont
chacune répond a une série de questions.

La premiere partie répond aux questions suivantes :

Est ce que I’exposition des rats a I’HI va entrainer des changements physiologiques et des
complications cardiovasculaires observés chez les patients ayant le SAOS ? Si oui, comment

leurs vaisseaux (arteres €lastiques et artéres musculaires) vont répondre a I’HI au niveau de leur
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structure et leur fonction, en particulier la réactivité vasculaire et les voies de signalisation du
calcium sous-jacentes ?

D’autre part et en parallele, comme I’El est bien connu pour prévenir et traiter de nombreuses
MCYV, I'EI sera-t-il un bon traitement curatif ou préventif des complications vasculaires dans le

cas du SAOS en corrigeant les effets de I’HI sur la voie signalisation calcique ?

Dans la suite de notre travail nous avons étudi¢ un autre type de muscle, le muscle strié
squelettique qui est directement sollicité lors de 1’entrainement physique. La deuxiéme partie de
notre recherche répond aux questions suivantes :

Comment I’HI va affecter le niveau d’expression des protéines de la gestion de calcium et des
protéines effectrices du couplage excitation-contraction dans les muscles stri€és squelettiques ?
Est ce que les mémes protéines sont sollicitées dans le muscle strié squelettique et le muscle lisse
vasculaire ?

Et d’autre part, comment I’El va affecter a son tour I’expression de ces mémes protéines de la
voie de signalisation de calcium et du couplage excitation-contraction dans les muscles striés

squelettiques?

Les résultats obtenus seront présentées dans la partie V.
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IV. Matériels et méthodes
IV.1. Modele expérimental

L'étude du systéme cardiovasculaire passe par l'utilisation d'un modele animal qui possede une
organisation proche de celle de 'Homme. Dans notre étude, des rats Wistar males adultes agés de
6 a 7 semaines pesant 250 a 350 g ont été utilisés (hébergement : 4 rats par cage). Les rats ont été
maintenus dans un cycle lumiere-obscurité 12/12h (période d’éclairage: 8h-20h) dans des
conditions de température contrdlées (22 + 2°C) avec un acces libre a 1'alimentation et a 1'eau.
Toutes les procédures expérimentales ont été réalisées conformément aux lois sur
l'expérimentation animale (approbation du ministere de 1’agriculture n® C3851610006), issues de
la Convention européenne sur la protection des animaux vertébrés utilisés a des fins
expérimentales ou a d'autres fins scientifiques STE 123 (décret n® 2001-486), ainsi que de la
directive 2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil Européen relative a la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques (décret n® 2013-118). L'élevage Janvier Labs (Le
Genest-Saint-Isle, France) est le fournisseur exclusif pour cette étude. Le protocole a été
approuvé par le comité d'éthique de recherche animale de I'Université Grenoble Alpes et
l'approbation du ministére de la recherche : numéro d’autorisation 2015031116526943_v

(APAFIS #431).

IV.2. Les conditions de I’étude

Les rats ont été distribués aléatoirement dans 4 groupes :
1) N (Normoxic) : correspondant aux rats sédentaires normoxiques (10-15 rats).
2) IH (Intermittent Hypoxia) : correspondant aux rats sédentaires en hypoxie intermittente
(10-15 rats).
3) NIT (Normoxic Intensively Trained) : correspondant aux rats normoxiques entrainés de
facon intensive (10-15 rats).
4) IHIT (Intermittent Hypoxia Intensively Trained) : correspondant aux rats en hypoxie

intermittente entrainés de facon intensive (10-15 rats).
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IV.3. Suivi du poids

Le poids des rats est mesuré chaque matin avant leur exposition a I’hypoxie/normoxie jusqu’au
jour du sacrifice. Ce suivi de poids est nécessaire afin de vérifier la perte du poids systématique,
constatée chez les sujets soumis a I’hypoxie intermittente (Hoppeler H. et coll., 1990) (Bigard X.
et coll., 2000) (Daneshrad Z. et coll., 2000), qui génere une diminution de prise alimentaire

(Tonini J. et coll., 2007).

I1V.4. Exposition a I’hypoxie intermittente
chronique

L’hypoxie intermittente chronique (HI) est la conséquence majeure du SAOS, et elle est associée
a la plupart des pathologies cardiovasculaires qui y sont associés (Kanagy NL., 2009) (Dempsey
JA. et coll., 2010). Les effets de I’HI sur le systétme cardiovasculaire sont observés chez
I’Homme aussi bien que dans le modéle murin (Lévy P. et coll., 2008) (Dematteis M. et coll.,
2008) (Davis EM. et O’Donnell CP., 2013). Pour cela, la soumission des rats (ou souris) a I’'HI
est classiquement utilis€ par les chercheurs pour étudier les phénomenes cellulaires et
moléculaires sous-jacents aux complications et pathologies cardiovasculaires observés chez les
patients SAOS (Sica AL. et coll., 2000) (Dematteis M, et coll., 2008) (Davis EM. et O’Donnell
CP., 2013) (Castro-Grattoni AL. et coll., 2016). Le dispositif d’HI avec systéme de pilotage
informatisé que nous utilisons dans cette étude a été développé au sein de notre laboratoire HP2

en collaboration avec un partenaire industriel (Entreprise André Cros S.A., Echirolles, France).

1V .4.1. Dispositif d’exposition a I'HI

Le systéme d’exposition des animaux a I’hypoxie intermittente consiste en un extracteur d'azote
situé sur le toit du batiment, et en un mélangeur/injecteur de l'azote extrait qui permet de faire
diminuer le taux d'oxygene de l'air présent dans les cages des rats (Fig. 32). Ce systeme est
complété par un analyseur de gaz (ML206, AD instruments, Oxford, UK), utilisé pour vérifier le

teneur en O de I’air dans les cages.
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Le dispositif d'exposition a I'HI est muni de valves qui s’ouvrent et se ferment automatiquement
toutes les 30 secondes en injectant dans les cages un mélange air/azote qui établit la teneur de

I’air en oxygene a la valeur voulue a I’intérieur des cages.

Figure 32 : Dispositif d’exposition a I'hypoxie intermittente pour rats/souris de I’animalerie du
laboratoire HP2. 1 : écran tactile de pilotage permettant la visualisation des variations de la
teneur en oxygene, 2 : injecteur d’azote, 3 : tuyaux distribuant le mélange de air/azote vers les
cages, 4 : cages plexiglas contenant des rats, 5 : cages plexiglas contenant des souris.

1V.4.2. Protocole d’exposition

Les cages contenant les rats en hypoxie intermittente (HI) sont alimentées par de ’air avec une
composition de 5% en O (hypoxie) pendant 30 s, suivi par une injection pendant 30 s d'air
normal pour restaurer la normoxie (21% O-) (Fig. 33). Les cages des rats témoins (normoxie, N,
21% O en continu) regoivent des injections d'air toutes les 30 s, avec ouverture et fermeture des
valves induisant sur les rats les mémes perturbations de bruit et de flux d'air que celles que
subissent les rats en HI. Ces cycles d'HI, ou d'injection d'air pour les animaux témoins, ont été
répétés 8h / jour (correspondant a la durée moyenne du sommeil chez I'Homme) sur une durée de
21 jours (Belaidi E. et coll., 2009) (Dematteis M. et coll., 2009). Durant les 16h restantes par
cycle de 24h, les rats respirent de 1'air atmosphérique (21% O»).
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Figure 33 : (A) Image montrant une cage en plexiglas dans lequel les rats sont exposés a 1'HI
avec les fleches montrant les mouvements de I’air intérieur. (B) : Schéma représentatif des cycles
d’hypoxie intermittente en termes de pourcentage d’oxygeéne de l'air présent dans les cages en
fonction du temps (HP2., 2017).

IV.S. Programme d’entrainement
physique intensif

IV.5.1. Choix du protocole
d’entrainement

L’entrainement utilisé dans notre étude est un entrainement aérobie, qui utilise I’oxygene pour la
production de 1’énergie nécessaire a I’organisme. Ce type d’activité physique ne doit pas imposer
de difficultés dans la respiration ni de douleurs musculaies. Plusieurs protocoles ont été testés et
validés au sein de notre laboratoire, en se fondant sur la vitesse maximal aérobie (VMA) que les
rats peuvent atteindre en course sur un tapis roulant. La VMA, par définition, c'est la plus petite
vitesse de course (a pied) sur piste (e.g. tapis roulant) a partir de laquelle 1’individu (ou I’animal)
atteint la plus forte consommation d'oxygene, c'est-a-dire atteint la VO2Max. Deux protocoles

d’exercice ont été ainsi validés au sein du laboratoire HP2 (Bourdier G. et coll., 2016) : un
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entrailnement physique a intensité modérée : a 75% de la VMA et un entrainement physique a
forte intensité : & 90% de la VMA. En comparant les donnés obtenus de ces deux types
d’exercice, aussi bien que les résultats provenant d’autres études menées chez ’Homme et chez
l'animal (voir les détails et les références dans la derniére partie de I’introduction : chapitre
I1.4.3), il apparait que 1’exercice intensif est le plus efficace dans le traitement et la prévention
des complications du systeme cardiovasculaire. Ceci nous a encouragés a adopter un

entrailnement physique a forte intensité a 90% de la VMA.

IV.5.2. Détails du protocole
d’entrainement

Les séances d'exercice ont été effectuées 5 fois / semaine (du lundi au vendredi) pour les rats du
groupe NIT et IHIT pendant les 21 jours correspondant a la période de passage dans les cages a
atmosphere contrdlée. L’entrainement consiste en une course sur tapis roulant, inclinaison 0%
(Bioseb, Vitrolles, France). Durant la premiére semaine d’exposition a I’HI, les rats subissent des
séances de pré-entralnement (acclimatation), durant lesquels ils font de la marche rapide sur tapis
roulant avec des vitesses modérées qui varient entre 10 et 16 m/min pendant 15-20 minutes.
Durant les deuxieme et troisieme semaines, les rats se voient imposés chaque jour une course a
vitesse croissante sur un tapis roulant (Fig. 34). Cet entrainement quotidien est composé de deux

séances de course de 24 minutes séparées par 30 minutes de pause. Durant la pause, les rats ont

un acces libre a la nourriture et a 1’eau.

Figure 34 : Prises de vue du dispositif d’entralnement sur tapis roulant.
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Durant les périodes de course, la vitesse du tapis roulant a été fixée a 16 m/min pour la premicre
étape qui correspond a un échauffement de 6 min (50% de la VMA), suivie de six étapes de 3
min chacune avec une vitesse croissante (correspondant a 65%, 70 %, 75%, 80%, 85% et 90% de

la VMA) pour atteindre 30 m/min apres 24 minutes (Fig. 35).

4 Vitesse
m/min
3 min
<> | 30 Vitesse Durée Durée cumulée 1
I 16 m/min 6 min 6 min
20 m/min 3 min 9 min
[~ . 22 m/min 3 min 12 min
— 24 24 m/min 3 min 15 min
— 22 26 m/min 3 min 18 min
& min — 20 28 m/min 3 min 21 min
.- 16 30 m/min 3 min 24 min

Figure 35 : Schéma et tableau représentatifs du protocole de course (entralnement intensif) suivi
par les rats sur tapis roulant, faisant état des vitesses croissantes au cours du temps pendant
chaque période de 24 minutes de course.

IV.6. Mesure des parametres
physiologiques

IV.6.1. Technique de mesure in vivo de la
pression artérielle et de la fréquence
cardiaque

Apres I’anesthésie des rats par I’injection intrapéritoniale de 60 mg/kg de pentobarbital sodique
(Sanofi, Libourne, France), la pression artérielle (PA) et la fréquence cardiaque (FC) sont
mesurées in vivo d’une fagon invasive, a I’aide d’un capteur de pression relié a un cathéter
artériel (composé de silicone et polyéthylene, 1,14 mm de diametre, Scientific Commodities Inc.,
cat #PE-60, Arizona, USA) héparinée (500 UI /ml) pour éviter la coagulation du sang (Stanke-

Labesque F. et coll., 2001). La peau du rat est incisée (sur 1-2 cm) ventralement au niveau du
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cou, le cathéter est ensuite inséré dans la carotide droite de I’animale, puis par le biais de 1’aorte
ascendante dans le ventricule droit. L acquisition des données était réalisées a 1'aide d'un capteur
de pression (MLT844, AD instrument, Harvard, UK) connecté a une interface Powerlab — 8/35
modele (AD instrument, Harvard, UK) couplée a un ordinateur, et les données sont enregistrées
et traitées a l'aide du logiciel LabChart (AD instrument, Harvard, UK) (Jespersen B. et coll.,
2012). La PA systolique et diastolique, ainsi que la fréquence cardiaque sont enregistrées durant
5 minutes en continu jusqu’a 1’obtention d’une valeur stable. La PA moyenne est calculé ensuite

selon la formule suivante : PA moyenne = (PA systolique + 2 PA diastolique)/3.

1V.6.2. Méthode de mesure de ’hématocrite

L'hématocrite désigne le pourcentage du volume des globules rouges par rapport au volume
sanguin total. En cas d’hypoxie, ce pourcentage augmente, ce qui correspond a la réponse de
l'organisme pour compenser le manque d’oxygene. Suite a la mesure de la PA et de la FC, les
animaux sont héparinés par injection de 500 U/kg d’héparine (Sanofi Winthrop, Gentilly,
France) dans la veine saphene. Le sang est ensuite récolté, aprés exsanguination de I’aorte, par
capillarité dans des tubes capillaires (cat #090529, Dutschter, Brumath, France) et centrifugé (13
000 rpm/ 20 000 G pendant 7 min a 21 °C). Apres cette centrifugation, tous les globules rouges
se rassemblent au fond du tube, ce qui permet de mesurer le rapport entre le volume des globules
rouges (G) et le volume total du sang (T). L’hématocrite est ensuite calculé selon la formule
suivante : G/T x 100. Le résultat obtenu ainsi représente 1’hématocrite en % (Mahiny AJ. et coll.,

2016).

IV.7. Dissection

Choix et prélevement des muscles et
vaisseaux sanguins

Apres mesure des parametres physiologiques in vivo, les rats sont ensuite euthanasiés par

exsanguination, et les tissus sont prélevés.

124



Notre travail inclut 1’étude de différents types de tissus : les vaisseaux sanguins (contenant les
muscles lisses) et les muscles squelettiques.

Pour les tissus vasculaires, nous avons prélevé 1’aorte thoracique (aorte ascendante, crosse
aortique et aorte thoracique descendante), mais aussi l'aorte abdominale, les arteres de la
premiere arborescence mésentérique, et les principales artéres pulmonaires de I'arborescence
intra-pulmonaire du poumon gauche.

L’aorte et les artéres ont été nettoyées de tout tissu conjonctif et graisses les entourant. Ainsi, la
partie ascendante et la crosse de 1’aorte thoracique (section a dans la figure 36), la partie
inférieure de 1'aorte abdominale (section d de la figure 36) ont été placées pour la moitié d'entre-
elles dans du paraformaldehyde (PFA) puis dans un gel : Optimal cutting temperature compound
(OCT) pour les études d'histologie (mesure de 1’épaisseur intima-média), et pour l'autre moitié
d'entre-elles, avec les arteres mésentériques supérieure et inférieure (section e de la figure 35) ont
été placées immédiatement dans 1'azote liquide puis a -80°C sur le long terme pour la réalisation
ultérieure des expériences de biologie moléculaires (Q-PCR et Western Blot). La partie
supérieure de 1’aorte thoracique descendante (section b dans la figure 36) a été utilisée
directement apres le prélevement pour mesurer la réactivité vasculaire a 1'aide de la technique ex
vivo de myographie de tension, qui sera détaillée plus loin. La partie inférieure de 1’aorte
thoracique descendante ainsi que la partie supérieure de 1’aorte abdominale (section c), sont
utilisées immédiatement apres le sacrifice des rats, pour la culture primaire des CMLV.

Les arteres intra-pulmonaires gauches (partie f de la figure 36, a gauche) et l'artere carotide
gauche (section g de la figure 36) sont placées dans PFA puis du gel OCT pour étre

ultérieurement utilisées en histologie pour la mesure de 1’épaisseur de l'intima-média.
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Figure 36 : Schémas montrant les différentes arteres prélevées des rats. Les sections de a a e de
l'aorte (a droite) sont : a: aorte ascendante et crosse de l'aorte, b : partie supérieure de 1'aorte
thoracique descendante, c : partie inférieure de 1'aorte thoracique descendante et partie supérieure
de I’aorte abdominale, d ; partie inférieure de I’aorte abdominale, e : arteres mésentériques
(inférieure et supérieure), f: dans le poumon gauche (a gauche), les portions des arteres
pulmonaires prélevées sont indiquées dans le rectangle rouge, g : I’artére carotide gauche.
Concernant les muscles squelettiques, nous avons choisi d'étudier les 3 muscles de la patte
postérieure gauche des rats, qui ont été stockés a -80°C pour la réalisation ultérieure des
expériences de biologie moléculaires (Q-PCR). Ces trois muscles sont :

- Le muscle gastrocnémien (gastrocnemius) : c'est le muscle du triceps sural (mollet). Le muscle
gastrocnémien comporte deux faisceaux : le gastrocnémien latéral et le gastrocnémien médial,
qui sont situés sur le muscle soléaire et donnent la forme ronde a 1'ensemble musculaire (Fig.
37).

- Le muscle soléaire (soleus), un muscle épais et profond situé a l'arricre de la patte. Il s'insere en
haut sur la partie supérieure du péroné (= fibula), I'un des 2 os de la patte, et sur l'arc tendineux
qui relie la téte du péroné a celle du tibia (Fig. 37).

- Le muscle plantaire (plantaris), localisé entre le gastrocnémien et le soléaire, est un muscle
appartenant a la partie superficielle du mollet, le plus souvent attaché au muscle gastrocnémien

(Fig. 37).
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Figure 37 : Figure montrant les trois muscles squelettiques (soléaire, gastrocnémien et plantaire)
prélevés de la patte inférieure des rats (Bender DA., 2014).
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Nous avons choisi ces 3 muscles squelettiques, comme déja détaillé dans I’introduction

bibliographique, en raison de leurs différences structurelles, métaboliques et fonctionnelles :

1) la composition en fibres musculaires :

- le muscle plantaire qui est un muscle dit blanc et rapide, posséde une composition mixte avec
une majorité de fibres rapides (70%) par rapport aux fibres lentes (30%).

- le muscle soléaire est un muscle rouge et lent, composé essentiellement de fibres lentes (98%),
le reste étant des fibres rapides.

- le muscle gastrocnémien est un muscle mixte composé de (45%) de fibres blanches rapides et
(55%) de fibres rouges lentes.

2) le degré de recrutement pendant la course : le muscle plantaire est le premier muscle recruté
suivi par le muscle gastrocnémien profond (rouge), puis le muscle soléaire. Le muscle
gastrocnémien superficiel (blanc) n’est pas recruté a la course et peut donc servir de témoin
négatif.

3) le profil métabolique : les muscles plantaire et soléaire se caractérisent par un profil oxydatif,
lié a une densité mitochondriale importante. A l'inverse, le muscle gastrocnémien superficiel se
caractérise par un profil glycolytique dii a des capacités oxydatives plus faibles (moins de

mitochondries).
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IV.8. Technique d’¢tude ex vivo de la
réactivit¢  vasculaire de Daorte :
myographie de tension

IV.8.1. Description du  dispositif
expérimental

La mesure de la réactivité vasculaire ex vivo a lieu dans un systeéme expérimental qui consiste en
une cuve thermostatée a 37°C contenant du liquide physiologique (10 ml) dans laquelle un
segment (anneau) d'aorte de 2-3mm de longueur est placé. Deux petits crochets d'acier
inoxydable sont passés a travers la lumiere de 1'anneau aortique : 1'un étant relié a un support fixe
et l'autre étant relié a un mécano-transducteur. Ce dernier permet la détection de la tension
exercée par la contraction de 1’anneau d’aorte. Le systéme utilisé comporte 8 de ces cuves qui
permettent d'étudier la réactivité de 8 anneaux aortiques en parallele. L'information est ainsi
transférée, apres amplification du signal, vers un systeme informatique d'enregistrement et
d'analyse de données (LabChart- Life Science Data Acquisition and Analysis softwar- AD

instrument, Paris, France). Ce montage est présenté dans la figure 38.
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Figure 38 : Représentation schématique du montage utilisé pour étudier la réactivité vasculaire
des anneaux d'aorte thoracique descendante de rat. 1 : Systéme informatique d’acquisition et
d'analyse de données AD-instrument, 2: amplificateur 3 : capteur de tension (mécano-
transducteur), 4 : bullage 95% Oz / 5% COz, 5: bain d'organe rempli d'une solution
physiologique décrite plus loin, chauffée a 37°C. Les parties 6, 7 et 8 sont un grossissement des
parties du systeme situées dans le cercle rouge de la partie de droite du schéma. 6 : crochet
d’acier inoxydable reli¢ au capteur de tension, 7 : anneau de vaisseau placé entre les deux
crochets d’acier, 8 : crochet d’acier inoxydable relié a un support fixe.

IV.8.2. Protocole

Comme cela a déja été mentionné, les rats subissent une injection préalable de 500 U/kg
d’héparine (Sanofi Winthrop, Gentilly, France) dans le but d’éviter la coagulation sanguine
pendant la dissection, qui pourraient endommager 1’endothélium vasculaire. L aorte thoracique
descendante, prélevée soigneusement et nettoyée de tout tissu conjonctif et graisses, est coupée
en segments de 2-3 mm de largeur (= anneaux) qui pourront &tre montés entre les deux crochets

du systeme décrit précédemment.
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Chaque anneau aortique est placé dans une cuve contenant du liquide physiologique qui a la
composition suivante : 118 mM NaCl (cat #433209 Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France), 5,6 mM KCI (cat #P9333 Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 1,2 mM
MgCl (cat #M8266, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 1,2 mM KH>PO4 (cat
#M8266, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) , 25 mM NaHCO3 (cat #NIST200B,
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 2,4 mM CaCl; (cat #449709, Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France), 11 mM Glucose (cat #G8270, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France), pH ajusté a 7,4. Ce liquide est préparé le jour de I’expérience, maintenu a une
température de 37°C et par bullage 95% O / 5% CO2) a un pH 74.
Les anneaux de 1’aorte sont ensuite tendus a 1,5 g et laissés en détente pendant une heure tout en
remplacant le liquide physiologique toutes les 15 minutes.

Les anneaux sont ensuite retendus a 1,5 g, et les anneaux sont de nouveau laissés en détente
mécanique pendant 15 minutes. A l'issue de cette période de détente de 15 minutes, des agents
pharmacologiques vasoactifs sont appliqués sur les vaisseaux. Une augmentation de la tension
est le résultat d’une contraction des CMLV de I’anneau d’aorte induite par ces agents alors qu’un
relachement de ’anneau d’aorte diminue la tension exercée sur les crochets (Lautner RQ. et
coll., 2017).

Dans un premier temps, la phényléphrine (PE) (cat #P1250000 Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France), un agent sympathomimétique synthétique agoniste s€lectif des récepteurs al-
adrénergiques qui induit la contraction de 1’aorte et de 1’artere pulmonaire chez le rat (Hussain
MB. et coll., 1997), est progressivement ajouté dans le bain d'organe a des doses croissantes
allant de 10"''M a 10*M, avec un temps d'action de 15 minutes par dose (temps nécessaire pour
que la tension atteigne un plateau). Cette étape est réalisée dans le but d’évaluer ’effet de I’'HI et
de I’entrainement physique intensif sur la contractilité aortique a des doses croissantes de PE. Un
lavage (liquide physiologique seul) durant 30 a 45 minutes est ensuite effectué pour éliminer
toute trace de phénylnephrine des récepteurs alphal-adrénergiques et ainsi stopper la contraction
induite des CMLV (retour de la tension des anneaux de 1’aorte jusqu’a la valeur imposée
mécaniquement au départ, soit 1,5 g). Une dose de 10°M de PE est ensuite ajoutée pour
contracter pharmacologiquement les anneaux de 1’aorte a un niveau de 'ordre de 75-80% de leur
capacité maximale de contraction (Gonzales RJ. et coll., 2000). Ensuite, des doses croissantes

d’acétylcholine (Ach, agent vasodilatateur agoniste des récepteurs muscariniques présents sur les
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cellules endothéliales (Daeffler L. et coll., 1999), de 107'°M a 10*M, sont ajoutées (15 min de
temps d'action pour chaque dose) (cat # A6625, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
La méme dose de 10°M de PE est maintenue tout au long de I'application des doses croissantes
d'Ach. Les effets de la précontraction des anneaux aortiques par la PE peuvent étre différents
d'un groupe a l'autre. Afin de permettre la comparaison des effets de I'Ach dans les 4 groupes
étudiés (N, IH, NIT, IHIT), les valeurs des tensions enregistrées apres précontraction des
anneaux par la PE (10°M), qui est la tension de départ avant application de 1'Ach, ont été
normalisées pour chaque anneau aortique dans tous les groupes. Les valeurs normalisées des
tensions initiales sous PE & 10°M sont donc rendues identiques pour tous les anneaux de tous les
groupes. La valeur initiale de normalisation choisie pour la réponse & la PE 4 10°°M est la tension
moyenne de tous les anneaux de tous les groupes sous l'action de la PE 4 10°M (=TMpgE). Pour
réaliser cette normalisation, pour chaque anneau X, un méme facteur multiplicateur est appliqué
a toutes les valeurs de tension mesurées (TX) sous PE 10-6 M, puis sous l'effet de chaque
concentration d'Ach de 101°M a 10*M. Ce facteur multiplicateur est égal au rapport de TMpg sur
la tension induite par la PE 2 10°M sur I'anneau X concerné (TXpg). Pour chaque anneau X, le
calcul de la tension normalisée (TXn) pour chaque dose de PE ou d'Ach est donc : TXn= TX x
(TMpe/ TXpE).

D'autre part, 1'effet de chaque dose d'Ach pour chaque anneau aortique X, initialement mesurée
comme une valeur de tension en g (TX), a aussi été exprimé comme le pourcentage restant (% de
contraction) de la tension de précontraction induite par la PE sur ce méme anneau (TXpg). Pour
chaque anneau X, le calcul de ce pourcentage de contraction restant pour chaque dose de PE ou
d'Ach est donc : % de contraction = (TX / TXpg) x 100.

Les moyennes de toutes ces valeurs ont été calculées et sont représentées (+SEM) pour chaque
groupe dans les figures correspondantes.

Un autre lavage avec du liquide physiologique, est ensuite effectué pendant 30-45 minutes pour
éliminer tous traces d'agents pharmacologiques et/ou déchets métaboliques produits par les
cellules.

Nous avons enfin appliqué sur les anneaux aortiques une gamme de concentrations
d’endothéline-1 (ET-1, 10"°M a 10°M, temps d'action de 15 minutes par dose) pour étudier
I’effet de I’HI et de I’El sur la vaso-contractilité aortique. L’ET-1 (cat# E7764, Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France) est le vasoconstricteur endogene le plus puissant qui agit via les
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récepteurs ET-A et ET-B qui sont exprimés a la surface des cellules musculaires lisses de la

paroi des arteres (Ivey ME. et coll., 2008) (Zhai X. et coll., 2017).

IV.9. Etude de la signalisation calcique
dans les cellules musculaires lisses
vasculaires

IV.9.1. Culture primaire des cellules
musculaires lisses vasculaires

Apres dissection de l'aorte d'un rat, la partie descendante de l'aorte thoracique et la partie
supérieure de 1'aorte abdominale (section c de la figure 36) sont utilisées pour la culture cellulaire
et maintenue dans une solution Hank's Balanced Salt Solution avec calcium et magnésium, sans
rouge de phénol (HBSS, Invitrogen cat. No 14025; Saint Aubin, France) a 4°C (Churchman AT.
et coll.,, 2009). Afin d'isoler les cellules musculaires lisses, 1'aorte (partie thoracique et partie
abdominale) est tout d'abord débarrassée des tissus conjonctifs et graisseux qui l'entourent, sous
loupe binoculaire. Ensuite 1’aorte est placée dans une solution HBSS + collagénase de type 2 (1
mg/ml, Worthington Corporation, cat. No. 4174; New Jersey, USA), pendant 1 h a 37°C afin de
digérer 1'adventice. L'adventice est alors séparé facilement du reste du vaisseau a 1’aide de
pinces. Ensuite 1'aorte est ouverte dans le sens de la longueur afin de gratter la surface interne par
des pinces métalliques (stérilis€s auparavant) et éliminer 1'endothélium. La média est ensuite
découpée en bandes (franges) de 1 a 2 mm, avant d’étre placée pendant 30 min a 37°C dans un
bain d’enzymes, ceci pour améliorer I’action des enzymes sur la dissociation du tissu et faciliter
lI'extraction des cellules musculaires lisses. Le bain enzymatique contient les composés suivants :
papaine (0,5 mg/ml), collagénase (0,3 mg/ml), L-cystéine (5 mM) préparé dans du HBSS comme
solvant. La média est ensuite transférée a I’aide des pinces dans une solution de 2 ml de HBSS
pour rincer et éliminer les enzymes (étape répétée deux fois). Elle est ensuite placée dans un

systtme composé d’un petit tube et d’une pipette (Pasteur) en verre, ou elle subit une
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dissociation mécanique pour libérer les cellules musculaires lisses. La pipette Pasteur, effilée et
recouverte de silicone et dont I’extrémité est amincie, est largement utilisé pour dissocier
different type de cellules (Reynolds BA. et Weiss S., 1992) (Kallos MS. et coll., 1999) (Metz
RP. et coll., 2012). Cette dissociation est réalisée grace au frottement du tissu (la média) avec les
parois de la pipette en aspirant et refoulant (20-30 fois), ce qui induit une dilacération du tissu et
la libération des cellules. Par la suite, les cellules sont comptées au microscope sur cellule de
Thoma, puis centrifugées 5 min a 250 x g. Le surnageant est éliminé et le culot de cellules est
re-suspendu dans le milieu de culture Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM ;
Invitrogen, cat. No. 31966021; Saint Aubin, France). Les cellules sont ensuite déposées dans une
plaque de 96 puits. La plaque est alors incubée a 37°C, 5% CO> pendant 16 h a 24 h apres ajout
de 500 pl de milieu de culture composé de DMEM additionné d’autres produits favorisant la
prolifération cellulaire dans les meilleurs conditions : DMEM (invitrogen, cat N°. 1600 ; Saint
Aubin, France) + 20% (v/v) sérum bovin feetal (FBS ; invitrogen, cat. N°.1600; Saint Aubin,
France) + 1% (v/v) solution pénicilline/streptomycine (Invitrogen, cat. No. 10378; Saint Aubin,
France) + 1% solution d'acides aminés non essentiels (Non-Essential Amino Acids Solution,

Invitrogen, cat. No. 1140; Saint Aubin, France).

IV.9.2. Mesure de la concentration du
calcium cytosolique

24 h apres la mise en culture, les cellules subissent un lavage avec une solution de Krebs Hepes-
bicarbonate (120 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 25 mM NaHCO3, 5.5 mM
HEPES, 1 mM D-glucose, pH 7,4) pour éliminer le milieu de culture. Ensuite, une solution de
Fluo- 4 AM (2 uM) est préparée dans la solution de Krebs-bicarbonate. Le Fluo-4 AM est une
sonde fluorescente associée a un ester ‘acetoxymethyl’ (AM) lui permettant de traverser la
membrane cellulaire. Elle est parfaitement adaptée a la mesure de la dynamique des oscillations
calciques cytoplasmiques (Gee KR. et coll., 2000). Le chargement des cellules avec le Fluo-4
AM s’effectue en incubant les cellules pendant 1h en présence de 2 uM de Fluo-4 AM, afin
d’assurer le chargement du cytoplasme des cellules avec la sonde calcique (Hagen BM. et coll.,
2012). Une fois dans le cytosol, le Fluo-4 AM voit ses groupements acétoxyméthyl clivés par les

estérases cellulaires, aboutissant a la forme Fluo-4 de la molécule. Le Fluo-4 s’associe au
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calcium et lorsque cette sonde est soumise une excitation lumineuse centrée sur son pic
d'absorption, autour de 488 nm, l’intensité de I'émission de photons (a 520 nm) par le
fluorophore sera principalement dépendante de la concentration de calcium dans le milieu. Cette
fluorescence est d'autant plus intense que la concentration de calcium cytosolique est élevée
(Paredes RM., 2008).

On observe la variation de fluorescence dans les cellules a l'aide d'un microscope a
épifluorescence Olympus IX81 (objectif a bain d'huile x40 ou x60) (Olympus, Hambourg,
Germany) qui nous permet d'observer l'intensité, la cinétique et la localisation de 1'émission de
fluorescence dans les cellules. Le microscope est équipé d’une caméra photométrique EMCCD
(electron multiplying charge-coupled device) photométrique de haute sensibilité, développée
pour I’imagerie des cellules vivantes DP30BW (Olympus, Hamburg, Germany) qui est pilotée
par le logiciel FIJI 1.46 (NIH, Maryland, USA) (Schneider CA. et coll., 2012) (Betzig E. et coll.,
2006). Nous avons réalis¢ une série d’expériences sur les CMLV en culture, en utilisant
différents agents pharmacologiques qui sont des agonistes et des antagonistes des récepteurs
sensibles au calcium de ces cellules. Ainsi nous avons testé 'action de la caféine, qui est un
agoniste des RyR (Kong H. et coll., 2008) a des concentrations millimolaires (1, 2, 5, 10 et 20
mmol/L). En outre, nous avons utilisé la Xestospongine C (10 uM), qui, a cette concentration est
un inhibiteur des IP3Rs (De Smet P. et coll., 1999) (Saleem H. et coll., 2014) (Oka T. et coll.,
2002), ainsi que le dantroleéne qui, a la concentrration de 10 pM, contrairement a la caféine, agit
sur les RyR en bloquant leur activité (Oo YW. et coll., 2015) (Zhao . et coll F., 2001) (Keshavarz
M. et coll., 2016) (Liou B. et coll., 2016), induisant ainsi un blocage du couplage excitation-
contraction dans les CMLV. Cette approche pharmacologique a eu pour but de mettre en
évidence les mécanismes de la régulation de la contraction des CMLV dans les conditions

normales et apres exposition a I’HI et ’EL

1V.9.3. Exploitation des résultats

Une vidéo du champ microscopique est enregistrée sur 30 secondes (100 images par seconde), et
les données recueillies sont exploitées grace au logiciel Image J. Il est possible de mesurer la

variation de fluorescence au cours du temps d'une partie délimitée d'une cellule ou d'une partie
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d'une cellule (ROI, region of interest). Ces variations peuvent étre représentées sous forme de
graphiques montrant AF/F0.

Avec : AFluorescence (AF) = FMax — F0

Avec FMax qui correspond a l'intensité du signal de fluorescence a son pic et FO a l'intensité du
signal de fluorescence avant stimulation par l'agoniste (la caféine). Cette méthode de calcul
(Maravall M. et coll., 2000) permet de représenter l'amplitude du signal pour une condition
donnée, et calculer sa variation en éliminant la différence entre les niveaux basaux de
fluorescence de chaque cellule. Le AF/F0 permet de normaliser les valeurs enregistrées apres

stimulation de la cellule a sa fluorescence de base au repos.

IV.10. Technique de PCR en temps réel
(q-PCR)

L'ARN provenant de différents échantillons de tissus congelés (aorte ascendante, crosse de
l'aorte et partie inférieure de 1'aorte abdominale, arteres mésentériques et muscles squelettiques) a
été utilisé pour les études de Polymerase Chain Reaction (PCR) en temps réel (q-PCR) afin
d’examiner I'expression génique des principaux effecteurs de la voie de signalisation du calcium.
Nous avons ainsi mesuré les niveaux des ARNm des trois isoformes des récepteurs de la
ryanodine : (RyR1, RyR2, RyR3), codés par les genes Ryrl, Ryr2, et Ryr3 respectivement, du
membre 4 de la sous-famille V de canaux cationiques a potentiel de récepteur transitoire V
(TRPV4) codé par le gene Trpv4, des pompes du Réticulum Sarco / Endoplasmique Ca2+ -
ATPase (SERCA1 et SERCA2) codés par les genes Atp2al et Atp2a2, du récepteur de 1'Inositol
1,4,5-trisphosphate (récepteur IP3 type 1) codé par le gene Itpri. Nous avons aussi mesuré
I'expression génique de certains acteurs du mécanisme de la contraction et de ses régulateurs au
niveau des tissus musculaires : les formes lente et rapide de la troponine, codées par les genes
Tnntl, Tnnt3, les 4 isoformes de la tropomyosine (Tm1, Tm2, Tm3, Tm4) codées par les genes
Tpml, Tpm2, Tpm3, Tpm4 et les 3 isoformes de la calmoduline (CalM1, CalM2 et CalM3),

codées par les genes Calml, Calm2, Calm3.
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I1V.10.1. Extraction des ARN totaux

Afin d’éviter la dégradation de I'ARN, nous avons choisi d'extraire I'ARN des tissus en présence
d'azote liquide en utilisant un mortier et un pilon stérilisés. Pour réaliser cette extraction, il est
nécessaire de refroidir le matériel utilisé avant de commencer, pour cela 1’azote liquide est versé
dans le mortier contenant le pilon durant 15-20 minutes avant d'ajouter les tissus. Ensuite le tissu
stocké a -80°C est ajouté dans le mortier et est broyé au pilon pour étre réduit en poudre.
L’intérét de cette technique est qu’elle permet la protection de ’ARN contre la dégradation en
inhibant I'activité des RNAase qui seront inactives a faible température (Chomczynski P. et coll.,
2000).

La poudre de tissu est ensuite transférée dans un tube eppendorf stérile contenant du réactif TRI
Reagent (cat # T9424 ; Sigma Aldrich, Etats-Unis) avec un volume de 1ml pour 100 mg de tissu
(Rio DC., 2010). Le tube contenant le tissu broyé avec le réactif TRI Reagent est ensuite agité
légerement a la main et laissé pendant 5 minutes a température ambiante, ce temps est nécessaire
pour que le TRI Reagent exerce suffisamment son action sur le tissu pour extraire le maximum
de molécules d’ARN.

200 pl de chloroforme sont ensuite rajoutés par 1 ml de TRI Reagent, et les tubes sont ensuite
agités vigoureusement a la main pendant 15 secondes, puis laissés a température ambiante
pendant 5 minutes. Le chloroforme provoque ainsi la séparation de ’ARN des protéines et des
autres déchets cellulaires. Les tubes subissent ensuite une centrifugation de 12000xg pendant 15
minutes a 4°C. Deux phases sont alors obtenues : une phase supérieure translucide contenant les
ARN, et une phase inférieure de couleur rouge contenant le chloroforme. Seule la phase
supérieure translucide contenant les ARN est récupérée et transférée dans un nouveau tube
Eppendorf (Rio DC. et coll., 2010). 500 pl d’isopropanol (pour 1 ml de TRI reagent) sont ensuite
rajoutés et le tube est laissé au repos durant 10 minutes a température ambiante apres une breve
agitation vigoureuse a la main (Fanson BG. et coll., 2000).

Le but de cette étape est la précipitation des ARN par [D’isopropanol.
Ceci est suivi par 15 minutes de centrifugation a 4°C a 12000x g, le résultat de cette étape est la
formation d’un culot d’ARN. Le culot est ensuite lavé 2 fois avec de I’éthanol 75% (v/v dans une
solution aqueuse) puis séché sous la Sorbonne. L’ARN est ensuite dilué¢ dans 20-40 ul d’eau

ultra-pure sans ARNase, et il est enfin dosé (voir le prochain paragraphe) puis stocké a -80°C.
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Apres extraction de I’ARN, et avant de commencer les étapes d’amplification et de
quantification des acides nucléiques, il est important de noter que I’ARN est une molécule
instable, c’est pour cela nous ne 1’utilisons pas directement dans la PCR en temps réel. Il existe
une étape intermédiaire, qui est la transformation de I’ARN en ADN complémentaire (ADNc)

qui porte une séquence de bases complémentaire de celle de I’ARN.

IV.10.2. Evaluation quantitative et
qualitative des ARN totaux extraits

Cette étape consiste a faire un dosage afin de s'assurer de la pureté et de la concentration des
ARN extraits ; ceci dans le but de normaliser la concentration de chaque échantillon de facon a
obtenir la méme quantité d’ADNc résultant avant de commencer la quantification en temps réel.
Le dosage est ainsi réalis¢ a 1’aide d'un spectrophotométre UV-visible NanoDrop™ 2000
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cet appareil permet la quantification et
I’évaluation de la pureté des échantillons tels que les protéines et les acides nucléiques. Pour
cela, il faut déposer 2-3 ul de I’échantillon sur une petite surface de I’appareil : la surface de
mesure optique. Les densités optiques de chaque échantillon seront mesurées a 3 longueurs
d’ondes 230, 260 et 280 nm afin d'en déduire la concentration en ARN totaux. Ensuite le
logiciel NanoDrop software analyse les résultats de chaque échantillon et affiche la concentration
de chacun en ng/ul ainsi que le rapport des densités optiques 260/230 et 260/280 (Desjardins P.
et coll., 2010). Le lien entre les densités optiques, la concentration en ARN totaux et les

différentes longueurs d’ondes sera détaillé dans ce qui suit.

IV.10.2.1. Concentration des ARN et
absorbance

Une corrélation directe entre 1’absorbance et la concentration des acides nucléiques a été bien
établie par la loi de Beer-Lambert (Trumbo TA. et coll., 2013). Les acides nucléiques absorbent
la lumiere a plusieurs longueurs d’ondes, mais leur pic d’absorption de la lumi¢re UV est a

260nm. C’est pour cette raison que l’absorbance (la quantité de lumiere absorbée) a cette
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longueur d’onde est utilisée pour déterminer la concentration d’ARN ou d’ADN en solution en
appliquant la loi Beer-Lambert. L’équation de cette loi est la suivante : A = ecl (Whelan DR. et
coll., 2013).

Avec : A = absorbance, ¢ = coefficient d’extinction molaire (qui représente l'amplitude par
laquelle un composé absorbe la lumiere, ¢ = concentration et | = longueur du trajet parcouru par
la lumiere.

I est a noter que I’équation de Beer-Lambert n'est linéaire que pour les absorbances comprises
entre 0,1 et 1,0. Ces absorbances se traduisent par des concentrations entre 10 et 3700 ng / pul en
utilisant 1’appareil Nanodrop (Desjardins P. et coll., 2010). Les échantillons en dehors de cette

gamme doivent €tre dilués pour produire des résultats plus précis de spectrophotométrie.

1V.10.2.1.1. Absorbance a 260 nm

Les acides nucléiques absorbent la lumiere UV a 260 nm en raison de la présence des bases
aromatiques dans leurs structures. Les deux types de bases constituants des acides nucléiques :
les purines (thymine, cytosine et uracile) et les pyrimidines (adénine et guanine) ont leurs pics
d'absorption a 260 nm (A260) permettant ainsi la quantification des échantillons d'acide

nucléique (Desjardins P. et coll., 2010).

1V.10.2.1.2. Absorbance a 280 nm

Les protéines et les composés phénoliques posseédent une forte absorbance typiquement a 280 nm
(A280), c’est pour cette raison que l’on mesure aussi I’absorbance des échantillons a cette
longueur d’onde pour s'assurer de 1’absence des contaminants protéiques et organiques (Warburg
O. et coll., 1942) (Desjardins P. et coll., 2010).

Ce sont I’aromaticité des groupes phénoliques dans les composés organiques ainsi que les
chaines latérales d'acides aminés aromatiques (tryptophane, phénylalanine, tyrosine et histidine)

dans les protéines qui sont les responsables de cette absorbance a 280 nm.
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1vV.10.2.1.3. Absorbance a 230 nm

Une mesure de I’absorbance de lumiere a 230 nm (A230) est effectuée afin de s'assurer de
I'absence des nombreux composé€s organiques utilisés pendant les procédures précédentes,
possédant de fortes absorbances a environ 225 nm. En effet, le phénol, le TRIzol ou TRI Reagent
(utilisés dans I’extraction des acides nucléiques), et les liaisons peptidiques dans les protéines

absorbent la lumiere entre 200 et 230 nm (Glasel JA. et coll., 1995) (Desjardins P. et coll., 2010).

1V.10.2.1.4. Le rapport A260 / A280

Le rapport A260 / A280 est généralement utilisé pour déterminer le taux de contamination
protéique dans un échantillon d'acide nucléique. Pour que les ADN soient jugés comme purs, la
valeur de ce rapport A260 / A280 doit étre compris entre 1.8 et 2 (Simbolo M. et coll., 2013)
(Desjardins P. et coll., 2010). Si la valeur du rapport est supérieure a 2, ceci révele que
I’échantillon d’ADN est contaminé par de ’ARN. En revanche, si la valeur de ce rapport est
inférieure a 1,8, ceci indique que 1'échantillon est contaminé par des protéines, du phenol ou
autres contaminants. La présence de contamination protéique peut avoir des effets indésirables
sur les applications en aval qui utilisent les échantillons d'acide nucléique. Dans notre cas, la

contamination protéique peut biaiser les résultats de la PCR en temps réel.

1V.10.2.1.5. Le rapport A260 / A230

Le rapport A260 / A230 indique la présence de contaminants organiques, tels que le phénol, le
TRIzol (ou TRI Reagent), et autres composés aromatiques. Un échantillon d’ARN ou d'ADN est
jugé comme étant pur si les valeurs du rapport A260 / A230 sont proches de 2,0 (entre 2,0 et 2,2)
(Warburg O. et coll., 1942) (Glasel JA. et coll., 1995).

Les échantillons dont les valeurs de leur rapport 260/230 sont inférieures a 1,8 sont considérés
comme contenant une quantité significative de ces contaminants, ce qui peut interférer avec les
applications en aval. Ceci est particulierement vrai pour la transcription inverse.

Il est a noter que les valeurs (allant de 1,8 a 2,2) du rapport de pureté d’ADN sont obtenues suite

au calcul de la moyenne pondérée des valeurs des ratios (A260/A280) et (A260/A230) mesurés
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sur les bases constituantes I’ADN (thymine, cytosine, adénine et guanine) (Desjardins P. et coll.,

2010) (Simbolo M. et coll., 2013).

I1V.10.3. Transcription inverse (RT)

La transcription inverse correspond a 1'«inverse» d'une réaction de transcription de I'ADN en
ARN : des enzymes ADN polymérases ARN-dépendantes utilisent un brin d'ARN comme
matrice pour synthétiser le brin d' ADN complémentaire (ADNCc).

Apres le dosage de I'ARN par I'utilisation du NanoDrop, 500 ng d'’ADNCc sont produits a partir de
I'ARN total de chaque échantillon. Seuls des échantillons d'’ARN purs sont utilisés pour effectuer
la transcription inverse, en utilisant le kit de syntheése d'’ADNc de BioRad iScript (cat #
17088910, Bio-Rad Laboratories, Inc. California, USA). La transcription inverse est réalisée
selon les étapes suivantes : étape 1 (amorcage) 25°C pendant 5 minutes ; étape 2 (transcription
inverse) 46°C pendant 30 min ; étape 3 (inactivation de la RT) 95°C pendant 5 minutes ; et

I'étape 4, stabilisation a 4°C (Techathuvanan C. et coll., 2011).

1V.10.4. PCR en temps réel

L’ADN obtenu au cours de I’étape précédente (de transcription inverse) est de I’ADNc, qui est
en simple brin complémentaire et attach¢ & I’ARN isolé a partir des tissus étudiés.
Le principe de la PCR en temps réel repose sur la I’opportunité de suivre la quantité d’ADN
synthétisée a tout moment de la réaction et non pas ala fin de la PCR. Ceci se fait grace a
I’utilisation des sondes fluorescentes qui ne fluorescent que lorsqu’ils se fixent sur I’ADN double
brin, synthetisé a partir de ’ADNc (simple brin). La synthese de ’ADN double brin a partir de
I’ADN simple brin nécessite la présence des amorces (petites séqunences nucléotidiques) et
d’une enzyme qui est la Taq polymérase. La technique et les détails des produits utilisés seront
présentes dans ce qui suit.

Pour réaliser la PCR en temps réel, 50 ng d'ADNc de chaque échantillon (en triplicat) sont
déposés au fond d’un puits (dans une plaque de 96 puits) dans lequel est ajouté un mélange

composé du kit de BioRad iTaq Universal SYBR Green Supermix (cat # 172-5121; Bio-Rad
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Laboratories, California, USA), avec les amorces sens et anti-sens spécifiques de chaque gene
étudié. Il est a noter que I’amorce est une courte séquence nucléotidique utilisée pour la
synthése d’un brin complémentaire d’une séquence nucléotidique matrice. Une amorce est
dite « sens » quand elle peut lire la séquence matrice dans son méme sense (5°-3”), alors qu’une
amorce  «anti-sens » lit la séquence dans son sens contraire (3’-5).
La plaque est ensuite déposée dans un thermocycleur iCycler C1000 Thermal Cycler (BioRad,
Richmond, CA, USA), selon les étapes suivantes: étape 1 : 95°C pendant 30 secondes, étape 2 :
95°C pendant 15 s, étape 3 : 60°C pendant 30 s. Ces étapes seront répétés 40 fois dans des cycles
échauffement / amplification. L'ensemble de ces étapes réalisé selon le protocole du fabricant
sera expliqué dans ce qui suit. Le kit BioRad 1Taq Universal SYBR Green Supermix (cat # 172-
5121; Bio-Rad Laboratories, California, USA) contient essentiellement, 1’enzyme Taq
polymérase. La Taq polymérase est une ADN polymérase thermostable isolée a partir d’une
bactérie thermophile (Thermus aquaticus). La premiere étape de la g-PCR (PCR en temps réel)
est une augmentation de température (95°C) pendant 30 secondes, ce qui permet la séparation
des brins ARN et ADN et donc I’obtention d’un ADNc simple brin. Par la suite, cette haute
température (95°C) est utilisée dans la deuxieme étape pendant 15 secondes, permettant le
déclenchement de 1’activité de la Taq polymérase. Cette dernicre catalyse la synthése du second
brin d’ADNc, durant la 3éme étape a 60°C et en présence des amorces (sens et anti-sens) des
genes cibles : le premier brin est utilis€ comme matrice. De méme, le SYBR Green, un autre
composant essentiel du kit iTaq BioRad Supermix, s’associe durant cette étape a I’ADN double
brin a fur et 2 mesure de sa formation.

Le SYBR Green est un colorant fluorescent possédant la spécificité de s’associer a I’ADN
double brin, ce qui rend 1’augmentation du signal fluorescent proportionnel au nombre des
molécules d’ADN double brin générées, appelées amplicons. Un des deux brins de 1’amplicon
est complémentaire de I’ARN d’intérét et 1’autre posséde la méme séquence de cet ARN

d’intérét (a la substitution pres de la base uracile, U, par la thymine, T).

Les geénes de référence ont été choisis parce que leur expression est stable lors de la variation des
conditions environnementales comme, par exemple, lors de I’hypoxie intermittente (Bourdier G.

et coll., 2016). Ainsi, nous avons choisi les 3 genes de références suivants :
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1.

Béta-actine : Actb,

2. Cyclophiline A (=peptidylprolyl isomerase A): Ppia,

3. TATA box Binding Protein : Thp (Tableaul).
Forward 5°-3° Reverse 3°-5°
Actb GGGTATGGAATCCTGTGGCATCC GCTCAGGAGGAGCAAGATCTTGA
Ppia CTGTTCCGCCTAGTCCTGTC GTTTCTCAGGCTCCCTCTCC
Tbp TATCTGCACTGCCAAAGACTGAGTG | CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC
Tableau 1 : Amorces sens et anti-sens des genes de références utilisés en PCR en temps réel.
Toutes les amorces des genes utilisés - autres que les genes de référence - ont été créées en

utilisant le programme Primer-BLAST de NCBI (NCBI Primer-Blast., Rockville Pike, Bethesda

MD, USA, 2017). Les trois genes de référence ont été testés avant d'étre utilisés pour nos

expériences : dans quatre conditions d'exposition environnementale (en présence ou non de

I’exposition a I’hypoxie intermittente et en présence ou non de 1’entrainement physique intensif)

sur les différents types de tissu utilisé (aorte thoracique, aorte abdominale, arteres mésentériques,

muscle squelettique) et ont tous confirmé un niveau d’expression constant quel que soit les

conditions.

Les amorces pour les genes étudiés se trouvent regroupées dans le tableau 2 ci-dessous :

Ll e

bt

Le récepteur sensible a la ryanodine — isoforme 1 (RyR1) : Ryrl,

Le récepteur sensible a la ryanodine — isoforme 2 (RyR2) : Ryr2,

Le récepteur sensible a la ryanodine — isoforme 3 (RyR3) : Ryr3,

Le membre 4 de la sous-famille V de canaux cationiques potentiels du récepteur

transitoire (TRPV4) : Trpv4,

Le récepteur a 1, 4, 5 Inositol trisphosphate typel (IP3R1) : Itprl,

La pompe du réticulum sarco/endoplasmique - Calcium ATPase type 1 (= SERCA

1=ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca®* transporting 1) : Atp2al,

La pompe du réticulum sarco/endoplasmique - Calcium ATPase type 2 (= SERCA

1=ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?* transporting 1) : Atp2aZ2,

La tropomyosine isoforme 1 : Tpml,
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

La tropomyosine isoforme 2 : Tpm2,
La tropomyosine isoforme 3: Tpm3,
La tropomyosine isoforme 4 : Tpm4,
La troponine T1-slow : Tnntl,

La troponine T3-Fast : Tnnt3,

La calmoduline isoforme 1 : Calml1,
La calmoduline isoforme 2 : Calm2,

La calmoduline isoforme 3 : Calm3.

Forward 5°-3° Reverse 3’-5°
Ryrl GGGACTGTCATCAATCGCCA GTGGTGTTCCCAGTCTGTGT
Ryr2 TGAAGTCACAGGATCCCAACG | CAGTCTGGTTGGTTGGTACA
Ryr3 GCTGCCTTGACCTTGGAGTA ACCACCCATCAGGAAGCGTA
Trpv4 TCCCAAGCAGGCCGAGAA GAAGTGCCACTCTCGTCTCC
Itpri GGTCCTGATCCCTCAAACCG TCCCAGCCAAGGATGCAAAT
Atp2al CCCGAGATGGGGAAGGTCTA CGGATGTCTGCAGGGACTTT
Atp2a2 TTTGTGGCCCGAAACTACCT GTCATGCAGAGGGCTGGAAG
Tpml AGCTCTCGGAAGGCAAATGT TCAAAGAGGGCCTGCTGATG
Tpm2 CTGATAGCCTCAGAGGAGGAGT | GAAGGGTCTGGTCCAAGGTC
Tpm3 GGTGGCTCGTAAGTTGGTGA TCCTCCTCCAGCTCAGAACA
Tpm4 GGCTGACCGGAAGTATGAGG CAGCAAGGTGGAGACATGGT
Tnntl GCACTTTGAGCAGCGGAAAA AGGTAGCCCCCAAAATGAGC
Tnnt3 TCTTGCTGAAAGGCGCAAAC GCCTTCTTGCTGAACTTGGC
Calml GCAATGGCTACATCAGTGCG GCTCCGAGTCATGGTTCACA
Calm?2 AGGACGGGGATGGGACAATA GAGTACCGGACAGAACACCC
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Calm3 ATGAGATCGCTGGGGCAAAA ACGGAAGGCCTCTCGTATCT

Tableau 2 : amorces sens et anti-sens des génes d’intérét étudiés en PCR en temps réel.

Les résultats obtenus sont analysés par le logiciel du fabricant BioRad CFX96 Manager 3.0
(Biorad, Laboratories, Hercules, California, USA) qui mesure 1’intensité de fluorescence émise a
chaque cycle de PCR. Pendant les premiers cycles, le niveau de fluorescence n’est pas
détectable, du fait de la faible quantit¢ d’ADN double brin synthétisé¢, mais la synthése des
amplicons augmente rapidement apres un nombre déterminé de cycle (généralement entre 10 et
15 cycles selon le gene étudié). Le point d'inflexion de la courbe, qui passe d'un plateau initial
nul a la phase d'augmentation exponentielle, est dénommé Ct (Cycle threshold). Ct est donc le
cycle seuil représentant le moment de détection du signal fluorescent. La courbe PCR possede
typiquement une phase exponentielle suivie d’une phase plateau ou la synthese d’amplicon
s’arréte di au nombre d’amorces limités ajoutés au début de 1’expérience. Un programme de q-
PCR comporte généralement 40 cycles : plus le Ct est élevé (30-35), moins la quantité de
I’ARNm est présente dans 1'échantillon de départ, car il implique plus de cycles de PCR pour que
la fluorescence soit détectable. En revanche, si le Ct obtenu est de faible valeur (10 - 15),
I'ARNm est considéré comme fortement présent dans 1'échantillon de départ et le gene est
considéré comme fortement exprimé du fait du peu de cycles pour détecter la fluorescence.
Le principe de Q-PCR se fonde sur le fait que le nombre d’amplicons double a chaque cycle,
donc le nombre de copies de genes se calcule par une exponentielle a base de 2 en fonction de
Ct. Dans notre cas, nous étudions par la Q-PCR, «l’expression relative», qui représente la
variation dans D’expression d’un gene dans les  échantillons des différents groupes
expérimentaux.

Pour faire le calcul de cette expression relative des genes, il nous faut tout d’abord un contrdle
endogene. Le contrdle endogeéne peut étre présenté par 1, 2 ou 3 genes dont I'expression ne varie
pas entre les échantillons testés dans les différentes conditions de I’étude, dans notre cas, nous
avons choisi d’utiliser 3 génes de références (Tableau 1). Apres le contrdle endogene, nous
choisissons le calibrateur ou le groupe contrdle qui est le groupe d’échantillons « non traité »,
(dans notre cas c’est le groupe N, qui n’est pas exposé a I’HI ni a I’El) auquel tous les autres

groupes (IH, NIT et IHIT) sont comparés.
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Généralement, il existe deux méthodes pour calculer la variation d'expression des geénes par q-
PCR, ces deux méthodes passent respectivement par les calculs de 284Ct et 2-ACt qui sont des
exponentielles a base de deux (Cavé H. et coll., 2003). Ces calculs prennent en compte le fait que
le nombre de copies de ’ARNm d’un geéne double a la fin de chaque cycle. Les deux méthodes

different par le fait que la méthode de 2"3ACt

nous donne le niveau d’expression relatif d’un géne
cible étudié chez des groupes traités (dans notre cas IH, NIT, IHIT) par rapport au niveau de ce
méme gene chez le groupe non traité controle (dans notre cas N). L’inconvénient de cette
méthode dans notre cas, est que la normalisation de tous les groupes par rapport au groupe
controle (N), induit un niveau d’expression relatif de chaque géne dans ce dernier groupe égale a
1 : ceci nous empéche de comparer le niveau d’expression des génes étudiés a l'intérieur de ce
groupe.

Concernant la méthode de 24¢ ce mode de calcul nous donne le niveau d’expression relatif de
plusieurs genes cibles par rapport au niveau d’expression d’un ou de plusieurs genes de
références (Thellin O. et coll., 1999). Ce qui nous permette de comparer le niveau d’expression
des différents genes cibles dans les différents groupes sans prendre un groupe comme contrdle, et
donc le niveau d’expression des geénes pourra étre comparé¢ dans et entre les différentes

conditions de 1’étude dans différents tissus.

Nous avons donc utilisé la deuxieme méthode dans notre étude, qui nous calcule la quantification

relative (QR) : QR = 2-ACt

Avec : A Ct = Ct gene d’intérét — Ct gene de référence

IV.11.Technique de Western blot

Dans cette technique, nous avons étudié¢ le niveau d’expression des proteines : RyR1, RyR2,

RyR3 et TRPV4 dans les trois tissus vasculaires.

I1V.11.1. Extraction des protéines

Les protéines totales sont extraites a partir des différents tissus prélevés sur les rats et stockés
dans 1’azote liquide. Un tampon SLB (Saline Lysis Buffer) est préparé a partir de : 1% NP40
(tampon de lyse cellulaire), 20 mM Tris-HCL, 138 mM NacCl, 2,7 mM MgCl,, 5% glycérol, pH 8
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et conservé a -20°C. Le jour de I’extraction, la solution de SLB+ est préparée a partir de la
solution basale SLB en ajoutant les composés suivant extemporanément : 5 mM EDTA, 1 mM
NazVO4, 20 mM NaF, 1 mM DTT, Protease inhibitor Pi (inhibiteur de protéases). Un volume de
750 ul de la solution de SLB+ est ajouté dans les tubes spécifiques pour 1’appareil Precellys
(Bertin Technology, Montigny le Bretonneux, France) qui est un équipement congu pour lyser et
homogénéiser a des vitesses variables des échantillons biologiques contenus dans des tubes, en
vue d’une extraction de protéines, d'acides nucléiques, ou d'autres molécules. Les tubes
contiennent des billes de céramique qui permettent le broyage des tissus suite a une rotation
rapide dans I’appareil Precellys.

Les différents échantillons de tissu de [’aorte thoracique, abdominale et des artéres
mésentériques sont pesés, découpés avec des ciseaux stériles pour faciliter leur broyage, puis
déposés dans ces tubes contenant la solution de SLB+. Les tubes contenant le mélange (tissu +
solution SLB + billes) sont ensuite déposés dans 1’appareil Precellys et subissent une lyse selon
le protocole suivant : 3 x10 s de rotation a 2800xg avec 5 secondes d’intervalle entre les cycles
de rotation. Le surnageant est ensuite récupéré dans des tubes Eppendorf pour subir une
centrifugation a 112000xg a 4°C pendant 10 min. Le surnageant, qui contient 1'extrait protéique,

est récupéré et stocké dans des cryotubes a -80°C.

I1V.11.2. Dosage protéique

Le dosage des protéines est réalisé par la méthode de Bradford en utilisant le réactif "Bradford
reagent" (cat #B6916, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Cette méthode est
fondée sur un dosage colorimétrique d'absorbance a 595 nm. La mesure de I’absorbance a cette
longueur d’onde vient du fait que le bleu de Coomassie, le constituant principal du réactif
Bradford sous sa forme cationique libre, absorbe la lumiére a une longueur d’onde de 465 nm,
alors qu’apres sa complexation (liaison) a des acides aminées aromatiques (tryptophane, tyrosine
et phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminées (isoleucine, valine, et alanine)
présents dans les protéines, il prend sa forme anionique qui absorbe la lumiere a 595 nm tout en
changeant sa couleur en rouge. Le changement d’absorbance (densit¢ optique: D.O.),
proportionnel a la quantité du colorant 1i€¢ aux protéines, nous indique la concentration en

protéines dans 1’échantillon mesuré. Cette correspondance entre la valeur de D.O. a 595 nm et la
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concentration en protéines de I’échantillon est donnée grace a I’établissement d’une gamme
d’¢étalonnage. Cette derniére est une gamme de SAB (Sérum Albumine Bovine), et est préparée
en allant de 0 pg/ml a 2000 pg/ml a partir d’une solution mere a 20 mg/ml. La gamme de
calibration est réalisée en faisant réagir le réactif de coloration avec ces solutions de protéines de
concentrations bien connues et croissantes. Les différents échantillons sont dilués au 1/20°™
pour les aortes thoracique et abdominale et les artéres mésentériques, dans de 1’eau déionisé. 5 pl
des échantillons de protéines extraites dilués et des échantillons de SAB sont alors déposés sur
une plaque 96 puits, puis 250 pl du réactif de Bradford sont ajoutés dans chaque puits. La plaque
est ensuite incubée pendant 5 min a 1’obscurité a température ambiante. La densité optique est
ensuite mesurée a 595 nm a l’aide d’un lecteur de plaque ELISA. La variation de la D.O. en
fonction de la concentration de protéines est linéaire tant que la réaction n’est pas saturée, c’est a
dire tant qu’il n’y a pas excés de réactif par rapport a la quantité de protéines présentes. Cette
variation permet donc de tracer une droite selon la fonction suivante : D.O. = f (concentrations de
protéines) grace a la gamme de SAB a des concentrations croissantes. L’équation de cette droite
nous permet de déduire la concentration de protéines présentes dans un échantillon inconnu a

partir de la D.O. mesurée.

IV.11.3. Migration sur gel de
polyacrylamide et détection des protéines

Nos échantillons sont préparés de fagon a obtenir 50 pug de protéines pour chaque tube
eppendorf, puis sont repris dans du tampon Laemmli, puis dénaturés pendant 10 min a 70°C. 1
est a noter que le tampon Laemmli (5X), est un tampon utilisé pour dénaturer les protéines afin
de les préparer pour 1’¢lectrophoreése sur gel polyacrylamide. Cette derniere est une méthode
analytique en biochimie classiquement utilisée pour séparer des molécules chargées (telles que
les protéines) d’un mélange, en se fondant sur leurs masses moléculaires dans un champ
électrique. Les échantillons ainsi préparées sont ensuite chargés sur deux gels d’affilée : le
premier gel est appelé le gel de concentration avec une composition de polyacrylamide a 5 %. Ce
gel a pour fonction de concentrer le dépot de 1’échantillon protéique fait dans le puits en une fine
bande de protéines, ceci va permettre de déposer un volume relativement important sans perdre

la résolution. La migration des protéines sur le premier gel est effectuée a 80 V durant 20
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minutes. Les protéines atteignent ensuite le deuxieme gel appelé gel de séparation, qui a une
composition de 8% en polyacrylamide. Au niveau de ce gel, les protéines sont séparées en
fonction de leurs poids moléculaire par une migration a 120 V durant 50-60 minutes.
Sur les deux gels, la migration est réalisée dans le méme tampon de migration tris-glycine-SDS
(Biorad, cat #1610772EDU, Marnes-la Coquette, France). Apres la migration, une membrane de
polyfluorure de vinyldéne (PVDF) sera perméabilisée pendant 1 minute dans de 1’éthanol afin de
la préparer pour le transfert des protéines. Le gel contenant les protéines, aussi bien que la
membrane PVDF sont déposés, de facon superposée, dans une cassette du systeme de transfert
de Biorad (Trans-Blot Turbo Transfer System, Mini PVDF, cat # 17001917, Biorad, Marnes-la
Coquette, France), ou le transfert des proteines du gel cers la membrane PVDF est réalisé a 25 V,
1.0 A, pendant 10 min. Une fois les protéines transférées, les membranes sont ensuite bloquées
dans par du TBS (Tris Buffered Saline) supplémenté avec 0,1% de Tween et de 5% de SAB
(A8531-Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier Cedex, France) pendant 1
heure sous agitation circulaire (65 rpm) a température ambiante pour les protéines d’intérét
(TRPV4, RyR1, RyR2 et RyR3) et dans du TBS supplémenté avec 0,1% de Tween et 5% de lait
écrémé (pour éviter le bruit du fond lors de la révélation) pour la béta-actine, selon le protocole
du fabriquant. Cette étape permet d’éviter la formation de liaisons non-spécifiques avec les
anticorpssur la membrane. La membrane est ensuite incubée une nuit a 4°C avec un anticorps
primaire -dirigé contre les protéines d'intérét- a sa dilution optimale dans le tampon de blocage

(tableau 3).

Anticorps | Référence Dilution | Tampon Source

anti- :

RyR1 ARR-002 Alomone | 1/200 TBS Tween 0.1%, | Lapin
labs, Berlin, Germany. SAB 1%

RyR2 ARR-001 Alomone | 1/200 TBS Tween 0.1%, | Lapin
labs, Berlin, Germany. SAB 1%

RyR3 Gift from Dr V.| 1/3000 TBS Tween 0.1%, | Lapin
Sorrentino:  Molecular SAB1%
medicine section,
department of
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Neuroscience,
University of Siena,
Italy. Ref: (Sorrentino
V. et coll., 2003).

TRPV4 ACC-034 Alomone | 1/200 TBS Tween 0.1%, | Lapin

labs, Berlin, Germany. SAB1%
Béta- SC47778- Santa Cruz | 1/5000 TBS Tween 0.1%, | Souris
actine Biotechnology, lait 5%

Heidelberg, Germany

Tableau 3 : Liste des anticorps primaires utilisés en Western Blot, leurs références, leurs
dilutions, les tampons de dilution et I’espece qui a servi pour leur fabrication.

Apres une nuit d’incubation, les membranes sont lavées 3 fois dans du TBS Tween 0,1% pendant
10 min puis incubées pendant 1 heure a température ambiante en présence de 1’anticorps

secondaire correspondant (tableau 4) couplé a la peroxydase et dilué dans le tampon de blocage.

Nom Dilution | Tampon de préparation AC primaire Cible
Chevre anti-lapin 1/2000 TBS Tween 0.1%, SAB 1% RyR 1, 2,3 ; TRPV4
Chevre anti-souris 1/5000 TBS Tween 0.1%, Lait 5% béta-actine

Tableau 4 : Liste des anticorps secondaires utilisés en Western Blot, leurs dilutions et les
tampons dans lesquels ils sont dilués.

Les membranes sont ensuite lavées 3 fois pendant 10 min dans du TBS-Tween 0.1%. Le
complexe d’anticorps est révélé par chimioluminescence avec un kit de détection Clarity™
Western ECL Substrate (Cat.170-5060, Bio-Rad, Marnes-la Coquette, France). L’imageur
Chemidoc XRS (Chemidoc-xrs-system, Bio-Rad, Marnes-la Coquette, France) permet ensuite
I’acquisition des images du signal de chimioluminescence par caméra a transfert de charge
(CCD) avec une exposition optimale des membranes. La quantité relative des protéines est
ensuite mesurée par densimétrie et I’exploitation numérique est réalisée avec le logiciel ? Image
Lab (Bio-Rad, Marnes-la Coquette, France) et exprimée par rapport au controle qui est la

quantité de béta-actine (gene de référence).
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IV.12. Etude du remodelage vasculaire
par analyses histologiques

IV.12.1. Montage sur lames

Les différentes arteres prélevées (arteres thoracique, abdominale, préciser exactement quels
segments carotide et pulmonaire) dans les 4 groupes de rats N, IH, NIT et IHIT ont été fixées
dans du paraformaldéhyde (4%) pendant 24 h a température ambiante, permettant une
conservation du matériel et une immobilisation des constituants tissulaires. Par la suite, les
différentes arteres sont placées dans du gel Optimal cutting temperature compound (OCT) dans
de petits supports en plastiques. Ces derniers sont ensuite placés sur carboglace pendant 30
minutes. Cette étape permet d’obtenir des blocs d’OCT solidifiés contenant les échantillons
permettant la réalisation des coupes histologiques (coupes transversales des arteres).
Les blocs sont montés sur une pastille métallique avec de I’OCT et sont placés dans le cryostat

contenant un microtome, avec lequel sont réalisés des coupes de 8 um d’épaisseur. Ces dernicres

sont ensuite montées sur lames de verre et conservées a -20°C.

I1V.12.2. Coloration hématoxyline / éosine

Afin de visualiser ’épaisseur intima-média, les lames sont d’abord décongelées a température
ambiante pendant 30 min puis passées sous 1’eau du robinet. Les lames sont incubées pendant 20
min dans une solution d’hématoxyline de Mayer (composée de : sulfate d'aluminium et de
potassium (4,5 g/L), iodate de sodium (0,2 g/L), acide acétique glacial (1 g/L), hématoxyline (5
g/L) et de I’eau distillé) qui va colorer les noyaux cellulaires en bleu, puis elles sont rincées a
I’eau distillée. Par la suite, les lames sont incubées a nouveau pendant 3 secondes dans une
solution d’éosine (10 g/ L), ce qui colore les cytoplasmes des cellules en rose, avant d'étre

rincées a I’eau jusqu’a I’élimination du colorant non-absorbé par les cellules.
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1V.12.3. Déshydratation et montage

Pour conserver les préparations et les colorations sur de longues durées, les lames subissent une
¢tape de déshydratation dans différents bains successifs : 1 bain d’alcool a 70% pendant une
minute suivi de 3 bains d’alcool a 100% d’une minute, et enfin 3 bains de toluéne d’une durée de
2 minutes. Des lamelles sont ensuite montées sur les lames portant les préparations colorées a
I’aide de DePex qui est une résine synthétique miscible avec le xylene et le toluene (Serva

Electrophoresis DePex, cat # 1824301, Ficher Scientific, Illkirch Cedex, France).

I1V.12.4. Observation au Microscope

24 h apres le montage, les lames sont visualisées sur microscope Eclipse 80i (Nikon Instruments,
Champigny-sur-Marne, France) et des images sont réalisées au grossissement X10 par une
caméra digitale DS-5M (Nikon camera, Champigny-sur-Marne, France).
Un total de 5 coupes est étudié pour chaque individu. Pour chaque coupe transversale d'artere,
entre 8 et 10 images ont été réalisées sur des parties différentes du vaisseau. Chaque image est
analysée en mesurant |'épaisseur intima-média a l'aide du logiciel NIS-Element (Nikon
Metrology, Lisses, France). Les données sont rassemblées sur un fichier ou les moyennes de
I’épaisseur intima-media ont été calculées a partir des données récoltées dans les 4 groupes de

rats : normoxiques et hypoxiques avec ou sans entrainement physique.

IV.13. Activité enzymatique de la Citrate
synthase

IV.13.1. Principe

Nous nous sommes intéressé€s a la mesure de 1’activité enzymatique de la citrate synthase (CS),
parce qu’elle est classiquement utilisée comme indicateur du métabolisme cellulaire aérobie
(Larsen S. et coll., 2012). Ceci nous permet d’évaluer si les rats ont bien réagit a I’entrainement
physique intensif qu’ils ont subi. L'enzyme citrate synthase, située au niveau de la matrice

mitochondriale, se présente comme une enzyme limitant la vitesse de la premiere étape du cycle
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de l'acide citrique (ou cycle de Krebs). La citrate synthase catalyse la réaction de condensation
entre le résidu acétate de l'acétyle coenzyme A (acétyle-CoA) et I'oxaloacétate pour former du

citrate :
Acétyle-CoA + Oxaloacétate - Citrate + CoA-SH + H* + H20

L'oxaloacétate sera ensuite régénéré apres l'achevement d'un cycle de Krebs. L'activité
enzymatique est utilisée pour évaluer la capacité oxydative de la mitochondrie ainsi que
l'intégrité et la quantité des mitochondries dans un tissu donné. La capacité de réaction de la
citrate synthase peut étre suivie par la formation du groupe (-SH) libéré du (CoA-SH). Pour
suivre la formation du groupe (-SH), on utilise le réactif d'Ellman (5,5 -dithiobis [2-
nitrobenzoique], DTNB), auquel (-SH) interagit pour former du TNB qui absorbe la lumiere

spécifiquement a 412 nm :

2 CoA-SH + 2DTNB - 2TNB + CoA-S-S-TNB

Donc, I’activité de CS est calculée en fonction de la quantit¢é de TNB formée a la fin de cette
réaction.

I1V.13.2. Protocole
1V.13.2.1. Préparation du mélange de dosage

Nous avons choisi le muscle squelettique gastrocnémien pour évaluer 1’activité CS, parce qu’il
fait partie des muscles directement sollicités lors de la course des rats sur le tapis roulant. Pour ce
faire, nous avons suivi le protocole suivant : une quantité de 5 mg du muscle (gastrocnémien) est
prélevée et nettoyée de tout excédent (e.g. tissu conjonctif). Les 5 mg du muscle sont ensuite
placés dans un micro-Potter, sur lesquels 100 pL de tampon d’extraction (contenant : HEPES 5
mM, EGTA 1 mM, 0,10% (vol/vol) Triton X-100 dans de I'eau milli-Q) sont ajoutés. Le muscle
est ensuite broyé et incubé pendant 60 minutes sur de la glace. Du DTT (1 mM) est aussi ajouté

extemporanément (pH = 8,7 a 30° C). L’homogénat ainsi obtenu sera congelé a -80° C.
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I1V.13.2.2. Dosage

Pour réaliser le dosage du mélange obtenu a la fin de I’étape précédente, nous avons utilisé a
chaque série de dosage 1 ml du tampon d’extraction comme contréle négatif, pour s'assurer de la
stabilit¢ de la mesure au cours de 1I’expérimentation. Ensuite, nous avons préparé une cuve une
cuve de spectrophotometre (1,5 ml), dans laquelle nous avons mis : 940 uL de tampon de
mesure (contenant 840 uLL d’eau milli-Q et 100 uL du réactif d’Ellman a 10 mM dans du Tris-
HCl a 1 M), 30 pL d’acétyle CoA a 10 mM et 10 pL de I’échantillon dilué (100 g protéines
solubles / ml du dosage total).

Une premiere mesure avec la cuve contrdle (contenant le tampon de mesure), est réalisée dans un
spectrophotometre a 412 nm. La densité optique (DO) est suivie durant 3 minutes a 30°C. Cette
mesure nous permet d’obtenir 1’état initial de la réaction (pente 1 de la Fig. 39) qui correspond a
I’activité non-spécifique de la CS. 50 pL d’oxaloacétate a 10 mM sont ensuite ajoutés, ce qui
déclenche la réaction avec I’apparition du groupe (-SH), qui sera suivie pendant 3 min.
L’évolution de I’absorbance a 412 nm permet de déterminer la pente 2 (Fig. 39) qui correspond a

[’activité totale de la CS.
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Figure 39 : Figure montrant les phases de mesure de 1’activité enzymatique de la citrate synthase
avant et apres I’ajout de 1’oxaloacétate. L’activité CS est représentée par 1’absorbance de TNB (a
412 nm) en fonction du temps (en minutes). L’activité spécifique de la CS = activité totale —
activité non spécifique.

1V.13.2.3. Calcul

L’activité enzymatique spécifique de la CS correspond a la différence de I’activité totale et
I’activité non-spécifique de la CS. Elle sera calculée selon la loi de Beer-Lambert :

CS (ULg™") = (pente2 - pentel)*10° / [£x A x B x C]

CS = activité enzymatique spécifique de la citrate synthase

£= 13600 L/mol!

A= facteur de dilution de I’extrait dosé

B= facteur de dilution lors du dosage

C= Concentration massique de 1’échantillon =5 ng/100 uLL

L’activité enzymatique, exprimée en unité internationale (UI), correspond a la quantité d’enzyme
nécessaire a la transformation d’une micromole de substrat par min. Cette valeur est rapportée au

poids de muscle frais (ULg™! du poids frais).
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IV.13. Analyses statistiques

Les données sont exprimées sous forme de moyenne + erreur standard (SEM), les graphiques et
tests statistiques sont réalisés en utilisant Prism Software Version 6.0 (GraphPad Software’s
company, La Jolla, CA 92037 USA) ou R (logiciel libre, R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). Les résultats sont analysés avec les tests ANOVA associés a des tests post-hoc
(Tukey). Les différences sont considérées comme statistiquement significatives lorsque p < 0,05.
Un effet significatif global de I’HI est un effet de I’HI sur les rats sédentaires et les rats qui ont
subi I’entrainement physique intensif pris ensemble. De méme, un effet global de I’EI désigne un

effet de I’EI sur les rats en normoxie et les rats soumis a I’hypoxie intermittente pris ensemble.
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V. Résultats

V.1. Les parametres physiologiques

Nous avons débuté notre étude par la mesure des parametres physiologiques des rats des 4
groupes tests (N, IH, NIT et IHIT) : le poids, la pression artérielle, la fréquence cardiaque,

I’hématocrite, et I’activité enzymatique de la citrate synthase.

V.1.1. Poids

Nous avons mesuré quotidiennement les poids des rats deés leur premier jour d’exposition a I’HI,
(le poids moyen des rats au début est de 324 g), jusqu’au jour du sacrifice pour vérifier qu'ils
réagissent normalement a I'HI par une perte de poids en début de traitement. En effet, les études
réalisées précédement montrent que la perte du poids représente la réponse primaire de
I’organisme a I’hypoxie continue chez I’Homme (Hoppeler H. et coll., 1990) (Urdampilleta A. et
coll., 2012) (Hobbins L. et coll., 2017), ainsi que dans les modeles animaux (Bigard X. et coll
2000) (Daneshrad Z. et coll., 2000). Une étude réalisée par Martinez et ses collaborateurs, a aussi
montré que 1’exposition des rats a I’hypoxie intermittente (HI) induit une perte de poids
d’environ 3,9 % du poids initial durant les 5 premiers jours d’exposition a I’HI (Martinez D. et
coll., 2008).

Nos résultats révelent que le poids des rats varient au cours du temps du jour O au jour 21 et que
cette variation est dépendante de I’HI et de I’EI (Fig. 40). En effet, le test ANOVA 3 facteurs
(HI, EI et jour) montre que ’'HI (p < 0.0001) et I’EI (p < 0.0001) font baisser globalement le
pourcentage de variation du poids chez les rats en fonction du temps (p < 0.0001). De plus, le
test ANOVA 3 facteurs, révele des effets croisés entre ces facteurs : interactions significatives HI
x EI: p <0.0001, HI x jour: p < 0.0001, EI x jour : p < 0.0001. Pour mieux savoir I’effet de
chaque facteur, nous avons réalisé des tests post hoc LSD-Fisher : HI x EI, HI x jour et EI x jour.
Le premier test post hoc (HI x EI), montre que 1’HI fait baisser le pourcentage de prise de poids
chez les rats normoxiques et chez les rats soumis & ’HI. De méme, I’EI fait aussi baisser ce

pourcentage chez les rats sédentaires et soumis a I’EI (Fig. 40).
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Le deuxieme test post hoc (HI x jour), montre que le poids des rats normoxiques est différent du
poids des rats soumis a I’HI tous les jours sauf le jour 0. En comparant les rats normoxiques
entre eux au cours du temps, on trouve que le poids des rats normoxiques n’est pas différent du
poids de ces rats au jour 0, le jour 1 (p = 0,587), le jour 2 (p = 0.113) et le jour 3 (p = 0.118).
Puis une prise du poids des rats normoxiques est enregistrée a partir du jour 4 d’exposition a I’HI
jusqu’au jour 21 : jour 4 (p = 0.0012), jour 5 = jour 21 (p < 0.0001) par rapport a leur poids au
jour O (Fig. 40).

Quant aux rats soumis a I’HI, le test révele que leur poids subit une baisse les jours: 1 (p =
0.036), 2 (p = 0.005), 3 (p =0.017), 4 (p = 0.053) par rapport a leur poids enregistré le le jour O.
Ensuite, le jour 5 (p = 0.339), 6 (p = 0.888), 7 (p = 0.324), 8 (p = 0.806), 9 (p = 0.863), 10 (p =
0.759), et le jour 11 (p = 0.172), le poids des rats en HI redevient non différent de leur poids au
jour 0. Puis a partir du jour 12 (p = 0.011) jusqu’au jour 21 (p <0.0001) les rats soumis a I’HI
recommencent la prise de poids par rapport a leur poids au jour 0 avec (p = 0.0005) au jour 13, (p
=(.0002) aux jours 14 et 16, (p < 0.0001) aux jours 15, 17, 18, 19 et 20.

Le troisieme test post hoc LSD-Fisher réalisé est : EI x jour, les résultats de ce test révele que le
poids des rats soumis a I’EI n’est pas différent par rapport au poids des rats sédentaires au cours
des jours : 1 (p =0.679), 2 (p =0.532), 3 (p=0.704), 4 (p =0.968), 7 (p =0.105). Puis le poids
des rats soumis a EI est presque différent de celui des rats sédentaires le jour 5 (p = 0.062) et le
jour 9 (p = 0.068). Au cours du jour 6 (p = 0.034), jour 8 (p = 0.012), jour 10 (p = 0.009), jour
11 (p = 0.013) aussi bien que du jour 12 jusqu’a 21 (p < 0.0001) le poids des rats soumis a I’EI
est inférieur a celui enregistré chez les rats sédentaires (Fig. 40).

De plus, ce test révele que pour les rats sédentaires, durant les 4 premiers jours de leur exposition
al’HI (jour 1 : p =0.339, jour 2 : p =0.543, jour 3 : p = 0.568, jour 4 : p =0.962), leur poids est
non différent de leur poids enregistré au jour 0. Puis au jour 5 d’exposition a I’HI (p = 0.009),
jour 6, 7 (p =0.001) et du jour 8 jusqu’au jour 21 (p < 0.0001) le poids des rats sédentaires voie
une augmentation par rapport a leur poids initial au jour 0.

Quant aux rats soumis a EI, leur poids ne voie pas de changement les jours : 1 (p = 0.560), 2 (p =
0.938), 3 (p =0.919), 4 (p =0.921), 5 (p = 0.310), 6 (p = 0.140), et 10 (p = 0.103) par rapport a
leur poids au jour 0. En revanche, au cours des jours : 7 (p = 0.050), 8 (p = 0.037), 9 (p = 0.0005)

le poids de ces rats subi une €élévation par rapport a leur poids enregistré au jour 0. Puis a partir
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du jour 11 (p = 0.034) et du jour 12 jusqu’au jour 21 (p < 0.0001) le poids des rats soumis a EI

est supérieur a leur poids enregistré au jour O (Fig. 40).

39 | ok kk HiH#
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Nombre de jours d’exposition a I’'HI ou a la normoxie

Figure 40 : Variation relative du poids des rats durant les 21 jours d’exposition a I’hypoxie
intermittente, pour les 4 groupes (N : rats sédentaires en normoxie, IH : rats sédentaires soumis a
I’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a 1’entrainement physique intensif, [HIT
: rats soumis a I’hypoxie intermittente et a 1’entrainement physique intensif). Les variations du
poids sont calculées en % de variation de masse par rapport a la masse initiale au jour O de
I'exposition a I'HI ou la normoxie.

Interprétation- hypothese :

Comme les résultats ci-dessus le montre, I’HI induit une perte du poids des rats au cours des 4-5
premiers jours d’exposition, et I’EI réduit la prise du poids de ces rats tout au long de la durée
d’exposition. Ceci révele, que les rats ont bien répondu a I’HI et a I’EIL. Quels seront donc leurs
effets sur les autres parametres physiologiques ? Pour répondre a cette question, nous avons
mesuré la pression artérielle, la fréquence cardiaque et 1’hématocrite des rats soumis ou non a

I’HI et a I’EL
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V.1.2. Pression artérielle

En ce qui concerne la pression artérielle, le traitement de 21 jours en HI induit globalement une
élévation significative de la pression artérielle, indépendante du niveau d'exercice physique
(ANOVA a deux facteurs sans mesures répétées). Ceci est vrai aussi bien pour les pressions
artérielles systolique (p = 0,0007) (Fig. 41 B), moyenne (p < 0,0001) (Fig. 41 A), que diastolique
(p < 0,0001) (Fig. 41 C). L'exercice physique induit, quant a lui, une diminution globale des
pressions artérielles systolique (p = 0,0001) (Fig. 41 B) et moyenne (p = 0,0297) (Fig. 41 A),
mais pas diastolique (p = 0,5555) (Fig. 41 C), indépendamment du traitement HI/N.

Curieusement, il est aussi a noter que l'exercice physique tend a accroitre I'élévation de la

pression systolique induite par I'HI, en limite de significativité (interaction HI XEI : p = 0,0565).
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Figure 41 : Les pressions artérielles des 4 groupes étudiés de rats (N : rats en normoxie, IH : rats
soumis a I’hypoxie intermittente en présence ou non de I’entrainement physique intensif). A, B et
C présentent respectivement les pressions sanguines moyennes, systoliques et diastoliques. Tous
les résultats sont exprimés en mm Hg. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats
sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur les graphiques comme **** pour p < 0,0001
et comme *** pour p < 0,001. L'effet significatif global de l'entrailnement intensif (rats
normoxiques et hypoxiques ensemble) est représenté sur les graphiques par # pour p < 0,05 et
par ### pour p < 0,001.
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Interprétation- hypothese :

L’augmentation de la pression artérielle systolique, diastolique et moyenne des rats suite a leur
exposition a I’HI présentée dans les résultats ci-dessus, peut étre médiée par des mécanismes
multiples. Parmi ces mécanismes, I’HI peut induire des changements de [’activation
sympathique, un remodelage vasculaire suite a une augmentation de 1’épaisseur intima-média des
vaisseaux ou des modifications de la contractilité des muscles lisses constituants ces vaisseaux.
Nous avons testé ces hypotheses dans la suite de notre travail. D’autre part, I’EI limite 1’effet de
I’HI et la pression artérielle systolique, diastolique et moyenne, probablement en affectant les

mémes mécanismes altérés par I’HI.

V.1.3. Fréquence cardiaque

Quant a la fréquence cardiaque (FC), les résultats montrent que I’HI induit globalement son
élévation (ANOVA a deux facteurs sans mesures répétées) (p < 0,0001) indépendamment du
niveau d'exercice (interaction non-significative : p = 0,39) (Fig. 42).

D’autre part, deux semaines d’EI font diminuer globalement la FC des rats (p = 0,0038) en

présence et en absence de I’exposition a I’HI (Fig. 42).
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Figure 42 : Fréquence cardiaque des 4 groupes de rats étudiés (N : rats en normoxie, IH : rats
soumis a I’hypoxie intermittente en présence ou non de 1’entralnement physique intensif). Les
résultats sont exprimés en nombre de battements par minute (bpm). Un effet significatif global
de lhypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur les
graphiques comme **** pour p < 0,0001 et un effet significatif global de I'entrailnement intensif
(rats normoxiques et hypoxiques ensemble) est représenté sur les graphiques par ## pour p <
0,01.
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Interprétation- hypothese :

L’augmentation de la fréquence cardiaque des rats, observée ci-dessus suite a I’exposition a I’'HI,
peut &tre un phénomene de compensation par lequel I’organisme s’oppose a la diminution de
I’oxygene en augmentant le rythme respiratoire et la fréquence des battements cardiaques. Quant
a ’EL il s’oppose a cette augmentation de la fréquence cardiaque en améliorant la capacité
respiratoire des rats apres les sessions d’exercice intensif. Un autre mécanisme de compensation
du manque d’oxygene dans I’organisme peut probablement se mettre en place, est
I’augmentation du taux d’hématocrite. Pour cela nous avons testé si I’HI et I’EI vont induire une

variation du taux de I’hématocrite des rats.

V.1.4. Hématocrite

Le parametre physiologique suivant mesuré est I'hématocrite. Les résultats révelent que 21 jours
d'exposition a I’HI induisent globalement une augmentation significative de 1’hématocrite
(ANOVA a deux facteurs sans mesures répétées) (p < 0,0001), d’une facon indépendante du
niveau d'exercice (interaction non-significative : p = 0,736) (Fig. 43).

Quant a ’El, ce dernier n'affecte pas I’hématocrite des rats, en présence ou en absence d'HI (p =

0,2021) (Fig. 43).
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Figure 43 : Hématocrite des 4 groupes de rats étudiés (N : rats en normoxie, IH : rats soumis a
I’hypoxie intermittente soumis a I’hypoxie intermittente en présence ou non de 1’entrainement
physique intensif). Les résultats représentent la mesure de I'hématocrite exprimée en pourcentage
de volume des globules rouges dans un échantillon de sang donné. Un effet significatif global de
I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur les graphiques
comme **** pour p < 0,000] et un effet significatif global de 1'entrainement intensif (rats
normoxiques et hypoxiques ensemble) est représenté sur les graphiques par ## pour p < 0,01.

Interpretation- hypothese :

Les résultats de la mesure du taux d’hématocrite ci-dessus, valident notre hypotheése quant a la
réponse conpemsatoire de 1’organisme vis-a-vis la diminution du taux d’oxygene suite a 21 jours
d’exposition a I’HI. Quant a I’El, il n’a pas impacte le taux d’hématocrite, ceci pouvant étre
associé a la durée de I’entrainement physique intensif suivi. Ainsi, pour vérifier que les rats ont
bien répondu au protocole de I’El suivi dans notre travail, nous avons réalisé dans ce qui suit,

une mesure de I’activité enzymatique de la citrate synthase.
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V.1.5. Activité enzymatique de la Citrate
Synthase

Le dernier parameétre physiologique étudié est I’activité enzymatique de la citrate synthase (CS).
L’activité de la CS est classiquement utilisée comme un indicateur du métabolisme cellulaire en
aérobie (Larsen S., 2012). Nous avons réalisé€ cette expérience pour nous assurer que les rats ont
bien répondu a I’entrainement physique intensif qu'ils ont subi. L'étude a été réalisée sur le
muscle gastrocnémien.

Nos résultats montrent que I’HI n’affecte pas 1’activité de la CS, alors que I’EI induit une
augmentation globale importante de cette activit¢ (ANOVA a deux facteurs sans mesures

répétées) (p < 0,0001) chez les rats hypoxiques et normoxiques pris ensemble (Fig. 44).
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Figure 44 : Activité de la citrate synthase (CS) mesurée dans les 4 groupes de rats étudiés (N :
rats en normoxie, IH : rats soumis a 1’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a
I’entrainement physique intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente et a I’entrainement
physique intensif). Les résultats représentent la mesure de I’activité enzymatique de la CS
exprimée en unité internationale (UI) par gramme de poids frais de muscle squelettique
(gastrocnémien). Un effet significatif global de l'entralnement intensif (rats normoxiques et
hypoxiques ensemble) est représenté sur les graphiques par #### pour p < 0,0001.
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Interprétation- hypothese :

Une augmentation de I’activité enzymatique de la citrate synthase a été bien enregistrée chez les
rats qui ont suivi ’El indépendement de leur soumission a I’HI. Ceci révele que les rats ont bien
répondu au protocol de ’EI vu I’augmentation du métabolisme cellulaire en aérobie de leurs
muscles. Ensuite, et comme déja mentionné dans la partie de la pression arterielle, nous avons
voulu étudié le mécanisme sous-jacents a 1’augmentation de la pression arterielle. Pour cela,
nous avons commencé par repondre a la premiere question posée : est ce que I’augmentation de

la pression artérielle induite par I’HI est du a un remodelage vasculaire ?

V.2. Remodelage vasculaire

Les mesures de 1'épaisseur intima-média (IM) artérielle ont ét€ largement utilisées comme critere
principal pour étudier la morbidité cardiovasculaire et pour étudier les effets de nouvelles
interventions comme traitements alternatifs de ces morbidités (Manco M. et coll.,, 2017)
(Terentes-Printzios D. et coll., 2017) (Huang YQ. et coll., 2017) (Demir AM. et coll., 2016).
Aussi, nous nous sommes intéressés a la mesure de 1'épaisseur intima-média au niveau de 4
différentes arteres prélevées sur nos rats : ceci afin d’évaluer le remodelage vasculaire induite par
I’HI et vérifier si les sessions d’entrainement physique intensif peuvent prévenir ce remodelage.
Nous avons fait cette mesure sur l'artere carotide, l'artere pulmonaire, 1'aorte thoracique (aorte
ascendante et la crosse aortique), et la partie inférieure de laorte abdominale. Ces arteres
different aussi bien au niveau de leurs structures que de leurs fonctions.

Nos résultats montrent que, dans D’artére carotide, I’EI induit globalement une diminution
significative de 1’épaisseur IM (ANOVA deux facteurs sans mesures répétées) (p < 0,0001),
alors que I’HI fait augmenter globalement cet épaisseur IM (p = 0,0004) (Fig. 45-1 A et 45-11 E).
Il faut noter que, d’une maniére intéressante, 1’é1évation de 1’épaisseur IM induite par I’HI est
beaucoup plus faible chez les rats entrainés par rapport aux rats sédentaires (interaction

significative EI x HI : p =0,0013) (Fig. 45-1 A et 45-11 E).
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Dans D’artére pulmonaire, I’'HI (p = 0,0036) aussi bien que I’EI (p < 0,0001) induisent
globalement une ¢lévation significative de 1’épaisseur IM (Fig. 45-1 B et 45-11 F). Il est a noter
que, comme dans l'artére carotide, 1’¢lévation induite par I’HI est trés faible chez les rats
entrainés par comparaison aux rats sédentaires (interaction significative EI x HI : p = 0,0036)
(Fig. 45-1 B et 45-11 F).

Au niveau de 1’aorte thoracique, nos résultats révelent que 1I’EIl diminue globalement 1’épaisseur
IM (p = 0,0296) chez les rats normoxiques et les rats soumis a I’HI pris ensemble (Fig. 45-1 C et
45-11 G). Quant a I’HI, son effet est dépendant de I’EI (interaction significative HI x El : p =
0,0144). Ainsi nous trouvons, qu’en absence de I’El, I’HI fait diminuer I’épaisseur IM chez les
rats sédentaires (p = 0,0326, ANOVA a un facteur), alors que 1'écart entre rats normoxiques et
soumis a 1'HI n'est pas significatif chez les rats entrainés (p = 0,632, ANOVA a un facteur). Il est
a signaler que I’interaction HIXEI affecte aussi I’EI ou son effet est fort pour les normoxiques
alors qu’il est faible pour les hypoxiques intermittents (Fig. 45-1 C et 45-11 G).

Enfin, au niveau de I’aorte abdominale ni I’HI ni I’EI n’ont d’effet significatif sur I’épaisseur IM,
méme si I'HI est en limite d'avoir un effet significatif augmentant I'épaisseur IM (HI : p = 0,0744

et EI : p = 0,2745) (Fig. 45-1D et 45-11 H).
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Figure 45-1 : Mesure de 1'épaisseur de l'intima-média sur des coupes histologiques de 8 um
d'épaisseur d'arteres des 4 groupes de rats étudiés (N : rats en normoxie, IH : rats soumis a
I’hypoxie intermittente soumis ou non a 1’entrainement physique intensif) de quatre artéres: A)
Artere carotide, B) Artere pulmonaire C) Aorte thoracique D) Aorte abdominale. Un effet
significatif global de I'entrailnement physique intensif (rats normoxiques et hypoxiques
ensemble) est représenté par ##H# pour p < 0,0001, par ### pour p < 0,001 par # pour p < 0,05.
Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est
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représenté sur le graphique par *** pour p < 0,001 et par **** pour p <0,0001.
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Figure 45-I1 : Les images obtenues aprés la coloration des coupes histologiques par
I’hématoxyline / éosine extraites des 4 groupes de rats étudiés (N : rats en normoxie, IH : rats
soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a I’entralnement physique
intensif, IHIT : rats soumis a I’hypoxie intermittente et a ’entrainement physique intensif) de
quatre arteres: E) pour I’artére carotide, F) pour 1’artére pulmonaire, G) pour 1’aorte thoracique et
H) pour I’aorte abdominale.
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Interprétation- hypothese :

Comme montré ci-dessus, I’HI est responsable d’une augmentation de 1’épaisseur intima-média
de l’artere carotide et 1’artere abdominale, qui est probablement responsable, en partie, de
I’¢lévation de la pression arterielle suite a la diminution des diamteres des vaisseaux contenant le
sang circulant. D’autre part, I’El s’est révelé capable de limiter cet épaississement de 1’artere
carotide et par conséquence, il peut réduire potentiellement I’augmentation de la pression
artérielle résultante.

Pour aller plus loin, et vour valider cette hypothése, nous avons ensuite étudi¢ 1’effet de I’HI et

de I’EI sur la réactivité vasculaire en présence des agents vaso-actifs.

V.3. L’artériographie de tension

Apres I’évaluation des effets de I’hypoxie intermittente et de I’entrainement physique sur le
remodelage vasculaire, nous avons étudié leurs effets sur la réactivité vasculaire en utilisant la
technique d'artériographie de tension sur des anneaux d'aortes prélevés sur des rats de chacun des
4 groupes (N, IH, NIT et IHIT). Nous avons utilisé€ trois agonistes pharmacologiques différents :
la phényléphrine (PE), ’endothéline-1 (ET-1) et l'acétylcholine (ACh). La PE est un agent
vasoconstricteur activant les récepteurs o-adrénergiques des CMLV (Gonzales RJ. et coll.,
2000), I’ET-1 est le vasoconstricteur le plus puissant dans le corps humain et est secrété par les
cellules endothéliales. En se fixant sur les récepteurs ETa et ETg dans les cellules musculaires
lisses vasculaires, il exerce son effet biologique essentiel qui est la régulation du tonus vasculaire
(Ivey ME. et coll., 2008). Quant a 1’Ach, c'est un vasodilatateur agissant sur les récepteurs
cholinergiques parasympathiques des CMLV, qui induisent une relaxation dépendante de
I’endothélium. Celle-ci implique la synthése et la libération du monoxyde d’azote (NO), qui est
un agent diffusible agissant comme relaxant musculaire, par les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins (Landry Y. et coll., 2009). La réactivité vasculaire des anneaux d’aorte est
étudiée en réponse a des concentrations croissantes de ces agents vasoconstricteurs et
vasodilatateurs.

L’analyse de nos résultats par une ANOVA a 3 facteurs (HI, EI, dose) montre qu’en réponse a

des doses croissantes de PE, I’HI n’affecte pas la tension de 1’aorte produite en réponse a la PE
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(p = 0,4841). En revanche, I’El diminue globalement la tension produite par les anneaux de
I’aorte (p < 0,0001), d’une fagon indépendante de I’HI (interaction non-significative EI x HI : p
=0,134). Cet effet est dépendant de la concentration de PE (interaction significative EI x dose : p
< 0,0001). Ainsi, les tests post hoc LSA montrent qu’a 10'! mol/L de PE, I’effet de EI n’est pas
significatif (p = 0,4601), alors qu’a partir de 107!° mol/L, I’effet de I’EI est significatif et devient
plus important 'augmentation de la concentration ( PE de10™'° mol/L = 10 mol/L : p = 0,001 et
PE 2 10° mol/L et 10 mol/L : p <0,0001) (Fig. 46).

De méme, en réponse a ’ET-1, une ANOVA a 3 facteurs (HI, EI, dose) montre que 1’effet de
I’HI sur la tension de ’aorte est absent (p = 0,2654) (Fig. 47). En revanche, ’El diminue
globalement la force développée par les anneaux de 1’aorte (p < 0,0001) chez les rats soumis a la
normoxie et a I’HI (Fig. 47). De plus, 1’effet de I’EI dépend de la concentration de I’ET :
interaction EI x dose : p < 0,0001. En effet, les tests post hoc LSD montrent qu'a la plus faible
concentration d'ET-1 (107'2 mol/L), la différence entre la tension de 1’aorte produite chez les rats
sédentaires et les rats entraines n’est pas significative p = 0,1099. En revanche, a partir de la
concentration 107" mo/L. d'ET-1 D’effet de I’EI est significatif (p = 0,0349) et devient plus
important avec l'augmentation de la concentration (p = 0,009 pour 10'° mo/LL = 10® mo/L d'ET-
1 et p<0,0001 pour 107 mo/L. = 10~ mo/L d'ET-1) (Fig. 47).

D’autre part, concernant la réponse a I’ACh, 'ANOVA a 3 facteurs (HI, EI, dose) montre que
I’HI n'induit aucun changement significatif global. En revanche, I’El fait augmenter globalement
la vasodilatation induite par I'ACh, en valeurs brutes et en pourcentages (Fig. 48 A et B) (p <
0,0001), indépendamment de I’HI (interaction HI x EI : p = 0,1973) et de la dose (interaction EI
x dose : p = 0,06). Cependant, cette valeur limite (p = 0,06) pour l'interaction EI x dose indique
une tendance a un effet de I'EI augmentant avec la dose d'Ach, comme cela peut étre observé

dans la figure 48 B.
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Figure 46 : Courbes représentant les réponses cumulées concentration-tension des anneaux
d'aorte extraits des 4 groupes de rats étudiés: (N : rats sédentaires en normoxie, IH : rats
sédentaires soumis a 1’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a I’entrailnement
physique intensif, IHIT : rats soumis a l'hypoxie intermittente et a I’entrailnement physique
intensif) en réponse a la phényléphrine (PE). Les données sont exprimées comme la tension des
anneaux de l'aorte en g. Un effet significatif global de l'entrainement physique intensif (rats
normoxiques et hypoxiques ensemble) est représenté par #### pour p < 0,0001.
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Figure 47 : Courbes représentant les réponses cumulées concentration-tension des anneaux
d'aorte extraits des 4 groupes de rats étudiés : (N : rats sédentaires soumis a la normoxie, IH : rats
sédentaires soumis a une hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a I’entrainement
physique intensif, IHIT : rats soumis a lI'hypoxie intermittente et a I’entralnement physique
intensif) en réponse a I'endothéline-1 (ET-1). Les données sont exprimées comme la tension des
anneaux de l'aorte en g. Un effet significatif global de l'entrainement physique intensif (rats
normoxiques et hypoxiques ensemble) est représenté par #### pour p < 0,0001.
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Figure 48 : Courbes cumulées concentration-tension des anneaux d'aorte extraits des 4 groupes
de rats étudiés (N : rats sédentaires en normoxie, IH : rats sédentaires soumis a I’hypoxie
intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a I’entrainement physique intensif, IHIT : rats

\

soumis a [’hypoxie intermittente et a I’entrainement physique intensif) en réponse a
l'acétylcholine (ACh) aprés pré-contraction avec 10° mol / L de phényléphrine (PE). Les
données sont exprimées comme la tension en g des anneaux soumis a I'Ach (A) ou comme le %
de relaxation par rapport a la précontraction initiale induite par 10°° mol / L de PE (B). Un effet
significatif global de I'entrailnement physique intensif (rats normoxiques et hypoxiques
ensemble) est représenté par #### pour p < 0,0001.

Pris ensemble, ces résultats montrent que 1'HI n'a pas d'effet sensible sur la réponse aortique a
I'Ach. Cependant, I’EI est capable de réguler la réactivité vasculaire de 1’aorte en favorisant la
relaxation endothélium-dépendant en réponse a I’ACh, et en réduisant la vasoconstriction en
réponse a I’ET-1 et a la PE, aussi bien sur 'aorte issue d'animaux normoxiques que ceux ayant
subi une HI.

Les changements de la vasoréactivité de I’aorte sont associés principalement a des changements
dans la contraction musculaire. Comme la voie de signalisation du calcium est le régulateur clé
de la contraction musculaire, en particulier des mécanismes de couplage excitation-contraction
(Hill-Eubanks DC. et coll., 2011) (Chalmers S. et coll., 2007), nous avons donc choisi d'étudier
les processus sous-jacents de la contractilit¢ du muscle lisse de 1’aorte en considérant les
variations de la concentration du calcium intracellulaire des cellules musculaires lisses

vasculaires (CMLV) de 'aorte.
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Interprétation- hypothese :

Les résultats ci-dessus révelent que 1’El fait diminuer la réponse contractile de I’aorte des rats en
réponse aux agents vasoconstricteurs (PE, ET-1), alors qu’il améliore la vasodilatation de leurs
aortes en réponse a I’ACh. L’effet de I’HI n’était pas significatif sur la vasoreactivité des aortes.
Nous avons donc ensuite passé a examiner si les effets de I’EI et de I’HI sont associés a des
changements de la gestion du calcium dans les cellules musculaires lisses vasculaires

constituants les aortes.

V.4. La signalisation calcique dans les
CMLYV

Le calcium des CMLV peut provenir des réserves intracellulaires ou du milieu extracellulaire. Il
est bien documenté que la libération du calcium des réserves intracellulaires des CMLV est
principalement opérée par deux types de canaux-récepteurs de calcium : les récepteurs sensibles
a la ryanodine (RyR) et le récepteur sensible au 1, 4,5 Inositol triphosphate (IP3R) (Santulli G. et
coll., 2017) (Reddish FN. et coll., 2017) (Johny JP. et coll., 2017). Pour suivre la libération du
calcium par ces recepteurs, nous avons utilisé le Fluo-4 AM, un indicateur fluorescent spécifique
du calcium. Apres avoir pénétré dans les CMLYV, l'intensité de la fluorescence émise par le Fluo-
4, visualisée par microscope a épifluorescence, sera dépendante de la concentration du calcium
dans le cytosol de la CMLV.

Dans de telles études, la caféine, qui est un agoniste connu pour activer les RyR, est utilisée pour
déclencher la libération de calcium des réserves intracellulaires (Sugimachi S. et coll., 2016)
(Malgaroli A. et coll., 1990). Nous avons testé les effets de 5 différentes concentrations de
caféine : 1, 2, 5, 10 et 20 mM et nous avons retenu pour les expériences ultérieures la dose de
10mM qui permet une libération maximale du calcium intracellulaire des CMLV prélevées dans
tous les groupes de rats.

Nos résultats sont représentés comme le rapport de AF / FO0, avec:
(AF) = A fluorescence = FMax - F0;

FMax : est I’intensité maximale de la fluorescence atteinte apres addition des 10 mM de caféine.
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FO0 : est I'intensité basale de fluorescence enregistrée avant 1’ajout des 10 mM de caféine.
Cette méthodologie de calcul de normalisation, validée par Maravall (Maravall M. et coll.,
2000), représente I'amplitude du signal pour une condition donnée et calcule sa variation en
éliminant les différences entre les niveaux de fluorescence basaux de chaque cellule.
Nous avons aussi mené une série d'expériences afin de vérifier dans quelle mesure les canaux
récepteurs RyR et IP3R sont impliqués respectivement dans la réponse calcique observée. Pour
ce faire, nous avons utilisé des antagonistes spécifiques de ces récepteurs :

1- le dantroleéne (10 uM) : antagoniste spécifique des RyR : il agit sur RyR1 et RyR3:

(Zhao F. et coll., 2001) (Keshavarz M. et coll., 2016) (Liou B. et coll., 2016).
2- la xestospongine C (10 uM) : antagoniste spécifique de I’IP3R (Saleem H. et coll., 2014)
(Oka T. et coll., 2002).

Les analyses de nos résultats par des tests ANOVA a deux facteurs (HI et EI) sans mesures
répétées montrent que 1I’HI induit une augmentation globale des flux de calcium libérée du RS (p
= 0,007), chez les rats sédentaires aussi bien que chez les rats entrainés, apres stimulation des
cellules par 10 mM de caféine (Fig. 49 A). De méme I’EIl augmente globalement la libération de
calcium du RS (p = 0,042), chez les rats normoxiques et hypoxiques (Fig. 49 A). Il est a noter
que les effets de I’HI et de I’El sont indépendants 1'uns de l'autre (interaction non-significative HI
x El: p=0,841).
Lorsque les CMLYV sont pré-incubées avec le dantroléne (inhibant 1’action des isoformes RyR1
et RyR3) et apres leur stimulation par 10 mM de la caféine, une libération de calcium est
toujours enregistrée (Fig. 49 B). Ceci révele que I’isoforme RyR2, non-inhibée par le dantroléne
joue un rodle important dans la libération de calcium intracellulaire. De plus, nous remarquons
que la quantité de calcium libérée apres stimulation par la caféine, au niveau des cellules pré-
incubées avec le dantrolene, est inférieure a celle qui est libérée par les cellules non-traitées par
le dantrolene (Fig. 49 A et B). Cette diminution de la quantité¢ de calcium est d’ordre de 40%
dans le groupe N, de 33% dans le groupe IH, de 22% dans le groupe NIT et de 26% dans le
groupe IHIT (test Anova 1 facteur) (Fig. 49 A et B). Ceci révele que les isoformes RyR1 et
RyR3 participent aussi a cette libération de calcium du RS. En outre, dans les CMLV pré-
incubées avec la dantroléne, I’EI exerce toujours son effet significatif global (p = 0,0345) en

augmentant la quantité de calcium libérée aussi bien chez les rats hypoxiques que chez les
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normoxiques (Fig. 49 B). L’HI ne montre cependant plus d'effet significatif, mais seulement une
tendance a €lever la quantité de calcium libérée (p = 0,0888).

Finalement, nous avons utilisé la xestospongine C, pour vérifier si 'IP3R participe aussi a la
libération de calcium induite par la caféine. En comparant les résultats obtenus avec (Fig. 49 A)
et sans (Fig. 49 C) pré-incubation avec la xestospongine C, nous constatons que la quantité de
calcium libérée est réduite par la xestospongine C chez tous les groupes de rats avec un
pourcentage de 20% chez les rats N, de 38% chez les rats IH, de 42% chez les rats NIT et de
35% chez les rats IHIT (test Anova 1 facteur). Ceci a lieu en absence de tout effet de I’'HI (p =
0,657) et de ’EI (p = 0,7166) (Fig. 49 A et C). La quantité de calcium ainsi libérée (Fig. 49 C)
correspond a la part de calcium non-libérée par les IP3R. Ceci indique donc que I’IP3R participe

aussi a la libération du calcium intracellulaire du RS induite par la caféine.
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Figure 49 : Amplitude de la réponse calcique des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLV) a 10 mM de caféine, sans pré-incubation (A), pré-incubées avec 10 uM de dantroléne
(B) ou pré-incubées avec 10 uM xestospongine (C), observées par microscopie a épifluorescence
apres incubation cellulaire avec le Fluo-4 AM. N : rats en normoxie, IH : rats soumis a I’hypoxie
intermittente soumis ou non a I’entrainement physique intensif. Un effet significatif global de
I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par
*# pour p < 0,01. Un effet significatif global de l'entralnement intensif (rats hypoxiques et
normoxiques ensemble) est représenté sur le graphique par # pour p < 0,05.
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Interprétation- hypothese :

Nos résultats de I’imagerie calcique, montrent que I’HI et I’El induisent une augmentation de la
libération du calcium du réticulum sarcoplasmique des cellules musculaires lisses vasculaires des
I’aorte des rats. Ces changements peuvent expliquer en partie 1’effet de I’EI sur la réactivité
vasculaire, et en partie 1’effet de I’HI sur la pression artérielle des rats. Les changements des taux
du calcium intracellulaire enregistrés sont probablement associés a une suractivation des canaux
calciques, soit a une surexpression de ces canaux. Nous avons testé dans la suite la possibilité de

I’effet de I’HI et de I’EI sur I’expression des canaux, récepteurs et pompes calciques par Q-PCR.

V.5. PCR en temps réel (Q-PCR)

Nous avons étudié les niveaux d'expression des ARNm et des protéines exprimés par les genes
les plus susceptibles d'influencer la voie de signalisation du calcium a différents niveaux du
systeme vasculaire (arteres élastiques -aorte thoracique, aorte abdominale- et arteres musculaires
- arteres mésentériques), pour examiner si les différences de structures et de fonctions artérielles
étaient liées a une expression protéique différente en réponse a 1'HI et I'El. Les récepteurs,
canaux et pompes a calcium étudiés sont :

- le canal calcique TRPV4 : canal membranaire de la famille TRPV facilitant I'entrée du calcium
extracellulaire dans le cytosol) (Randhawa PK. et coll, 2015),

- les récepteurs-canaux RyR1, RyR2 et RyR3 : trois isoformes du récepteur de la ryanodine
(Meissner G., 2017),

- les pompes SERCA1 et SERCA?2 : 2 isoformes de la pompe sarco (endo) réticulum plasmique
Ca’*-ATPase (Chemalya R. et coll, 2018),

- les récepteurs-canaux IP3R1 et IP3R3 : les isoformes 1 et 3 du récepteur de I'inositol 1, 4,5
triphosphate qui gerent la libération de calcium intracellulaire et I'absorption a partir de et dans le
réticulum sarcoplasmique) (Lin Q. et coll, 2016).

Le niveau d’expression relatif des ARNm de ces génes d’intérét (listé ci-dessus) est calculé en
fonction de la moyenne du niveau d’expression en ARNm de 3 génes de références : la béta —

actine (Actb), le TATA box binding — protein (Tbp) et la cyclophiline A (Ppia).
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V.5.1. Effet de I’HI et de ’EI sur I’expression
des genes codant pour les canaux-récepteurs
et pompes calciques des tissus vasculaires

Les résultats de Q-PCR montrent que les génes Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et
Itprl codant respectivement pour les protéines RyR1, RyR2, RyR3, TRPV4, SERCA1, SERCA2
et IP3R1 sont bien exprimés dans les 3 tissus vasculaires étudiés : 1’aorte thoracique (Fig. 50),
I’aorte abdominal (Fig. 51) et les arteres mésentériques (Fig. 52). En revanche, le gene Itpr3
codant pour la protéine IP3R3 n’est pas exprimé dans ces tissus (Fig. 50-52).

La méthode de calcul adoptée dans nos résultats (2-2¢Y) nous permet de comparer le niveau
d’expression de chaque gene d’intérét (selon leur taux d’ARNm mesuré) entre les groupes
témoins (N) de chacun des tissus étudiés.

Avant I’évaluation de I’effet de chaque facteur HI et/ou EI sur I’expression de ces différents
genes, nous avons voulu savoir si leurs expressions different en fonction du tissu vasculaire
étudié. Pour tester cette hypothese, nous avons effectué un test ANOVA 2 facteurs sans mesures
répétées (gene, tissu) en prenant en considération uniquement les groupes de rats controles (N).
Les résultats de ce test révelent que le gene (p < 0,0001) aussi bien que le tissu étudié (p <
0,0001) affectent globalement le taux d’ARNm des geénes étudiés. De plus I’effet de I'un dépend
de Pautre : interaction significative : gene x tissu (p < 0,0001). Pour cela nous avons réalisé des
tests ANOVA 1 facteur sans mesures répétées (tissu) sur chacun de ces genes. Ainsi, on trouve
que le niveau d’expression relatif des ARNm des 3 isoformes de RyR (Ryrl, Ryr2 et Ryr3)
prises ensemble, est trois fois inférieur dans les arteres musculaires (mésentériques) (Fig. 52) par
rapport aux arteres systémiques : I’aorte thoracique (p < 0,0001) (Fig. 50) et I’aorte abdominale
(p <0,0001) (Fig. 51). De méme, le taux d’ARNm relatif du Trpv4 est 5 fois plus faible dans les
arteres mésentériques (Fig. 52) par rapport a I’aorte thoracique (p = 0,0001) (Fig. 50) et ’aorte
abdominale (p = 0,0015) (Fig. 51). En revanche, le taux d’ARNm des genes (Atp2al et Atp2a2)
prises ensemble du groupe N est 2 fois plus élevé au niveau de 1’aorte abdominale (Fig. 51) par
rapport a I’aorte thoracique (p = 0,0003) (Fig. 50) et 9 fois plus élevés par rapport aux arteres
mésentériques (p = 0,0002) (Fig. 52). De méme, le taux d’ARNm du gene Itprlest 2 fois plus

¢levé chez le groupe N au niveau de I’aorte de I’aorte abdominale (Fig. 51) par rapport a 1’aorte
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thoracique (p = 0,0005) (Fig. 50) et 9 fois plus élevés par rapport aux arteres mésentériques (p =
0,0001) (Fig. 52).

Pour évaluer ensuite I’effet de I’EI et de I’HI sur I’expression des génes d’intérét, nous avons
réalisé des tests ANOVA 3 facteurs sans mesure répétée (HI, EI, et gene) pour chaque tissu a
part. Tout d’abord, au niveau de I’aorte thoracique (Fig. 50), I’analyse ANOVA 3 facteurs sans
mesure répétée (HI, EI, géne) montre que I’HI induit une augmentation significative globale (p <
0,0001) des taux relatifs de I'ARNm des différents genes (effet significatif global du geéne : p <
0,0001). Quant a I’EI lui aussi induit une augmentation globale (p < 0,0001) des taux d’ARNm
des genes étudiés. Il est a noter que I’HI, I’EI et le geéne ont des effets croisés : interactions
significatives : HI x EI (p < 0,0001), HI x gene (p < 0,0001), EI x gene (p <0,0001) et HI x EI x
gene (p < 0,0001). Ce qui nous a permis de réaliser des tests ANOVA 2 facteurs pour chaque 2
facteurs séparément : (EI, HI), (HI, gene), et (EI, gene). Le test ANOVA 2 facteurs sans mesure
répétée (EI, HI) réalisé pour chaque gene, révele que I’HI induit une augmentation significative
de I’expression de tous les geénes : Ryrl (p = 0,0001), Ryr2 (p = 0,0002), Ryr3 (p = 0,00012),
Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et Itprl (p < 0,0001) chez les rats sédentaires et entrainés. Quant a lui,
I’EI encore fait augmenter le taux d’expression relatif des ARNm de tous les genes : Ryrl, Ryr2,
Ryr3 (p < 0,0001), Trpv4 (p = 0,0004), Atp2al (p = 0,0002), Atp2a2 (p = 0,0001), Itprl (p =
0,0005) chez les rats en normoxie et chez les rats soumis a I’HI. Etant donné 1’interaction
significative entre 1’effet de I’HI et I’EI (p < 0,0001), on remarque que I’élévation du taux des
ARNm induit par I’HI est plus importante chez les rats sédentaires par rapport aux rats entrainés
(Fig. 50). En outre, le test ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (HI, gene), révéle qu’au
niveau de I’aorte thoracique, le géne Ryr3 est le plus sensible a 1’effet de I’HI (p = 0,0166) suivi
par Atp2al, Ryrl, Itpr3, Trpv4, Ryr2 et Atp2a2 (Fig. 50). En revanche, le résultat du test
ANOVA 2 facteurs (EI, géne), montre que le gene Atp2a2 est celui qui répond le plus a I’El en
terme d’expression d’ARNm (p = 0.0172) suivi par Itprl, Ryrl, Trpv4, Ryr2, Ryr3 et Atp2al
(Fig. 50).

Ensuite, au niveau de 1’aorte abdominale (Fig. 51), I’analyse ANOVA 3 facteurs sans mesure
répétée (HI, EI, géne) révele que I’HI induit une augmentation significative globale (p < 0,0001)
des taux relatifs de ' ARNm des différents genes (effet significatif global du gene : p < 0,0001).
De méme, DI’EI induit une augmentation globale (p < 0,0001) des taux d’ARNm des genes

étudiés. Il est a noter que I’HI, I’EI et le géne ont des effets croisés : interactions significatives :
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HI x EI(p = 0,0001), HI x gene (p = 0,0001), EI x geéne (p <0,0001) et HI x EI x géne (p <
0,0001). Nous avons donc réalisé des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée pour chaque
2 facteurs séparément : (EI, HI), (HI, gene), et (EI, gene). Le test ANOVA 2 facteurs sans
mesure répétée (EI, HI) réalis¢ pour chaque géne, révéle que I’HI provoque une élévation
significative des taux d’ARNm de tous les genes étudiés : Ryrl, Ryr2, Ryr3 (p < 0,0001), Trpv4
(p = 0,0002), Atp2al (p = 0,0004), Atp2a2 (p =0,0003) et Itprl (p = 0,00016) chez les rats
sédentaires et entrainés. De méme, I’El induit une augmentation du taux d’expression relatif des
ARNm de tous les genes : Ryrl, Ryr2 (p = 0,0001), Ryr3, Trpv4 (p < 0,0001), Atp2al (p =
0,0003), Atp2a2 (p = 0,0002), Itprl (p = 0,0002) chez les rats normoxiques et les rats soumis a
I’HI. 1l est a noter que I’effet de ’HI sur I’augmentation du taux de ’ARNm des genes étudiés
est plus remarquable chez les rats sédentaires que chez les rats entrainés (Fig. 51). De plus, le
test ANOVA 2 facteurs (HI, géne), révele qu’au niveau de 1’aorte abdominale, le Ryrl est le
gene le plus sensible a I’effet de I’'HI (p < 0,0001) suivi par Ryr3, Itprl, Atp2a2, Atp2al, Trpv4
et Ryr2 (Fig. 51). En revanche, quand on a réalisé le test ANOVA 2 facteurs sans mesure
répétée (EI, gene), le géne Ryr2 s’est révélé le plus sensible a I’El en terme d’expression
d’ARNm (p = 0,0003) suivi par Atp2al, Atp2a2, Itpr3, Trpv4, Ryrl et Ryr3 (Fig. 51).

Enfin, au niveau des arteres mésentériques (Fig. 52), le test ANOVA 3 facteurs sans mesure
répétée (HI, EI, géne) montre que 21 jours d’exposition a I’HI provoquent une élévation
significative globale (p = 0,0001) des taux relatifs de 'ARNm des différents geénes (effet
significatif global du gene: p = 0,0001). De la méme maniere, I’El induit une augmentation
globale (p < 0,0001) de I’expression en ARNm des geénes étudiés. Ce test (ANOVA 3 facteurs
sans mesure répétée) révele aussi que les effets de I’HI, I’EI et du geéne sont croisés : interactions
significatives : HI x EI (p = 0,0001), HI x gene (p = 0,0001), EI x géne (p = 0,0001) et HI x EI x
gene (p = 0,0001). Pour mieux savoir D’effet de chaque facteur sur chaque gene, des tests
ANOVA 2 facteurs (pour chaque 2 facteurs séparément) sont ensuite appliqués : (EI, HI), (HI,
gene), et (EI, géne). Le test ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (EI, HI) réalisé pour chaque
gene, montre que 21 jours d’exposition a I’HI font augmenter significativement 1’expression de
tous les genes étudiés : Ryrl (p < 0,0001), Ryr2, Ryr3 (p = 0,0001), Trpv4 (p = 0,0005), Atp2al
(p = 0,0002) Atp2a2 (p = 0,0004) et Itprl (p = 0,0003) chez les rats sédentaires et soumis a I’EL
Pareillement, I’El induit une ¢élévation du taux d’expression relatif des ARNm de tous les geénes :

Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4 (p < 0,0001), Atp2al (p = 0,0001), Atp2a2 (p = 0,0003), Itprl (p =
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0,0002) chez les rats en normoxie et chez les rats soumis a I’HI. De plus, I’interaction
significative entre 1’effet de I’HI et I’EI (p < 0,0001), nous laisse constater que 1’augmentation du
taux relatif des ARNm induit par I’HI est plus remarquable chez les rats sédentaires par rapport
aux rats entrainés (Fig. 52). D’autre part, le test ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (HI,
gene), révele que dans ces artéres mésentériques, le géne Atp2a2 est le plus sensibles a 1’effet de
I’HI (p = 0,004) suivi par Itprl, Ryr3, Ryrl, Atp2al, Trpv4 et Ryr2 (Fig. 52). En outre, le
résultat du test ANOVA 2 facteurs (EI, géne), montre que le gene Trpv4 répond le plus a I’effet
de I’EI (p = 0.0016), suivi par Trpv4, Ryr3, Atp2a2, Ryr2, Atp2al, Itprl et Ryrl (Fig. 52).
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Figure 50 : Variations de 1'expression de 8 genes codant pour les récepteurs, canaux et pompes
du calcium (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Itprl et Itpr3) dans le tissu vasculaire de
l'aorte thoracique extraites des 4 groupes de rats: N : rats sédentaires en normoxie, IH : rats
sédentaires soumis a 1’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a 1’entrainement
physique intensif, IHIT : rats soumis a I’hypoxie intermittente et a 1’entrainement physique
intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau relatif d'ARNm des geénes d'intérét (Ryrl,
Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Itprl et Itpr3) par rapport a I'expression moyenne de trois
genes de référence: Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats
sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par **** pour p < 0,0001. Un
effet significatif global de l'entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques
ensemble) est représenté par #### pour p < 0,0001.
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Figure 51 : Graphique montrant la variation d'expression de 8 genes codant pour les récepteurs,
canaux et pompes de calcium (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et Itprl) dans le tissu
vasculaire de l'aorte abdominale extraites des quatre groupes de rats, N : rats sédentaires en
normoxie, [H : rats sédentaires soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a
I’entralnement physique intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente et a 1’entrainement
physique intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau relatif dARNm des genes
d'intérét (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Itprl et Itpr3) par rapport a l'expression
moyenne de trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie
intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par **%*%*
pour p < 0,0001. Un effet significatif global de 1'entrailnement physique intensif (rats hypoxiques
et normoxiques ensemble) est représenté par #### pour p <0,0001.
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Figure 52 : Graphique montrant la variation d'expression de 8 genes récepteurs de calcium,
canaux et pompes (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Iptrl et Itpr3) dans le tissu
vasculaire des arteres mésentériques extraites des quatre groupes de rats N : rats sédentaires en
normoxie, [H : rats sédentaires soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a
I’entrainement physique intensif, IHIT : rats soumis a I’hypoxie intermittente et a I’entrainement
physique intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau relatif d'/ARNm des genes
d'intérét (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Iptrl et Itpr3) par rapport a l'expression
moyenne de trois génes de référence: Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie
intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par **%*%*
pour p <0,0001. Un effet significatif global de I'entrainement physique intensif (rats hypoxiques
et normoxiques ensemble) est représenté par #### pour p <0,0001.

Interprétation- hypothese :

Nos résultats de Q-PCR ci-dessus, révelent que dans trois différents tissus vasculaires (aorte
thoracique et abdominale et arteres mésentériques), I’HI aussi bien que I’EIl induisent une
augmentation significative de 1’expression en ARNm des génes codant pour les recépteurs-
canaux et pompes calciques reponsables de la gestion calcique dans les cellules vasculaires. Ce

qui nous amene a proposer que 1I’HI et I’EI peuvent potentiellement affecter la contraction
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musculaire des vaisseaux sanguins. Pour cela, nous avons ensuite étudi¢ 1’effet de ces deux

facteurs sur I’expression des protéines effectrice de la contraction musculaire lisse.

V.5.2. Effet de ’HI et de I’EI sur I’expression
des genes codant les protéines responsables
du couplage excitation-contraction au niveau
des tissus vasculaires

Les changements observés au niveau de la voie de signalisation calcique, qui joue un role crucial
dans le contrdle de la contraction vasculaire, implique des variations au niveau des protéines
actrices de la contraction musculaire. Pour cela, dans la deuxieme série d'expériences de Q-PCR,
nous avons étudié l'expression de genes codant pour les protéines régulant l'excitation-
contraction dans le tissu vasculaire : le complexe tropomyosine-calmoduline et leurs isoformes.
Nos résultats montrent que les genes codant pour les 4 isoformes de la tropomyosine (Tpm1-4)
aussi bien que les genes codant pour les 3 isoformes de la calmoduline (Calm1-3) sont exprimés
au niveau des 3 tissus vasculaires étudiés : 1’aorte thoracique (Fig. 53), I’aorte abdominale (Fig.
54), et les arteres mésentériques (Fig. 55).

En premier lieu, pour étudier I’effet du tissu sur ’expression de ’ARNm de ces genes, nous
avons comparé le niveau d’expression des genes codant pour les 4 isoformes de la tropomyosine
(Tpm1-4) aussi bien que les genes codant pour les 3 isoformes de la calmoduline (Calm1-3) chez
les groupes contrdle (N) dans les trois tissus vasculaires €tudiés. Pour cela, nous avons fait un
test ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (gene, tissu), qui a montré que le taux d’expression
en ARNm de ces genes est tissu-dépendant (effet significatif du tissu: p < 0,0001) et gene -
dépendant (effet significatif du gene : p < 0,0001). De plus I’effet de ces deux facteurs est
croisé : interaction significative gene x tissu (p < 0,0001), pour cela nous avons réalisé des tests
ANOVA 1 facteur (tissu) pour chaque gene. En effet, ces tests révelent qu’au niveau de 1’aorte
thoracique, I’isoforme 3 de la tropomyosine (Tpm3) (p = 0,0001) et I’isoforme 1 de la
calmoduline (Calm1) (p = 0,0005) ont les niveaux d’expression relatif en ARNm les plus élevés

(Fig. 53). En outre, au niveau de I’aorte abdominale, I’isoforme 2 de la tropomyosine (Tpm2) (p
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=0,0025) aussi que I’isoforme 1 de la calmoduline (Calm1) (p < 0,0001) (Fig. 54). Pareillement,
au niveau des arteres mésentériques, le Tpm2 (p < 0,0001) et le Calm1 (p < 0,0001) (Fig. 55).

Ensuite, pour évaluer I’effet de ’HI, de I’EI et du géne sur 1’expression relatif en ARNm des
genes étudiés, nous avons effectué des tests ANOVA 3 facteurs sans mesure répétée (HI, EI,
géne) dans chaque tissu vasculaire séparément. Dans ’aorte thoracique (Fig. 53), I’analyse
ANOVA 3 facteurs sans mesure répétée (HI, EI, gene) révele que HI (p < 0,0001) et EI (p <
0,0001) exerce un effet significatif global (en diminuant / ou augmentant) sur le taux relatif
d’ARNm des genes étudiés. En revanche, ces effets (de HI et EI) sont dépendants du gene :
interactions significatives : EI x gene (p < 0,0001) et HI x gene (p < 0,0001). De méme, ’effet
de I'un dépendant de 1’autre: interaction significative EI x HI(p < 0,0001) et du gene:
interaction significative HI x EI x géne (p < 0,0001). Donc, pour mieux décrire I’effet de chaque
facteur sur I’expression des geénes d’intérét, nous avons réalis¢ ensuite des tests ANOVA 2
facteurs sans mesure répétée : (EI x HI) pour chaque gene, (HI x gene) et (EI x gene). Tout
d’abord, en ce qui concerne 1’effet de I’HI au niveau de 1’aorte thoracique, I’allure du graphique
(Fig. 53) révele que ’effet de I’HI sur les isoformes de Tpm est semblable, alors qu’il est
différent de celui chez les isoformes de Calm. Les résultats des tests ANOVA 2 facteurs sans
mesure répétée (EI x HI) confirme (en partie) 1’allure du graphe (Fig. 53) et révelent que 21
d’exposition a I’HI induisent une diminution significative du taux de I’expression de I’ARNm
des isoformes Tpm3 (p < 0,0001), Tpm4 (p < 0,0001) chez les rats sédentaires, alors qu’ils
induisent une augmentation significative de ce taux chez ces mémes genes chez les rats
entrainés : interaction significative EI x HI (p < 0,0001 pour Tpm3) et (p < 0,0001 pour Tpm4).
Le méme effet de I’HI est observé sur les isoformes Tpm1 et Tpm2 mais sans étre significatif (p
= 0,102 pour Tpm) et (p = 0,442 pour Tpm2). Quant aux isoformes de Calm, les tests ANOVA 2
facteurs sans mesure répétée indiquent que I’exposition a I’HI induit une augmentation
significative du taux d’ARNm relatif des isoformes Calm1 (p = 0,0002) et Calm2 (p = 0,0007)
chez les rats sédentaires aussi bien que chez les rats entrainés (interaction significative EI x HI :
p = 0,0005 pour Calml, et p = 0,0013 pour Calm?2). En outre, le méme effet d’HI est observé
pour le Calm3 mais sans étre significatif (p = 0,270) (Fig. 53).
Ensuite, quant a lui, ’El induit une diminution significative du taux d’ARNm de I’isoforme
Tpml (p < 0,0001) et Tpm4 (p < 0,0001) chez les rats normoxiques et soumis a I’HI. En outre,
I’EI fait diminuer le taux d’ARNm relatif de I’isoforme Tpm3 (p < 0,0001) chez les rats en
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normoxie alors qu’il fait augmenter ce taux chez les rats soumis a I’HI. Le méme effet de EI sur
Tpm3 est observé sur Tpm2 mais sans étre significatif (p = 0,214) (Fig. 53). Quant aux isoformes
de Calm, I’EI induit une diminution significative du taux d’ARNm de Calm 1 (p < 0,0001),
Calm?2 (p < 0,0001) et Calm3 (p < 0,0001) chez les rats hypoxiques et normoxiques.

Au niveau de 1’aorte abdominale (Fig. 54), les résultats de 1’analyse ANOVA 3 facteurs sans
mesures répétées (HI, EI, gene) révele que HI (p < 0,0001) exerce un effet significatif global (en
diminuant / ou augmentant) sur le taux relatif d’ARNm des geénes étudiés. En revanche, I’EIl
induit une diminution significative globale (p = 0,0197) de I’expression relative en ARNm de
tous les genes étudiés. 1l est important a noter que le test révele aussi que les effets de HI et EI
sont dépendants du gene : interactions significatives : EI x gene (p < 0,0001) et HI x geéne (p <
0,0001). De méme, I’effet de I'un dépend de 1’autre : interaction significative EI x HI (p =
0,0018) et du gene : interaction significative HI x EI x gene (p < 0,0001). Nous avons réalisé
ensuite des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée : (EI x HI) pour chaque gene, (HI x
gene) et (EI x géne) pour investiguer 1’effet de chaque facteur sur I’expression des génes
d’intérét. Les résultats des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (EI x HI) montrent que
I’HI induit une diminution significative du taux de I’expression de ’ARNm des isoformes Tpm?2
(p = 0,0002) et Tpm4 (p = 0,0034) chez les rats sédentaires, alors qu’elle provoque une
augmentation significative du taux de I’ARNm de ces isoformes (Tpm?2 et Tpm4) chez les rats
entrainés (interaction significative EI x HI : p = 0,0019 pour Tpm2, p = 0,049 pour Tpm4). En
outre, I’HI induit une diminution significative du taux d’expression relatif en ARNm de Tpm3 (p
< 0,0001) chez les rats sédentaires et entrainés. Il est a signaler que la chute du taux d’ARNm du
Tpm3 induite par ’HI est plus importante chez les rats sédentaires que chez les entrainés
(interaction significative EI x HI : p = 0,0003). En ce qui concerne les isoformes de Calm, 21
jours d’exposition a I’HI induisent une élévation du taux relatif d’ARNm de Calm1 (p = 0,0001)
chez les rats sédentaires et entrain€s (interaction non significative HI x EI: p = 0,096). En
revanche, I’HI n’exerce pas d’effet significative sur ’expression de Calm2 (p = 0,138), ni de
Calm3 (p = 0,489) (Fig. 54). Quant a D’effet de I’El, nos résultats montrent qu’il induit une
diminution du niveau d’expression en ARNm de Tpml (p < 0,0001) chez les rats hypoxiques et
normoxiques (interaction non significative EI x HI: p = 0,145). En outre, ’El induit une
diminution significative du taux d’ARNm de Tpm2 (p < 0,0001) et Tpm3 (p = 0,0001) chez les

rats en normoxie, alors qu’il fait augmenter ce taux chez les rats soumis a I’HI (interaction
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significative EI x HI : p = 0,0019 pour Tpm2 et p = 0,0003 pour Tpm3). De méme, I’exercice
physique fait diminuer 1’expression des génes Tpm4 (p = 0,0027) chez les rats en normoxie et
soumis a ’HI. 1l reste a noter que I’effet de I’El sur I’expression de Tpm4 est plus important
chez les rats en normoxie que chez les rats hypoxiques (interaction significative EI x Hi: p =
0,651) (Fig. 54). Quant aux isoformes de la Calm, I’EI fait réduire significativement le niveau
d’ARNm de Calml (p < 0,0001) Calm2 (p = 0,0001) et Calm3 (p < 0,0001) chez les rats en
normoxie et en hypoxie intermittente (interaction non significative EI x HI: p = 0,095 pour

Calml, p =0,991 pour Calm2 et p = 0,324 pour Calm3) (Fig. 54).

Finalement, au niveau des arteres mésentériques (Fig. 55), le test ANOVA 3 facteur sans mesure
répétée (EI, HI, géne) montre que I’El fait diminuer globalement (p = 0,0109) le niveau relatif
d’ARNm de tous les genes étudiés. De méme I’HI exerce un effet significatif global (p < 0,0001)
sur I’expression de ces geénes (soit en augmentant soit en diminuant le taux relatif de leur
ARNmMm). Il est important a signaler que I’effet de I’HI dépend du gene et de I’El, de méme 1’effet
de I’EI dépend du géne : interaction significatives EI x HI (p < 0,0001), EI x géne (p < 0,0001),
HI x EI x géne (p < 0,0001). Pour examiner I’effet de I’'HI et de I’EI sur I’expression ARNm des
isoformes de Tpm et de Calm, nous avons réalis€ des ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée
(EI x HI) pour chaque gene. Les résultats de ces tests révelent que 1’HI induit une diminution du
niveau d’ARNm relatif des génes codant pour Tpml (p = 0,028), Tpm2 (p = 0,050), et Tpm4 (p
< 0,0001) chez les rats sédentaires (Fig. 55). En revanche, en présence de I’EIl, ’HI induit une
élévation significative du taux d’ARNm de ces mémes genes (Tpml, Tpm2 et Tpm4) chez les
rats entrainés. Ceci étant dii a I’interaction significative des effets HI x EI: p < 0,0001 pour
Tpml, p < 0,0001 pour Tpm2, et p = 0,0005 pour Tpm4. Quant au Tpm3, I’HI induit une
diminution significative (p = 0,0002) de son taux d’ARNm chez les rats sédentaires et entrainés
avec un effet plus important de HI chez les rats entrainés (interaction HI x EI : p = 0,0095). En ce
qui concerne les isoformes de Calm, on remarque que 1I’HI fait augmenter le taux d’ARNm du
gene Calml (p < 0,0001) chez les rats sédentaires et entrainés. Il est a noter que 1’augmentation
du taux d’ARNm de Calm1 induit par I’HI est plus important chez les rats entrainés que chez les
sédentaires (interaction significative EI x HI: p = 0,0008). En revanche 1’élévation du taux
d’ARNm de Calm 2 (p = 0,356) et Calm3 (p = 0,317) induite par I’HI n’est pas significative
(Fig. 55). D’autre part, comme ’effet de I’EI est dépendant de I’HI et du géne, on trouve que
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I’exercice physique intensif induit une diminution significative du taux d’ARNm relatif de Tpm3
(p < 0,0001), Tpm4 (p < 0,0001), Calml (p < 0,0001), Calm2 (p = 0,0001) et Calm3 (p <
0,0001) chez les rats en normoxie et chez les rats soumis a I’HI (Fig. 55), mais d’une fagon plus
importante chez les rats normoxiques par rapport au rats HI (Fig. 55). De méme, I’EI fait baisser
le taux d’ARNm relatif des Tpm1 (p = 0,0008) Tpm2 (p = 0,0019), chez les rats normoxiques

alors qu’il le fait augmenter chez les rats soumis a I’HI (Fig. 55).
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Figure 53 : Variation d'expression de 7 génes codant les protéines régulatrices du couplage
excitation-contraction (Tpm 1, Tpm 2, Tpm 3, Tpm 4, Calm 1, Calm 2 et Calm 3) dans l'aorte
thoracique extraite des quatre groupes de rats étudiés; N : rats sédentaires en normoxie, IH : rats
sédentaires soumis a 1’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a 1’entrainement
physique intensif, IHIT : rats soumis a I’hypoxie intermittente et a 1’entralnement physique
intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau d'ARNm relatif des genes d'intérét (Tpm
1, Tpm 2, Tpm 3, Tpm 4, Calm 1, Calm 2 et Calm 3) par rapport a l'expression moyenne de trois
genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats
sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par **** pour p <0,0001. Un
effet significatif global de l'entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques
ensemble) est représenté par #### pour p <0,0001.
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Figure 54 : Variation d'expression de 7 geénes codant les protéines régulatrices du couplage
excitation-contraction (Tpm 1, Tpm 2, Tpm 3, Tpm 4, Calm 1, Calm 2 et Calm 3) dans l'aorte
abdominale extraite des quatre groupes de rats étudiés; N : rats sédentaires en normoxie, IH : rats
sédentaires soumis a 1’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a 1’entrainement
physique intensif, IHIT : rats soumis a I’hypoxie intermittente et a 1’entralnement physique
intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau d'ARNm relatif des genes d'intérét (Tpm
I, Tpm 2, Tpm 3, Tpm 4, Calm 1, Calm 2 et Calm 3) par rapport a l'expression moyenne de trois
genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats
sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par **** pour p <0,0001. Un
effet significatif global de l'entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques
ensemble) est représenté par # pour p <0,05.
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Figure 55 : Variation d'expression de 7 genes codant les protéines régulatrices du couplage
excitation-contraction (Tpm 1, Tpm 2, Tpm 3, Tpm 4, Calm 1, Calm 2 et Calm 3) dans les
arteres mésentériques extraites des quatre groupes de rats étudiés N : rats sédentaires en
normoxie, [H : rats sédentaires soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats en normoxie soumis a
I’entrainement physique intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente et a I’entrainement
physique intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau d'ARNm relatif des genes
d'intérét (Tpm 1, Tpm 2, Tpm 3, Tpm 4, Calm 1, Calm 2 et Calm 3) par rapport a 1'expression
moyenne de trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie
intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par ****
pour p <0,0001. Un effet significatif global de 1'entrainement physique intensif rats hypoxiques
et normoxiques ensemble) est représenté par # pour p <0,05.

Interprétation- hypothese :

Les résultats de Q-PCR ci-dessus, révelent que I’HI induit une augmentation de ’ARNm des
genes codant aux protéines favorisant la contraction musculaire vasculaire (Tpm 1-4) alors que
I’EI favorise I’expression de ’ARNm des genes codant a des protéines régulatrices des Tpm et

ayant la capacité de favoriser la vasodilatation (Calm 1-3).
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L’effet de I’HI, conséquence majeure du SAOS, est largement ¢étudi¢é au niveau du muscle
cardiaque. Et malgré 1’évidence de son effet au niveau des muscles squelettiques, rares sont les
¢tudes qui se sont interéssées par 1’effet de I’HI dans le cadre du SAOS sur la contractilité des
muscles squelettiques. Pour cela, nous avons étudié par la suite, 1’effet de I’HI et de I’EI sur
I’expression des mémes canaux, récepteurs et pompes calciques au niveau des muscles

squelettiques des rats.

V.5.3. Effet de I'HI et de I’EI sur l'expression
des genes codant pour les canaux et les
pompes calciques au niveau des muscles
squelettiques

Dans la deuxieme partie de nos expériences en Q-PCR, nous avons voulu choisir un autre type
de muscle directement sollicité lors de l'entrainement des rats : le muscle squelettique. Nous
avons ainsi prélevé différents muscles squelettiques de la partie postérieure des pattes des rats :
le muscle gastrocnémien, le muscle soléaire et le muscle plantaire. Nous avons ainsi examiné les
niveaux d'expression des mémes genes responsables de la signalisation de calcium (étudiés au
niveau des muscles lisses vasculaires) dans ces nouveaux tissus.
Nos résultats montrent que les genes Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et Itprl codant
respectivement pour les protéines RyR1, RyR2, RyR3, TRPV4, SERCA1, SERCA?2 et IP3R1
sont bien exprimés dans les 3 muscles squelettiques étudiés : le muscle gastrocnémien (Fig. 56),
le muscle plantaire (Fig. 57) et le muscle soléaire (Fig. 58). En revanche, le gene Itpr3 codant
pour la protéine IP3R3 n’est pas exprimé dans ces tissus (Fig. 56, 57, 58). Comme dans les tissus
vasculaires, nous avons réalisé au début, un test ANOVA 2 facteurs (gene, tissu) dans le but de
comparer le niveau d’expression des genes dans les groupes de rats contrdles (N). Les résultats
de ce test révelent que le gene (p < 0,0001) et le tissu étudié (p < 0,0001) affectent globalement
le taux d’ARNm des genes étudiés. Il est a noter que les effets de ces 2 parametres (gene et tissu)
sont dépendants 1’un de I’autre : interaction significative (gene x tissu : p < 0,0001). Donc, nous
avons réalisé par la suite des tests ANOVA 1 facteur (tissu) sur chacun des geénes d’intérét. En

effet, les résultats révelent que le niveau d’expression relatif des ARNm des geénes codant pour
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les pompes SERCA (Atp2al et Atp2a2 prises ensemble), est le plus important par rapport aux
autres genes au niveau du muscle gastrocnémien (p = 0,0002) (Fig. 56), du muscle plantaire (p =
0,0006) (Fig. 57) et du muscle soléaire (p = 0,0005) (Fig. 58). Il est a noter que le taux d’ARNm
de Atp2a2 codant pour SERCA2 est superieure au taux d’ARNm d’Atp2al codant pour
SERCA1 dans le muscle gatsrocnémien (p = 0,05), dans le muscle plantaire (p = 0,009) et
soléaire (p = 0,005). En outre, et d’'une manicre intéressante, le niveau d’expression de Ryr3 en
ARNm vient au deuxieme lieu (apres les Atp2al et Atp2a2) parmi les genes les plus exprimés
dans les groupes de rats contrle (N) dans le muscle gastrocnémien (p = 0,0013) (Fig. 56), dans
le muscle plantaire (p = 0,003) (Fig. 57) et dans le muscle soléaire (p = 0,0009) (Fig. 58).
Ensuite, pour évaluer I’effet de I’HI et de I’El sur ’expression de ces genes, nous avons réalisé
des tests ANOVA 3 facteurs sans mesure répétée (HI, EI, géne) dans chacun des muscles étudiés
(gastrocnémien, plantaire, soléaire).

En premier lieu, au niveau du muscle gastrocnémien (Fig. 56), les résultats du test AVONA 3
facteurs sans mesure répétée (EI, HI, géne), révelent que I’HI fait augmenter globalement (p <
0,0001) le taux d’ARNm de tous les genes (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et Itprl)
chez les rats sédentaires et chez les rats entrainés. De méme, I’El lui aussi induit une
augmentation significative globale (p < 0,0001) du taux d’ARNm de ces genes chez les rats en
normoxie aussi bien que chez les rats soumis a I’HI. Il est important de signaler que 1’effet de
I’HI est plus important chez les rats sédentaires par rapport aux rats entrainés ; ceci étant da a
une interaction significative EI x HI (p < 0,0001). En outre, les effets de EI, HI sont dépendants
aussi des genes : interactions significatives : HI x gene (p < 0,0001), EI x géne (p < 0,0001) et HI
x EI x gene (p < 0,0001).

Ceci nous a permis de faire des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée pour chaque 2
facteurs séparément (HI x gene), (EI x geéne) et (EI, HI). Les résultats des tests (HI x EI) réalisé
pour chaque géne, révelent que I’HI induit une augmentation significative de I’expression de tous
les genes : Ryrl (p < 0,0001), Ryr2 (p = 0,0001), Ryr3 (p = 0,0002), Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et
Itprl (p < 0,0001) chez les rats sédentaires et entrainés. De méme, I’El fait augmenter le taux
d’expression relatif des ARNm de tous les genes : Ryrl, Ryr2, Ryr3 (p = 0,0001), Trpv4,
Atp2al, Atp2a2 (p < 0,0001), et Itprl (p = 0,0003) chez les rats en normoxie et chez les rats
soumis a I’HI (Fig. 56). De plus, les tests ANOVA 1 facteurs (HI), révele qu’au niveau du
muscle gastrocnémien, le gene Atp2a2 est le plus sensible a I’effet de I’HI (p = 0,0032) suivi par
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Atp2al (p = 0,0025) (Fig. 56). De plus, le résultat du test ANOVA 1 facteur (EI), montre que le
gene Trpv4 est celui qui répond le plus a I’El en terme d’expression d’ARNm (p = 0.0017) suivi
par Ryr2 (p = 0,0022) au niveau du muscle gastrocnémien (Fig. 56).

Ensuite, au niveau du muscle plantaire (Fig. 57), I’analyse ANOVA 3 facteurs (HI, EI, géne)
révele que I’HI induit une augmentation significative globale (p < 0,0001) des niveaux de
I'ARNm de tous les genes étudiés (effet significatif global du geéne : p <0,0001). De méme, I’EI
induit une augmentation globale (p < 0,0001) des taux d’ARNm des génes étudiés. 11 est a noter
que I’HI, I’EI et le géne ont des effets croisés : interactions significatives : HI x EI (p < 0,0001),
HI x gene (p < 0,0001). En revanche, I’effet de I’El est le méme quel que soit le gene :
interaction non significative : EI x gene (p = 0,562) et HI x EI x gene (p = 0,324). Nous avons
réalisé par la suite, des tests ANOVA 2 facteurs pour : (EI, HI) et (HI, gene). Le test ANOVA 2
facteurs (EI, HI) réalisé pour chacun des genes d’intérét, réveéle que I’HI provoque une élévation
significative des taux d’ARNm de tous les genes ¢étudiés : Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4 (p =
0,0001), Atp2al, Atp2a2, et Itprl (p < 0,0001) chez les rats sédentaires et entrainés. En revanche,
I’augmentation du taux d’expression relatif des ARNm induite par EI n’est significative que pour
les genes : Ryr3 (p < 0,0001), Atp2al (p <0,0001), Atp2a2 (p < 0,0001), Itpr3 (p = 0,0008) chez
les rats normoxiques et les rats soumis a I’HI. En revanche, I’élévation du taux d’ARNm par EI
n’est pas significative pour les genes Ryrl (p = 0,232), Ryr2 (p = 0,820), et Trpv4 (p = 0,271).
De plus, le test ANOVA 1 facteur (HI), révele qu’au niveau du muscle plantaire, le géne Ryr1 est
le plus sensible a I’effet de I’HI (p = 0,0004) suivi par Atp2al (p = 0,0046) puis Atp2a2 (p =
0,0032) (Fig. 57).

Finalement, au niveau du muscle soléaire (Fig. 58), le test ANOVA 3 facteurs (HI, EI, gene)
montre que 1’exposition a I’HI induit une élévation significative globale (p < 0,0001) des taux
relatifs de I'ARNm des différents genes (effet significatif global du gene : p < 0,0001). De la
méme maniere, I’El induit une augmentation globale (p < 0,0001) de I’expression en ARNm des
geénes étudiés. Ce test (ANOVA 3 facteurs) révele aussi que les effets de I’HI, ’EI et du géne
sont croisés : interactions significatives : HI x EI (p < 0,0001), HI x géne (p < 0,0001), EI x géne
(p <0,0001) et HI x EI x géne (p < 0,0001). Pour mieux savoir 1’effet de chacun de ces facteurs
sur les geénes, nous avons fait des tests ANOVA 2 facteurs (pour chaque 2 facteurs séparément) :
(EL, HD), (HI, gene), et (EIL, gene). Les résultats des tests ANOVA 2 facteurs (EI, HI) réalisés

pour chaque gene, révelent que 21 jours d’exposition a I’HI font augmenter significativement
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I’expression de tous les genes étudiés : Ryrl, Ryr2, Ryr3 (p < 0,0001), Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et
Itprl (p = 0,0001), chez les rats sédentaires et soumis a I’El. De méme, I’EIl induit une
augmentation du taux d’expression relatif des ARNm de tous les génes : Ryrl, Ryr2, Ryr3,
Trpv4, Itprl (p < 0,0001), Atp2al, Atp2a2 (p = 0,0001) chez les rats en normoxie et chez les rats
soumis a ’HI. De plus, 1’interaction significative entre 1’effet de I’HI et I’EI (p < 0,0001), nous
laisse constater que 1’augmentation du taux relatif des ARNm induit par I’HI est plus
remarquable chez les rats sédentaires par rapport aux rats entrainés (Fig. 58). D’autre part, le test
ANOVA 1 facteur (HI) réalisé sur chaque gene, révele que dans ce muscle soléaire, le gene
Atp2a2 est le plus sensibles a I’effet de I’'HI (p = 0,0035) suivi par I'Itprl (p = 0,021) (Fig. 58).
En outre, le résultat du test ANOVA 1 facteur (EI) réalisé sur chaque gene, montre que le gene

Trpv4 répond le plus a I’effet de I’EI (p = 0,0006), suivi par le Ryr1 (p = 0,0008) (Fig. 58).
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Figure 56 : Variation de I'expression des genes (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Iptrl
et Itpr3) codant pour les récepteurs, canaux et pompes a calcium dans le muscle gastrocnémien
extrait des 4 groupes de rats: N : rats soumis a la normoxie (groupe témoin), IH : rats soumis a
I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques avec entrainement physique intensif, IHIT : rats
soumis a I’hypoxie intermittente et & un entralnement intensif. Ces résultats sont présentés
comme le niveau relatif d'ARNm des genes d'intérét (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2,
Iptrl et Itpr3) par rapport a I'expression moyenne de trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia.
Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est
représenté sur le graphique par un **** pour p <0,0001. Un effet significatif global de
I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques ensemble) est représenté par
#### pour p <0,0001.
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Figure 57 : Variation de 1'expression des genes (Ryr1, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Iptrl
et Itpr3) codant pour les récepteurs, canaux et pompes a calcium dans le muscle plantaire extrait
des 4 groupes de rats: N : rats soumis a la normoxie (groupe témoin), IH : rats soumis a
I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques avec entrainement physique intensif, IHIT : rats
soumis a I’hypoxie intermittente et a un entrainement intensif. Ces résultats sont présentés
comme le niveau relatif d'ARNm des genes d'intérét (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2,
Iptrl et Itpr3) par rapport a 'expression moyenne de trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia.
Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est
représenté sur le graphique par un **** pour p <0,0001. Un effet significatif global de
I’entralnement physique intensive (rats hypoxiques et normoxiques ensemble) est représenté par
#### pour p <0,0001.
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Figure 58 : Variation de l'expression des genes (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Iptrl
et Itpr3) codant pour les récepteurs, canaux et pompes a calcium dans le muscle soléaire extrait
des 4 groupes de rats : N : rats soumis a la normoxie (groupe témoin), IH : rats soumis a
I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques avec entrainement physique intensif, IHIT : rats
soumis a I’hypoxie intermittente et a un entrainement intensif. Ces résultats sont présentés
comme le niveau relatif d'ARNm des genes d'intérét (Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2,
Iptrl et Itpr3) par rapport a 'expression moyenne de trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia.
Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est
représenté sur le graphique par un **** pour p <0,0001. Un effet significatif global de
I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques ensemble) est représenté par
#### pour p <0,0001.
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Apres les études de 1’effet de I’HI et de I’EI sur I’expression des geénes codant pour les protéines
responsables de la gestion du calcium dans les muscles squelettiques, nous avons étudié les effets
de ces 2 parametres sur le complexe du couplage excitation-contraction dans ces mémes tissus.
Pour cela, nous avons évalué le niveau d’expression de la troponine et la tropomyosine et de leur

isoformes au niveau des muscles gastrocnémien, soléaire et plantaire.

V.5.4. Effet de ’HI et de PEI sur les génes
codant pour les isoformes du complexe
troponine-tropomyosine au niveau des
muscles squelettiques

Plusieurs protéines sont impliquées dans la régulation du couplage excitation-contraction au
niveau des muscles squelettiques. Les changements observés au niveau des acteurs de la voie de
signalisation calcique des muscles squelettiques, qui jouent un role essentiel dans le phénomene
de contraction musculaire, vont potentiellement affecter les protéines actrices dans le couplage
excitation-contraction. Pour tester cette hypothese nous avons réalisé des Q-PCR sur les mémes
muscles squelettiques (gastrocnémien, plantaire et soléaire) pour évaluer I’expression en ARNm
des geénes codant a la troponine et a la tropomyosine et leurs isoformes. Les résultats de cette
série de Q-PCR montrent que les deux isoformes de la troponine (Tnntl et Tnnt3), aussi bien que
les 4 isoformes de la Tropomyosine (Tpm 1-4) sont bien exprimés dans le muscle gastrocnémien
(Fig. 59), le muscle plantaire (Fig. 60) et le muscle soléaire (Fig. 61). Tout d’abord, nous avons
¢valu¢ D’effet du tissu sur I’expression de ’ARNm de ces genes, en comparant le niveau
d’expression des genes codant pour deux isoformes de la troponine (Tnntl et Tnnt3), et des 4
isoformes de la tropomyosine (Tpml-4) chez les groupes contrdle (N) dans les trois tissus
vasculaires étudiés. Pour se faire, nous avons fait un test ANOVA 2 facteurs sans mesure
répétée (gene, tissu), qui a révélé une expression en ARNm de ces genes qui est tissu-dépendant
(effet significatif du tissu : p = 0,001) et gene -dépendant (effet significatif du gene : p = 0,005).
De plus I’effet de ces deux facteurs est croisé : interaction significative géne x tissu (p = 0,03),

pour cela nous avons réalisé des tests ANOVA 1 facteur (tissu) pour chaque geéne. En effet, ces
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tests révelent qu’au niveau du muscle gastrocnémien, 1’isoforme 1 de la tropomyosine (Tpm1) (p
= 0,0008) et I’isoforme 1 de la troponine (Tnntl) (p = 0,0014) ont les taux d’ARNm relatif les
plus élevés (Fig. 59). De plus, au niveau du muscle plantaire, 1’isoforme 1 de la troponine
(Tnntl) (p = 0,027) suivi par I’isoforme 3 de la de la troponine (Tnnt3) (p = 0,011) (Fig. 60).
Pareillement, au niveau du muscle soléaire, le Tpm1 (p = 0,045) et le Tnnt3 (p = 0,005) sont les
deux isoformes les plus exprimés en ARNm (Fig. 61).

Par la suite, nous avons évalué¢ I’effet de I’HI, de I’EI et du géne sur 1’expression relatif en
ARNm des genes étudiés, par des tests ANOVA 3 facteurs sans mesure répétée (HI, EI, géne)
dans chaque tissu vasculaire séparément. Tout d’abord, dans le muscle gastrocnémien (Fig. 59),
I’analyse ANOVA 3 facteurs sans mesure répétée (HI, EI, géne) montre que HI (p < 0,0001) et
EI (p <0,0001) exercent un effet significatif global (en diminuant / ou augmentant) sur le taux
relatif d’ARNm des génes étudiés. En revanche, ces effets (de HI et EI) sont dépendants du
gene : interactions significatives : EI x gene (p < 0,0001) et HI x gene (p < 0,0001). De méme,
I’effet de I'un dépendant de 1’autre : interaction significative EI x HI (p < 0,0001) et du gene :
interaction significative HI x EI x géne (p < 0,0001). Dans le but de décrire ’effet de chaque
facteur sur 1’expression des geénes d’intérét, nous avons fait ensuite des tests ANOVA 2 facteurs
sans mesure répétée : (EI x HI) pour chaque gene, (HI x gene) et (EI x gene). En premier lieu,
dans le muscle gastrocnémien (Fig. 59), les résultats des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure
répétée (EI x HI) révelent que 21 d’exposition a I’HI induisent une augmentation significative du
taux de I’expression de I’ARNm des isoformes Tnntl (p < 0,0001), Tnnt3 (p = 0,024) et Tpm1 (p
= (0,0087) chez les rats sédentaires et chez les rats entrainés : interaction non significative EI x
HI: (p = 0,132) pour Tnntl et (p = 0,556) pour Tnnt3 et (p = 0,948) pour Tpml. Quant aux
autres isoformes de Tpm, les tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée révelent
que I’exposition a I’HI induit une diminution significative du taux d’ARNm relatif des isoformes
Tpm3 (p = 0,031) et Tpm4 (p = 0,002) chez les rats sédentaires, alors qu’elle fait augmenter ce
taux chez les rats entrainés (interaction significative EI x HI : p < 0,0001 pour Tpm3, et p =
0,018 pour Tpm4). Quant a la Tpm2, ’HI induit une diminution significative du taux de son
ARNm (p < 0,0001) chez les rats sédentaires et les rats entrainés (Fig. 59). Il reste a noter que,
du a D’interaction significative entre I’EI x HI sur I’expression de Tpm2 (p = 0,0003), on
remarque que l’effet de I’HI est plus important chez les rats entrainés par rapport au rats

sédentaires (Fig. 59). Quant a lui, EI induit une diminution significative du taux d’ARNm de
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I’isoforme Tnntl (p < 0,0001), Tnnt3 (p < 0,0001), Tpm1 (p < 0,0001) et Tpm4 (p < 0,0001)
chez les rats normoxiques et soumis a ’HI. En revanche, I’El induit une augmentation du taux
d’ARNm relatif de I’isoforme Tpm2 (p = 0,0001) chez les rats en normoxie et chez les rats
soumis a I’HI (Fig. 59). Du fait de I’interaction significative de EI x HI sur le géne Tpm2 (p =
0,0003), on trouve que ’effet de I’El est plus important chez les rats normoxiques (Fig. 59).
Finalement, quant au Tpm3, I’EI fait diminuer le taux d’expression relatif de ’ARNm chez les

rats normoxiques alors qu’il fait augmenter ce taux chez les rats soumis a I’HI (Fig. 59).

Ensuite, dans le muscle plantaire (Fig. 60), les résultats du test ANOVA 3 facteurs sans mesure
répétée (HI, EI, gene) montre que HI (p < 0,0001) exerce un effet significatif global (en
diminuant / ou augmentant) sur le taux relatif d’ARNm des génes étudié¢s. De plus, I’EI induit
une diminution significative globale du taux d’ARNm relatif de tous ces génes (p < 0,0001). En
revanche, ces effets (de HI et EI) sont dépendants du gene : interactions significatives : EI x
géne (p < 0,0001) et HI x gene (p < 0,0001), dépendants I'un de 1’autre : interaction
significative EI x HI (p = 0,049) et du gene : HI x EI x géne (p < 0,0001). Pour évaluer 1’effet de
chaque facteur sur I’expression des genes d’intérét, nous avons fait ensuite des tests ANOVA 2
facteurs sans mesure répétée : (EI x HI) pour chaque gene, (HI x gene) et (EI x gene). Les tests
ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (EI x HI) révelent que 21 d’exposition a I’HI induisent
une augmentation significative du taux de I’expression de ’ARNm des isoformes Tnntl (p <
0,0001), Tnnt3 (p = 0,033), Tpmlet Tpm?2 (p < 0,0001) chez les rats sédentaires et chez les rats
entrainés. Il est a noter que ’interaction est non significative entre EI x HI : (p = 0,123) pour
Tnntl et (p = 0,710) pour Tnnt3 et (p = 0,948) pour cela on remarque que I’effet HI est pareil en
présence ou non de I’El. En revanche, I’interaction (EI x HI) est significative pour Tpml (p <
0,0001) et Tpm2 (p < 0,0001), ce qui rend l’effet de I’HI plus remarquable sur les rats
sédentaires par rapport aux rats soumis a I’HI (Fig. 59). Quant aux autres isoformes de Tpm, les
tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée révelent que I’exposition a I’HI fait diminuer
significativement le niveau d’ARNm relatif des isoformes Tpm3 (p = 0,031) et Tpm4 (p = 0,002)
chez les rats sédentaires et chez les rats entrainés (interaction non significative EI x HI: p =
0,125 pour Tpm3, et p = 0,095 pour Tpm4) (Fig. 60).

En ce qui concerne I’El, les tests ANOVA 2 facteurs (EI, HI) sans mesure répétée pour chaque

gene révelent que 1’exercice physique intensif fait diminuer significativement le taux d’ARNm
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relatif de tous les génes Tnntl (p = 0,05) Tnnt3 (p < 0,0001), Tpml1 (p < 0,0001), Tpm?2 (p =
0,0001), Tpm3 (p < 0,0001) et Tpm4 (p = 0,0001) (Fig. 60).

Enfin, au niveau du muscle soléaire (Fig. 61), le test ANOVA 3 facteurs sans mesure
répétée (HI, EI, géne) montre que HI (p < 0,0001) et EI (p = 0,0001) exercent un effet
significatif global (en diminuant / ou augmentant) sur le taux relatif d’ARNm des geénes étudiés.
Ces effets (de HI et EI) sont dépendants du gene : interactions significatives : EI x gene (p <
0,0001) et HI x geéne (p < 0,0001). De méme, I’effet de I’un dépendant de 1’autre : interaction
significative EI x HI (p = 0,01) et du geéne : interaction significative HI x EI x geéne (p < 0,0001).
Des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (EI x HI) pour chaque gene, (HI x gene) et (EI
X geéne) sont ensuite réalisés. Les résultats de ces tests révelent que 21 d’exposition a 1I’HI
induisent une augmentation significative du taux de 1’expression de I’ARNm des isoformes
Tnnt3 (p = 0,042), et Tpm2 (p = 0,0006) chez les rats sédentaires et chez les rats entrainés :
interaction non significative EI x HI : (p = 0,506) pour Tnnt3 et (p = 0,098) pour Tpm2. De plus,
les tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (EI, HI) montrent que I’HI induit une
diminution significative du taux d’ARNm relatif des isoformes Tpml (p = 0,05) et Tpm3 (p =
0,0001) chez les rats sédentaires, alors qu’elle fait augmenter ce taux chez les rats entrainés
(interaction significative EI x HI: p = 0,02 pour Tpml, et p < 0,0001 pour Tpm3).
Quant a la Tnntl, I’HI induit une augmentation significative du taux de son ARNm (p = 0,01)
chez les rats sédentaires, alors qu’elle fait diminuer ce taux chez les rats entrainés (interaction
significative EI x HI: p < 0,0001) (Fig. 61). 1l reste a noter que I’effet de I’HI n’est pas
significative sur le Tpm4 (p = 0,08) (Fig. 61).

En ce qui concerne I’effet de I’ElL les résultats des tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée
(EI x HI) révelent que I’exercice intensif induit une diminution significative du taux d’ARNm
de I’isoforme Tnnt3 (p = 0,0001), Tpm1 (p < 0,0001), Tpm2 (p = 0,0001) et Tpm4 (p = 0,0003)
chez les rats normoxiques et soumis a I’HI. En revanche, I’EI induit une augmentation du taux
d’ARNm relatif de I’isoforme Tnntl (p = 0,012) chez les rats en normoxie, alors qu’il fait
diminuer le taux d’ARNm relatif de Tnntl chez les rats soumis a I’HI (Fig. 61). Enfin, quant au
Tpm3, I’EI fait diminuer le taux d’expression relatif de I’ARNm chez les rats normoxiques alors

qu’il fait augmenter ce taux chez les rats soumis a I’HI (p = 0,0001) (Fig. 61).
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Figure 59 : Variation de l'expression de 6 génes (Tnntl, Tnnt3, Tpm1, Tpm2, Tpm3 et Tpm4)
codant pour les protéines troponine et tropomyosine, responsables de la régulation du couplage
excitation-contraction, dans le muscle gastrocnémien des 4 groupes de rats: N: rats soumis a la
normoxie (groupe témoin), IH: rats soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques
avec de I’entrainement physique intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente avec de
I’entrainement intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau relatif d'ARNm des génes
d'intérét (Tnntl, Tnnt3, Tpm1, Tpm2, Tpm3 et Tpm4) par rapport a 1'expression moyenne de
trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente
(rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par un **** pour p <
0,0001. Un effet significatif global de I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et
normoxiques ensemble) est représenté par #### pour p < 0,0001.
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Figure 60 : Variation de l'expression de 6 genes (Tnntl, Tnnt3, Tpml, Tpm2, Tpm3 et Tpm4)
codant pour les protéines troponine et tropomyosine, responsables de la régulation du couplage
excitation-contraction, dans le muscle plantaire des 4 groupes de rats: N : rats soumis a la
normoxie (groupe témoin), IH : rats soumis a ’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques
avec l’entrainement physique intensif, IHIT : rats soumis al’hypoxie intermittente avec de
I’entrainement intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau relatif d'ARNm des geénes
d'intérét (Tnntl, Tnnt3, Tpm1, Tpm2, Tpm3 et Tpm4) par rapport a l'expression moyenne de
trois genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente
(rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le graphique par un **** pour p <
0,0001. Un effet significatif global de I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et
normoxiques ensemble) est représenté par #### pour p < 0,0001.
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Figure 61 : Variation de l'expression de 5 genes (Tnntl, Tnnt3, Tpml, Tpm2, Tpm3 et Tpm4)
codant pour les protéines troponine et tropomyosine, responsables de la régulation du couplage
excitation-contraction, dans le muscle soléaire des 4 groupes de rats : N : rats soumis a la
normoxie (groupe témoin), IH : rats soumis a ’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques
avec de I’entrainement physique intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente avec de
I’entrainement intensif. Ces résultats sont présentés comme le niveau relatif d'ARNm des génes
d'intérét (Tnntl, Tnnt3, Tpml, Tpm?2, Tpm3, Tpm4) par rapport a I'expression moyenne de trois
genes de référence : Actb, Tbp et Ppia. Un effet significatif global de I'hypoxie intermittente (rats
sédentaires et entrain€s ensemble) est représenté sur le graphique par un * pour p <0,05. Un
effet significatif global de I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques
ensemble) est représenté par #### pour p <0,0001.

Interprétation- hypothese :

En se fondant sur les résultats de nos expériences de signalisation calcique et de PCR en temps
réel, ainsi que sur des données des études précédentes, nous avons constaté que les isoformes des
RyR (RyR1, RyR2 et RyR3) et le TRPV4 sont impliqués dans les changements moléculaires de
la voie de signalisation calciques qui aboutissent aux complications musculaires
(cardiovasculaires en particulier) (Sayed A. et coll., 2010) (Antilla K. et coll., 2006) (Antilla K.

et coll., 2008) (Dahan D. et coll., 2012). Pour cela, nous avons étudi¢ I’expression des protéines
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correspondant a ces 4 genes, par la technique du western blot, dans les arteres étudiées
précédemment. Nous avons choisi un canal-recepteur du RS : RyR (et ses isoformes) et un autre

de la membrane plasmique : TRPV4

V.6. Effet de I’HI et de PIEI sur
P’expression protéique des canaux-
récepteurs sensibles au calcium dans les
tissus vasculaires

Le niveau d’expression relatif des protéines d’intérét (RyR 1-3 et TRPV4), étudié par Western
blot au niveau de I’aorte thoracique, de 1’aorte abdominale et des artéres mésentériques, a été
calculé par rapport au niveau d’expression de la protéine béta-actine, prise comme référence.
Pour chaque protéine d’intérét, son niveau d’expression relatif est considéré comme égal a 1
dans le groupe N (non-soumis a I’EI ni a I'HI), considéré comme le groupe témoin.
Tout d’abord, au niveau de 1’aorte thoracique, les tests ANOVA 2 facteurs sans mesures répétée
(HI, EI) realisé pour chaque gene, révélent que I’HI induit une augmentation globale du niveau
de I’expression protéique de RyR2 (p < 0,0001) (Fig. 62 B), de RyR3 (p = 0,0032) (Fig. 62 C) et
de TRPV4 (p = 0,0508) (Fig. 62 D) chez les rats sédentaires et entrainés pris ensemble. Cet effet
est absent pour RyR1 (p = 0,1362) (Fig. 62 A).

Concernant I’El, ce dernier fait augmenter globalement le niveau d’expression protéique de
RyR1 (p = 0,0291) (Fig. 62 A) de RyR2 (p < 0,0001) (Fig. 62 B) et de TRPV4 (p = 0,0342)
(Fig. 62 D), mais pas de RyR3 (p = 0,254) (Fig. 62 C), chez les rats hypoxiques et normoxiques
pris ensemble.

De plus, il est a noter que ’effet de I’HI est indépendant de I’EI (interaction EI x HI : p = 0,223).
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Figure 62 : Niveau de I’expression protéique de RyR1, RyR2, RyR3 et TRPV4 dans l'aorte
thoracique des différents groupes de rats étudiés. N : rats soumis a la normoxie (groupe témoin),
IH : rats soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques avec 1’entrainement physique
intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente avec de I’entrainement intensif. Ces
résultats sont présentés comme le taux relatif des protéines d'intérét (RyR1-3 et TRPV4) par
rapport a l'expression de la béta-actine prise comme gene de référence. Un effet significatif
global de I'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le
graphique par ** pour p < 0,01 et par **** pour p < 0,0001. Un effet significatif global de
I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques ensemble) est représenté par #
pour p < 0,05 et par #### pour p < 0,0001.

Quant a I’aorte abdominale, les tests ANOVA 2 facteurs sans mesures répétée (HI, EI) faits pour
chacun des genes, montrent que I’HI n’a pas d’effet global sur le niveau d’expression protéique
des 4 canaux récepteurs étudiés RyR 1, RyR2, Ryr3 et TRPV4 (Fig. 63 A-D). En revanche, I’EI
induit une diminution significative globale du niveau de I’expression protéique du RyR1 (p =

0,0001) (Fig. 63 A), du RyR2 (p = 0,0093) (Fig. 63 B), du RyR3 (p < 0,0001) (Fig. 63 C) et de
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TRPV4 (p = 0,0001) (Fig. 63 D) chez les rats en normoxie et les rats soumis a I’HI. 1l est a
signaler que I’effet de I’El est indépendant de I’HI (interaction HI x EI : p = 0,654).
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Figure 63 : Niveau de I’expression protéique de RyR1, RyR2, RyR3 et TPPV4 dans l'aorte
abdominale de différents groupes de rats étudiés. N : rats soumis a la normoxie (groupe témoin),
IH : rats soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxiques avec 1’entrainement physique
intensif, IHIT : rats soumis a ’hypoxie intermittente avec de ’entrainement intensif. Ces
résultats sont présentés comme le taux relatif des protéines d'intérét (RyR1-3 et TRPV4) par
rapport a l'expression de la béta-actine prise comme gene de référence. Un effet significatif
global de D’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques ensemble) est
représenté par ## pour p < 0,01, et par #### et pour p < 0,0001.

Finalement, au niveau des arteres mésentériques, les analyses ANOVA 2 facteurs sans mesures
répétées (HI, EI) réalis¢é sur chaque geéne révelent que I’HI n’a pas d’effet sur le taux
d’expression protéique du canal-récepteur RyR1 (p = 0,77) (Fig. 64 A). En revanche, I’HI induit
une diminution globale du taux protéique relatif du RyR2 (p = 0,0474) (Fig. 64 B)
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indépendamment de I’EI (interaction HI x EI : p = 0,1378) chez les rats sédentaires et entrainés
ensemble.

En outre, le test ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (HI, EI) sur le gene RyR3, révele que
I’HI n’a pas d’effet significative (p = 1,260) sur I’expression protéique de ce gene (Fig. 64 C).
Finalement, le test ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (HI, EI) sur le gecne TRPV4 révelent
que, I’HI fait augmenter le taux d’expression protéique relatif du TRPV4 (p = 0,0083) chez les
rats sédentaires (Fig. 64 D). L’effet de I’'HI sur le TRPV4 est dépendant de I’El, interaction
significative (HI x EI) : p = 0,0002, pour cela on trouve qu’en présence de I’EL, I’HI induit une
diminution du taux protéique de TRPV4 chez les rats entrainés (Fig. 64 D).

Les mémes tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (HI, EI) réalisés pour chaque gene
séparément, nous a permis d’évaluer 1’effet de EI. Les résultats de ces tests révélent que 1I’EIn’a
pas affecté le niveau de I’expression protéique relatif de RyR2 (p = 0,6214) (Fig. 64 B), alors
qu’il a induit une augmentation globale du taux d’expression relatif du RyR1 (p = 0,0468) (Fig.
64 A) chez les rats hypoxiques et normoxiques pris ensemble. Il est important a signaler
I’absence d’interaction entre (HI x EI) pour les RyR1 (p = 0,138) et RyR2 (p = 0,086).

Quant au RyR3 et TRPV4, les tests ANOVA 2 facteurs sans mesure répétée (HI, EI) réalisés
pour chacun d’eux, montrent que I’El fait augmenter le taux protéique de RyR3 (p = 0,0059) et
TRPV4 (p = 0,0002) chez les rats normoxiques (Fig. 64 C et D). Cet effet est dépendant de I’HI :
interaction significative HI x EI : p = 0,0004 pour RyR3 et p = 0,0002 pour TRPV4. On trouve
alors, que chez les rats soumis a ’HI, ’El induit une diminution du taux protéique de RyR3 et

TRPV4 (Fig. 64 C et D).
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Figure 64 : Niveau de I’expression protéique de RyR1, RyR2, RyR3 et TPPV4 dans les artéres
mésentériques de différents groupes de rats €tudiés. N : rats soumis a la normoxie (groupe
témoin), IH : rats soumis a I’hypoxie intermittente, NIT : rats normoxique avec 1’entrainement
physique intensif, IHIT : rats soumis a I’hypoxie intermittente avec de I’entrainement intensif.
Ces résultats sont présentés comme le taux relatif des protéines d'intérét (RyR1-3 et TRPV4) par
rapport a l'expression de la béta-actine prise comme gene de référence. Un effet significatif
global de l'hypoxie intermittente (rats sédentaires et entrainés ensemble) est représenté sur le
graphique par * pour p < 0,05 et par ** pour p < 0,0/. Un effet significatif global de
I’entrainement physique intensif (rats hypoxiques et normoxiques ensemble) est représenté par #
pour p < 0,05, par ## pour p < 0,01 et par ### pour p <0,001.
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VI Analyses générales et
perspectives

VI.1. Discussion générale

L'objectif de cette étude a été de comprendre, dans un modele animal (rats Wistar males), les
mécanismes par lesquels I'hypoxie intermittente (HI), comme conséquence pathologique majeure
du SAOS, conduit a I'hypertension artérielle, au remodelage et a la dysfonction vasculaire et
musculaire (Peppard PE. et coll., 2000) (Nieto FJ. et coll., 2000) (Gras E. et coll., 2016) (Castro-
Grattoni AL. et coll., 2016). Nous avons €galement tent¢ de comprendre quel rdle peut jouer
I’entrainement physique intensif (EI) sur les effets déléteres de 1'HI et d'évaluer les propriétés
préventives de 'activité physique sur le systeme cardiovasculaire dans le cadre du SAOS.

Nous avons donc choisi le rat pour réaliser notre recherche car de nombreux travaux montrent
que ce modele animal, exposé a l'hypoxie intermittente, est pertinent pour étudier la
physiopathologie du SAOS (Prabhakar JN. et coll., 2007) (Kumar GK. et coll.,, 2015).
Parmi ces études antérieures, certaines se sont intéressées a la physiopathologie du
dysfonctionnement vasculaire / cardiovasculaire induit par l'hypoxie intermittente (Castro-
Grattoni AL. et coll., 2016) (Kanagy NL., 2009). Une revue récemment publiée, élaborée par
Andrew E. Beaudin avec un collaborateur de notre laboratoire HP2, Xavier Waltz (Beaudin AE.
et coll.,, 2017), résume les études réalisées entre les années 1992 et 2016 sur des modeles
expérimentaux humain et animaux, concernant les effets physiopathologiques de I’HI sur le
systeéme cardiovasculaire dans le cadre du SAOS. Différents modéles et protocoles d’exposition
a ’hypoxie intermittente sont abordés. Dans cette revue, les auteurs révelent une association
entre le SAOS et les maladies vasculaires, et notamment une forte corrélation entre
I’hypertension artérielle et le SAOS.

Ces auteurs évoquent le fait que, comme cela est le cas dans d'autres études (Marin JM. et coll.,
2005) (Kohler M. et Stradling JR., 2010) (Turnbull CD. et coll., 2017), les mécanismes
impliqués dans le risque de maladies vasculaires dans le cadre du SAOS peuvent se manifester
sous différents aspects, parmi lesquels : la suractivation sympathique, le dysfonctionnement

endothélial et les modifications de la régulation vasculaire périphérique et cérébrale, qui
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représentent les symptomes les plus communément observés dans ce contexte (Carlson JT. et
coll.,1993) (Kato M. et coll., 2000) (Lévy P. et coll., 2012) (Eisele HJ. et coll., 2015).

Certaines études se sont intéressées aux mécanismes par lesquels I’HI, conséquence majeur du
SAOS, provoque les complications cardiovasculaires tels que 1’hypertension, le remodelage et la
dysfonction vasculaire. Ces études se sont concentrées sur 1’activation du systéme rénine-
angiotensine-aldostérone, du systéme nerveux sympathique, de 1’inflammation, et du stress
oxydatif par I’HI (Eisele HJ. et coll., 2015) (Bouloukaki I. et coll., 2017) (Turnbull CD. et coll.,
2017). A notre connaissance, la présente étude est unique car elle regroupe 2 elle-seule la relation
entre l'hypoxie intermittente, le remodelage vasculaire, l'hypertension et la dysfonction
musculaire établie directement au niveau des cellules musculaires. De plus, la particularité de
cette étude réside dans le fait qu’elle est réalisée dans trois vaisseaux différents
(anatomiquement, structurellement et fonctionnellement) ainsi que dans trois muscles
squelettiques, dans lesquels les changements au niveau des voies de signalisation calcique sont

considérés comme des mécanismes intermédiaires associées a 1’HI.

Parametres physiologiques et hypoxie intermittente /
entrainement physique intensif :

Nous avons commencé notre étude, par la mesure des parametres physiologiques chez les rats
apres leur exposition a I’HI et a I’El : le poids, la pression artérielle, la fréquence cardiaque,
I’hématocrite et 1’activité enzymatique de la citrate synthase. Les résultats de ces mesures nous
ont permis de confirmer que les rats ont répondu correctement a I’HI et a I'E1. En ce qui concerne
I’HI, nos résultats confirment ceux de la littérature, a savoir que I’HI fait augmenter la pression
artérielle (PA), la fréquence cardiaque (FC) (Tamasier R. et coll., 2011) (Parati G. et coll., 2013)
(Fletcher EC. et coll., 1999) (Fletcher EC. et coll.,, 2000) (Bourdier G. et coll., 2016), et
I’hématocrite (McGuire M. et Bradford A, 1999) (Kanagy NL., 2009) (Moraga FA. et coll.,
2017), alors qu’elle réduit le poids (Hoppeler H. et coll., 1990) (Bigard X. et coll., 2000)
(Martinez D. et coll., 2008) (Huang XG. et coll., 2007), chez I’Homme ainsi que dans les
modeles murin.

Concernant I’El, le protocole d’entrainement physique que nous proposons dans cette étude est

un protocole mis en place et élaboré au sein de notre laboratoire, HP2. G. Bourdier et ses
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collaborateurs ont en effet montré I'efficacité de ce protocole d'entrainement physique pour
réduire la PA et la FC dans le cadre de I’é¢tude de I’effet du sport sur le stress du réticulum
endoplasmique induit par I’HI (Bourdier G. et coll., 2016). Nos résultats montrent que 1’EI est
capable de prévenir 1’¢lévation de la pression artérielle (Fig. 41) et de la fréquence cardiaque
(Fig. 42) induite par I’HI. En outre, nos résultats (Fig. 44) révelent aussi le fait que
I’entrainement physique fait augmenter ’activité de la citrate synthase au niveau des muscles
squelettiques. Ces résultats que nous avons cités, confirment ce qui est obtenu dans les études
précédentes (Bourdier G. et coll., 2016) (Siu PM. et coll., 2003) (Dotzert MS. et coll., 2017).

Concernant la variation du poids des rats, nos résultats montrent que I’El et I’HI induisent une
réduction de la prise de poids. Ces effets sont en effet connus dans la littérature, qui associe I’HI
et ’El a la diminution de la prise de poids chez ’homme (Urdampilleta A. et coll., 2012)
(Hobbins L. et coll., 2017) et les modeles animaux (Martinez D. et coll., 2008) (Lu YL. et coll.,
2014) (Lu YL. et coll., 2016). En revanche, I’hématocrite a été le seul parametre physiologique
mesuré non-affecté par I’EI (Fig. 42). D’apres la littérature, I’effet de I’exercice physique intensif
sur ’hématocrite varie en fonction du protocole mais surtout en fonction du temps du maintien
en EL. Ainsi, durant les premiers jours d’El (jusqu'a 5 jours), ce dernier fait probablement
augmenter I’hématocrite (Sawka MN. et coll., 2000) (Stewart IB. et McKenzie DC., 2002). Ceci
semble étre dli & une diminution du volume du plasma du sang durant I’exercice ou 1’organisme
perd des quantités d’eau importantes (transpiration) qui ne sont pas compensées rapidement
(Mairbaul H. et coll., 2013). Apres quelques semaines, I’El rameéne 1’hématocrite a son niveau
initial ou tend méme a le diminuer (Sawka MN. et coll., 2000) (Stewart IB. et McKenzie DC.,
2002). Ces données peuvent présenter une explication de nos résultats, ou la soumission a I’EIl
n’affectent pas 1’hématocrite des rats apres 14 jours : il y a pu y avoir une augmentation de
I’hématocrite durant les premiers jours d'EI qui a ét€¢ compensée pendant la suite de la période
d'El, avec un retour de 'hématocrite a la normale lorsque le prélevement a été fait lors du 14 eme

jour d’EL
Effet de I’HI et de ’EI sur le remodelage vasculaire :

Nous avons voulu examiner ensuite, I'impact de 1'HI sur le remodelage vasculaire, qui est connu

d’étre associé a des élévations de la pression artérielle. Pour ce faire nous avons mesuré
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I’épaisseur intima-média (IM) de quatre parties d'arteres €lastiques, dont trois font partie de la
circulation systémique (I’aorte thoracique et abdominale, et I'artere carotide) et un fait parti de la
circulation pulmonaire (artére pulmonaire). A notre connaissance, c’est la premiére étude qui
compare ’effet de I’HI sur le remodelage de plusieurs artéres systémiques et pulmonaire
différentes dans le cadre du SAOS. Nos résultats révelent que 21 jours d’exposition a 1’HI
induisent un remodelage vasculaire global (épaississement de 1'M) des arteres pulmonaire et
carotide, en présence ou en absence d'exercice physique, méme si 1'élévation de I'épaisseur IM
induite par 1'HI est beaucoup plus faible chez les animaux ayant pratiqué un exercice physique
intensif (Fig. 45-1 A et 45-11 E et 45-1 B et 45-11 F). En revanche, cet effet de I'HI n'est pas
observé sur 1’autre artére systémique, 1’aorte, aussi bien au niveau thoracique qu'au niveau
abdominal. En effet, I'HI induit au contraire une diminution de I'épaisseur IM de l'aorte
thoracique chez les animaux sédentaires uniquement, pas les animaux ayant subi un EI, et aucun
effet significatif sur I'IM dans 1'aorte abdominale.

Il est a noter que le remodelage vasculaire des arteres systémiques et pulmonaires, causé par
I’hypoxie dans différentes situations pathologiques (comme les maladies pulmonaires
obstructives chroniques, et le SAOS), peut étre dii a des changements structuraux au niveau de
I’intima-média aussi bien qu’au niveau de 1’adventice (Brito J. et coll., 2014) (Arnaud C. et coll.,
2011) (Gras E. et coll., 2016) (Kholdani C. et coll., 2015) (McGuire M et Bradford A., 2001)
(Campen MJ. et coll., 2005). Au niveau de I’intima-média, les changements de 1’épaisseur sont
dus soit a des changements au niveau des CMLYV soit a des changements au niveau des fibres
élastiques. Par exemple, dans le cas de la maladie pulmonaire obstructive chronique, I’exposition
a I’HI fait augmenter le nombre des CMLV dans la média de I’artére pulmonaire, ce qui induit
son épaississement et la rend plus rigide.

Dans le cadre du SAOS, des études précédemment réalisées au sein de notre laboratoire révelent,
au contraire de nos résultats, que 1’exposition a I’HI durant 14 jours induit un épaississement de
I’IM de ’aorte des souris (Arnaud C. et coll., 2011) (Gras E. et coll., 2016). Une explication de
cette différence, est que la durée d’exposition a ’HI dans notre modele est plus longue (21 jours)
et que, de plus, I'animal modele est différent (rat contre souris), avec des réponses différentes
liées possiblement a 1'espéce. Dans les deux études d’Arnaud et de Gras, 1’épaississement de
I’IM est associé a une désorganisation et discontinuité des fibres élastiques qui sont a 1’origine de

I’épaississement de la lame ¢€lastique. Dans notre étude, il est possible qu’au-dela du 14eéme jour

212



d’HI, l’aorte déclenche un mécanisme d’adaptation a I’HI qui permet aux fibres élastiques de
reprendre leur organisation normale.

De son co6té, ’artére pulmonaire est connue pour subir un remodelage dans le cadre du SAOS.
Ainsi, une étude récemment publiée par Cetin et ses collaborateurs montre que la diminution de
la distensibilité¢ de I’artére pulmonaire est proportionnelle a la sévérit¢ du SAOS (Cetin S. et
coll., 2018). La rigidit¢ de 1’artére pulmonaire résultante induit a son tour une dysfonction du
ventricule droit et prédispose les sujets a des complications cardiovasculaires dont I’insuffisance
cardiaque et I’hypertension pulmonaire (Calcutteea A. et coll., 2014) (Cetin S. et coll., 2018).
Concernant I’effet de I’exercice physique, nos résultats montrent que le protocole d’EI que nous
avons adopté permet de diminuer globalement 1’épaisseur IM de la carotide chez les rats
sédentaires (N et HI). Chez les rats HI, I’EI permet de prévenir épaississement de la carotide
induit par I'HI. Ce résultat est particulierement important puisqu'il permet de prévenir un effet de
I'HI dans une artere pivot de la pathologie induite par I'HI. En effet, les données de la littérature
montrent que l'artére carotide est ’artere la plus sensible a ’hypoxie intermittente (Liu HG. et
coll., 2011) (Messenger SA. et Ciriello J., 2013) (Xu XM. et coll., 2014) surtout dans le cas du
SAOS (Monneret D. et coll., 2010) (Nadeem R. et coll., 2013) et son remodelage est impliqué
dans ’augmentation de la pression artérielle (Rajala U., 2003) (Pasha SM. et coll., 2011)
(Stabouli S. et coll., 2012 ) (Chen Y. et coll., 2015) favorisant ainsi la survenue des maladies
cardiovasculaires dont I’hypertension et 1’athérosclérose (Juonala M. et coll., 2004) (Lévy P. et
coll., 2009) (Demir AM. et coll., 2016).

Concernant I’artére pulmonaire, I’EIl limite aussi 1’effet de I’HI qui augmente 1’épaisseur IM
(Fig. 45-1 Bet 45-11 F). Mais dans les deux cas (N et HI), I’EI induit une augmentation globale de
I’épaisseur IM. Un effet li€¢ de 1'exercice a en effet déja été observé, avec une augmentation de la
rigidité de I’artere pulmonaire suite a 1’exposition a 1’exercice d'individus sains et de patients
atteints de maladies cardiovasculaires (Naeije R. et coll., 2013) (Forouzan O. et coll., 2015)
(Reddy YNV. et coll., 2017) (Naeije R. et coll., 2018). Une explication possible de cet effet de
I’exercice sur ’artére pulmonaire peut étre que I’El induit une augmentation de 1’épaisseur IM de
cette artere, qui ce augmente sa rigidité (Naeije R. et coll., 2013) (Reddy YNV. et coll., 2017).
L’augmentation de la rigidité de 1’artére pulmonaire durant 1’exercice fait réduire le volume de

sang éjecté dans les poumons, ce qui implique une augmentation de la fréquence respiratoire qui
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est caractéristique de tout effort physique (Oelberg DA. et coll., 1998) (Ventura-Clapier R. et
coll., 2002) (Richter MJ. et coll., 2017).

L'appréciation de 1'intérét de 1’effet de I’EI que nous avons observé sur la structure de 1’artére
pulmonaire est complexe puisque, selon la littérature, 1’entrainement physique n’est pas associé¢ a
un effet bénéfique sur la circulation pulmonaire et ses arteres (Provencher S. et coll., 2006)
(Fowler RM. et coll., 2012) (Babu AS. et coll., 2016) (Richter MJ. et coll., 2017). Une limitation
de l'activité et de I'exercice physique a été¢ recommandée jusqu’a la fin des années 1990 pour les
patients avec de I’hypertension pulmonaire (Gaine SP. et Rubin LJ., 1998) (Provencher S. et
coll.,, 2006) (Richter MJ. et coll., 2017). Mais les preuves récentes des effets positifs de
l'entrainement physique sur le systétme de circulation pulmonaire s’accumulent, telles que
I’amélioration de la compliance de I’artére pulmonaire et la favorisation de sa relaxation (Arena
R. et coll., 2015) (Horsburgh S. et coll., 2015) (La Gerche A. et Claessen G., 2015). Mais malgré
l'accumulation de ces preuves, 1’entralnement physique n’est pas encore directement ou reconnu
officiellement comme li¢ a un bénéfice thérapeutique de 1’hypertension pulmonaire (La Gerche
A. et Claessen G., 2015) (Richter MIJ. et coll., 2017). En outre, plusieurs études réalisées dans ce
contexte révelent que 1’effet de I’entrainement joue un rdle anti-inflammatoire (Horsburgh S. et
coll., 2015) (Sugama K. et coll., 2015), ce qui peut étre bénéfique pour éviter I’hypertension
pulmonaire. Cependant, le mécanisme précis par lequel ’exercice influence positivement le
remodelage du systeme vasculaire pulmonaire est toujours inconnu (Richter MJ. et coll., 2017).
D’autre part, au niveau de 1’aorte thoracique, I’El induit une diminution globale de 1’épaisseur
IM, tres significative chez les animaux normoxiques et tres faible chez les animaux hypoxiques
(Fig. 45-1 C et 45-11 G). En revanche, il n’y a pas d’effet significatif sur I'épaisseur IM de I’aorte
abdominale.

I est a noter que I’augmentation du débit cardiaque et de la pression sanguine lors de 1’exercice
physique modéré et intensif implique des adaptations structurelles et fonctionnelles a ces
changements aussi bien au niveau de la circulation systémique que celui de la circulation
pulmonaire. Parmi ces adaptations, on cite principalement I’accroissement de la dilatation des
arteres (systémique / pulmonaire) pour permettre le passage d’un volume important du sang (La
Gerche A. et Claessen G., 2015) (Richter MJ. et coll., 2017). Cependant, les arteres de la
circulation pulmonaire different des arteres systémiques par le fait ces dernicres sont des

vaisseaux qui transportent le sang a haute pression et sur des distances plus longues, ce qui
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imposent que leur structure soit plus rigide (plus résistante) pour permettre 1’arrivée du sang a la
méme pression aux arteres musculaires, artérioles et tissus (La Gerche A. et coll., 2013) (La
Gerche A. et Claessen G., 2015). Cette différence de structure implique une différence dans la
réponse a I’EL. Ainsi, il a été¢ mis en évidence que les artéres systémiques répondent a I’exercice
physique par un élargissement de leur diametre pour permettre le passage d'un flux sanguin
augmenté (Green DJ. et coll., 2008) (Joyner MJ. et Green DJ., 2009) (Green DJ. et coll., 2013),
alors que dans les artéres pulmonaires 1’augmentation de la vasodilatation comme réponse a
I’exercice n’est pas toujours associée a une augmentation du diametre (Arena R. et coll., 2015)
(Horsburgh S. et coll., 2015). Dans notre modele, cette adaptation se traduit par une réduction de
I’épaisseur intima-média des arteres telles que la carotide et I’aorte thoracique (Fig. 45-1 A et 45
—II E, 45-1 C et 45-I1 G). Enfin, malgré une absence de la réponse de l'aorte abdominale a 2
semaines d'EI, nous pensons qu'une réponse de ce vaisseau pourrait apparaitre si nous

prolongions la durée de I'EI jusqu’a 3 ou 4 semaines.

La contractilité vasculaire en réponse a ’HI et ’EI :

Un autre facteur peut aussi jouer un role dans 1'augmentation de pression artérielle induite par
I’HI : la réactivité vasculaire. Pour cela, nous avons testé I’effet de I’HI sur la contractilité de
I’aorte thoracique descendante de rat en réponse a la PE, a I'ET-1 et a ’ACh. Nos résultats
montrent que I’HI n’a pas affecté la vasoréactivité en réponse a la PE (Fig. 46) ET -1 (Fig. 47) et
I’ACh (Fig. 48). L’absence d’effet de I’HI sur la vasodilatation induite par 1'ACh, suggere que
notre modele d’HI n'a pas modifié/altéré la vasodilatation dépendante de 1'endothélium au niveau
de l'aorte. Ces données sont en accord avec des études antérieures qui montrent que 1'exposition
des rats a I'HI ne modifie pas la relaxation de 1’aorte dépendante de I'endothélium induite par
I'acétylcholine (Lefebvre B. et coll., 2006) (Thomas BJ. et Wanstall JC., 2003).

De son coté, I’EI s’est révélé comme un modulateur important du tonus vasculaire, capable
d’atténuer la vasoconstriction induite par la PE (Fig. 46) et I'ET-1 (Fig. 47) et d'améliorer la
vasorelaxation endothélium- dépendante induite par ACh (Fig. 48). L’EI montre donc que son
effet bénéfique peut étre double : d’un part sur le tonus vasculaire via un son effet sur les CMLV,
et I’autre sur le fonctionnement endothéliale via son effet sur les cellules endothéliales. Un autre

fait intéressant est que deux semaines d’EI pour les rats ont confirmé la capacité de 1'EI et du
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protocole suivi a réguler la vasoconstriction adrénergique (en réponse a PE) et non-adrénergique
(en réponse a ET-1). Ceci n’était pas toujours le cas dans d’autres études réalisées
précédemment. Ainsi, Spier et ses collaborateurs ont montré, dans leur étude réalisée sur des
anneaux de I’aorte abdominale de rat, que 2 semaines de course sur tapis roulant a une vitesse de
30 m/minute (une heure/jour, 5 jours/semaine) n’affectent pas la réponse vasoconstrictrice a la
PE (10® — 10* mol/L). Un effet de I’exercice sur la vasoconstriction en réponse a PE n’était
observé qu’apres 10 semaines d’entrainement (Spier SA. et coll., 1999). En revanche, Howard et
ses collaborateurs, ont montré que I’entrailnement physique fait diminuer la vasoconstriction de
I’aorte des lapins en réponse a la PE aprés une seule session de course sur tapis roulant 24
m/minute durant 16 minutes (Howard MG. et coll., 1992).

Concernant la réponse a I’ET-1, Reboul et ses collaborateurs, révelent dans leur étude que 1’effet
de I’exercice sur la sensibilité vasculaire chez les rats varie aprés l'exposition a I’hypoxie
continue. En effet, dans les conditions normales, 1’exercice (course dans une roue, 80 % de la
VMA, 5 jours/semaine, 2 semaines) réduit la sensibilité vasculaire des rats en réponse a I’ET-1,
alors qu’en hypoxie continue, I’exercice n’affecte plus cette sensibilité (Reboul C. et coll., 2006).
Notre protocole d’El, a la capacité d’atténuer la vasoconstriction induite par ET-1 chez les rats
normoxiques et ceux soumis a I'HI.

Ces différences observées dans les résultats peuvent €tre dus essentiellement a la nature de
I’hypoxie (hypoxie intermittente dans notre étude contre hypoxie continue dans 1’étude de
Reboul). Autres parametres peuvent avoir un impact: les différences dans les méthodes
d’anesthésie et d'euthanasie des modeles animaux, la méthode d'étirement qui peut étre différente
en déterminant le rapport longueur-tension convenable pour étirer les vaisseaux a une tension
donnée, les différentes intensités de l'exercice physique utilisées, a 1'espece de 1'animal étudié
(rats vs lapin) ou la section de 1'aorte utilisée dans I'étude (thoracique, abdominale).

Nous avons observé le fait que I'exposition des rats a 21 jours d’HI fait augmenter leur pression
artérielle. La comparaison de ces résultats avec les données de I’artériographie (qui indiquent un
changement de la réactivité vasculaire de 1’aorte due a I’HI) ainsi que les données d’histologie
(qui indiquent une absence d’effet de I’HI sur la structure de I’aorte, alors qu’une augmentation
de I’épaisseur IM des vaisseaux systémiques (arteres carotide et pulmonaire) par I’HI, nous

amene a proposer que ’effet hypertenseur de I’HI est causé en partie par son action sur la
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structure des arteres carotide et pulmonaire, et en partie par son effet sur la contractilité de

[’aorte.

La gestion calcique dans les CMLYV suite a I’exposition
alHI eta’EIl :

Afin d’examiner les mécanismes par lesquels I’HI peut affecter la réactivité de I’aorte, il nous est
apparu prioritaire d'étudier la contractilit¢ des CMLV en réponse a 1'HI. Comme les flux
calciques (Ca*) sont les courants ioniques majeurs qui sous-tendent le processus de contraction
au niveau du muscle lisse (Ghigo A. et coll., 2017) (Guerrero-Herndndez A. et coll., 2002)
(Espinosa-Tanguma R. et coll., 2011) (Berridge BR. et coll., 2013) (Johny JP. et coll., 2017),
nous avons décidé de nous intéresser a la gestion du calcium dans les CMLV. Il est a noter que le
réticulum sarcoplasmique (RS) représente le compartiment de stockage principal dans les
CMLV. Malgré sa faible proportion par rapport au volume cellulaire total (entre 1,5 a 7,5 %), le
RS contient une concentration trés élevée de Ca>*, de 1’ordre de 100 uM (Clapham DE., 1995).
Cette particularité permet la libération du calcium, a travers des récepteurs-canaux situés au
niveau de la membrane du RS, depuis la lumiere du RS vers le cytosol suivant le gradient de
concentration. La libération du Ca®" est assurée principalement via deux familles de canaux-
récepteurs sensibles au calcium (Otsu H. et coll., 1990) (Nixon GF. et coll., 1994) : les canaux-
récepteurs sensibles a la ryanodine (RyR1, RyR2 et RyR3), les canaux-récepteurs sensibles a
I’inositol 1, 4, 5 trisphosphate (IP3R1 et IP3R3) (Guerrero-Herndandez A. et coll.,, 2002)
(Berridge BR. et coll., 2013) (Johny JP. et coll., 2017). Donc, pour évaluer 1’effet de I’HI et de
I’El sur la signalisation calcique dans I’aorte, nous avons réalisé des expériences de mesure du
calcium intracellulaire au niveau des CMLV extraites de la partie inférieure de 1’aorte thoracique
descendante et la partie supérieure de l'aorte abdominale de rats, mises en culture primaire et
chargées avec une sonde semi-quantitative spécifique des ions Ca>" : le Fluo 4-AM (Gee KR. et
coll., 2000). Cette derniere est une sonde fluorescente qui a une haute affinité pour le calcium
(Martin VV. et coll., 2004) en s'associant a cet ion lorsque ce dernier est libéré dans le cytosol,
ce qui nous a permis de mesurer la quantité de calcium intracellulaire libérée par les réserves de
ces cellules suite a leur stimulation par la caféine (un agoniste des récepteurs sensibles a la

ryanodine).
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Afin d'en savoir plus sur la contribution de chaque canal-récepteur dans la libération du calcium
intracellulaire, nous avons eu recours a des antagonistes qui peuvent moduler
pharmacologiquement 1'activité des récepteurs qui nous intéressent. Nous avons ainsi utilisé la
xestospongine C (10 uM) qui est capable d’inhiber d’une manicre sélective les IP3R (Oka T. et
coll., 2002) (Saleem H. et coll., 2014) et le dantroléne (10 uM) qui est connu pour bloquer deux
isoformes de RyR : RyR1 (Nelson TE. et coll., 1996), (Zhao F. et coll., 2001) (Yi Wen Oo. et
coll., 2015) et RyR3 (Zhao F. et coll., 2001) (Keshavarz M. et coll., 2016) (Liou B. et coll.,
2016), mais pas RyR2 (Keshavarz M. et coll., 2016) (Liou B. et coll., 2016).

Nos résultats montrent que la quantité de calcium libérée par les réserves des CMLV en réponse
a la caféine est augmentée par I’HI et EI (Fig. 49 A), ceci est réalisé via une action possible de
ces deux facteurs sur I’IP3R (Figure 49 C), ou via une action de 1'HI seulement sur les RyR (Fig.
49 B). Ceci est cohérent avec les données de la littérature. En effet, des études antérieures
montrent que 1’hypoxie (intermittente et continue) induit une augmentation de la quantité de
calcium intracellulaire libérée du RS/RE vers le cytosol de plusieurs types de cellules (Limtop
WK. et coll. 2015) (Mungai PT. et coll. 2011) (Liu YG. et coll. 2009) (Dahan D. et coll., 2012).
Ainsi, I’exposition des rats a I’hypoxie continue induit une augmentation de la libération de
calcium intracellulaire des CMLV de I’artéere pulmonaire (Dahan D. et coll., 2012) en
augmentant 1’activité et 1’expression protéique de 1’isoforme 2 des récepteurs sensibles a la
ryanodine. En outre, au niveau des cellules endothéliales des rats, I’exposition a I’HI induit une
élévation du taux du calcium intracellulaire en augmentant le niveau d’expression protéique des
récepteurs IP3R (Ren J. et coll., 2017).

Quant a I’EL, les données de la littérature concernant I’effet de I’exercice sur la gestion du
calcium cellulaire, montrent que I’El est capable de ramener le taux anormalement élevé du
calcium au niveau de différents types cellulaires dans des conditions physiopathologiques a son
niveau normal et de prévenir les complications cardiovasculaires (Marques CM. et coll., 2006)
(Haram PM. et coll., 2009) (Gielen S. et coll. 2010). Ainsi, au niveau des CMLV de I’artére
coronaire, I’El induit une diminution du calcium intracellulaire libre dans le RS en augmentant
I’activité et I’expression des pompes SERCA dans ces cellules (Witczak CA. et coll., 2006). De
méme, une autre étude réalisée par Place et ses collaborateurs réveéle qu’une seule session
d’entrainement physique intensif (90% de la VMA) durant 3 minutes est capable d’induire une

adaptation musculaire aboutissant a la réduction de la quantité de calcium dans le RS des cellules
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musculaires squelettiques en altérant 1’activité et 1’expression des récepteurs RyR1 (Place N. et
coll., 2015).

Il est bien connu, qu’un état d'équilibre entre le Ca* entrant et sortant du RS doit étre maintenu
pour assurer les niveaux de calcium requis pour un fonctionnement normal des CMLV. Parmi les
nombreuses fonctions du RS, 1'une des plus importantes est sa participation la transmission de
signaux régulés par le Ca** dans toute la CMLV pour induire d'autres fonctions en aval, dont la
contraction (Mattson MP., 2010) (Rutkowski DT. et Kaufman RJ., 2004) (Ziomek G. et coll.,
2016). Donc les fluctuations de la teneur en Ca** du RS peuvent nous fournir des informations
importantes concernant les réponses cellulaires fonctionnelles aux conditions de stress (HI/ EI)
subies par les CMLV.

En outre, la spécificit¢ du RS est qu’il est le seul organite intracellulaire qui est étroitement
associé a l'espace extracellulaire environnant par des jonctions RS- membrane plasmique (Ashby
MC. et coll., 2001) (Felder E. et coll., 2002) (Ziomek G. et coll., 2016). C’est pour cette raison
qu’on peut considérer que le RS constitue la premicére ligne de réponse calcique a tout stress subi
par la cellule. Ceci est cohérent avec nos observations, qui ont montré que 1’HI aussi bien que
I’EI ont un impact sur le Ca®* libéré dans le cytosol par le RS des CMLV.

Prises ensemble ces données, sur I’effet de ’hypoxie et ’exercice physique sur la gestion du
calcium, avec nos résultats, révelent que I’HI aussi bien que I’El sont capables d’induire des
changements significatifs du Ca®* dans le RS des CMLYV.

Il est a noter que l'utilisation des indicateurs de Ca** cytoplasmique (tel que le Fluo-4 AM) est
une des méthodes les plus fréquemment employées pour suivre d’une maniere indirecte les
changements hautement dynamiques du stock de Ca®* dans le RS (Palmer AE. et Tsien RY.,
2006) (Poburko D. 2009) (Esfandiarei M. et coll., 2013), Cependant, les conclusions que nous
avons tirées sur les changements des Ca>* au niveau du RS sont fondées sur les fluctuations de la
concentration de Ca”* cytoplasmique et ne donne par une idée précise sur ce qui ce passe quant
aux fluctuations du Ca** dans la lumiere du RS. Ceci limite l'interprétation des données
recueillies. Afin de contourner cette restriction, il est nécessaire de mesurer la quantité de Ca”*
directement dans la lumiere du RS. Ceci pourrait étre réalisable ultérieurement en utilisant une
méthode récemment publiée par Ziomek et ses collaborateurs en fin de I’année 2016 (Ziomek G.
et coll., 2016), qui utilisent une sonde spécifique (D1SR) s’associant au calcium luminal du RS.

Il s’agit d’une sonde de seconde génération des indicateurs de Ca** génétiquement codés, appelés
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les caméléons. Ces derniers sont des protéines transgéniques tres sensibles, fondées sur une
variante de protéines fluorescentes vertes (Ziomek G. et coll., 2016), et utilisées pour visualiser
les niveaux de Ca®* sur une gamme beaucoup plus large (0,5 — 160 uM) que les indicateurs
calciques classiques (Palmer AE. et Tsien RY., 2006). La DISR contient des séquences
modifiées de calsequestrine et de calmoduline, ce qui élimine la possibilité d’une compétition
avec la calsequestrine et la calmoduline endogene liant le calcium luminal du RS (Esfandiarei M.
et coll., 2013).

Ces données nous amene i constater que les changements du Ca>* que nous avons observé dans
nos résultats sont des changements du taux du calcium intracellulaire libéré du RS au niveau du
cytosol des CMLV. Ces changements sont dépendants du type de chaque parametre (EI ou HI)
sur les récepteurs, canaux et pompes a calcium qui gerent les mouvements calciques au sein de

ces cellules.

Effets de ’HI et PEI sur D’expression génique et
protéique des canaux-recepteurs, pompes sensibles a
calcium et sur les proteines effectrices de la
contraction musculaire :

Les récepteurs — canaux RyR aussi bien que IP3R sont les médiateurs de 1’effet de I’HI sur le
calcium intracellulaire des CMLV observé dans nos résultats (Fig. 49). En outre, les IP3R jouent
aussi un role important dans 1’effet de I’EIl sur ces changements calciques. Donc, nous constatons
que ’HI et I’EI tendent a activer les canaux et récepteurs assurant le passage du Ca?* du RS vers
le cytosol. En revanche, les mouvements de calcium ne se passent pas dans un seul sens (RS =
cytosol), pour cela nous avons proposé que I’HI et I’El peuvent avoir aussi un effet sur le
repompage du calcium du cytosol dans le RS. Ceci a lieu probablement via I’effet de I’'HI / EI
sur I’expression de ces récepteurs, canaux et pompes responsables de la gestion du calcium
a ’intérieur des CMLV. Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé des expériences de PCR
en temps réel et de Western blot. Nos expériences ont été réalisées a différents niveaux du
systeme vasculaire : aorte thoracique, aorte abdominale et arteres mésentériques, pour examiner

si les différences de structure et de fonction de ces vaisseaux (arteres élastiques contre arteres
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musculaires) peuvent correspondre a des réponses différentes a I'HI et I'EI en termes d'expression
de canaux-récepteurs et pompes calciques. Les protéines étudiées sont :

- le canal calcique TRPV4 : canal membranaire de la famille TRPV facilitant I'entrée du calcium
extracellulaire dans le cytosol (Randhawa PK. et Jaggi AS., 2015).

- les RyR1, RyR2, RyR3 : trois isoformes du récepteur de la ryanodine assurant la libération du
calcium du RS dans le cytosol (Meissner G., 2017),

- I'IP3R1, IP3R3 : les isoformes 1 et 3 du récepteur de 1'Inositol 1, 4, 5 trisphosphate qui gere la
libération de calcium intracellulaire et 1'absorption dans le réticulum sarcoplasmique (Lin Q. et
coll., 2016).

- les SERCA1, SERCA2 : 2 isoformes de la pompe sarco (endo) réticulum plasmique Ca**-
ATPase assurant la recapture de calcium du cytosol et son entrée dans le RS (Chemalya R. et
coll., 2018),

Les résultats de Q-PCR montrent que les 3 isoformes du récepteur sensible a la ryanodine (Ryrl,
Ryr2 et Ryr3) sont exprimées au niveau des 3 tissus vasculaires étudiés : 1’aorte thoracique (Fig.
50), I’aorte abdominale (Fig. 51) et les arteres mésentériques (Fig. 52). Le niveau d’ARNm de
ces isoformes varie en fonction du tissu. Il est a noter que dans les groupes témoins, le niveau
d’expression de chaque isoforme Ryr par rapport a 1’autre est presque le méme au sein du méme
tissu.

Dans la littérature, on trouve que I’expression des 3 isoformes du récepteur sensible a la
ryanodine a déja été observée au niveau de I’aorte thoracique et abdominale, aussi bien qu’au
niveau des arteres mésentériques (Neylon CB. et coll., 1995) (Zheng YM. et coll., 2008) (Morel
JL. et coll., 2004). De plus, nos résultats confirment les résultats publiés antérieurement (Marks
AR, 1992) (Neylon CB. et coll., 1995) (Morel JL. et coll., 2009) (Mironneau J. et coll., 2001)
(Morel JL. et coll., 2004) (Lanner JT. et coll., 2010), qui ont montré que les CMLV expriment
les 3 isoformes de Ryr sans prédominance de 1’une sur les autres.

De méme, concernant les deux isoformes de la pompe calcique du RS, SERCAT et SERCA?2, nos
résultats révelent qu’ils sont exprimés au niveau de I’aorte thoracique (Fig. 50) et abdominale
(Fig. 51) ainsi qu’au niveau des arteres mésentériques (Fig. 52). L’expression des isoformes des
SERCA au niveau du RS des CMLYV a déja ét€ observée par Johny, Lipskaia, Vallot et leurs
collaborateurs, qui ont montré l'aspect indispensable de la présence de ces pompes dans la

fonction de tous types de cellules musculaires lisses. Ceci est dii au fait que le transport du

221



calcium vers le RS, nécessaire pour le maintien d’un faible niveau de calcium cytoplasmique, est
réalisé essentiellement par les SERCA (Johny JP. et coll., 2017) (Lipskaia L. et coll., 2013)
(Vallot O. et coll., 2000) (Lipskaia L. et coll., 2010).

Nous avons aussi étudié¢ I’expression de I'IP3R de type 1 et de type 3. Mais I’IP3R type 3 a un
niveau d’expression extrémement bas dans tous les vaisseaux étudiés, ce qui nous empéche de
distinguer tout effet de I’HI et de I’EI sur son niveau d’expression (Fig. 50-52). Des résultats
similaires ont été obtenus dans les reins de souris, ou I’IP3R type 1 est exprimé alors que I’IP3R
type 3 a un niveau d’expression treés faible (Jurkovicova D. et coll., 2008) et au niveau
vasculaire, ou I’IP3R de type 1 est I’isoforme prédominante au niveau des CMLV des artéres
systémiques (aorte thoracique et abdominale) (Fig. 50, 51) et des arteres musculaires
(mésentériques) des rats (Fig. 52) (Johny JP. et coll., 2017) (Zhao G. et coll., 2008) (Ewaet MA.
et coll., 2017) (Ewaet MA. et coll., 2010).

Des études réalis€es par Inoue, Tanaka, D1, Early, Guibert et leurs collaborateurs, ont montré que
le récepteur TRPV4, un des membres de la famille vanilloide des TRP, le plus exprimé au niveau
de la membrane plasmique des muscles lisses vasculaires (Inoue R. et coll., 2006) (Tanaka R. et
coll., 2008) (Di A. et Malik AB., 2010) (Early S. et coll., 2010) (Guibert C. et coll., 2011) (Early
S. et coll., 2015). Nos résultats confirment la forte expression de Trpv4 au niveau de ’aorte
thoracique (Fig. 50), abdominale (Fig. 51) et des arteres mésentériques (Fig. 52). L’importance
de ces résultats réside dans le fait que les TRPV4 jouent un role déterminant dans le niveau de la
pression artérielle diastolique, en assurant la communication entre les CMLV et les cellules
endothéliales au niveau des artéres de résistance (les artéres musculaires) (Ledoux J. et coll.,
2006) (Sonkusare SK. et coll., 2012). Nous avons donc aussi vérifié 1'expression de TRPV4 dans
les arteres systémiques aussi bien que musculaires en réponse a I'HI et a I'El, tous deux étant des
facteurs changeant la pression artérielle.

Le niveau moléculaire d’expression de tous ces genes étudiés : Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al,
Atp2a2 et Itprl, est augmenté apres 21 jours d’exposition a I’HI (Fig. 50-52). Une étude
précédente, réalisée par Thorne et ses collaborateurs, montre que les isoformes 2 et 3 de Ryr sont
sur-exprimées suite a 1’exposition des CMLV a I’hypoxie continue en culture, ce qui n’est pas le
cas pour Ryrl, cette différence pouvant €tre due a la différente localisation des isoformes de RyR
au niveau de la CMLYV, ou I’hypoxie n’aura pas le méme effet (Thorne GD. et Paul RJ., 2003).

En revanche, nos résultats révelent que I’HI fait augmenter 1’expression des trois isoformes des
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RyR dans les CMLV. Ceci est probablement dii a la différence dans les protocoles d’exposition a
I’hypoxie (continue contre intermittente) suivi dans les études. Cette comparaison des données
de la littérature avec nos résultats indique que I’effet de I’hypoxie intermittente touche un
nombre plus large des cibles moléculaires par rapport a I’hypoxie continue.

Une autre étude réalisée sur le tissu rénal de souris, montre que 6 heures d’exposition des
animaux a l'hypoxie continue (8% d'oxygene) sont capables d’induire une sur-expression du
gene Itprl codant pour I’IP3R type 1, alors que le niveau d’expression des geénes Ryr (1-3) et
Atp2a2 n’est pas touché (Jurkovicova D. et coll., 2008). Ces résultats suggerent donc que 1’Itprl
peut répondre a une courte durée d’exposition a I’hypoxie.

Quant au gene Trpv4, nos résultats -indiquant une sur-expression de TRPV4 induite par I'HI sont
similaires a ceux d’autres chercheurs qui ont étudié I’effet de I’hypoxie continue sur son niveau
d’expression chez le rat. Ces résultats réveélent que 1’hypoxie continue induit une sur-expression
de ’ARNm de Trpv4 au niveau des CMLV pulmonaires (Dahan D. et coll., 2012) ainsi qu’au
niveau des CMLV de I’appareil circulatoire systémique (Yang XR. et coll., 2012), et qu'un seul
jour d’exposition a I’hypoxie est suffisant pour provoquer ce changement au niveau d’expression
de ’ARNm de Trpv4 (Yang XR. et coll., 2012) (Lin MJ. et coll., 2004).

L’hypoxie, en particulier intermittente, affecte donc le niveau d’expression des ARNm des genes
codant pour les protéines essentielles responsables de la gestion du calcium au niveau des
CMLV. Des études antérieures ont proposé un mécanisme moléculaire impliquant le fait que
I’HI induit une augmentation de la production d'especes réactives de l'oxygeéne (reactive
oxydative species, ROS), qui a leur tour activent des facteurs de transcription sensibles a
I’hypoxie (particulierement le HIF 1 alpha) (Belaidi E. et coll., 2016) (Gras E. et coll., 2016).
Ces derniers vont activer des mécanismes en aval dont essentiellement I’expression d’un large
spectre de genes, principalement les génes codant pour les récepteurs calciques (More YJ., 2018)
(Dong S., 2015). Cet effet dépend de plusieurs facteurs, dont principalement: la durée
d’exposition a I’hypoxie, le protocole suivi (hypoxie intermittente/continue) et le tissu dans
lequel I’étude est réalisée.

Concernant I’effet de I’entrailnement physique (EI) dans nos travaux, il est le méme que celui de
I’HI, a savoir une augmentation du niveau d’expression des ARNm de tous les génes codant pour
les protéines responsables de la gestion du calcium des CMLV, aussi bien celles qui favorisent la

sortie du calcium des réserves intracellulaires vers le cytosol que celles qui favorisent son retour
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dans les réserves (Fig. 50-52). Ceci est en accord avec les données de la littérature, qui décrivent
une sur-expression des canaux-récepteurs sensibles au calcium du RS (les RyR et les IP3R) en
réponse a 1’exercice physique. Ainsi, dans les modéles animaux lesquels ?, les taux d’expression
des ARNm des récepteurs sensibles a la ryanodine au niveau des muscles squelettiques,
cardiaques et vasculaires (@rtenblad N. et coll., 2000) (Witczak AC. et coll., 2005) (Antilla K. et
coll., 2006) (Antilla K. et coll., 2008) et de I’IP3R typel au niveau des CMLV sont augmentés en
réponse a I’entrainement physique (Sontam DM. et coll., 2015) (Hédgg U. et coll., 2004).

Une augmentation de I’expression des génes codant pour des protéines permettant la libération
du calcium des réserves intracellulaires dans le cytosol doit se traduire, dans un fonctionnement
physiologique, par une augmentation de la recapture de calcium par le RS pour assurer la baisse
de la concentration du calcium cytosolique requise pour la décontraction musculaire. Pour
permettre cela, le niveau de I’expression des récepteurs SERCA est augmenté en réponse a
I’exercice physique. En effet, Ortenblad et ses collaborateurs ont montré que, chez I’Homme,
I’entralnement physique contribue a une augmentation respectivement de 41% et 55% de
I’expression des ARNm codant pour les isoformes SERCA1 et SERCA2 au niveau des muscles
squelettiques chez les sujets entrainés par rapport aux sujets sédentaires (@rtenblad N. et coll.,
2000). De méme, pour assurer l'atteinte du taux de calcium nécessaire pour la contraction
musculaire durant I’exercice, il a ét¢é montré que I’entrainement physique fait augmenter 1’entrée
de calcium extracellulaire a ’intérieur de la CMLV par une augmentation de I’expression des
canaux calciques de la membrane plasmique. Ainsi, Sayed et ses collaborateurs ont montré que
la soumission des rats a une course de 25 metres/minute pendant 15 minutes, 2 fois par jour
durant 7 jours, induit une sur-expression de ’ARNm codant pour le TRPV4 au niveau
de I’artere fémorale (Sayed A. et coll., 2010).

En résumé, les deux facteurs étudiés, HI et EI, changent le niveau d’expression des génes codant
pour les récepteurs, canaux et pompes calciques. Cependant, en fonction du canal, du type
d’hypoxie (intermittente/ continue), de la durée d’exposition a I’hypoxie, et du tissu étudié, il est
évident que 1'impact sur la gestion du calcium dans la cellule et son influence sur les fonctions de
cette derniere sera différent. Ces changements observés au niveau de la voie de signalisations
calcique, qui contréle la contraction vasculaire, vont potentiellement aussi induire des
changements au niveau des protéines effectrices de la contraction musculaire. Nous avons donc

ensuite étudié lI'impact de I'HI et de 1'EI sur l'expression des genes codant pour les protéines
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régulant l'excitation-contraction dans le tissu musculaire lisse vasculaire : les isoformes du
complexe tropomyosine-calmoduline.

Nos résultats réveélent que les CMLV de Daorte thoracique, abdominale et les artéres
mésentériques expriment les genes codant pour les quatre isoformes de la tropomyosine (Tpm),
ainsi que les geénes codant pour les 3 isoformes de la calmoduline (Calm) (Fig. 53, 54 et 55).
En général, les tissus musculaires lisses des mammiferes co-expriment les 4 isoformes de la
Tpm, avec une prédominance des Tpml et 2 (Szymanski PT. et coll., 1998) (Marston S. et El-
Mezgueldi M., 2008) (Alkahtani R. et coll., 2013). Nos résultats sont en accord avec ces données
au niveau des arteres musculaires (les arteres mésentériques) ou les rats du groupe témoin (N)
expriment majoritairement les Tpml et Tpm2 (Fig. 55). En revanche, au niveau des arteres
élastiques, les Tpm 3 et 4 sont dominantes dans 1’aorte thoracique (Fig. 53), tandis qu'aucune
prédominance n’est observée au niveau de ’aorte abdominale (Fig. 54). Cette différence de
distribution des isoformes, est probablement due aux différences dans la structure et la fonction
de ces arteres (artere €élastiques contre musculaires) : plus on s’éloigne du ceeur, moins les fibres
élastiques sont abondantes et plus les CMLV sont présentes dans la paroi artérielle. En effet,
I’aorte thoracique (I’artére la plus proche du cceur), qui a la densité la moins élevée en CMLYV,
exprime majoritairement les Tpm 3 et 4 (Fig. 53), alors que les arteres mésentériques ayant la
plus forte densité en CMLV expriment majoritairement les isoformes let 2 de la Tpm (Fig. 55).
Pour I’aorte abdominale, qui est située entre ces deux artéres, sa composition est presque en
équilibre entre CMLV et fibres élastiques, et elle n’exprime aucune isoforme majoritaire (Fig.
54).

Quant a la calmoduline, elle est connue pour étre exprimée au niveau des muscles lisses des
mammiferes (Coen M. et coll., 2013) (Toutenhoofd EE. et coll., 2000) (Chin D. et Means AR.,
2000). Nos résultats montrent que les genes codant pour les 3 isoformes de la
calmoduline (Calm1, Calm2 et Calm3) sont exprimés dans les 3 trois tissus vasculaires étudiés
(Fig. 53-55). De plus, l'expression de Calml est prédominante dans les trois tissus, l’aorte
thoracique (Fig. 53), 'aorte abdominale (Fig. 54) et les arteres mésentériques (Fig. 55).

L'intérét central de cette partie de I'¢tude est I’effet de ’HI et de I’EI sur I’expression de ces
protéines effectrices du couplage excitation-contraction des CMLV. Les plupart des études se
sont concentrées essentiellement sur 1’effet de I’hypoxie (Yuan G. et coll., 2005) (Johnson AB. et

coll., 1998) (Balla Z. et coll., 2002) (Jung HIJ. et coll., 2010) et de I’exercice physique (Rose AJ.,
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2007) (Joseph JS. et coll., 2017) sur des voies de signalisation dans lesquelles la calmoduline et
la tropomyosine interviennent. Rares sont les é¢tudes dans la littérature qui ont examiné 1’effet de
I’hypoxie ou de I’exercice directement sur la calmoduline et la tropomyosine. Parmi ces études,
un travail réalisé sur les rats montre que la tropomyosine est la seule protéine contractile non-
affectée par I’hypoxie continue au niveau des CMLV du réseau vasculaire systémique (Zacour
ME. et coll., 2002). Deux autres études, menées par Sun et Zhao et leurs collaborateurs, montrent
que I’hypoxie continue fait augmenter le taux d’expression de la calmoduline au niveau du
muscle lisse et du muscle cardiaque (Sun CY. et coll., 2006) (Zhao PJ. et coll., 2008). En
revanche, nos résultats montrent que I’hypoxie intermittente induit une diminution du taux
d’ARNm des geénes codant pour les 4 isoformes de Tpm au niveau des artéres de la circulation
systémique (fig. 53, 54) aussi bien qu’au niveau des artéres musculaires (Fig. 55). Au contraire,
I’HI fait augmenter I’expression en ARNm des isoformes de la calmoduline dans les 3 arteres
étudiées, ce qui est cohérent avec les résultats des études antérieures, en hypoxie continue, cités
plus haut. La différence entre nos résultats et la littérature quant a 1’effet de I’HI sur la Tpm, est
probablement due au fait que dans les autres études, 1'hypoxie est continue alors que nous avons
adopté un protocole d’hypoxie intermittente.

L’El de son coté, a l'effet inverse de 1'HI sur le géne de la calmoduline. Ainsi, nous trouvons que
I’El induit une réduction de I’expression des 3 isoformes de la calmoduline pour les trois arteres
étudiées (Fig. 53-55). De maniere intéressante, en ce qui concerne la tropomyosine, lorsque les
rats sont soumis a ’El en présence de I’HI, ’El contrebalance partiellement la diminution
induite par I’HI en augmentant le niveau d’expression des Tpm2 et Tpm3 au niveau de ’aorte
thoracique (Fig. 53) et de I’aorte abdominale (Fig. 54), ainsi que des Tpm1 et Tpm?2 des arteres
mésentériques (Fig. 55).

Pour comprendre nos résultats obtenus sur les protéines tropomyosine-calmoduline, il semble
utile de faire un récapitulatif du mécanisme de couplage excitation-contraction dans les CMLV.
Dans le cas normal, le calcium, suite a une augmentation transitoire de sa concentration dans le
cytosol, s’associe a la calmoduline et ’active. Un complexe calcium-calmoduline est ainsi formé
(Berridge BR. et coll. et coll., 2013), qui a son tour active la kinase de la chaine légere de
myosine (MLCK) en formant un complexe quaternaire actif 4 (Ca’>*-CaM-MLCK). La MLCK
hydrolyse I’ATP et phosphoryle une des deux chaines 1égeres de chaque téte de myosine. Ce qui

dévoile le site de liaison de I’actine au niveau de la téte de myosine. La liaison actine-myosine
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induit la contraction des cellules musculaires lisses (Gao Y., 2001) (Fattoum A., 1997). Nos
résultats montrent que 1'HI fait augmenter I’expression ARNm de la calmoduline (Fig. 53-55) et,
si cet effet est traduit a I’échelle protéique, ceci augmente probablement le nombre de complexes
calcium-calmoduline (Berridge BR. et coll.,, 2013) qui sont formés au niveau des CMLV.
D’autre part, I’HI induit une diminution de 1’expression des ARNm de la tropomyosine (Fig. 52-
54), qui est une protéine constituante du filament fin du muscle lisse. La tropomyosine est
connue pour inhiber la caldesmone, qui est une protéine participant au controle du mécanisme
d’excitation-contraction des CMLYV en inhibant la MLCK. Dans le cas ou ces résultats de Q-PCR
se confirment a 1'échelle de la production protéique, une diminution de la disponibilité de la
tropomyosine réduirait 1’inhibition de la caldesmone ce qui, a son tour, leverait I’inhibition de la
MLCK, et par conséquence favoriserait la contraction des CMLV.

D’autre part, I’EI corrige les effets indésirables de I’HI sur 1’expression génique du complexe
tropomyosine-calmoduline régulant la contraction des muscles lisses. Ainsi, I’EI diminue le taux
de ’ARNm de la calmoduline méme a des niveaux inférieurs a la normale (IHIT vs N) dans les 3
vaisseaux étudiés (Fig. 53-55). Cette tendance, si elle est confirmée au niveau de la protéine de la
calmoduline, peut induire une diminution du taux des complexes calmoduline-calcium formés,
qui peuvent activer la MLCK, ce qui peut alors ramener la contraction musculaire, anormalement
élevée en HI, a son niveau normal. De méme, chez les rats soumis a I’HI, I’EI fait augmenter le
niveau d’expression des Tpm2 et Tpm3 au niveau de 1’aorte thoracique (Fig. 53) et de I"aorte
abdominale (Fig. 54), ainsi que des Tpm1 et Tpm2 des arteres mésentériques (Fig. 55). Si le taux
protéique de la tropomyosine est aussi augmenté par I’El, ceci favorise I’inhibition de la
caldesmone, ce qui a son tour inhibe la MLCK et favorise la relaxation des CMLV.

Les résultats obtenus par Q-PCR, nous aident a comprendre les phénomenes moléculaires situés
au niveau de l'expression des genes sous-jacents aux changements physiologiques observés. Des
études au niveau protéique sont alors nécessaires pour confirmer la tendance observée au niveau
de l'expression des ARNm. Il est montré dans la littérature que les changements du niveau
d’expression des quatre isoformes de la tropomyosine (Marston S. et El-Mezgueldi M., 2008)
(Martin C. et Gunning P., 2008) (Schevzov G. et coll., 2005) aussi bien que les 3 isoformes de la
calmoduline (Yea Q. et coll., 1997) (Huo L. et coll., 2005) (Koledova VV. et Khalil RA., 2006) a
I’échelle de 'ARNm sont la plupart du temps traduit a I’échelle protéines au niveau des CMLV
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des mammiféres. Ceci rend probable le fait que nos observations seront traduites a I’échelle
protéique.

Pour confirmer les données recueillies par PCR en temps réel, et se fondant sur nos résultats
aussi bien que sur la littérature, nous avons choisi d'étudier au niveau protéique les 4 genes les
plus exprimés au niveau des CMLYV et les plus affectés par I’HI et I’EI (Sayed A. et coll., 2010)
(Antilla K. et coll., 2006) (Antilla K. et coll., 2008) (Dahan D. et coll., 2012) : les 3 isoformes du
récepteur sensible a la ryanodine (RyR1, RyR2 et RyR3) ainsi que le canal TRPV4.

Les résultats que nous avons obtenus par Western blot, confirment les résultats de Q-PCR et les
données de la littérature : ils révelent que les muscles lisses vasculaires expriment au niveau
protéique, aussi bien qu’au niveau des ARNm, les 3 isoformes de RyR sans prédominance d’un
isoforme sur 1’autre la non-prédominance n'est pas montrée clairement dans les résultats !!!
(Marks AR, 1992) (Neylon CB. et coll., 1995) (Morel JL. et coll., 2009) (Mironneau J. et coll.,
2001) (Morel JL. et coll., 2004) (Lanner JT. et coll., 2010). Ainsi, I’expression des isoformes
RyR est confirmée au niveau de 1’aorte thoracique (Fig. 62), ’aorte abdominale (Fig. 63) et les
arteres mésentériques (Fig. 64) (Neylon CB. et coll., 1995) (Zheng YM. et coll., 2008) (Morel
JL. et coll., 2004).

De méme pour la protéine TPRV4, nos résultats montrent que cette protéine est bien exprimée au
niveau de I’aorte thoracique, de l'aorte abdominale et des arteres mésentériques (Fig. 62-64).
Ceci confirme nos résultats obtenus par Q-PCR, et correspond aux résultats des études
précédentes (Inoue R. et coll., 2006) (Tanaka R. et coll., 2008) (Di A. et Malik AB., 2010) (Early
S. et coll., 2010) (Guibert C. et coll., 2011) (Early S. et coll., 2015) montrant que la protéine
TRPV4 est exprimée au niveau de la membrane plasmique des muscles lisses vasculaires de
I’aorte et des artéres mésentériques.

En ce qui concerne les effets de I’HI et de I’El sur ’expression protéique de ces récepteurs-
canaux calciques, nos résultats révelent que les effets de I’HI et I’EI dépendent du tissu étudié, et
que méme I’interaction entre ces deux facteurs est dépendante du tissu lui-méme (Fig. 62-64).
Ainsi, nous trouvons que I’HI n’a pas d’effet sur ’aorte abdominale (Fig. 63) et que les arteres
mésentériques sont les plus sensibles a I’effet de I’HI (Fig. 64) : la protéine RyR2 et RyR2
diminue, alors que le RyR3 et le TRPV4 augmentent leur taux d’expression protéique en réponse
a I’HI en absence de I’EL. En outre, au niveau de [’aorte thoracique, I’HI augmente le taux

protéique de RyR2 et RyR3 et pas celui de RyR1 et de TRPV4 (Fig. 62).
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Ces réponses différentes peuvent étre liées a la structure et fonction de I'artere mésentérique, qui
difféerent des deux arteéres ¢élastiques (I’aorte abdominale et thoracique). Les artéres
mésentériques étant des arteres musculaires, leur densité en CMLYV est plus importante que dans
’aorte thoracique et abdominale, ceci confirme notre hypothése suggérant que 1’effet de I’HI est
principalement lié¢ aux CMLV. Des résultats similaires sont observés dans des études réalisées
par Jurkovicova et Shimoda et leurs collaborateurs, qui montrent que 1’application d'une hypoxie
continue induit une augmentation de 1’expression protéique des isoformes 2 et 3 de RyR mais
pas de I’isoforme 1 au niveau des reins des souris (Jurkovicova D. et coll., 2008) et au niveau
des CMLV pulmonaires (Shimoda LA. et Polak J., 2011). En outre Dahan et ses collaborateurs
ont montré que I’isoforme 2 des RyR est la seul isoforme qui est sur-exprimée par I’hypoxie
continue au niveau des CMLV pulmonaires, les expressions des isoformes 1 et 3 restants
inchangées (Dahan D. et coll., 2012). En outre, nous avons remarqué 1’absence d’effet de I’HI
sur I’expression protéique de RyR1 dans 1’aorte thoracique, abdominale et arteres mésentériques,
alors qu’elle (HI) a fait augmenter significativement le taux d’ARNm du gene Ryrl au niveau
des 3 tissus vasculaires. Ceci peut étre expliqué par la présence des ARNm demi-vie, qui sont
détectés par la Q-PCR mais qui sont non stables et se détruisent avant leur traduction en protéine.
Dr’ailleurs, I’efficacité de la traduction peut aussi influencer le taux d’ARNm qui se transforme
en protéine. Et comme I’HI est une condition stressante pour 1’organisme, elle pourra jouer un
role dans la réduction de ’efficacité de la traduction.

En ce qui concerne le récepteur TRPV4, nos résultats montrent que I’HI induit une sur-
expression de la protéine TRPV4 au niveau des arteres mésentériques seulement (Fig. 64), alors
que son niveau d’expression en ARNm était augmenté par I’HI dans les 3 trois tissus vasculaires.
Ceci peut étre associé aux différents mécanismes de régulation post-transcriptionnelle dans les
différents tissus. Des ¢tudes précédentes révelent que I’hypoxie intermittente induit une sur-
expression protéique du récepteur TRPV4 au niveau des cellules musculaires cardiaques en
culture (Parpaite T. et coll., 2016) ainsi qu’au niveau des astrocytes du systeme nerveux central
des rats (Butenko O. et coll., 2012). L’absence de I’effet de I’HI sur la prot¢ine TRPV4 au
niveau des arteres élastiques peut étre associé aux différences structurales entre ces dernieres et
les arteres mésentériques. En effet, les arteres mésentériques, qui sont des arteres musculaires de
résistance, réagissent au stress (hypoxie ou exercice physique) augmentant le débit sanguin,

d’une fagon différente de celle subie par les arteres élastiques et les artérioles (Baron-Menguy C.
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et coll., 2010) (Freidja ML. et Henrion D., 2011). D’autre part, 1’effet de I’EI est observé sur le
TRPV4 au niveau des 3 tissus (Fig. 62-64). Etant donné les différences structurelles entre ces
trois arteres, dont deux sont des arteres €élastiques avec une structure riche en fibres élastiques, et
la troisieme est une artére musculaire avec une structure riche en CMLV (Mulvany MJ., 2002)
(Loufrani L et Henrion D., 2008), nous laisse suggérer que 1I’HI affecte le TRPV4 des CMLV. En
revanche, il semble que I’El peut toucher le TRPV4 exprimés dans les CMLV ainsi que dans
d'autres constituants qui sont présents avec des proportions semblables dans tout type d’artéres.
Ces constituants sont probablement les cellules endothéliales (Ledoux J. et coll., 2006)
(Sonkusare SK. et coll., 2012), qui se trouvent dans I’intima de toutes les artéres et qui sont
connues pour étre impliquées dans la réactivité vasculaire en réponse a ’exercice physique
(Green DJ. et coll., 2013) (Green DJ. et Smith KJ., 2017).

Au niveau de ’aorte abdominale, le niveau des 4 protéines (RyR1 -3 et TRPV4) est réduit par
I’EI (Fig. 62), alors que le taux de protéine de RyR3 est inchangé par I’EI dans I’aorte thoracique
et RyR2 est inchangé par 1'EI dans les arteres mésentériques (Fig. 62) et (Fig. 64). Ces
observations nous indiquent que les différences dans l'expression protéique des isoformes de
RyR sont tissu-spécifiques

Les données de la littérature concernant 1’effet de 1’exercice physique sur le niveau d’expression
protéique des RyR1-3 et de la TPRV4 sont diversifi€es. En effet, une sur-expression des RyR par
I’exercice est observée au niveau des muscles cardiaques (Antilla K. et coll., 2008) (Antilla K. et
coll., 2006), ainsi qu’une augmentation de 1’activité des RyR dans les muscles vasculaires
(Witczak AC. et coll., 2005). De plus, Chen et ses collaborateurs ont montré que I’exercice
n’affecte pas le niveau d’expression protéique de TRPV4 dans le tissu adipeux des rats (Chen N.
et coll., 2015), alors que Sayed et ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation de
niveau protéique de TPRV4 au niveau de 1’artere fémorale des rats suite a leur course sur un
tapis roulant (Sayed A. et coll., 2010). Ceci nous améne a constater que 1’effet de I’exercice
physique sur le taux d’expression protéique des RyR et TRPV4 dépend de plusieurs facteurs,
dont essentiellement le protocole d’entrainement suivi (intensité, durée, temps). D'autres facteurs
pouvant influencé 1’effet de 1’exercice sont I’espece-modele expérimental utilisée dans 1’étude et
le tissu sur lequel chaque étude est réalisée.

En résumé, I’HI et I’EI changent le profil d’expression protéique des 4 génes clés de la

signalisation calcique des CMLV d’une fagon dépendante du gene et du tissu. La différence dans
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la réponse a I’HI et I’EI entre les RyR et le TRPV4 est associée a leurs localisations différentes
au niveau de la CMLV. En effet, les RyR sont des protéines du RS, alors que le TRPV4 est une
protéine de la membrane plasmique des CMLV, ce qui rend les Trpv4 plus susceptibles a des
interactions avec d’autres protéines intracellulaires et extracellulaires. Par contre, 1’interaction
des RyR est limitée par des protéines a 1’échelle intracellulaire. De plus, la différence de la
réactivité de chaque isoforme de protéines RyR peut étre due a leurs différences de distribution

au sein du réticulum sarcoplasmique.

Hypoxie intermittente, entrainement physique intensif
et muscles squelettiques :

Mais les complications associées au SAOS ne sont pas limitées au systeme cardiovasculaire. Les
études montrent que le SAOS affecte aussi le systeme endocrine (intolérance du glucose,
dyslipidémie) et les systemes nerveux central et sympathique (déficience cognitive) (Jordan AS.
et coll.,, 2014) (Matsumoto T. et coll., 2018). Mais le diabéte et I’hypertension restent les
comorbidités les plus communément associées au SAOS (Pillar G. et Shehadeh N., 2008)
(Javaheri S. et coll.,, 2017). Ces deux derniers sont également associés a la sarcopénie
(Matsumoto T., 2018), une maladie caractérisée par une perte de la masse musculaire
squelettique accompagnée d’une réduction de sa force et sa fonction (Rosenberg IH. et coll.,
1997) (Kim TN. et coll., 2013). De méme, le SAOS est associ¢ au vicillissement et a I’obésité
(Chen X., 2016), deux conditions dans lesquelles une déplétion des muscles squelettiques aussi
qu’une accumulation des graisses dans ces muscles sont enregistrées (Cruz-Jentoft A., 2010)
(Matsumoto T. et coll., 2018). Prises ensemble, ces données suggerent qu’une corrélation
importante existe entre le SAOS et les muscles squelettiques.

En effet, des recherches réalisées par Shortt et Thomas et leurs collaborateurs (Shortt CM. et
coll., 2013) (Shortt CM. et coll., 2014) (Thomas A. et coll., 2017) montrent (on utilise tres peu le
verbe révéler dans les textes scientifiques en francais) que les apnées du sommeil induisent un
remodelage structural aussi bien que des changements bioénergétiques des muscles
squelettiques. De plus, nos résultats de Q-PCR obtenus au niveau des tissus musculaires lisses
vasculaires, ont montré un effet dépendant du tissu de I’HI et de I’EI. Prises ensemble, toutes ces

données nous ont encouragés a évaluer les effets de I'HI et de I'EI sur I’expression des mémes
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genes responsables de la gestion de calcium mais sur un autre type de muscle sollicité lors de
I'exercice physique (dans notre cas la course de rats sur le tapis roulant) : les muscles
squelettiques de la partie postérieure des pattes des rats, incluant le muscle gastrocnémien, le
muscle soléaire et le muscle plantaire. Nous avons choisi ces 3 muscles parce qu’ils présentent
des profils différents (muscle rapide vs lent), ce qui nous permet d’examiner I’impact différentiel
d’un exercice avec une forte intensité de durée moyenne sur ces muscles.

Nous avons pu vérifier que les genes Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2 et Itp3rl sont
tous exprimés au niveau du muscle gastrocnémien (Fig. 56), plantaire (Fig. 57) et soléaire (Fig.
58), alors que I’Itp3r3 a un taux d’expression trés minime dans les 3 muscles (Fig. 56-58). De
plus, nos résultats révelent que dans les groupes témoins (N), les genes Atp2al et Atp2a2 codant
respectivement pour les canaux SERCAl et SERCA2, possedent le plus haut niveau
d’expression au niveau des trois muscles squelettiques. L’abondance des SERCA est associée a
leur role important dans les muscles squelettiques. En effet, les muscles squelettiques subissent
des transformations importantes en réponse a des situations physiologiques ou pathologiques.
Parmi ces transformations, la modification de la vitesse de contraction et de la relaxation est la
plus importante. Plusieurs protéines de gestion de calcium sont impliquées dans le changement
de la vitesse de contraction (RyR, IP3R, ..) (Quane KA. et coll., 1993) (Santulli G. et coll., 2017)
mais pour la relaxation, I’expression des SERCA est la seule responsable de la capacité de re-
captage du Ca*, ce qui rend leur présence dans les muscles squelettiques essentielle (Kanzaki K.
et coll., 2017) (Balog EM., 2010) (Wada M. et coll., 2013).

Quant aux RyR, nos résultats montrent qu’apres les genes codant aux pompes SERCA,
I’isoforme 3 est le plus exprimé au niveau des 3 muscles squelettiques étudiés (Fig. 56-58). 1l est
connu que I’isoforme 1 des RyR prédomine au niveau des muscles squelettiques des mammiferes
(Santulli G. et coll., 2017) (Marks AR. et coll., 1989) (Takeshima H. et coll., 1989), et que
I’isoforme RyR3, isolée pour la premiere fois au niveau du cerveau, est largement exprimée au
niveau du muscle squelettique ainsi qu’au niveau d’autres tissus sans que sa fonction soit
vraiment claire (Santulli G. et coll.,, 2017). Nos résultats sont, en partie, en accord avec la
littérature, quant a I’abondance de RyR3 dans les muscles squelettiques des mammiferes. En
revanche, nos résultats different de la littérature par le fait que le RyR3 est plus abondant que
RyR1 dans le muscle gastrocnémien (Fig. 56), le muscle plantaire (Fig. 57) et le muscle soléaire

(Fig. 58). Ceci suggere que le RyR3, dont la fonction n’est pas encore bien connue, semble jouer
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un role important dans la contraction des muscles squelettiques en gérant la signalisation
calcique dans ces tissus.

En outre, nous avons observé que I’ARNm de TRPV4 est présent dans les 3 muscles
squelettiques des rats (Fig. 56-58). La présence de ce récepteur membranaire au niveau des
muscles squelettiques est déja documentée par Pritschow, Kusudo, Tiffany et leurs
collaborateurs chez les mammiféres (Pritschow BW. et coll., 2011) (Kusudo T. et coll., 2011)
(Tiffany CH. et coll., 2012). D’autre part, en accord avec les résultats de Jaimovich, Araya,
Mondin, Antigny, Tjondrokoesoemo et leurs collaborateurs, nos résultats montrent une
expression de ’ARNm du récepteur IP3R type 1 au niveau des fibres musculaires squelettiques
des mammiferes (Jaimovich E. et coll., 2000) (Araya R. et coll., 2003) (Mondin L. et coll., 2009)
(A. Tjondrokoesoemo. et coll., 2013) (Antigny F. et coll., 2014). L’expression des genes codant
pour les TRPV4 et IP3R1 dans les cellules musculaires squelettiques des rats dans notre modele,
suggere que ces récepteurs (une fois traduit a I’échelle protéique) vont participer de maniére
importante a la signalisation calcique de ces cellules, ce qui les rend des cibles de tout stimulus
stressant tel que I’HI et I’EL

Concernant I’hypoxie intermittente, cette derniere fait augmenter significativement I'expression
des genes Ryrl, Ryr2, Ryr3, Trpv4, Atp2al, Atp2a2, Itprl, codant respectivement pour les
récepteurs, les canaux et les pompes calciques RyR1, RyR2, RyR3, SERCA1, SERCA2, TRPV4,
IP3R1 dans les trois tissus musculaires squelettiques étudiés (Fig. 55-57). 1l est a noter qu’aucun
changement de I’expression du geéne Itp3r3, codant pour I'IP3R3, n’est détectable dii a son faible
niveau d’expression dans les 3 trois muscles (Fig. 56-58).

Parmi ces protéines de gestion du calcium, nos résultats indiquent que le niveau d’expression des
genes codant pour les pompes SERCA1 et SERCA 2 dans les muscle gastrocnémien (Fig. 56), le
SERCAL1 (apres le RyR1) dans le muscle plantaire (Fig. 57) et le SERCA?2 dans le msucle
soléaire (Fig. 58) sont les plus sensibles a ’HI. Les données de la littérature révelent que le
changement du niveau d’expression de ces pompes en réponse a 1’exposition a I’HI dépend de la
durée de cette exposition. Ainsi, une étude réalisée par Schortt et ses collaborateurs a montré que
I’exposition des rats a de courte (ou moyenne) durée d’hypoxie intermittente entre 1 et 3
semaines induit une augmentation de 1’expression des SERCA 1 et 2 au niveau des muscles
squelettiques (Shortt CM. et coll., 2013). Ceci s’accompagne d'un changement des niveaux

d'expression respectifs de SERCA2 et SERCAIqui varient vers une prédominance de SERCAI,
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ce qui est concomitant a la transformation des fibres lentes en fibres rapides. A l'inverse, une
autre ¢étude réalisée par Liu et ses collaborateurs montre qu’une longue exposition des rats a I’HI
(5 semaines ou plus) fait diminuer le niveau d’expression des SERCA 1 et SERCA 2 (Liu YH. et
coll., 2009), ceci étant accompagné d’une tranformation des fibres musculaires rapides en fibres
lentes.

Dans notre étude, au niveau du muscle plantaire, I’exposition a I’HI fait augmenter le niveau
d’expression d’ARNm de SERCA 1 a niveau supérieur que celui de SERCA 2, alors qu’il lui
était inférieur dans le groupe témoin avant exposition a I’HI (Fig. 57). Ceci sera probablement
accompagné a long terme, d’une transition des fibres lentes en fibres rapides. Ces derniers sont
plus sensibles a la fatigue, ce qui va induire une réduction du temps d’endurance de ce muscle.
Pour les autres protéines, nos résultats aussi bien que la littérature révelent que I’exposition a
I’hypoxie fait augmenter le niveau d’expression de TRPV4 (Wu QF. et coll., 2017) (Zhang SJ. et
coll., 2006) et des RyR (Wang H. et coll., 2003) (Kubasov IV. et coll., 2014) au niveau des
muscles squelettiques. Un des mécanismes par lequel I’HI induit une sur-expression des ARNm
des genes codant ces protéines de gestion du calcium dans les mucles squelettiques est
probablement 1’activation des facteurs de transcription sensible a 1’hypoxie. Parmi ces facteurs,
HIF-1 alpha (hypoxia inducible factor-1 alpha) est connu pour activer plusieurs voies de
signalisation en réponse a I’HI, capables de déclencher une sur-expression d’un grand nombre de
genes codant pour ces protéines. Des études précédement réalisées au sein de notre laboratoire,
utilisant le méme protocole d’exposition a I’HI, révelent que cette derniere induit une
augmentation de Dl’activité de HIF-1 alpha chez les souris soumis a I’hypoxie intermittente
(Belaidi E. et coll., 2016) (Gras E. et coll., 2016). Ceci nous amene a proposer que dans notre
¢tude, ’HI induit une suractivation du HIF-1 alpha des rats, qui a son tour a induit la sur-
expression des canaux-recepteurs et pompes calciques dans les muscles squelettiques.

D'autre part, dans nos expériences, I’El fait aussi augmenter le niveau d’expression des ARNm
de SERCA 1 et 2, ainsi que les autres récépteurs-canaux : RyR1-3, IP3R1 et TRPV4 dans les
trois muscles squelettiques. Nos résultats sont en accord avec ceux de Bueno et ses
collaborateurs montrent, dans leur étude réalisée sur des souris, que 8 semaines d’entrainement
intensif induisent une augmentation de I’expression d’ARNm des SERCA1, SERCA 2, RyR1,
RyR2 et RyR3 au niveau des muscles plantaire et soléaire. En augmentant le niveau d’expression

de ’ARNm des protéines de la libération de calcium d’un part (RyR1-3) et des protéines de la
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recaptage de calcium d’autre part (SERCA1-2), I’exercice physique assure ainsi la régulation des
quantités de calcium cytosolique requises pour realiser les cycles de contraction-relaxation et
favoriser, par conséquence, un bon fonctionnement des muscles squelettiques (Bueno CR. et
coll., 2010). En revanche, Kubo et ses collaborateurs montrent que 1’exercice physique intensif et
modéré induit une augmentation de I’expression de ’ARNm de SERCA2 mais pas de SERCAI
au niveau du muscle gastrocnémien des rats, ce qui améliore leur performance (en terme
d’endurance) (Kubo H. et coll., 2003). Ce resultats inverse de Kubo, nous laisse constater que
I’effet de I’EI sur les muscles squelettiques est trés variable en fonction du tissu et du gene
étudié.

Pris ensemble, ces résultats montrent que I’EI comme I’HI affectent la transcription des genes
responsables de la gestion du calcium au niveau des muscles squelettiques, ce qui peut avoir
plusieurs effets sur ces muscles, telles que la fatigue et la transfomation de structure (fibres lentes
en rapides et vice versa) en fonction de 1’activation/I’inactivation des muscles et de leur contenu
en enzymes oxydatives. Ceci a été montré par un certain nombre d'études, qui ont décrit les
modifications des muscles squelettiques en réponse a ’EI (Gordon T. et Patullo M., 1993)
(Hofmann S. et Pette D., 1994) (Howlett RA. et Hogan MC., 2007) (Antilla K. et coll., 2008) et
indiquent que les différents types d’exercice induisent des modifications structurales et
fonctionnelles différentes et spécifiques. Dans la majorité des cas, il s’agit d’une transformation
des fibres musculaires vers le type rapide. Selon le protocole d’exercice suivi, le changement de
la vitesse de contraction du muscle squelettique est différent. Par exemple, on trouve dans des
cas physiologiques aussi bien que dans des modeles expérimentaux (Buller A. et coll., 1990)
(Guttman E. et coll., 1975) (Luedekea JD. et coll., 2004), que I’exerice intensif induit une
augmentation de la vitesse de contraction du muscle soléaire (qui est initialement un muscle a
contraction lente). Ceci le transforme en un muscle a contraction rapide, en lien avec un effet de
I’EI sur la composition histo-enzymatiques des fibres (Guth L. et coll., 1988) (Yellin H., 1979)
(Howlett RA. et Hogan MC., 2007) (Antilla K. et coll., 2008) aussi bien que sur les protéines
régulatrices des filaments fins. Pour cette raison, nous avons ensuite étudié le niveau
d’expression des geénes codant pour les protéines troponine-tropomyosine qui sont les
régulatrices essentielles du couplage excitation-contraction.

Nos résultats montrent que les 3 muscles squelettiques expriment les ARNm de la troponine 1 et

3 (Fig. 59-61) et des 4 isoformes de la tropomyosine avec une prédominance : de 1’isoforme 1 la
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tropomyosine suivi par 1’isoforme 1 de la troponine au niveau du muscle gastrocnémien (Fig.
59), de I’'isoforme 1 de la troponine suivi par 1’isoforme 3 de la troponine au niveau du muscle
plantaire (Fig. 60) et de I’isoforme 1 de la tropomyosine suivi par I’isoforme 3 de la troponine au
niveau du muscle soléaire (Fig. 61).

En outre, I’HI induit une augmentation globale des Tnntl, Tnnt3 et Tpml, alors qu’une
diminution globale des Tpm2, Tpm3 et Tpm4 au niveau du muscle gastrocnémien (Fig. 59).

Au niveau du muscle plantaire, I’HI fait augmenter le taux d’ARNm de Tnntl, Tnnt3, Tpm1 et
Tpm2, alors qu’elle entraine une baisse de ce taux de Tpm3 et Tpm4 (Fig. 60). En outre, au
niveau du muscle soléaire, I’HI induit une augmentation globale du taux ARNm du Tnntl et
Tnnt3 alors qu’elle induit une diminution du Tpm3 (Fig. 61). Ces différences de I’effet de
I’hypoxie intermittente peuvent étre liés aux différences structurelles-fonctionnelles de ces 3
muscles squelettiques. En effet, le muscle plantaire est composé en majorité de fibres rapides
blanches (70%), alors que le muscle soléaire est un muscle rouge constitué majoritairement de
fibres lentes (plus de 95%). De méme, le muscle gastrocnémien superficiel (utilisé dans toutes
nos expériences) est, comme le muscle soléaire, constitué en majorité des fibres musculaires
rouges a faibles capacités oxydatives. Nous pouvons donc supposer que chez les rats, les fibres
musculaires squelettiques les plus sensibles a I’hypoxie intermittente sont les fibres rouges
lentes. Ces résultats sont compatibles avec des études réalisées antérieurement, dont les résultats
suggerent que les fibres lentes sont plus susceptibles a répondre a I’hypoxie chronique en
réduisant la production des enzymes oxydatives (Luedekea JD. et coll., 2004) (Hochachka P. et
coll., 1998).

Concernant 1’effet de I’El, nos résultats indiquent qu’au niveau du msucle gastrocnémien, I’EI
fait diminuer globalement le niveau relatif en ARNm des genes Tnntl, Tnnt3, Tpml et Tpm4
(Fig. 59). Au niveau du muscle plantaire (Fig. 60) I’EI induit une diminution globale des taux de
I’ARNm des génes Tnntl, Tnnt3, Tpm1 et Tpm2. Cette diminution de ’ARNm des protéines
régulatrices de 1’excitation-contraction par I’El dans les muscles squelettiques s’opposent a
I’effet de I’HI sur ces protéines.

Pris ensemble, nos résultats montrent que les fonctions des muscles squelettiques, comme des
muscles lisses vasculaires, sont altérés par I’HI, et I’entrainement physique intensif peut jouer un

role correcteur des effets de I’HI au niveau de ces muscles, surtout au niveau des acteurs du
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couplage excitation-contraction, en régulant la sur-expression des genes Tnntl et Tnnt3, codant
pour les troponine T 1 et 3, et Tpm1 codant pour I’isoforme 1 de la tropomyosine.

Il reste a noter que ces modifications observées dans les taux d’ARNm des génes étudiés nous
donnent une idée des changements qui peuvent &tre applicables ou non a 1’échelle protéique.
C’est ce que nous avons eu dans nos expériences de Western blot, ou les changements observés
dans le niveau d’ARNm de RyR1, RyR2, RyR3 et TRPV4 ne sont pas tous observés a 1’échelle
protéique. Ceci peut €tre associé aux différents mécanismes post-transitionnels tissu-dépendants
ou seule une partie de I’ARNm est traduite en protéines (Schuller AP. et coll., 2018). En effet, la
traduction des ARNm en protéines dans les cellules eucaryotes est un processus complexe et
passe par quatre étapes : initiation, €longation, terminaison et recyclage ribosomal (Schuller AP.
et coll., 2018). Ce qui le rend le temps de la traduction des ARNm beaucoup plus long que le
temps nécessaire pour la transcription et fait qu’une réponse a 1’échelle protéique a un
changement extérieur est beaucoup plus complexe que la réponse a I’échelle des ARNm (Pavlov
MY. et coll., 2009). Ainsi, des études réalisées sur I’effet des stimuli extérieurs (e.g. sport) sur
les muscles squelettiques révelent que les changements au niveau ARNm de la chaine lourde de
la myosine, se déclenchent quelques heures apres la soumission au stimulus. En revanche, les
changements de D’expression protéique ne sont observés que 10 jours aprés le début de

I’exposition au méme stimulus (Termin A. et Pette D., 1992) (Hueyk K. et coll., 2003).
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V1.2. Conclusions et perspectives

Le travail de cette these s’inscrit dans le cadre de 1’étude de I’effet de I’hypoxie intermittente
chronique, la conséquence majeur du SAOS, et de I’entrainement physique intensif sur la
structure et la fonction des arteres et de leur tissu musculaire lisse, et du tissu musculaire
squelettique dans un modele murin. Le syndrome d'apnées obstructives du sommeil est une
maladie chronique courante, caractérisée par des fermetures répétitives des voies aériennes
supérieures pendant le sommeil. Ces fermetures entrainent une hypoxie intermittente et des
réveils au cours du sommeil. L'association entre le SAOS et les maladies cardiovasculaires a été
largement démontrée. L’HI représente un des processus pathogéniques clés dans le
développement des maladies cardiovasculaires sous les conditions du SAOS.

Un des aspects novateurs de notre travail réside dans le fait qu'il examine I’effet de I’HI sur les
cellules musculaires lisses de plusieurs types d'arteres pour comprendre sa contribution dans les
phénomenes d'hypertension, de la dysfonction et du remodelage vasculaire. Nous nous sommes
intéressés plus particulierement a 1’effet de I’HI sur les paramétres physiologiques, la réactivité
vasculaire aussi bien qu'a la voie de signalisation calcique au niveau des CMLV. De plus, un
autre point spécifique de notre étude réside dans 1’étude de I’effet de I’HI sur I’expression des
protéines responsables du couplage excitation-contraction dans les muscles lisses vasculaires.
Ceci nous a permis de le proposer comme un mécanisme "cible" par lesquels I’HI induit les
changements pathophysiologiques observés. D’autre part, I’entrainement physique est reconnu
pour ses bienfaits tant dans le traitement des maladies chroniques que dans leur prévention.
L’entrainement physique a haute intensité (EI) est particuliérement connu pour la prévention des
maladies cardiovasculaires malgré le fait que les mécanismes a l'origine de ces bénéfices restent
mal compris. Ceci nous a encouragé a choisir I'ElI comme un traitement/prévention de
I’hypertension, de la dysfonction et du remodelage vasculaire induits par I'HI.

Les résultats que nous avons obtenus sont révélateurs. En effet, nous avons montré que 21 jours
d’exposition a I’HI induisent chez les rats une €lévation de la pression artérielle, de la fréquence
cardiaque et de I’hématocrite. Ces changements physiologiques aboutissant aux complications
cardiovasculaires ont plusieurs causes moléculaires. Tout d’abord, une installation d’un

remodelage vasculaire au niveau des arteres carotide etpulmonaire se traduit par
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I’épaississement de leur intima-média est enregistrée au bout de 21 jours d’HI. Ce remodelage
induit une diminution du diamétre de ces artéres, ce qui par conséquent favorise 1’augmentation
de la pression artérielle systémique et pulmonaire. L’augmentation de la pression artérielle a son
tour, est associée a une altération dans la signalisation calcique des CMLV. En effet, I’HI
augmente le taux de calcium intracellulaire libéré du RS des CMLV des rats suite a leur
stimulation par 10 mM de caféine. L’HI induit cette augmentation de [Ca®*]; via la sur-
expression des récepteurs, canaux et pompes calciques jouant un rdle fondamental dans la
gestion du calcium dans les CMLV, a savoir RyR1, RyR2, RyR3, IP3R1 et les SERCALI et 2 au
niveau de la membrane du RS, et le canal TRPV4 au niveau de la membrane plasmique.

Ceci est mis en évidence au niveau moléculaire, par les résultats de Q-PCR et de Western Blot.
A 1’échelle des ARNm, I’HI induit une sur-expression de Trpv4, le géne codant pour le canal-
récepteur membranaire des CMLV. Cette augmentation d’expression de Trpv4, une fois traduite
a I’échelle protéique, peut induire une augmentation de 'influx calcique vers I’intérieur des
CMLYV. De méme, I’HI fait aussi augmenter I’expression de I’ARNm des pompes calciques du
RS : Atp2al et Atp2a2 qui, si cet effet se traduit au niveau protéique, vont favoriser I’entrée des
quantités plus importantes de calcium dans le RS. D’autre part I’HI induit aussi une sur-
expression de Ryrl, Ryr2, Ryr3 et Itprl a I’échelle ARNm. Si les mémes effets ont lieu au
niveau protéique, ils peuvent expliquer ’augmentation du taux de calcium intracellulaire libéré
suite a la stimulation des CMLV par 10 mM de caféine.

Nous avons vérifié cela dans des expériences en Western blot, qui se sont limitées au dosage de 4
des protéines concernées : les canaux RyR1-3 et TRPV4. Les résultats révelent que 1’HI induit
une augmentation de I’expression protéique de RyR2 et RyR3 au niveau de I’aorte thoracique, et
du RyR3 et TRPV4 au niveau des arteres mésentériques. Ces résultats confirment donc en partie
les résultats des quantifications ’ARNm. Le RyR2 et TRPV4 sont connus dans la littérature
pour étre sur-exprimés dans des complications cardiovasculaires dépendantes de 1’hypoxie. Un
élément intéressant dans nos résultats est que le RyR3 est rarement étudié dans les pathologies
vasculaires, alors qu’il se révele impliqué dans les changements moléculaires des CMLV qui
sont a I’origine des complications cardiovasculaires associés a I’HI.

Par ailleurs, ’EI montre sa capacité a corriger les effets déléteres de I’HI a toutes les échelles :
physiologique, cellulaire et moléculaire. Ainsi, ’EI prévient la hausse de la pression artérielle et

de la fréquence cardiaque observées chez les rats hypoxiques. De plus, I’entrainement physique
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intensif corrige le remodelage vasculaire de la carotide en limitant son épaississement induit par
I’HI, qui est connu pour étre impliqué dans le développement des maladies cardiovasculaires.
Quant a la réactivité vasculaire, I’El est capable d’atténuer la réponse vasoconstrictrice de I’aorte
descendante en réponse a I’ET-1 et a la PE, et d’améliorer sa vasodilatation dépendante de
I'endothélium induite par ACh. De plus, dans la signalisation calcique, I’El est capable de réduire
l'augmentation de la quantité de calcium libérée dans les CMLYV induite par I'HI, probablement
via son effet sur les SERCA 1 et 2. Ceci est confirmé a 1’échelle moléculaire, quand I’EI induit
une sur-expression des ARNm des pompes SERCA 1 et 2 dans les CMLYV, ce qui est une
réponse opposée aux effets de I’HI. Ceci, aura besoin d'étre étudié¢ a 1'échelle protéique dans des
travaux ultérieurs, et une fois confirmé, une augmentation des protéines SERCA va augmenter
I’absorption du calcium dans le réticulum sarcoplasmique, ce qui va décroitre le taux de Ca** et
favoriser ainsi la relaxation des CMLV.

Notre étude rapporte des observations qui sont obtenues pour la premiere fois au niveau de
I’effet de I’HI et de I’EI sur la transcription des geénes codant pour les protéines régulatrices du
couplage excitation-contraction des CMLV. Les résultats obtenus a 1’échelle des ARNm, en
supposant qu'ils seront confirmés au niveau protéique dans des études ultérieures, nous
permettent de proposer un mécanisme par lequel I’HI induit ’hypertension en favorisant la
contraction des CMLYV, ce qui peut €tre contrebalancé en partie par le mécanisme correcteur de
I’EI qui favorise la vasodilatation. L'enchainement des mécanismes proposé est le suivant : 1'HI
fait augmenter 1’expression de la calmoduline, ce qui va probablement augmenter le nombre de
complexe calcium-calmoduline qui seront formés au niveau des CMLYV, ce qui va favoriser leur
contraction. De plus, I’HI induit une diminution de I’expression de la tropomyosine, une protéine
constituante du filament fin du muscle lisse, ce qui va encore favoriser la contraction des CMLV
en réduisant I’inhibition de la MLCK.

D’autre part, ’EI s’oppose aux effets induits par I’HI sur la calmoduline. Ainsi, on trouve que
I’EI induit une réduction de 1’expression des 3 isoformes de calmoduline au niveau des trois
arteres €tudiés. De méme, pour la tropomyosine, quand les rats sont soumis a I’El en présence de
I’HIL, I’EI s'oppose a la diminution induite par I’HI en augmentant le niveau d’expression surtout
des Tpml, Tpm2 et Tpm3 au niveau de ’aorte thoracique et des Tpm2 et Tpm4 de 1’aorte

abdominale, ainsi que des Tpm1 et Tpm2 des arteres mésentériques.
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L’entrainement physique intensif est donc capable de prévenir I’hypertension, le remodelage et
la dysfonction des muscles vasculaires dépendants de I’HI, en jouant un double rdle : au niveau
de la voie de signalisation calcique et au niveau du couplage excitation-contraction. La
réalisation d'expériences de Western blot congues pour tester le niveau de 1’expression protéiques
des Tpm, Calm, SERCA 1-2 et IP3R1 sont encore nécessaires pour valider certaines donnés de
Q-PCR (tu as déja vérifié en WB 4 des données de Q-PCR), ce qui nous permettrait de confirmer
ces hypotheses sur le mode d’action de I’EI

Pour résumer, je propose une synthése de mes résultats dans une représentation schématique
évoquant d’un part, les effets de I’HI observés chez les rats dans différents niveaux de réponses
qui ont abouti aux complications cardiovasculaires. Et d’autre part, et parallelement, les effets de

I’EI dans la prevention et la correction des effets de I’HI sur ces memes niveaux (moléculaire,

SAQOS —

Hypoxie
Intermittente

cellulaires et systémiques) (Fig. 65).
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Figure 65 : Représentation schématique résumant les effets observés de I'hypoxie intermittente
chronique et de I’entrainement physique intensif sur les réponses moléculaires, cellulaires et
systémiques des rats Wistar (fleche rouge : effet de I’HI, fleche vert : effet de I’EI).
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Comme nous l'avons évoqué auparavant, I’HI, dans SAOS, n’affecte pas seulement le systeme
cardiovasculaire, et comme nous avons observé des effets dépendants du tissu de I’HI et de I’EI,
nous avons évalué leur effets sur les muscles squelettiques.

Nos résultats montrent que 1’HI et I’EI induisent un remodelage transcriptionnel au niveau des
muscles squelettiques en modifiant le niveau d’expression des génes responsables de la gestion
calcique et du couplage excitation-contraction. L’effet correcteur de I’EI est observé au niveau
de I’expression des protéines régulatrices du couplage excitation-contraction et des pompes
SERCA.

Le travail réalisé au niveau des CMLV ouvre des perspectives nouvelles et demande une
poursuite de la mise en évidence des acteurs a l'origine du développement de la pression
artérielle. Parmi les pistes envisagées, il est nécessaire de continuer les expériences de mesure du
calcium dans les CMLV, en utilisant le D1SR au lieu du Fluo-4 AM, ce qui nous permet de
mesurer directement le calcium luminal du RS. Aussi, d'autres agonistes spécifiques de chaque
canal-récepteur calcique doivent €tre utilisés (autre que le dantrolene pour les RyR ou la
xestospongine pour IP3R), tel que la thapsigargine, un inhibiteur des pompes SERCA, et des
analogues d'indole ou de benzothiophene qui sont des antagonistes des TRPV4. Ceci nous
permettra d’avoir une connaissance plus compléte de la contribution de chaque protéine dans la
réponse calcique a I’HI et a ’El. Ces expériences vont apporter des informations importantes
quant a la contribution du calcium extracellulaire dans les réponses développés apres exposition
al’HI et a ’EL. En revanche, jusqu’a ce jour, aucun bloqueur spécifique pour chacune des
isoformes de RyR n’est développé, ce qui empéche I’étude de I’implication de chacune de ces
isoformes dans la réponse de calcium au niveau du RS des CMLV. Pour cela, I’utilisation des
rats génétiquement modifiés dans lesquels chaque isoforme des canaux-récepteurs ou pompes
calciques est inhibé par knock-out serait utile, puisque cela permettrait de suivre 1’effet de
I’absence de cet isoforme sur la signalisation calcique aussi que sur tout autre pour effet de I’HI
et de ’EL

Ces nouvelles expériences pourraient permettre d’identifier quelle (s) isoforme (s) de RyR, IP3R,
SERCA est/sont la (les) cible(s) pour le traitement et/ou la prévention des altérations et
remodelages cardiovasculaires induits par I'HI.

Concernant le travail réalisé sur les muscles squelettiques, il faut se fonder sur les données déja

obtenues en Q-PCR pour continuer cette étude a I’échelle protéique par Western blot.
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Des expériences d’évaluation fonctionnelle des muscles squelettiques pourront étre ensuite
réalisées pour vérifier si I'exercice intensif permettrait d'améliorer la capacité motrice chez les
rats soumis ou non a I’HI. Cette évaluation pourrait étre faite a 1'aide de plusieurs tests, comme
par exemple le test de la résistance a I’inclinaison. Il consiste a poser les rats sur un plan incliné
et a mesurer I'angle maximal auquel 1’animal peut rester accroché par ces pattes sur une planche
de bois sans glisser. Ceci permettrait d’adapter notre protocole d’exercice de facon a améliorer la
contractilité musculaire squelettique tout en évitant leur fatigue. Parce que le fatigue peut induire
une inactivité de ces muscles et les rends incapables de s’opposer a 1’effet de I’'HI qui va stimuler
la transformation des fibres lentes en fibres rapides a long terme. De plus, il faut que ce protocole
soit adapté de facon qu’il reste encore efficace pour la prévention et le traitement des
complications vasculaires observées chez les rats.

Le protocole d’entrainement physique intensif que nous avons adopté est donc efficace dans la
prévention des complications vasculaires associées a 1'HI, principal caractere pathogénique du
SAOS. Ces données soutiennent l'hypothése selon laquelle un entrainement intensif peut
représenter une approche non-invasive, non-pharmacologique et complémentaire prometteuse
pour le traitement de I'hypertension, du remodelage et de la dysfonction vasculaire associés a 1'HI
et au SAOS. Le protocole d’exercice physique, que nous avons adopté chez le rats doit étre testé
au premier lieu sur des sujets sains tout en mesurant leur PA, FC et le taux d’hématocrites. En
fonction des résultats obtenus, ce protocole peut étre appliqué ensuite chez des sujets sains mais
soumis artificiellement a I’HI (au laboratoire). Finalement, si le protocole montre son efficacité

sur les parametres physiologiques mesurés, il peut étre prescrit pour les patients de SAOS.
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