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1. L’endothélium vasculaire  

Le vaisseau sanguin est constitué de 3 couches : 

- L’intima : c’est la tunique interne qui consiste en une monocouche de cellules 

endothéliales appelée endothélium qui tapisse la lumière des vaisseaux et repose le 

plus souvent sur une membrane basale puis sur une couche sous-endothéliale.  

- La média : c’est la tunique moyenne, elle est composée de cellules musculaires lisses 

et de fibres élastiques qui contrôlent le tonus vasculaire et jouent un rôle dans la 

régulation du débit et de la pression du sang. 

- L’adventice : c’est la tunique externe et elle est constituée, parmi d'autres 

composants, de fibroblastes et de fibres de collagène qui protègent les vaisseaux.  

 

1.1. Fonction de de l’endothélium vasculaire 

L’endothélium est la monocouche de cellules endothéliales qui tapissent la paroi interne de 

tous les vaisseaux de l’organisme. Il repose sur une membrane basale riche en collagène et 

en glycoprotéines. L’endothélium est considéré comme un organe à part entière au vu de ses 

fonctions multiples indispensables dans les régulations de la tonicité vasculaire, de la 

perméabilité aux cellules et aux molécules lors des échanges sang-paroi vasculaire, de 

l'hémostase et de la fluidité sanguine et de l’angiogenèse (figure 1) (Ait-Oufella et al., 2008). 
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Figure 1 :Récapitulatif des fonctions de l’endothélium en réponse à différents signaux (d’après Ait-Oufella et 
al., 2008). 

 

1.1.1. Contrôle de la tonicité vasculaire 

En parallèle du contrôle nerveux, l’endothélium assure le contrôle local de la vasomotricité 

par la régulation, en réponse à des stimuli mécaniques ou chimiques, du métabolisme de 

substances circulantes et de la synthèse de médiateurs vasoactifs comme le monoxyde 

d’azote (NO), des prostaglandines, l’endothéline et le facteur activateur des plaquettes (PAF) 

(Ait-Oufella et al., 2008).  

- Molécules vasodilatatrices  

Le gaz NO est le principal vasodilatateur, il est produit par les cellules endothéliales par 

l’enzyme endothelial nitric oxyde synthase (eNOS) à partir de la L-arginine. Après sa 

production, le NO diffuse vers les cellules musculaires lisses adjacentes où il active sa cible 

majeure qui est la guanylate cyclase soluble. Cette dernière produit, à partir du GTP, le 

cGMP responsable d’une cascade physiologique impliquée dans la relaxation des cellules 

musculaires lisses et ainsi dans la vasodilatation (Russwurm and Koesling, 2004). 

Cependant, l’activation accrue de la eNOS en réponse à des facteurs comme le VEGF, le 

TNF-α ou le PAF déclenche la S-nitrosylation de la VE-cadhérine, de la β-caténine et de la 

p120-caténine. Cette réaction déstabilise le complexe caténines/VE-cadhérine, altère les 

jonctions adhérentes et augmente la perméabilité endothéliale (Guequén et al., 2016; Marín 
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et al., 2012; Thibeault et al., 2010). Une anomalie de production ou de régulation du NO 

définit la dysfonction endothéliale fréquente dans les pathologies vasculaires comme 

l’athérosclérose ou l’hypertension artérielle et constitue une complication du syndrome 

d’apnées obstructives du sommeil qui sera détaillé dans la partie 3 de cette thèse (Lévy et 

al., 2015). Le NO possède aussi d’autres effets, comme l’inhibition de l’agrégation 

plaquettaire (Riddell and Owen, 1999). 

L’endothélium produit également la prostacycline (PGI2) à partir de l’acide arachidonique 

sous l’effet de la cyclooxygénase puis de la prostacycline synthase. La PGI2 a un effet 

vasodilatateur via la voie IP3/AC/AMPc et un effet antithrombotique par l’inhibition de 

l’agrégation plaquettaire (Six et al., 2020).  

Enfin, une autre molécule essentielle qui a un effet vasodilatateur est le facteur 

hyperpolarisant dérivé de l'endothélium (EDHF). Ce dernier stimule l’ouverture des canaux 

potassiques des cellules musculaires lisses vasculaires entrainant ainsi leur hyperpolarisation 

et leur relaxation notamment au niveau de la microcirculation et des artères coronaires (Six 

et al., 2020). 

 

- Molécules vasoconstrictrices 

L’endothéline-1 est le principal vasoconstricteur dépendant de l’endothélium. Elle est 

secrétée par l’endothélium vasculaire en réponse à des stimuli comme l’hypoxie et les forces 

de cisaillement. Elle diffuse dans la média où elle agit sur son récepteur présent sur les 

cellules musculaires lisses provoquant une vasoconstriction (Pinet, 2004). L’endothéline-1 

est impliquée dans les complications cardiovasculaires de l’hypoxie intermittente via une 

voie de signalisation qui implique le stress oxydatif et le facteur HIF-1 (Gras et al., 2016).  

Au niveau de l’endothélium, il y a aussi production du facteur activateur des plaquettes 

(PAF) à partir de son précurseur l’acide arachidonique. Le PAF a un effet vasoconstricteur 

via la stimulation de la libération de la thromboxane A2, et a aussi un effet prothrombotique 

(Six et al., 2020). 
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En clinique, la fonction endothéliale est évaluée par la mesure de la vasodilatation médiée 

par le flux (flow-mediated dilation = FMD) qui est une méthode à ultrasons non-invasive 

qui mesure la capacité de l’artère humérale à se dilater pendant une phase d’hyperémie 

réactive provoquée par une ischémie occlusive à l’aide d’un brassard. La FMD est exprimée 

en pourcentage de changement de diamètre de l’artère par rapport à son niveau de base 

(Puissant et al., 2014).  

 La fonction endothéliale peut aussi être mesurée par la quantification de la réponse 

périphérique vasodilatatrice (peripheral arterial tonometry = PAT) via un doigtier 

électronique qui mesure la tonicité artérielle périphérique. La PAT mesure l'indice 

d'hyperémie réactive (Reactive hyperemia index = RHI) qui reflète la fonction 

vasodilatatrice endothéliale (Puissant et al., 2014). 

 

1.1.2. Contrôle de l’hémostase  

L’endothélium à l’état physiologique constitue une surface anti-thrombogène grâce ses 

charges négatives et à la synthèse de molécules protectrices comme la prostacycline (à 

activité antiagrégante plaquettaire), l’héparane sulfate (potentialise l’activité de 

l’antithrombine III), l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (à activité anticoagulante 

intrinsèque par l’inhibition directe du facteur X activé et du complexe FT-VII activé) et la 

thrombomoduline (qui fixe la protéine C et renforce son activité anticoagulante en 

l’associant à la protéine S). En plus, l’endothélium exprime un récepteur de la protéine C qui 

accélère son activation par ses cofacteurs, inhibant ainsi les facteurs V et VIII (Ait-Oufella 

et al., 2008). 

Lors d’une brèche vasculaire, le sous-endothélium, à phénotype thrombogène, déclenche un 

phénomène d'hémostase qui englobe l'ensemble des phénomènes physiologiques qui 

préviennent un saignement après une lésion vasculaire par la formation d’un clou 

plaquettaire, l’activation de la coagulation et enfin une mise en place simultanée de la 

fibrinolyse et de la réparation vasculaire (Ait-Oufella et al., 2008). L’endothélium vasculaire 

est le majeur acteur de ce processus d’hémostase puisqu’il participe à toutes les étapes 

(l’hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse).   
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- L’hémostase primaire 

Suite à une brèche vasculaire, une vasoconstriction réflexe se produit pour diminuer le débit 

sanguin. Ensuite, il y a une activation plaquettaire qui permet l’adhésion des plaquettes via 

des glycoprotéines au sous-endothélium riche en collagène et en facteur de von Willebrand 

synthétisé par les cellules endothéliales avoisinantes. Les plaquettes activées changent de 

forme qui devient étoilée et libèrent des substances qui renforcent le phénomène de 

vasoconstriction réflexe (ADP, sérotonine, TXA2, etc.). Ce processus aboutit à la formation 

d’un thrombus blanc ou clou plaquettaire contenant des plaquettes et des leucocytes, et limité 

par la prostacycline et l’ADPases (enzymes métabolisant l’ADP, qui est un activateur 

plaquettaire) secrétées par les cellules endothéliales (Ait-Oufella et al., 2008).  

- La coagulation  

Lors d’une lésion vasculaire, le phénotype de l’endothélium devient procoagulant pour 

permettre la formation d’un thrombus rouge contenant des globules rouges et des plaquettes 

dans un réseau de fibrine consolidant le thrombus blanc. L’endothélium exprime le facteur 

tissulaire (FT) qui active le facteur VII. Le complexe FT-VIIa active à son tour les facteurs 

IX et X. Le facteur X activé forme avec le facteur V en présence des phospholipides la 

prothrombinase qui transforme la prothrombine en thrombine responsable de la formation 

de fibrine et de l’amplification de la cascade de coagulation (Ait-Oufella et al., 2008).  

- La fibrinolyse  

L’endothélium active la fibrinolyse en secrétant l’activateur tissulaire du plasminogène (t-

PA) qui transforme le plasminogène en plasmine qui dégrade la fibrine. L’endothélium 

produit également l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (PAI-1) qui participe à 

l’inhibition de la fibrinolyse, le mécanisme physiologique de lyse de caillots sanguins (Ait-

Oufella et al., 2008). 

 

1.1.3. Contrôle de l’angiogenèse  

L’angiogenèse est un phénomène physiologique qui consiste en la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux existants au cours du développement (période pré 

et postnatale) ou chez l’adulte au cours du remodelage tissulaire cyclique (cycle menstruel 
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chez la femme) ou au cours des processus de réparation tissulaire (par exemple lors d’une 

inflammation ou d’une ischémie tissulaire). 

L’angiogenèse tumorale est un phénomène pathologique qui sert à l’irrigation du tissu 

tumoral. Ce phénomène est régulé par des facteurs de croissance, les mieux étudiés sont le 

VEGF (vascular endothelial growth factor), le FGF (fibroblast growth factor), PDGF 

(Platelet-derived growth factor), les angiopoïétines, etc. Le VEGF et l’angiopoïétine sont les 

seuls qui agissent sélectivement sur les cellules endothéliales. Le VEGF-A agit via ses 

récepteurs à activité tyrosine kinase exprimés par les cellules endothéliales, le VEGFR-1 et 

VEGFR-2, qui transmettent différents signaux cellulaires (Pepper, 2000; Treps and Gavard, 

2015). Le VEGF est surexprimé dans les conditions d’hypoxie associées aux cancers 

(Choueiri and Kaelin, 2020; Zhao et al., 2020) et d’hypoxie intermittente associées au 

syndrome d’apnées obstructives du sommeil (Briançon-Marjollet et al., 2014; Qi et al., 2019; 

Vilaseca et al., 2017) via l’activation du facteur HIF-1 dont il est un gène cible. 

 

1.1.4. Fonction barrière 

L'endothélium vasculaire est le régulateur majeur de l’intégrité et de la perméabilité 

vasculaire. Il contrôle les échanges des solutés et des cellules entre le sang et la paroi 

vasculaire ou les tissus avoisinants. Le passage à travers la membrane endothéliale peut être 

transcellulaire ou paracellulaire (figure 2). Les petites molécules diffusent plutôt par voie 

paracellulaire par passage passif selon un gradient de concentration, alors que les grosses 

molécules et les cellules traversent la barrière endothéliale essentiellement par voie 

transcellulaire via des vésicules d’endocytose/exocytose et des récepteurs. Les deux voies 

transcellulaire et paracellulaire sont interdépendantes (Komarova and Malik, 2010).  
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Figure 2 : Passage paracellulaire et transcellulaire à travers l’endothélium (d’après Weiss et al., 2009). 

 

- Passage transcellulaire   

Le transport par voie transcellulaire est le passage des molécules et des cellules à travers la 

membrane des cellules endothéliales. Il peut s’agir d’une diffusion libre ou d’une transcytose 

(ou endocytose suivie d'une exocytose).  

La transcytose régule le trafic sélectif de grandes molécules telles que l'albumine, le LDL et 

les leucocytes à travers la cellule endothéliale via la formation d’endosomes de transport 

suivie d’une libération de vésicules dans le cytoplasme (Komarova and Malik, 2010). On 

distingue la transcytose par adsorption, ou non-spécifique, qui implique des forces 

électrostatiques et la transcytose récepteur-dépendante (Tuma and Hubbard, 2003). La 

transcytose peut être médiée par la clathrine, par les cavéoles (enrichies en cavéoline-1) ou 

dépendante de la clathrine et des cavéoles (Stan, 2006). Elle peut être spécifique via des 

récepteurs ou non-spécifique (Tuma and Hubbard, 2003). La transcytose dépendante de la 

cavéoline-1 est impliquée notamment dans le transport de l’insuline, de l’albumine et du 

LDL (Simionescu et al., 2002). Quant à la transcytose dépendante de la clathrine, elle est 

impliquée dans le transport des gonadotrophines (Nakamura and Ascoli, 1999) et de la 

prolactine (Bridgewater et al., 2017).  

Le passage transendothélial des leucocytes peut aussi se faire par endocytose-exocytose. En 

effet, l’adhésion des neutrophiles à la paroi endothéliale via ICAM-1 active une voie de 
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signalisation qui implique src-kinase/Cavéoline-1 et qui induit la transmigration leucocytaire 

par endocytose-exocytose (Millán et al., 2006).  

La diffusion libre à travers la cellule endothéliale peut être passive et concerne les petites 

molécules lipophiles et le dioxygène, ou peut nécessiter de l’énergie et des récepteurs : on 

parle d’une diffusion facilitée qui concerne par exemple le glucose (Lizák et al., 2019) et les 

acides aminés (Casey et al., 2000).  

 

- Passage paracellulaire  

La voie paracellulaire est régulée par les jonctions endothéliales et sa fonction est de 

restreindre le passage inter-endothélial des molécules de plus de 3 nm (Komarova and Malik, 

2010). Les jonctions endothéliales impliquées dans l’intégrité endothéliale sont notamment 

les jonctions adhérentes, via la vascular endothelial-cadherin (VE-cadhérine), et les 

jonctions serrées (Dejana et al., 2009). Les protéines JAM (junctional Adhesion Molecule) 

sont impliquées dans le passage para-endothélial des leucocytes (Weber et al., 2007). La 

dérégulation de ces protéines peut entraîner une hyperperméabilité qui est une étape précoce 

lors du processus de l'athérogenèse. Il en résulte une augmentation de l’infiltration des 

molécules et des cellules dans l’intima conduisant à un remodelage vasculaire avec une 

hypertrophie de la média et une inflammation locale qui caractérisent la dysfonction 

endothéliale et l'athérosclérose précoce. Ces protéines pourraient être des cibles pour 

corriger une hyperperméabilité et les conséquences pathologiques qui en découlent, 

notamment l’athérosclérose. 

 

1.2. Les jonctions endothéliales 

La zone de contact inter-endothéliale est constituée de 3 types de structures jonctionnelles 

dynamiques et de plusieurs protéines transmembranaires qui régulent notamment 

l’adhérence intercellulaire et contribuent au contrôle de la perméabilité endothéliale en 

situation physiologique ou pathologique, mais aussi d’autres fonctions comme la 

signalisation et la polarisation cellulaires. Les jonctions endothéliales ne sont pas des 

structures statiques, elles sont continuellement remodelées en réponse à des modifications 

physiopathologiques. On distingue trois types de jonctions endothéliales sur la base de leurs 
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caractéristiques morphologiques et fonctionnelles (Figure 3) (Huber, 1999; Wallez and 

Huber, 2008) : 

    - Les jonctions serrées ou zonula occludens (tight junctions) 

    - Les jonctions adhérentes ou zonula adherens (adherens junctions) 

    - Les jonctions communicantes ou jonctions Gap (GAP junctions) 

 

 

Figure 3 :  Structure des jonctions endothéliales (d’après Mehta and Malik, 2006), VN= vitronectin, 
FN=fibronectin, MMP=matrix metalloproteases, ECM= extracellular matrix. 

 

1.2.1. Les jonctions serrées 

Appelées aussi jonctions étanches, elles permettent de créer une barrière étanche entre deux 

cellules endothéliales adjacentes contrôlant le passage de molécules dans l’espace 

intercellulaire et le contrôle des échanges entre le sang et les tissus. En parallèle de leur rôle 

dans la régulation de la perméabilité endothéliale, la recherche sur des modèles animaux 

Knock-out ou Knock-In ont permis de mettre en évidence d’autres fonctions des protéines 

des jonctions serrées comme la polarisation cellulaire, la transmission des signaux cellulaires 

et la modulation de l'expression des gènes (Vermette et al., 2018).  
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Les jonctions serrées sont très variables selon l’architecture des vaisseaux sanguins. Les 

cellules endothéliales des grosses artères présentent des jonctions serrées bien développées. 

Elles sont majoritairement développées dans le cerveau formant ainsi la barrière hémato-

encéphalique, où les zones intercellulaires sont totalement étanches et le transfert de 

molécules s’effectue notamment par la voie transcellulaire. A l’inverse, les jonctions serrées 

sont peu développées dans les capillaires et quasiment absentes dans les veinules post-

capillaires ou la perméabilité est maximale (Bauer et al., 2010; Simionescu and Simionescu, 

1991; Wallez and Huber, 2008). 

En raison de leur excellente étanchéité, les jonctions serrées représentent une barrière contre 

l'absorption des médicaments à travers l'endothélium notamment au niveau de la barrière 

hématoencéphalique. Pour cela des modulateurs de perméabilité qui ciblent les jonctions 

serrées ont été récemment développés et sont en essais cliniques afin d'améliorer le transport 

paracellulaire des médicaments et augmenter leur biodisponibilité (Brunner et al., 2021). 

La fonction des jonctions serrées est régulée par différentes molécules qui sont 

principalement les claudines, les occludines et les protéines JAM. 

 

- Les claudines : 

La famille de protéines des claudines est constituée de plus de 25 types, ce sont des protéines 

transmembranaires d’un poids moléculaire allant de 21 à 34 kDa (Furuse and Tsukita, 2006). 

Au niveau de l’endothélium, les claudines 3, 5 et 12 sont les plus exprimées. Elles ont quatre 

domaines transmembranaires formant deux boucles extracellulaires qui engagent des 

liaisons homophiles ou hétérophiles avec les cellules adjacentes, régulant ainsi la 

perméabilité endothéliale. Par leurs domaines intracellulaires, les claudines sont reliées à des 

protéines comme les protéines Zonula occludens (ZO-1, 2 et 3), régulant ainsi la 

signalisation cellulaire (Vermette et al., 2018). La modulation de la perméabilité endothéliale 

par ciblage des claudines a été étudiée essentiellement au niveau de la barrière 

hématoencéphalique (Brunner et al., 2021). En effet, l’utilisation d’ARNsi contre la claudine 

5 augmente la perméabilité de la barrière hématoencéphalique (Campbell et al., 2008) et 

réduit l'œdème cérébral chez la souris (Campbell et al., 2012). L’injection du VEGF à des 

lapins augmente la perméabilité endothéliale de l’aorte au LDL et ceci est associé à une 

diminution de l’expression de la claudine 5 (Ba et al., 2014). 
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- Les occludines 

Ces protéines forment avec les claudines les constituants majeurs des jonctions serrées. Ce 

sont des protéines à plusieurs isoformes de 65 kDa avec 4 domaines transmembranaires, 

deux extrémités N et C terminales localisées dans le cytoplasme et deux boucles 

responsables des liaisons intercellulaires homophiles (Cummins, 2012; Feldman et al., 

2005). Son expression est régulée par différentes kinases, principalement la tyrosine kinase 

non réceptrice c-Yes (Van Itallie and Anderson, 2014). 

Les protéines ZO-1, ZO-2 et ZO-3, colocalisées avec les occludines via une liaison par un 

domaine PI3K, forment un complexe jonctionnel sous-membranaire lié aux filaments 

d’actine (Huber, 1999). Les occludines peuvent aussi interagir avec les claudines permettant 

ainsi un assemblage mais son rôle dans le maintien des jonctions serrées est controversé. En 

effet, nombreuses études rapportent que les occludines sont des composants structurels et 

fonctionnels essentiels aux jonctions serrées, mais il existe d'autres études qui montrent le 

contraire (Feldman et al., 2005). La délétion génétique de l'occludine n'affecte pas 

l'organisation ou la perméabilité des jonctions serrées endothéliales (Saitou et al., 2000). 

Cependant, la coadministration d’un ARNsi contre la claudine 5 et l’occludine a un effet 

synergique sur l’augmentation de la perméabilité de la barrière hématoencéphalique (Keaney 

et al., 2015).  

Comme décrit pour les claudines, l’augmentation de la perméabilité endothéliale de l’aorte 

des lapins au LDL sous l’effet du VEGF est associée à une diminution de l’expression des 

occludines (Ba et al., 2014). Le VEGF contribue à la régulation de l’occludine en diminuant 

son activité adhésive via sa phosphorylation par la protéine kinase C (Harhaj et al., 2006).  

                            

- Les protéines JAMs (Junctional Adhesion Molecules) 

La protéine JAM ou "molécule d’adhérence jonctionnelle" a été identifiée au niveau des 

jonctions serrées en 1995. Cette protéine de 40kDa comporte un seul domaine 

transmembranaire et deux motifs extracellulaires d’immunoglobuline G qui sont capables 

d’engager des liaisons homophiles ou hétérophiles avec les leucocytes pour contrôler leur 

diapédèse.  Quatre types de JAMs sont exprimées dans les cellules endothéliales : JAM-A, 

JAM-B et JAM-C et la molécule d'adhésion sélective pour les cellules endothéliales (ESAM) 

(Van Itallie and Anderson, 2014). 
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JAM-C a été démontrée surexprimée dans l’athérosclérose où elle régule l'adhésion des 

leucocytes aux cellules endothéliales après stimulation par les LDL oxydés (Keiper et al., 

2005). JAM-A contrôle aussi la migration transendothéliale des leucocytes et le recrutement 

des molécules inflammatoires dans les lésions d’athérosclérose (Koenen et al., 2009; Schmitt 

et al., 2014). Elle subit un clivage de son domaine extracellulaire en réponse à l’inflammation 

et la libération dans l’environnement extracellulaire d’un fragment soluble de 33kDa proposé 

comme biomarqueur de l’inflammation vasculaire (Koenen et al., 2009).  

 

1.2.2. Les jonctions communicantes ou Gap 

Cette jonction endothéliale est composée de 2 hémicanaux (connexons) de deux cellules 

endothéliales adjacentes limitant un pore central permettant l’échange d’ions et de molécules 

hydrosolubles de bas poids moléculaires (<1kDa) entre cellules voisines. Chaque connexon 

est constitué de 6 molécules de connexine, assemblées dans le réticulum endoplasmique 

(figure 4A). L'hémicanal peut être homomère c’est-à-dire formé d’isoformes de connexines 

identiques, ou hétéromère c.à.d. formé d’isoformes de connexines distinctes (Nielsen et al., 

2012). Selon les isoformes des connexines, les canaux Gap peuvent avoir une sélectivité 

ionique et une perméabilité différentes. Les connexines contiennent quatre domaines 

transmembranaires ; seules quatre connexines ont été décrites dans les cellules endothéliales 

: Cx37, Cx40, Cx43 et Cx45 dont le niveau d’expression varie en fonction du type de 

l’endothélium (Huber, 1999; Komarova et al., 2017). Ces jonctions régulent des processus 

physiopathologiques comme la pression artérielle via la régulation de la résistance 

vasculaire, le remodelage vasculaire par le contrôle de la prolifération des cellules 

musculaires lisses (Allagnat et al., 2017) et l’athérosclérose qui est associée à des altérations 

de l'expression des connexines régulant le recrutement et l’adhésion des leucocytes (figure 

4B) (Chadjichristos et al., 2010; Kwak et al., 2002; Morel et al., 2014; Wong et al., 2006). 

Chez des patients ayant de l’athérosclérose, la connexine Cx43 a été démontrée associée à 

des plaques d'athérome stables (Nakase et al., 2017).  
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Figure 4 : A) Structure d’une jonction Gap, les structures bleues sont les connexons qui sont constitués de 6 
molécules de connexine  (D’après El-Sabban et al., 2003). B) Expression des connexines dans les vaisseaux 
normaux et en fonction du stade de l’athérosclérose (D’après Nielsen et al., 2012). 

 

1.2.3. Les jonctions adhérentes  

Ce sont des structures jonctionnelles solides d’ancrage constituées de 3 éléments : des 

protéines de liaison transmembranaires (les cadhérines), des protéines sous membranaires 

(les caténines) et des fibres d’actine (figure 5). Ces jonctions participent également de 

manière importante au contrôle de la perméabilité endothéliale (Huber, 1999; Rabiet et al., 

1996).  

 

 

Figure 5: Structure d’une jonction adhérente interendothéliale (D’après Komarova et al., 2017). 
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- Les cadhérines  

On distingue 4 types de cadhérines dans les cellules endothéliales : la VE-cadhérine 

(cadhérine 5), la VE-cadherine-2 (proto-cadhérine), la N-cadhérine et la T-cadhérine. La 

VE-cadhérine et la VE-cadherine-2 sont exprimées exclusivement par les cellules 

endothéliales et sont localisées aux jonctions adhérentes, alors que la N-cadhérine et la T-

cadhérine sont présentes dans d’autres types cellulaires et ne sont pas localisées aux 

jonctions mais sont réparties sur l’ensemble de la surface cellulaire (Wallez and Huber, 

2008). 

La VE-cadhérine est la protéine majeure des jonctions adhérentes. Elle est constituée d’un 

domaine extracellulaire à 5 sous-unités (ectodomaines) qui est responsable de la liaison 

homophile calcium-dépendante, un seul domaine transmembranaire et un domaine 

intracellulaire qui interagit avec le complexe protéique intracellulaire constitué par l'α-

caténine, la β-caténine et la p120-caténine permettant ainsi l’attachement aux filaments 

d’actine. La VE-cadhérine contribue à la régulation de la perméabilité endothéliale via les 

liaisons homophiles de son domaine extracellulaire, permet l’ancrage au cytosquelette et 

participe à la signalisation intracellulaire via le complexe protéique intracellulaire (Wallez 

et al., 2006).  

La VE-cadhérine-2 est une "proto-cadhérine" qui ne possède pas de domaines de liaison aux 

caténines et par conséquent n’interagit pas avec le cytosquelette. La VE-cadhérine-2 favorise 

l’adhésion cellulaire via les liaisons homophiles de ses domaines extracellulaires, mais n’a 

pas d’influence sur la perméabilité endothéliale et la migration cellulaire transendothéliale 

(Telo’ et al., 1998). Cependant, elle est importante à la structure et la fonction des artères. 

En effet, des souris déficientes en VE-cadhérine-2 présentent des altérations des fibres 

élastiques, une hypotension et une altération de la réponse vasodilatatrice à l’acétylcholine 

(Philibert et al., 2012). 

La N-cadhérine assure l’interaction entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires 

lisses ou les péricytes voisines permettant la stabilisation et la maturation des vaisseaux. En 

effet, la délétion de la N-cadhérine chez la souris conduit à des défauts vasculaires sévères 

lors de l’embryogenèse à cause d’une altération de la prolifération des cellules endothéliales 

et une diminution de l’expression de la VE-cadhérine (Luo and Radice, 2005). 
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La T-cadhérine est aussi exprimée dans les vaisseaux ; elle ne possède pas de domaine 

cytoplasmique et transmembranaire mais elle est ancrée dans la membrane cellulaire par le 

glycosylphosphatidylinositol (GPI). Cette protéine n’est pas impliquée dans l’adhésion 

cellulaire mais contribue à la prévention des maladies cardiovasculaires via à la formation 

avec l’adiponectine d’un complexe T-cadhérine/adiponectine qui favorise  l’accumulation,  

dans l’intima et dans les plaques d’athérome, de l’adiponectine qui protège contre la 

dysfonction endothéliale et l'athérosclérose (Fujishima et al., 2017). La T-cadhérine peut 

aussi engager des liaisons avec le LDL dont la conséquence n'est pas encore connue (Clark 

et al., 2017).  

 

- Les caténines 

Les domaines extracellulaires des cadhérines sont responsables de l’adhésion 

interendothéliale. Cependant, la puissance de la jonction adhérente endothéliale est 

conditionnée par la force de liaison du complexe intracellulaire de caténines au cytosquelette 

d’actine.  

L’interaction de la VE-cadhérine avec le cytosquelette se fait via l'α-caténine qui est la seule 

protéine du complexe intracellulaire qui a un site de liaison avec l’actine.  L'α-caténine est 

capable aussi d’induire la polymérisation de novo des filaments d'actine au niveau des 

jonctions adhérentes via le recrutement de protéines liant l'actine telles que l'α-actinine et la 

vinculine (Buckley et al., 2014; Komarova et al., 2017). 

La β-caténine se lie directement au domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine et à l’α-

caténine. Elle participe à la régulation de l’adhésion cellulaire et a aussi une fonction signal 

par la régulation de la transcription de certains gènes et l’activation des voies de signalisation 

cellulaires en particulier la voie de Wnt (Nelson, 2008). Le clivage de la région 

juxtamembranaire de la VE-cadhérine entraîne sa dissociation de la β-caténine et une 

désorganisation des jonctions adhérentes avec une augmentation de la perméabilité 

endothéliale (Miyazaki et al., 2011). La phosphorylation, activée par le VEGF, de la β-

caténine sur le résidu tyrosine-142 réduit son affinité et ainsi sa liaison à la VE-cadhérine 

conduisant à un découplage de la VE-cadhérine des microfilaments d’actine avec une 

altération de l’intégrité endothéliale et augmentation de la perméabilité endothéliale (Chen 

et al., 2012). La β-caténine participe aussi au maintien de l’intégrité des jonctions serrées 
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puisque des souris β-caténine Knock out ont des jonctions serrées altérées par dérégulation 

de la claudine-5 (Tran et al., 2016).  

La p120-caténine est impliquée dans la régulation de la VE-cadhérine par internalisation. La 

surexpression de p120-caténine bloque l'internalisation de la VE-cadhérine médiée par la 

clathrine ce qui augmente l’intégrité endothéliale et prévient la migration transendothéliale 

des leucocytes (Alcaide et al., 2012; Xiao et al., 2005). En revanche, la dissociation de la 

p120-caténine de la région juxtamembranaire de la VE-cadhérine, en réponse à la 

phosphorylation de la VE-cadhérine sur un résidu Y658 ou de la p120-caténine sur un résidu 

S879, surexpose la VE-cadhérine à l'endocytose (Vandenbroucke St Amant et al., 2012).  

 

1.3. Focus sur la VE-cadhérine  

Comme décrit plus haut, la VE-cadhérine est une protéine de 125kDa qui est constituée d’un 

domaine extracellulaire à 5 ectodomaines (EC1 à EC5), un seul domaine transmembranaire 

et un domaine intracellulaire. C’est une protéine majeure et spécifique des jonctions 

endothéliales, elle contrôle l’adhésion et la perméabilité endothéliale. En effet, l’utilisation 

d’anticorps anti-VE-cadhérine ou l'inactivation de ses gènes perturbent les monocouches 

endothéliales in vitro et augmentent la perméabilité vasculaire aux protéines plasmatiques in 

vivo (Frye et al., 2015; Gotsch et al., 1997).  

1.3.1. Le domaine extracellulaire  

C’est le domaine responsable de l’interaction entre les molécules de VE-cadhérine via des 

liaisons homophiliques par dimérisation trans, c'est à dire entre deux VE-cadhérines de deux 

cellules endothéliales adjacentes, ou dimérisation cis, c'est à dire entre deux VE-cadhérines 

voisines de la même cellule endothéliale (Figure 6). L’interaction entre les domaines 

extracellulaires des protéines VE-cadhérine limite la perméabilité d’une monocouche 

endothéliale in vitro (Lampugnani et al., 1995) et le recrutement des neutrophiles dans un 

modèle in vivo d’inflammation (Gotsch et al., 1997). L’administration in vivo chez la souris 

d’anticorps ciblant le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine peut déstabiliser les 

jonctions adhérentes selon l’épitope ciblé et augmenter ainsi l’infiltration des neutrophiles 
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(Corada et al., 2002; Gotsch et al., 1997). Ainsi, la perméabilité endothéliale est dépendante 

de la VE-cadhérine mais elle n’en est pas le seul acteur (Duong and Vestweber, 2020).    

 

 

Figure 6 : Interactions inter-endothéliales via les molécules de VE-cadhérines, elles peuvent être trans, c’est-
à-dire entre deux VE-cadhérines de deux cellules adjacentes ou cis, c'est à dire entre deux VE-cadhérines 

voisines de la même cellule endothéliale (d’après Fichtner et al., 2014). 

 

1.3.2. Le domaine intracellulaire  

La VE-cadhérine est composée d’un seul domaine transmembranaire (21 acides aminés) et 

d’un domaine cytoplasmique constitué d’un site de liaison proximal pour la p120 et un site 

de liaison distal pour la β-caténine (Wallez and Huber, 2008). Le complexe intracellulaire 

des jonctions adhérentes participe à la régulation de la VE-cadhérine via la stabilité de 

l’interaction VE-cadhérine-caténine et la réorganisation des filaments d’actine. Ce contrôle 

est assuré grâce à des réactions de phosphorylation-déphosphorylation par des kinases et des 

phosphatases régulant ainsi la stabilité et la perméabilité des jonctions endothéliales 

(Komarova et al., 2017). Des jonctions adhérentes stables sont caractérisées par un complexe 

VE-cadhérine/caténines stable avec une faible phosphorylation de la VE-cadhérine et des 

protéines caténines associées. La phosphorylation de la VE-cadhérine contribue à un état 

dynamique des jonctions adhérentes, mais n'est pas suffisante pour augmenter la 
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perméabilité vasculaire en l'absence d'agents inflammatoires (Orsenigo et al., 2012). En 

effet, le stress oxydatif ou des facteurs circulant comme le VEGF, l'histamine, la thrombine, 

le PAF et le TNF-α activent des kinases qui vont phosphoryler la VE-cadhérine, la β-caténine 

ou la p120-caténine conduisant à une altération des jonctions adhérentes et à une 

augmentation de la perméabilité endothéliale (Dejana et al., 2008; Khoy et al., 2017; 

Komarova et al., 2017; Makarenko et al., 2014; van Wetering et al., 2002).  

1.3.3. Interaction de la VE-cadhérine avec les protéines adjacentes  

La VE-cadhérine peut s’assembler avec PECAM-1 et les VEGFR, et former un complexe 

mécanosensible qui permet à l’endothélium d’activer différentes voies de signalisation 

(Coon et al., 2015; Komarova et al., 2017). Ces voies de signalisation induisent la 

réorganisation des microfilaments d'actine du cytosquelette et un changement dans la 

phosphorylation de la VE-cadhérine et des caténines associées (Komarova et al., 2017; 

Orsenigo et al., 2012). Le complexe mécanosensible VE-cadhérine/PECAM-1/ VEGFR peut 

aussi activer des voies de signalisation impliquées dans la vasodilatation via l’activation de 

eNOS et la modulation de la rigidité artérielle (Fleming et al., 2005; Komarova et al., 2017).   

1.3.4. Régulation de l’expression de la VE-cadhérine  

Deux mécanismes de régulation de l’expression de la VE-cadhérine sont décrits conduisant 

à l'augmentation de la perméabilité endothéliale : la réduction de son expression par 

internalisation, et le clivage de son domaine extracellulaire décrit en 1998 (Herren et al., 

1998). L’implication d’un mécanisme ou de l'autre semble dépendre de plusieurs facteurs 

comme la voie de signalisation activée, le site de phosphorylation et la kinase impliquée.  

- L'internalisation   

La tyrosine Y685 de la VE-cadhérine est un substrat privilégié pour la src-kinase qui la 

phosphoryle en réponse à des facteurs circulant, engendrant ainsi une altération de la 

fonction de la VE-cadhérine (Lambeng et al., 2005; Wallez et al., 2007). En réponse à la 

bradykinine et l'histamine, la VE-cadhérine subit une phosphorylation et une internalisation. 

L'inhibition des src-kinases par le saracatinib bloque la phosphorylation de la VE-cadhérine 

et son internalisation, et réduit ainsi la perméabilité endothéliale induite par la bradykinine 

(Orsenigo et al., 2012). Les mutations Y685F et Y658F préviennent in vitro l'internalisation 

de la VE-cadhérine et la perméabilité induite par la bradykinine (Orsenigo et al., 2012). 
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Wessel et al. ont montré que la mutation Y685F de la VE-cadhérine in vivo prévient 

l’augmentation de la perméabilité endothéliale induite par le VEGF et l’histamine sans 

précision sur le mécanisme impliqué (internalisation ou clivage) (Wessel et al., 2014).  

Le VEGF peut aussi induire l'internalisation de la VE-cadhérine via une voie de signalisation 

qui implique la β-arrestine activant la PAK (kinase activée par P21) qui phosphoryle la VE-

cadhérine sur un résidu sérine S665 et augmente la perméabilité endothéliale (Gavard and 

Gutkind, 2006).  

- Le clivage du domaine extracellulaire 

Le clivage de la VE-cadhérine implique des protéases comme des métalloprotéases 

matricielles (MMPs), des désintégrines (ADAMs), des élastases, la cathepsine et la calpaïne 

qui libèrent le domaine extracellulaire qui devient soluble. Des études ont essayé de 

décrypter les mécanismes moléculaires impliquées dans le clivage de la VE-cadhérine.  En 

effet, l’activation des voies de signalisation qui impliquent le VEGF ou le TNFα peut aussi 

perturber la barrière endothéliale via la phosphorylation de la VE-cadhérine par des Src-

kinases sur un résidu tyrosine Y685 et le clivage, par des MMPs, de son domaine 

extracellulaire qui devient soluble dans le sang, entraînant la diminution de l’adhérence inter-

endothéliale (Polena et al., 2018; Sidibé et al., 2012; Vilgrain et al., 2013). Le clivage de la 

VE-cadhérine peut aussi dépendre de la signalisation du calcium qui active ADAM-10 et 

augmente la perméabilité endothéliale sous certaines conditions (Kabacik and Raj, 2017; 

Schulz et al., 2008). Le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine peut aussi être clivé par 

des protéases liées à la surface des neutrophiles (élastases et cathepsine G), ce qui induit la 

formation de lacunes interendothéliales à travers lesquelles les neutrophiles transmigrent 

vers la paroi vasculaire (Hermant et al., 2003).  

La VE-cadhérine pourrait être clivée pendant l’endocytose par la calpaïne dans les vésicules 

de clathrine générant ainsi un fragment libre à environ 95kDa (Su and Kowalczyk, 2017). 

La régulation de la VE-cadhérine par un clivage médié par la calpaïne a été décrite dans 

l’athérosclérose (Miyazaki et al., 2011).  

Au-delà de l’implication des protéases, le mécanisme de clivage n’est pas bien décrit. Il 

pourrait survenir suite à un changement de conformation de la VE-cadhérine après 
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l’incorporation de charges phosphate qui rendent le site de clivage exposé à l’action des 

protéases et rendent la VE-cadhérine plus susceptible à la protéolyse (Bouillet et al., 2014). 

Enfin, d’autres résidus tyrosines peuvent être phosphorylés par des kinases mais qui ne 

semblent pas avoir d’effets sur la perméabilité endothéliale. En effet, la mutation Y731F de 

VE-cadhérine n’a aucun effet sur la perméabilité endothéliale in vivo mais diminue 

l'extravasation des neutrophiles (Wessel et al., 2014).  

1.3.5. sVE-cadhérine comme biomarqueur d’altération endothéliale 

L’inflammation ou le stress oxydatif, comme décrit ci-haut, peuvent altérer la structure de la 

VE-cadhérine et déclencher le clivage de son domaine extracellulaire qui devient soluble et 

détectable dans le sang.  La VE-cadhérine soluble (sVE) a été étudiée dans plusieurs 

maladies à composante vasculaire inflammatoire comme biomarqueur de 

dysfonctionnement endothélial (Figure 7) (Blaise et al., 2015; Bouillet et al., 2014).   

 

Figure 7 : Etudes cliniques qui ont dosé la sVE dans le sérum de patients atteints de différentes maladies 
susceptibles d’altérer l’endothélium vasculaire (d’après Blaise et al., 2015) 
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- sVE dans les cancers  

Le cancer est une maladie fréquente et de haute mortalité. Selon les données de l'IARC 

(International Agency for Research on Cancer), l’incidence mondiale du cancer en 2020 est 

d’environ 19,3 millions avec près de 10 millions de décès, soit 17 % de l'ensemble des décès, 

constituant ainsi la deuxième cause de mortalité après les maladies cardiovasculaires (Ferlay 

et al., 2021). La recherche de biomarqueurs fiables et faciles à doser est utile pour améliorer 

le diagnostic, la prédiction du pronostic, la personnalisation des traitements et le suivi de la 

progression de la maladie ainsi que la réponse au traitement.  

Dans cette optique, sVE a été étudiée chez des patients atteints de myélome multiple ; son 

taux sérique a été détecté à des niveaux élevés chez les patients non-traités et diminuait après 

la chimiothérapie (Wrobel et al., 2006). Chez des patients souffrant d’un carcinome rénal 

métastatique, le taux sérique de sVE est élevé et diminue après 4 semaines de traitement par 

le sunitinib (Polena et al., 2018). Ceci suggère que la sVE pourrait être un biomarqueur de 

diagnostic ou de réponse au traitement. Elle a été suggérée utile pour prédire le pronostic 

puisqu’un taux élevé de sVE est indépendamment associé à une mauvaise survie après un 

cancer du sein métastatique réfractaire à l’hormonothérapie (Rochefort et al., 2017). 

La sVE a été analysée dans d’autres types de cancer comme le lymphome non-hodgkinien 

(Eissa and Esmaeel, 2008) et les tumeurs cérébrales (Vilgrain et al., 2013) et son taux sérique 

été démontré comme ayant une valeur diagnostique ou pronostique.  

 

- sVE dans l’angioedème héréditaire 

L’angioedème héréditaire est une maladie génétique rare caractérisée par la survenue 

d'œdèmes sous-cutanés ou sous-muqueux transitoires et récidivants.  Il est dû à un déficit en 

inhibiteur de protéine C1 (C1Inh ) ou à une activité accrue de la kallikréine responsables 

d'une production accrue de bradykinine, engendrant une augmentation de la perméabilité 

vasculaire. Les crises d’angioedème diffèrent des crises allergiques et ne répondent qu’à des 

traitements ciblant la bradykinine (Zuraw and Christiansen, 2016). Pour cela des 

biomarqueurs spécifiques sont indispensables pour diagnostiquer de façon différentielle ces 

crises. L’hyperperméabilité endothéliale associée à l’angioedème héréditaire est 

accompagnée par une perturbation des jonctions endothéliales suite à la phosphorylation de 

la VE-cadhérine et la libération de sVE détectable dans le sérum des patients à des taux qui 

https://gco.iarc.fr/
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varient en fonction des crises (Bouillet et al., 2011) et qui sont plus élevés que dans les 

œdèmes histaminiques (Bindke et al., 2021). Ainsi, la sVE pourrait être un nouveau 

biomarqueur pour identifier des crises l’angioedème héréditaire.  

 

- sVE dans les maladies auto-immunes  

Les maladies auto-immunes peuvent être associées à une altération de l’endothélium 

vasculaire qui se traduit par une vascularite et une athérosclérose prématurée et, in fine, des 

accidents vasculaires ischémiques. Chez des patients présentant une polyarthrite rhumatoïde, 

une maladie auto-immune fréquente, le clivage de la VE-cadhérine est induit par le TNFα et 

associé à une libération de sVE détectable dans le sang. La sVE sérique a été démontrée 

comme étant corrélée au score de l’activité de la maladie dans une cohorte de 63 patients 

atteints de polyarthrite rhumatoïde (Banse et al., 2017; Sidibé et al., 2012). Dans les 

vascularites systémiques comme le purpura de Henoch-Schönlein (Chen et al., 2014), qui 

est la vascularite la plus fréquente de l’enfant, ou la maladie de Kawasaki (Luo et al., 2021), 

le taux sérique de sVE est élevé notamment dans la phase aigüe et corrèle avec la gravité de 

la maladie. Ces études montrent l’utilité de la sVE comme biomarqueur pour diagnostiquer 

des maladies auto-immunes et évaluer leurs gravités.  

Au-delà de l’intérêt clinique de sVE, l’existence d’auto-anticorps anti-VE-cadhérine 

(AAVE) chez les patients atteints de maladies auto-immunes pourrait être utile pour le 

diagnostic et la prise en charge des complications vasculaires de ces patients (Bouillet et al., 

2013). 

 

- sVE dans l’athérosclérose   

L’athérosclérose est la principale cause d’évènements ischémiques vasculaires létaux, 

notamment l’infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux, qui constituent la 

première cause de décès dans le monde avec environ 30 % de mortalité. Elle constitue aussi 

une complication du syndrome d’apnées obstructives du sommeil (Lévy et al., 2009; Lui and 

Sau-Man, 2012). 

Une seule étude clinique s’est intéressée à l’analyse de sVE chez des patients ayant de 

l’athérosclérose coronaire. Elle a démontré que le taux sérique de sVE est élevé et corrélé 

avec le score de Gensini, indicateur de la gravité de la maladie coronaire, indépendamment 
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du sexe, de l’âge, du statut tabagique, du profil lipidique et de la présence de comorbidités 

comme l’hypertension artérielle et le diabète (Soeki et al., 2004). De plus, des études 

précliniques ont montré que, chez des souris modèles d’athérosclérose, le taux de sVE est 

élevé (Miyazaki et al., 2011; Wu et al., 2018).  

 

- sVE dans d’autres pathologies  

La sVE a été étudiée dans d’autres maladies où son taux sérique a été mesuré à des niveaux 

élevés. On peut citer l’urticaire chronique spontané, caractérisé par une élévation de 

l’histamine (Chen et al., 2017), le choc septique, notamment compliqué par une défaillance 

d’organes reflétant ainsi une altération de l’endothélium (Flemming et al., 2015; Piotti et al., 

2021; Yu et al., 2019b; Zhang et al., 2010), le syndrome d’hyperstimulation ovarienne 

(Villasante et al., 2008) et la rétinopathie diabétique proliférative (Abu El-Asrar et al., 2015).  

 

- Effets physiologiques de sVE 

Au-delà de son intérêt clinique, l’effet physiologique du fragment soluble sVE reste peu 

clair. En effet, une seule étude a démontré que des surnageants cellulaires contenant de la 

sVE ou de la sVE recombinante inhibent la liaison homophilique des protéines de VE-

cadhérine totale, altérant la barrière endothéliale et étant donc responsable d’une 

augmentation de la perméabilité endothéliale (Flemming et al., 2015).  

Des surfaces en titane fonctionnalisées avec la sVE recombinante améliorent l'adhésion 

cellulaire, la prolifération et l’angiogénèse dans une culture de cellules endothéliales de la 

veine ombilicale humaine (HUVEC). Cette stratégie pourrait avoir un intérêt dans 

l’amélioration de la cicatrisation osseuse en orthopédie (Seo et al., 2020). 

La VE-cadhérine totale, via les interactions homophiles trans des domaines extracellulaires, 

active des voies de signalisation Rac-dépendante (Birukova et al., 2012) ou module 

l'expression de certains gènes impliqués notamment dans la régulation de la barrière 

endothéliale (Morini et al., 2018). La sVE, en se liant à la VE-cadhérine totale (Flemming et 

al., 2015), pourrait ainsi perturber les interactions homophiliques de leurs domaines 

extracellulaires et par conséquent les effets de signalisation qui en découlent.   
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2. Physiopathologie de l’athérosclérose 

L’altération des jonctions endothéliales pourrait être à l’origine d’une dysfonction 

endothéliale et des complications vasculaires qui en découlent comme l’athérosclérose 

(Gimbrone and García-Cardeña, 2016; Sitia et al., 2010). En effet, l’athérosclérose est une 

maladie inflammatoire chronique qui touche l’intima des artères de moyen et de gros 

calibres. Elle est caractérisée par le dépôt d’une plaque essentiellement composée de lipides 

et elle est la résultante d’une interaction entre les cellules endothéliales, les cellules 

inflammatoires et les lipoprotéines enrichies en cholestérol. Cette inflammation entraîne un 

remodelage vasculaire qui implique les cellules musculaires lisses et de la matrice 

extracellulaire (Kobiyama and Ley, 2018; Léoni and Daubrosse, 2001).  

Le LDL-cholestérol présent en excès dans le sang passe à travers la monocouche des cellules 

endothéliales et s’accumule dans la couche sous-endothéliale de l’intima préférentiellement 

à des endroits où les forces de cisaillement dues à l'écoulement du sang (shear-stress) sont 

faibles ou perturbées, où il forme des stries lipidiques qui constituent les premières lésions. 

Ces lésions deviennent inflammatoires du fait de l’oxydation du LDL-cholestérol et activent 

le recrutement de monocytes qui traversent la barrière endothéliale et, en tant que 

macrophages, phagocytent le LDL‑cholestérol oxydé. Ces macrophages forment des cellules 

spumeuses, emplies de cholestérol, tout en s’accumulant dans la plaque d’athérome, qui se 

développe progressivement en volume.  A cette étape, les cellules musculaires lisses de la 

média migrent vers la plaque où elles prolifèrent pour former une chape fibreuse riche en 

collagène afin d’isoler la plaque inflammatoire et la stabiliser.  Ce phénomène réduit le 

calibre artériel par la formation progressive de plaques d’athérome qui sont généralement 

stables. Dans certaines conditions, notamment une inflammation trop importante des 

plaques, les macrophages produisent des protéases qui fragmentent le collagène de la chape 

fibreuse. Ceci fragilise les plaques, soumises à l'action mécanique du flux sanguin, et conduit 

à des lésions qui se compliquent par une rupture de la plaque et la production d’un thrombus 

qui va obstruer les petits vaisseaux entraînant la survenue d'événements ischémiques, comme 

l’infarctus du myocarde ou les accidents vasculaires cérébraux (Figure 8) (Kobiyama and 

Ley, 2018; Léoni and Daubrosse, 2001). 
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Une augmentation de la perméabilité endothéliale, survenue dans certaines conditions 

notamment inflammatoires, pourrait faciliter l’infiltration du LDL‑cholestérol et des 

monocytes à travers l’endothélium (Mundi et al., 2018). 

Figure 8 : Les étapes de formation d’une plaque d’athérome (CS : cellules spumeuses ; CML : cellules musculaires lisses 
; LDL : Low Density Lipoprotein ; LDLox : LDL oxydée ; Lip. : lipides ; PG : protéoglycane ; TC : tissu conjonctif) ( D’après  
Léoni and Daubrosse, 2001). 
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3. Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil 

3.1. Epidémiologie 

Le syndrome d'apnées obstructives du sommeil (SAOS) est un trouble respiratoire fréquent 

qui constitue un problème majeur de santé publique largement sous-estimé. En effet, la 

maladie peut être asymptomatique et par conséquent non-diagnostiquée et non-traitée 

(Fuhrman et al., 2012; Kapur et al., 2002). 

Une analyse récente basée sur la littérature estime que mondialement près d’un milliard de 

personnes adultes âgées de 30 à 69 ans souffrent de SAOS. Près de la moitié de ces personnes 

ont un SAOS modéré à sévère pour lesquels un traitement est recommandé (Benjafield et 

al., 2019).  

Les pays les plus touchés selon le nombre de personnes souffrant d’un SAOS sont la Chine, 

suivi par les États-Unis, le Brésil et l'Inde. La France vient en 9ème position mondialement 

avec 24 millions de patients à SAOS léger à sévère, dont la moitié modéré à sévère (Figure 

9). La prévalence de SAOS léger chez les personnes âgées entre 30 et 69 ans dépasse 70% 

et celle de SAOS modéré dépasse 30 % (Benjafield et al., 2019).  
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Figure 9 : Prévalence estimée du syndrome d’apnées obstructives du sommeil dans le monde (d’après 
Benjafield et al., 2019). 

Le facteur de risque le plus important de survenue de SAOS est l'obésité, identifiée par 

l'IMC, le tour de taille et le tour de cou. D'autres facteurs de risque sont identifiés comme 

l’âge (plus de 65 ans), le sexe masculin, la ménopause, des anomalies craniofaciales, 

l'anatomie des voies respiratoires supérieures, le tabagisme, l'alcool et certaines 

prédispositions génétiques (Lee et al., 2008).  

Le coût économique direct (associés aux soins) et indirect (impact sociétal et professionnel) 

est élevé. En 2015, le coût du diagnostic et du traitement de l'apnée obstructive du sommeil 

aux États-Unis était d'environ 12,4 milliards de dollars (Watson, 2016). En France, les 

dispositifs médicaux de PPC (Pression Positive Continue) sont remboursés par l’Assurance 

maladie. Selon le rapport d’évaluation clinique et économique des dispositifs médicaux et 

prestations associées pour prise en charge du SAOS publié par HAS en Juillet 2014, la 

prestation de service à domicile pour l’assistance respiratoire a atteint en 2012 le milliard 

d’euros de remboursement, et les montants remboursés pour la PPC ont représenté 39 % de 
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ces dépenses, soit 8 % du montant total remboursé sur la liste des produits et prestations 

remboursables (HAS, 2014). 

3.2. Définitions et aspects cliniques 

Le SAOS est une affection relativement récente qui a été définie par Guilleminault et al. en 

1976 (Guilleminault et al., 1976). Il a été longtemps considéré comme une affection rare et 

bénigne dont les principaux symptômes sont fatigue et ronflement. Ce n’est qu’au début des 

années 1980 que les moyens d’investigation ont été développés et les définitions 

consensuelles de ce syndrome ont été établies (Odile, 2017). 

Le SAOS est caractérisé par la survenue, pendant le sommeil, de pauses respiratoires 

fréquentes et répétées. Ces pauses provoquent des efforts respiratoires qui occasionnent des 

micro-éveils pour permettre la réouverture des voies respiratoires associée à un ronflement. 

Ces petits éveils sont à l’origine d’une fragmentation du sommeil et une dégradation de la 

qualité de vie des patients avec une somnolence excessive qui dure toute la journée, des 

difficultés à se concentrer, une fatigue chronique, des troubles cognitifs, des risques 

d'accident augmentés, etc. Le diagnostic du SAOS est établi à l’aide d’une 

polysomnographie nocturne (figure 10) qui montre en cas de SAOS des apnées obstructives 

associées à une réduction de la saturation en oxygène. Ces apnées sont alternées par des 

épisodes de microéveils caractérisés par des efforts respiratoires, des ronflements, une 

augmentation de l’activité cérébrale et de la contraction musculaire, une augmentation de 

débit cardiaque et des pics tensionnels. L’alternance des phases d’hypoxie dues aux pauses 

respiratoires et des phases de ré-oxygénation dues aux micro-éveils, c’est-à-dire une hypoxie 

intermittente, définit la composante principale et la plus redoutable du SAOS. Pour étudier 

les conséquences physiopathologiques du SAOS, le modèle expérimental le plus utilisé 

consiste à mimer l’hypoxie intermittente chez des animaux. 

Un élément essentiel d'objectivation de l'importance des apnées est l'index d'apnée-hypopnée 

(AHI), correspondant au nombre de désaturations en oxygène par heure pendant le sommeil. 
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Figure 10 : Un polysomnogramme montrant les modifications des différents paramètres pendant le sommeil 
dans le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (d’après Thompson et al., 2001). 

 

La société de pneumologie de langue française (SPLF, 2010) définit le SAOS par : 

- Un index d’apnées hypopnées AHI ≥ 15 désaturations/h de sommeil, ou 

- Un AHI ≥ 5 + somnolence diurne excessive non expliquée par d’autres facteurs, ou 

- Un AHI ≥ 5 + deux, au moins, des critères suivants non expliqués par d’autres 

facteurs : ronflements sévères et quotidiens, sensations d’étouffement ou de 

suffocation pendant le sommeil, sommeil non-réparateur, fatigue diurne, difficultés 

de concentration, nycturie. 

  

La détermination de la sévérité du SAOS est basée sur l’AHI et la sévérité de la somnolence 

diurne (Tableau 1) (SPLF, 2010). 
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Tableau 1 : Définition de la sévérité du SAOS en fonction de l’AHI et des symptômes associés (SPLF, 2010). 

 

 

3.3. Traitement par Pression Positive Continue (PPC) 

Avant l’année 1981, le traitement recommandé était la trachéotomie. En Australie un patient 

a refusé d’être traité par cette méthode, ce qui a amené le Dr. Colin Sullivan en 1981 à 

concevoir un dispositif respiratoire de traitement par application d'air à une pression positive 

continue (PPC), le premier traitement non-invasif du SAOS qui reste utilisé comme 

traitement standard jusqu’à aujourd’hui (figure 11). Le premier modèle a été testé 

volontairement sur ce patient et reposait sur un moteur d’aspirateur, des tubes plastiques et 

un masque de plongée empêchant toute fuite d’air (Odile, 2017).  
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Figure 11 :  A) premier modèle commercial de PPC des années 1981. B) un mini-PPC de voyage pesant 300 g, 
soit 5 à 6 fois moins que le premier modèle commercial. 

 

La PPC est recommandée chez tous les patients souffrant de somnolence excessive, de 

qualité de vie dégradée liée au manque de sommeil et d'hypertension comorbide, qui sont 

plus susceptibles d'avoir un indice d'apnée-hypopnée (AHI) au-delà de 15.  L'effet bénéfique 

de la PPC sur les symptômes et la qualité de vie est obtenu après seulement quelques jours 

de thérapie (Pépin et al., 1999) et dépend de la compliance au traitement (Weaver et al., 

2007). Une bonne observance à la PPC est définie par une utilisation supérieure à 4 

heures/jour pendant au moins 5 jours/semaine (Kribbs et al., 1993).  

3.4. Les complications cardiovasculaires du SAOS et impact de la 

PPC 

Le SAOS est un facteur de risque indépendant des maladies cardiovasculaires et 

métaboliques, qui touchent jusqu'à 50 % des patients SAOS (Destors et al., 2017; Lévy et 

al., 2015). En effet, le SAOS est associé à une prévalence élevée d’hypertension, notamment 

l’hypertension résistante (Carnethon and Johnson, 2019; Lévy et al., 2015), de diabète 

(Manin et al., 2015; Schober et al., 2011), de syndromes coronariens, d’athérosclérose et des 

conséquences qui en découlent comme l’infarctus de myocarde et les accidents vasculaires 
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cérébraux (Javaheri et al., 2017). Une méta-analyse récente qui concernait 16 études avec 

24308 personnes saines ou ayant différents risques cardiovasculaires y compris SAOS et 

suivies sur une période de 2.9 à 18 années, a montré une association significative entre le 

SAOS avec des événements cardiaques majeurs avec un risque relatif de 2.04 pour le SAOS 

sévère et 1.16 pour le SAOS modéré ; aucune association n’a été trouvé avec le SAOS léger 

(Xie et al., 2017). Le risque relatif d’AVC dans le SAOS sévère rapporté par cette méta-

analyse est de 2.15 (Xie et al., 2017). Ceci explique le taux élevé de mortalité 

cardiovasculaire dans SAOS, notamment sévère, avec un risque relatif de 2.96 (Xie et al., 

2017). 

Des études cliniques et des méta-analyses ont montré que le risque d’hypertension chez les 

patients SAOS est de 48% et l’odds ratio augmente de plus de 13% pour chaque 10% de 

désaturation nocturne (Lavie et al., 2000). La prévalence d’hypertension artérielle est 

associée à la sévérité du SAOS indépendamment de l’âge, du genre et de l’IMC, avec 67% 

chez des patients avec un SAOS sévère (AHI>30) contre 59% chez des patients avec un 

SAOS léger (AHI entre 5 et 15) (Nieto et al., 2000; Salman et al., 2020). 

Des méta-analyses ont mis en évidence l’altération de la fonction endothéliale mesurée par 

la dilatation médiée par le flux (flow-mediated dilatation = FMD) ou l'index de réactivité 

hyperhémique (Reactive hyperemia index = RHI) chez des patients SAOS ainsi qu’une 

augmentation de l’épaisseur intima-média des carotides. Cette dysfonction endothéliale est 

corrélée avec la sévérité du SAOS indépendamment de l’âge, du genre, de l’IMC et des 

autres comorbidités cardiovasculaires (Bironneau et al., 2020; Farooqui et al., 2017; Wang 

et al., 2017).  

L’impact de la PPC sur l’amélioration des paramètres cardiovasculaires n’est pas clair 

notamment sur la correction et la prévention des évènements cardiovasculaires à long terme, 

et cette amélioration semble dépendre de l'observance au traitement par PPC (Lévy et al., 

2015). En effet, des méta-analyses et des études non-contrôlées et prospectives suggèrent un 

effet bénéfique sur la pression artérielle (Pépin et al., 2014) et sur le nombre d'événements 

cardiovasculaires (Marin et al., 2005). Cependant, cet effet n'a pas été établi dans des essais 

cliniques contrôlés randomisés (Drager et al., 2017). L’essai clinique SAVE (Sleep Apnea 

Cardiovascular Endpoints), le plus grand essai clinique randomisé évaluant l’effet de la PPC 
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sur les événements cardiovasculaires liés au SAOS, a confirmé l’amélioration de la qualité 

de vie des patients par la PPC avec réduction de l’AHI d’environ 90 % mais n’a observé 

aucun impact sur les évènements cardiovasculaires secondaires (Antic et al., 2015; McEvoy 

et al., 2016).  

L’effet de la PPC sur les complications cardiovasculaires du SAOS reste controversé, d’où 

la nécessité d’étudier les mécanismes physiopathologiques de ces complications pour 

identifier des cibles pour des thérapeutiques complémentaires à la PPC. 

Parmi les complications du SAOS, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’étude 

des mécanismes physiopathologiques menant à l’athérosclérose.    

 

3.5. L’athérosclérose et le SAOS 

3.5.1. Données cliniques et précliniques 

Le SAOS est un facteur de risque indépendant d’athérosclérose puisque une association a 

été trouvée entre le SAOS et l’épaisseur intima-média, la présence de lésions pro-

athérosclérotiques, la taille des plaques d’athérome et la rigidité artérielle indépendamment 

de la présence d’autres facteurs cardiovasculaires (Baguet et al., 2005; Drager et al., 2005; 

Theorell-Haglöw et al., 2019). Parmi les composantes du SAOS, l'hypoxie intermittente est 

le paramètre connu pour entraîner le plus de complications cardiovasculaires. L’impact du 

SAOS sur l’athérosclérose est confirmé sur des modèles animaux d’hypoxie intermittente 

par des études qui ont démontré un remodelage vasculaire avec une augmentation de 

l’épaisseur intima-média, une infiltration des leucocytes, une inflammation et un stress 

oxydatif chez des souris de type génétique sauvage (Arnaud et al., 2011a, 2018; Poulain et 

al., 2015) et des plaques d’athérome chez des souris génétiquement susceptibles à 

l’athérosclérose APO E-/- (Arnaud et al., 2011b; Drager et al., 2013; Gautier-Veyret et al., 

2018). Des méta-analyses se sont intéressées à l’impact de la PPC sur l’athérosclérose. Elles 

ont montré, dans des études cliniques randomisées, un impact positif de la PPC sur les 

paramètres vasculaires proathérogènes tels que la dysfonction endothéliale, la rigidité 

artérielle, l'épaisseur de l'intima-média, les marqueurs inflammatoires et la FMD 
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(Cammaroto et al., 2019; Drager et al., 2007; Ning et al., 2019; Schwarz et al., 2015; 

Vlachantoni et al., 2013; Wang et al., 2015).  

3.5.2. Mécanismes physiopathologiques sous-jacents 

La survenue de l’athérosclérose, comme celle des autres complications cardiovasculaires, 

est favorisée en réponse à trois principaux mécanismes induits par l’hypoxie intermittente : 

l’activation du système nerveux sympathique, l’inflammation et le stress oxydatif qui 

conduisent à une altération de l’endothélium vasculaire et à une dysfonction endothéliale 

(Figure 12).  

Figure 12 :  Mécanismes impliqués dans la dysfonction endothéliale et l’athérosclérose induite par l’hypoxie 
intermittente. (D’après Lévy et al., 2015). 
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En effet, l’hypoxie intermittente et l'hypercapnie chez les patients SAOS induisent 

l’activation du système nerveux sympathique (Tamisier et al., 2015). Ceci a été confirmé par 

l’observation d’une hyperactivité sympathique chez des volontaires sains exposés à 

l’hypoxie intermittente pendant 2 semaines (Tamisier et al., 2011). L’activation du système 

nerveux sympathique va entraîner des pics tensionnels répétés nocturnes provoquant à long 

terme des modifications structurelles et fonctionnelles des vaisseaux, une activation du 

système rénine angiotensine aldostérone, une réduction du taux de NO, une augmentation 

du taux d'endothéline et de l'expression ses récepteurs type A, etc., promouvant ainsi une 

hypertension artérielle permanente (Lévy et al., 2015).  

D’autre part, l’hypoxie intermittente occasionne un dysfonctionnement mitochondrial, une 

activation de la NADPH oxydase (NOX) et de la xanthine oxydase (XO) ainsi qu'un 

découplage de la NO synthase (NOS), qui génère des espèces réactives d’oxygène (ROS) 

plutôt que du NO avec une altération de la fonction endothéliale (Hoyos et al., 2015). Chez 

des patients SAOS, le taux de NO circulant a été démontré inférieur et le taux d’endothéline-

1 supérieur à celui des témoins sains (Jordan et al., 2005; Lavie et al., 2003). En outre, une 

diminution de l'expression de la eNOS, une altération de la capacité de réparation et une 

augmentation de l'apoptose ont été démontrées dans des cellules endothéliales dérivées de 

patients SAOS, ou traitées par du sérum provenant de patients SAOS (Briançon-Marjollet et 

al., 2014; Jelic et al., 2009).  

Ce stress oxydatif initie une cascade de processus inflammatoires impliquant les facteurs de 

transcription NF-kB et HIF-1 qui vont augmenter l’expression des gènes codant pour les 

molécules inflammatoires comme les cytokines, les facteurs de croissance et les molécules 

d'adhésion cellulaire (ICAM-1, VCAM-1, E-sélectines) (Lévy et al., 2015; Song et al., 

2018). Ceci conduit à l’activation des monocytes et des neutrophiles qui produisent des ROS, 

entrants ainsi dans le cercle vicieux stress oxydatif-inflammation (Lui and Sau-Man, 2012). 

Chez les patients atteints de SAOS, une activation des leucocytes, des plaquettes et des 

monocytes ainsi qu’une libération de cytokines inflammatoires telles que le TNFα, l’IL-8 et 

IL-10 ont été observées (Dyugovskaya et al., 2002, 2003; Jelic and Le Jemtel, 2008; Sanner 

et al., 2000) et seraient  responsables de l’initiation de l’athérosclérose. Au niveau 

moléculaire, des études ont démontré que l’hypoxie intermittente active des voies de 
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signalisation qui sont impliquées dans le processus d’athérogenèse, comme la voie de la 

cystéinyl-leucotriène (Gautier-Veyret et al., 2018) et de la leucotriène B4 via son récepteur 

BLT1 (Li et al., 2011). En effet, les leucotriènes sont de puissants chimio-attractants qui 

facilitent le recrutement des monocytes et leur infiltration dans la paroi artérielle et leur 

transformation en cellules spumeuses, qui sont des étapes critiques dans le développement 

de l'athérosclérose (Subbarao et al., 2004). La voie de signalisation COX-1/thromboxane 

pourrait aussi être impliquée dans l’athérosclérose induite par l’hypoxie intermittente via 

l’activation de la thromboxane synthase (Gautier-Veyret et al., 2013).  

En outre, l'hypoxie intermittente expose à un risque de développer des dyslipidémies avec 

une augmentation des taux de cholestérol total, de triglycérides et de phospholipides sériques 

et à une inhibition des lipoprotéines lipases conduisant à une augmentation des chylomicrons 

plasmatiques et du LDL-Cholestérol (Drager et al., 2011; Lévy et al., 2009). En effet, le 

facteur HIF-1 active l’angiopoiétine-4 qui conduit à l'inactivation de la lipoprotéine lipase 

avec augmentation des lipoprotéines et des lipides dans le sang (Drager et al., 2013).  

Les patients SAOS sont sensibles à la peroxydation lipidique à cause du stress oxydatif 

généré par l’hypoxie intermittente et sont exposés notamment à une oxydation accrue des 

lipoprotéines à faible densité (Barceló et al., 2000; Lavie et al., 2004), favorisant ainsi le 

processus d’athérogenèse.  

4. Hypothèse et objectifs de la thèse  

Ainsi, l’hypoxie intermittente perturbe la physiologie cardiovasculaire et métabolique et 

conduit à l’altération structurelle et fonctionnelle de l’endothélium vasculaire à l’origine de 

lésions endothéliales pro-athérosclérotiques (Gimbrone and García-Cardeña, 2016) et 

d’hypertension artérielle (Lévy et al., 2015), d’infarctus de myocarde (Xie et al., 2017) et 

d'accidents vasculaires cérébraux (Xie et al., 2017).  L’altération de la fonction et de la 

structure de l'endothélium vasculaire a été bien étudiée et établie chez des patients SAOS et 

dans des modèles expérimentaux in vivo et in vitro d’hypoxie intermittente décrits plus haut. 

Cependant, la régulation de la perméabilité endothéliale, qui est une étape clé et précoce 

dans le contrôle de l'athérogenèse, est peu étudiée dans le SAOS. En effet, les mécanismes 

cellulaires et moléculaires sous-jacents à la régulation de la perméabilité endothéliale 
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pendant le SAOS ne sont pas décrits chez les patients et ne sont que peu étudiés dans les 

modèles expérimentaux du SAOS tels que les rongeurs (Arnaud et al., 2018) ou les cultures 

cellulaires (Khalyfa et al., 2018; Makarenko et al., 2014) sous hypoxie intermittente. Il est 

donc intéressant d’investiguer, au niveau cellulaire et moléculaire, les perturbations 

structurelles de l’endothélium vasculaire en réponse à l’hypoxie intermittente.   

Curieusement, les voies de signalisation menant au clivage de la VE-Cadhérine, telles que 

le VEGF ou le TNFα, sont également activées par l'hypoxie intermittente (Lévy et al., 2015). 

Cependant, rien n'est connu aujourd'hui sur ce clivage et ses conséquences chez les patients 

SAOS. Il est donc important de comprendre les mécanismes moléculaires de la dysfonction 

endothéliale dont la VE-cadhérine peut être à l’origine, afin d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques anti-athérogènes pour permettre une meilleure prise en charge des patients 

SAOS.  

Notre hypothèse est que l'hypoxie intermittente induite par le SAOS provoque un clivage de 

la VE-Cadhérine, lui-même à l'origine d'une augmentation de la perméabilité endothéliale et 

des complications cardiovasculaires qui en découlent, notamment l'athérosclérose. Nous 

supposons que le stress oxydant active le facteur de transcription HIF-1, qui à son tour 

augmente l’expression de son gène cible le VEGF (Lévy et al., 2015) ; le VEGF se lie à son 

récepteur qui s’autophosphoryle et active la Src-kinase qui provoque la phosphorylation de 

VE-cadhérine et le clivage de son domaine extracellulaire (Polena et al., 2018; Sidibé et al., 

2012) (Figure 13).  
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Figure 13 : Hypothèse de travail. 1) Dans le SAOS, l’hypoxie intermittente pourrait activer des voies de 
signalisation qui pourraient activer le clivage de la VE-cadhérine par une cascade de phosphorylation sur des 
résidus tyrosine. 2) La phosphorylation du domaine intracellulaire de la VE-cadhérine déclencherait le clivage 
de son domaine extracellulaire à l’origine d’une augmentation de la perméabilité endothéliale. 3) Infiltration 
des lipides et des monocytes dans l’intima facilitée par la perméabilité endothéliale. 4) Développement de 
l’athérosclérose qui pourrait être prévenue par inhibition du clivage de la VE-cadhérine. 

 

Les objectifs de la thèse sont donc :  

- d'étudier et comparer les taux de sVE dans les sérums de patients SAOS avant et après 

traitement par pression positive continue (PPC) ainsi que dans 3 modèles expérimentaux 

d’hypoxie intermittente (volontaires sains exposés à 14 nuits d'hypoxie intermittente, in vivo 

chez des souris exposées à l’hypoxie intermittente et in vitro dans les surnageants de cellules 

endothéliales aortiques humaines exposées à l’hypoxie intermittente),   

- de décrypter, en utilisant un modèle in vitro d’hypoxie intermittente, les mécanismes 

moléculaires impliqués dans le clivage de la VE-cadhérine et dans la perméabilité 

endothéliale,  
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- d’évaluer in vivo, en utilisant un modèle murin d’hypoxie intermittente, l’impact du clivage 

de la VE-cadhérine sur la perméabilité endothéliale et ses conséquences sur les mécanismes 

pro-athérogéniques,   

- d’évaluer, à travers un modèle murin d’hypoxie intermittente, le potentiel thérapeutique 

d'une stratégie anti-athérogène ciblant les voies impliquées dans le clivage de VE-Cadhérine.  
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II. Approche expérimentale  
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1. Modèles expérimentaux d’hypoxie intermittente 

L’hypoxie intermittente est une composante majeure du syndrome d’apnées obstructives du 

sommeil qui affecte plusieurs tissus et organes. Le laboratoire HP2 est spécialisé dans l’étude 

des complications cardiovasculaires et métaboliques de l’hypoxie intermittente. Pour cela la 

plateforme HypE, labellisée IBiSA, a été développée par notre laboratoire pour mimer 

l’hypoxie intermittente in vitro sur des cellules en culture et, in vivo, chez des rongeurs et 

l’humain (https://hp2.univ-grenoble-alpes.fr/plateforme-d-hypoxie-hype) .  

1.1. Dispositif d’hypoxie intermittente in vitro 

La première version fonctionnelle du dispositif d'hypoxie intermittente cellulaire a été mise 

en place par l’équipe du Dr. Briançon-Marjollet en 2016 (Minoves et al., 2017). Il s’agit 

d’utiliser des boîtes ou plaques de culture cellulaire à fond perméable aux gaz sur des 

supports reliés à des sources de gaz. Des mélangeurs de gaz permettent de générer un gaz 

hypoxique (air + diazote en pourcentages variables) ou normoxique (air), en présence des 

5% de CO2 classiques permettant de tamponner les milieux de culture, avec un débit 

d’environ 200 ml/min. Ce mélange de gaz est distribué dans les supports des plaques de 

culture dont le fond est perméable aux gaz. Les cellules ensemencées dans ces plaques sont 

ainsi mises en contact direct avec le gaz à la teneur en oxygène souhaitée (Figure 14). Nous 

alternons ainsi une phase de normoxie à 16 % d'O2 (pO2=125mmHg dans le milieu de 

culture) pendant 5 minutes suivie d’une phase d’hypoxie à 2 % d'O2 (pO2=25mmHg dans le 

milieu de culture) pendant 5 minutes. Cependant, lorsque des inserts sont utilisés dans les 

plaques de culture (transwells), la pression partielle de l'oxygène (pO2) dans les transwells 

varient entre 110mmHg pendant 5 minutes et 50mmHg pendant 5 minutes (Figure 14). En 

effet, dans les transwells la double membrane (membrane de la boite + membrane de l’insert) 

et la hauteur de la membrane de l’insert par rapport au fond de la plaque d’exposition limitent 

la diffusion des gaz. Cependant, cette différence de pression en O2 entre les transwells et les 

boites à fond perméable n’influence pas le clivage de la VE-cadhérine, ceci a été vérifié par 

dosage de sVE dans des surnageants de cellules endothéliales exposées à des cycles 

hypoxiques à 50mmHg (transwells) ou à 25mmHg (boites à fond perméable) (Figure 14 B-

C).   

 

https://hp2.univ-grenoble-alpes.fr/plateforme-d-hypoxie-hype


47 
 

 

Figure 14 : Dispositif d’exposition cellulaire à l’hypoxie intermittente. A) Aspect et principe du dispositif. B) 
Supports utilisés lors de l’exposition dans des boites à fond perméable, cycles correspondants et clivage de VE-
cadhérine résultant. C) Supports utilisés lors de l’exposition dans des transwells, cycles correspondants et 
clivage de VE-cadhérine résultant. 

 

Ce dispositif est utile pour l’étude des voies de signalisation moléculaires impactées par 

l'hypoxie intermittente. Il permet la réalisation de cycles rapides et amples, proches de la 

physiopathologie du SAOS, avec une faible consommation de gaz.  
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1.2. Dispositif d’hypoxie intermittente in vivo pour rongeurs  

Un dispositif d’exposition des rongeurs (souris et rats) a été mis en place dans le laboratoire 

HP2 et largement utilisé depuis une dizaine d’années (Dematteis et al., 2009). Il s’agit de 

relier les cages dans lesquelles se trouvent les animaux à des sources de gaz normoxique 

(air) ou hypoxique (air + diazote), le niveau d'hypoxie étant contrôlé de façon continue. 

Ainsi, pendant 8 heures par jour, la fraction inspirée en oxygène (FiO2) varie entre 5% 

pendant 30 secondes (phase hypoxique) et 21% pendant 30 secondes (phase normoxique), 

générant une hypoxie intermittente durant la période de sommeil des rongeurs. Les animaux 

respirent en normoxie pendant les 16 heures complémentaires du cycle journalier de 24h. La 

saturation artérielle en O2 descend à environ 60% pendant les périodes d'hypoxie, mimant 

un syndrome d’apnées du sommeil sévère chez l’homme. Le dispositif est composé de 3 

modules : 2 modules permettent d’exposer des souris et 1 module pour l’exposition des rats. 

Chaque module est composé de 5 cages d’hypoxie intermittente et 5 cages de normoxie qui 

permettent d’exposer les animaux normoxiques et hypoxiques aux mêmes stress dûs aux 

bruits des compresseurs et aux bruits des flux d’air générés par l’injection de gaz dans les 

cages (figure 15).  
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Figure 15: Dispositif d’exposition des rongeurs à l’hypoxie intermittente. 

 

Ce modèle a l’avantage d’être non-invasif et moins stressant pour les rongeurs que les autres 

modèles d'hypoxie intermittente in vivo fondés sur la trachéotomie ou l’utilisation d’un 

ballon gonflable dans la trachée ou d’un masque nasal (Dematteis et al., 2009; Hunyor and 

Cook, 2018), et permet d’exposer les animaux pour de longues périodes. Cependant, il ne 

permet de mimer qu’une seule composante du syndrome d’apnées du sommeil qui est 

l’hypoxie intermittente.  

 

1.3. Dispositif d’hypoxie intermittente chez l’humain 

Le modèle d’hypoxie intermittente chez l’homme développé dans notre laboratoire par Dr. 

Renaud Tamisier consiste à utiliser des tentes d'altitude installées dans des chambres à lits 

standards à l’hôpital. L'atmosphère de la tente hypoxique est alimentée, à l’aide d’un 

extracteur d'oxygène, par un gaz avec une FiO2 à 13% baissant la saturation artérielle en O2 

des sujets à 85%. Les phases cycliques de réoxygénation sont créées à l’aide de canules 

nasales qui délivrent un bolus d'O2 de 15 secondes à un débit de 1.5-2 litre/min  toutes les 

120 secondes pour faire remonter la saturation en O2 à 95 %. Ce protocole a permis de mimer 
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un syndrome d’apnées du sommeil à 30 événements hypoxiques par heure. Le niveau 

d’oxygène a été suivi de façon continue pour chaque sujet et réglé à l’aide d’une vanne et 

d'un débitmètre (Tamisier et al., 2009) (Figure 16). L'accumulation de CO2 a été surveillée 

lors des premières nuits de l’exposition et a été confirmée comme étant minime. Au cours 

de la durée d’exposition, trois polysomnographies nocturnes complètes ont été réalisées (lors 

de la deuxième nuit d’exposition à l'air normoxique, la première et la dernière nuit 

d’exposition à l’hypoxie intermittente) (Tamisier et al., 2009). 

 

 

Figure 16 : Le modèle d’hypoxie intermittente de l’humain et protocole de l’étude pour chaque sujet 
(Tamisier et al., 2009). 

 

Ce modèle a permis de reproduire l’hypoxie intermittente qui est la composante majeure du 

syndrome d’apnées obstructives du sommeil. Les désaturations sont comparables à celles 

qui se produisent cliniquement chez les patients SAOS.  Cependant, ce modèle ne permet 

pas de reproduire l’hypercapnie et par conséquent les événements respiratoires du SAOS 
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puisque les désaturations ne sont pas asphyxiques et par conséquent ne sont pas 

accompagnées par des variations de la pression des voies aériennes supérieures, comme le 

sont les obstructions des voies aériennes supérieures chez les patients SAOS (Tamisier et al., 

2009). 

Dans le cadre de ma thèse, j’ai utilisé des échantillons de sérum de sujets provenant d’un 

essai clinique randomisé croisé en double aveugle (ClinicalTrials.gov, Identifier: 

NCT02058823) utilisant ce dispositif. Cet essai a concerné 12 volontaires sains non obèses. 

L'exposition a été réalisée sur deux périodes de 14 nuits consécutives séparées d’une période 

de récupération (wash-out) de 6 semaines au moins. Durant l’une des périodes, les sujets ont 

été soumis, pendant 8-9h/nuit, à des cycles d’hypoxie intermittente de 2 minutes avec une 

phase hypoxique à 13% de FiO2 et une phase normoxique à 21% d’oxygène. Durant l’autre 

période les sujets ont été soumis à une respiration d’air normoxique aussi bien au niveau de 

l'atmosphère de la tente qu'au niveau de l'injection intranasale (hypoxie intermittente 

placebo). 

2. Etudes réalisées 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02058823
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02058823
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Etude 1 : Caractérisation des mécanismes moléculaires du clivage de la 

VE-cadhérine in vitro et recherche de sVE sérique chez l’humain 

1. Objectifs 

Les objectifs de cette étude sont :  

- d’étudier le taux sérique de sVE chez des patients SAOS avant et après le traitement 

par pression positive continue (PPC) ainsi que chez des volontaires sains exposés à 

14 nuits d’hypoxie intermittente,  

- de caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans le clivage de la VE-

cadhérine et la perméabilité endothéliale induits par l’hypoxie intermittente en 

utilisant le modèle in vitro.  

 

2. Matériel et méthodes  

 

2.1. Recherche de sVE sérique chez l’Homme 

 

Nous avons analysé le taux sérique de sVE dans deux études : 

- la première est un essai clinique croisé randomisé en double aveugle 

(ClinicalTrials.gov : NCT02058823) qui concernait 7 volontaires sains exposés à 

l’hypoxie intermittente comme décrit précédemment dans la partie 1.3. de l’approche 

expérimentale, la sVE a été dosée avant et après exposition à l’hypoxie intermittente 

ou à l’air intermittent (Figure 17).  

Figure 17 :  protocole d’exposition des volontaires sains à l’air intermittent (IA) ou à l’hypoxie   intermittente 
(IH). 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02058823
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- la deuxième est une étude cas-témoin (ClinicalTrials.gov : NCT00764218) qui 

concernait une cohorte de 43 patients "infraSAS" atteints de SAOS sans aucune 

comorbidité cardiovasculaire et sous traitement PPC et 31 sujets témoins sains sans 

SAOS et sans comorbidités cardiovasculaires. La sVE a été dosée avant et après 6 

mois de traitement par PPC chez les patients ou avant et après 6 mois de suivi sans 

aucune intervention thérapeutique chez les sujets témoins. 

La sVE a été dosée de façon semi-quantitative par Western blot dans les sérums dilués à 

1/50ème dans du PBS en utilisant un anticorps primaire monoclonal murin anti-VE-cadhérine 

humaine (clone BV9), qui reconnait le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine 

(protocole détaillé dans l’article publié).  

2.2.  Caractérisation in vitro des mécanismes moléculaires impliqués dans le 

clivage de la VE-cadhérine induit par l’hypoxie intermittente 

Nous avons utilisé des cellules endothéliales aortiques humaines (HAEC) d’origine 

commerciale, qui ont été soumises à des cycles d’hypoxie intermittente pendant 6 heures à 

l’aide du dispositif décrit dans la partie 1.1 de l’approche expérimentale.  

Dans un premier temps, nous avons mesuré la perméabilité endothéliale par la méthode 

TEER (trans-endothelial electrical resistance) qui consiste à mesurer l'impédance électrique 

de l’insert ensemencé par une monocouche de cellules endothéliales à l’aide de deux 

électrodes, l’une dans  le compartiment supérieur et l’autre plus longue dans le compartiment  

inférieur du transwell (figure 18),  et par la méthode de mesure du passage de FITC-dextran 

à travers la monocouche de cellules endothéliales en utilisant également des transwells 

(protocole détaillé en annexe 4).  

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00764218
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Figure 18: a) Les deux électrodes de l’appareil à TEER placées de part et d’autre de la monocouche cellulaire 
pour mesurer sa résistance électrique. b) Les deux électrodes sont reliées à un voltmètre qui affiche une 

valeur de résistance en Ω/cm² (Ebrary). 

 

Dans un deuxième temps, nous avons dosé la sVE dans les surnageants concentrés des 

cellules endothéliales exposées à l’hypoxie intermittente. Le dosage semi-quantitatif a été 

réalisé par Western blot en utilisant un anticorps primaire monoclonal murin anti-VE-

cadhérine humaine (clone BV9) dirigé contre le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine 

(protocole détaillé dans l’article publié).   

Des inhibiteurs des médiateurs supposés impliqués dans le clivage de la VE-cadhérine ont 

été utilisés sur les cultures d'HAEC pour décrypter les mécanismes moléculaires sous-jacents 

en mesurant comme décrit ci-haut la perméabilité endothéliale et le taux de sVE dans les 

surnageants de cellules. Nous avons utilisé le DMSO comme témoin (0,1%), la génistéine 

comme un inhibiteur des tyrosine kinases à large spectre (30μM), le PP2 comme un 

inhibiteur spécifique de Src-kinases (10μM), le saracatinib (=AZD0530) comme un 

inhibiteur spécifique des Src-kinases (1μM), le 2-méthoxyestradiol qui est un inhibiteur de 

HIF-1 dépourvu d'effet œstrogénique (1μM), l’acriflavine qui est un inhibiteur de HIF-1 plus 

spécifique que le 2-ME (1μM), le pazopanib qui est un inhibiteur des tyrosine kinases des 

récepteurs du VEGF (5μg/mL), un anticorps bloquant anti-hVEGF (0,5 µg/mL), et enfin le 

Tempol comme antioxydant (100μM). La toxicité de toutes ces molécules a été vérifiée 

préalablement sur une culture de cellules endothéliales.  
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2.3.  Principaux résultats  

Le taux sérique de sVE était significativement augmenté de 19% dans les sérums des 

volontaires sains après exposition à l’hypoxie intermittente et reste stable après exposition à 

l’air. Le taux sérique de sVE était également plus élevé chez les patients SAOS avant le 

traitement par PPC que chez les sujets témoins [médiane = 0.90 (0.57–1.06) vs 0.52 (0.43–

0.92)]. L’analyse univariée a montré une corrélation positive significative entre le taux 

sérique de sVE et la sévérité de SAOS évaluée par l’indice AHI (p=0.041), ainsi qu'entre les 

taux sériques de sVE et de VEGF (p=0.04). La PPC a diminué le taux sérique de sVE après 

6 mois de traitement chez les patients SAOS, notamment chez ceux qui sont les plus 

observants (utilisation supérieure à 6 heures/nuit). 

Dans le modèle in vitro de HAEC en culture, l’hypoxie intermittente a augmenté le clivage 

de la VE-cadhérine de 39%, ainsi que la perméabilité endothéliale : +37,5% par la méthode 

TEER et +19,5% par la méthode de passage de dextran. Ces effets ont été prévenus par les 

inhibiteurs utilisés.  

Ces résultats ont fait l’objet d’un article publié dans l'European Respiratory Journal (ERJ) 

en 2021 (résumé graphique ci-dessous en figure 19) inséré dans les pages suivantes : Harki 

O, Tamisier R, Pépin JL, Bailly S, Mahmani A, Gonthier B, Salomon A, Vilgrain I, Faury 

G, Briançon-Marjollet A. VE-Cadherin cleavage in sleep apnoea: new insights into 

intermittent hypoxia-related endothelial permeability. Eur Respir J. 2021 ; 58:2004518. doi: 

10.1183/13993003.04518-2020. 

 

Cet article a aussi fait l'objet d'un commentaire publié par ERJ : Li SQ, Lin YN, Li QY. 

Soluble VE-cadherin: not just a marker of endothelial permeability. Eur Respir J. 

2021;58:2102241. doi: 10.1183/13993003.02241-2021 (voir annexe 3) et d'une réponse de 

notre part dans le même journal : Harki O, Faury G, Vilgrain I, Pépin JL, Briançon-

Marjollet A. Response to ERJ-02241-2021, Li et al., Soluble VE-cadherin : not just a marker 

of endothelial permeability. Eur Respir J. 2021 ; 58:2102629. doi: 10.1183/13993003.02629-

2021., insérée aussi dans les pages suivantes. 
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2.4.  L’article publié dans ERJ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      Figure 19 :  Résumé visuel de l’article 
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Olfa Harki1, Renaud Tamisier 1, Jean-Louis Pépin1, Sébastien Bailly 1, Anissa Mahmani1,
Brigitte Gonthier1, Aude Salomon2, Isabelle Vilgrain2, Gilles Faury1 and Anne Briançon-Marjollet 1

1Université Grenoble Alpes, INSERM, CHU Grenoble Alpes, Laboratoire HP2, Grenoble, France. 2Université Grenoble Alpes, INSERM
U1036, CEA, Grenoble, France.

Corresponding author: Anne Briançon-Marjollet (anne.briancon@univ-grenoble-alpes.fr)

Shareable abstract (@ERSpublications)
This study demonstrates for the first time that VE-cadherin is cleaved in sleep apnoea patients, in
volunteers exposed to 14 nights of intermittent hypoxia and in endothelial cells exposed to in vitro
intermittent hypoxia, leading to increased endothelial permeability https://bit.ly/3sAy5sc

Cite this article as: Harki O, Tamisier R, Pépin J-L, et al. VE-cadherin cleavage in sleep apnoea: new
insights into intermittent hypoxia-related endothelial permeability. Eur Respir J 2021; 58: 2004518
[DOI: 10.1183/13993003.04518-2020].

Abstract
Background Obstructive sleep apnoea (OSA) causes intermittent hypoxia that in turn induces endothelial
dysfunction and atherosclerosis progression. We hypothesised that VE-cadherin cleavage, detected by its
released extracellular fragment solubilised in the blood (sVE), may be an early indicator of emergent
abnormal endothelial permeability. Our aim was to assess VE-cadherin cleavage in OSA patients and in in
vivo and in vitro intermittent hypoxia models to decipher the cellular mechanisms and consequences.
Methods Sera from seven healthy volunteers exposed to 14 nights of intermittent hypoxia, 43 OSA
patients and 31 healthy control subjects were analysed for their sVE content. Human aortic endothelial
cells (HAECs) were exposed to 6 h of intermittent hypoxia in vitro, with or without an antioxidant or
inhibitors of hypoxia-inducible factor (HIF)-1, tyrosine kinases or vascular endothelial growth factor
(VEGF) pathways. VE-cadherin cleavage and phosphorylation were evaluated, and endothelial
permeability was assessed by measuring transendothelial electrical resistance (TEER) and fluorescein
isothiocyanate (FITC)–dextran flux.
Results sVE was significantly elevated in sera from healthy volunteers submitted to intermittent hypoxia
and OSA patients before treatment, but conversely decreased in OSA patients after 6 months of continuous
positive airway pressure treatment. OSA was the main factor accounting for sVE variations in a
multivariate analysis. In in vitro experiments, cleavage and expression of VE-cadherin increased upon
HAEC exposure to intermittent hypoxia. TEER decreased and FITC–dextran flux increased. These effects
were reversed by all of the pharmacological inhibitors tested.
Conclusions We suggest that in OSA, intermittent hypoxia increases endothelial permeability in OSA by
inducing VE-cadherin cleavage through reactive oxygen species production, and activation of HIF-1,
VEGF and tyrosine kinase pathways.

Introduction
Obstructive sleep apnoea (OSA) is one of the most frequent chronic diseases, affecting up to nearly
1 billion individuals worldwide [1], and is characterised by the repetitive occurrence of apnoeas and
hypopnoeas during sleep [2]. With the key feature of repeated episodes of hypoxia–reoxygenation, the
main intermediary mechanism for the deleterious consequences of OSA is intermittent hypoxia.

OSA is associated with elevated cardiovascular morbidity and mortality due to an increased risk of
hypertension, atherosclerosis, coronary heart disease and cerebrovascular disease [2]. Intermittent hypoxia
is recognised as the key intermediary mechanism leading to cardiovascular morbidity and mortality.
Indeed, intermittent hypoxia induces various processes such as oxidative stress, activation of
hypoxia-inducible factor (HIF)-1, low-grade chronic inflammation and sympathetic activation, which in
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turn are responsible for endothelial dysfunction, hypertension and atherosclerosis [2–4]. Importantly, the link
between OSA/intermittent hypoxia and the structural and functional impairment of the vascular endothelium
has been addressed both in patients and in animal models, in which elevated oxidative stress, higher
production of inflammatory cytokines and pro-atherogenic adhesion molecules have been reported [3–7].
However, although the regulation of endothelial permeability is of major importance in the initiation and
development of early atherogenesis, this aspect has been sparsely studied in OSA so far. Cellular and
molecular mechanisms underlying the regulation of endothelial permeability in OSA have been investigated
in a limited number of studies both in OSA patients and experimental models such as rodents [8] or cell
culture [9, 10] exposed to intermittent hypoxia.

Endothelial barrier permeability is controlled by adherens junctions in which VE-cadherin, through its
capability for homophilic adhesion, plays a pivotal role [11]. Targeting VE-cadherin in vitro using specific
antibodies directed against epitopes in its extracellular domain impedes the formation of adherens junctions
and increases endothelial permeability [12]. Two mechanisms explaining the reduction in VE-cadherin’s
homophilic adhesion have been described and are known to increase endothelial permeability: the first is
the internalisation of the whole molecule [13] and the second, more recently described, is the cleavage of
its extracellular domain by proteases such as matrix metalloproteinases. This cleavage releases a 90-kDa
soluble fragment (sVE) detectable in blood [14, 15] and elevated serum levels of sVE have been
documented in several human disorders characterised by endothelial dysfunction, such as atherosclerosis,
systemic vasculitis and cancer metastasis [16, 17].

The phosphorylation of the cytoplasmic domain of VE-cadherin at a specific tyrosine site (Y685) by the
tyrosine kinase Src is an early event of major importance in the mechanism of VE-cadherin cleavage and
regulation of endothelial permeability [15, 18–20]. These phosphorylation processes are induced by
cytokines such as vascular endothelial growth factor (VEGF) [18] and tumour necrosis factor (TNF)-α [15].

To the best of our knowledge, VE-cadherin regulation in OSA has never been studied. Several signalling
pathways involved in VE-cadherin cleavage are activated in individuals with OSA or in intermittent
hypoxia models, in which elevated VEGF [6, 21, 22] and TNF-α [23] levels are found. Thus, we
hypothesised that intermittent hypoxia could activate signalling pathways leading to VE-cadherin cleavage
and thereby increase endothelial permeability. These intermittent hypoxia-induced pathways could include
generation of oxidative stress, activation of HIF-1 by reactive oxygen species (ROS) [2, 24], expression of
VEGF as a target gene of HIF-1 [25, 26], and activation of Src kinases by VEGF signalling [18] and/or
directly by ROS [27].

Our objectives were 1) to study sVE levels in OSA patient’s sera before and after treatment with
continuous positive airway pressure (CPAP) as well as in healthy volunteers exposed to 14 nights of
intermittent hypoxia, and 2) to dissect in vitro the molecular mechanisms involved in VE-cadherin
cleavage and increased permeability in an endothelial cellular model of intermittent hypoxia.

A visual overview of the study can be found in the supplementary material.

Methods
Study populations
Healthy volunteers exposed to 14 nights of intermittent hypoxia
We used sera from a double-blind randomised crossover study (ClinicalTrials.gov: NCT02058823) in
which 12 healthy volunteers were exposed to intermittent hypoxia (inspiratory oxygen fraction (FIO2

)
cycling between 0.21 and 0.13; 120 s hypoxia–reoxygenation cycles), 8–9 h per night, for 14 nights, or to
intermittent air (FIO2

0.21) with similar airflow as a control [28]. Among them, seven volunteers completed
the two arms of the crossover trial. Blood samples were collected from these seven fasted volunteers in the
morning, before and after 2 weeks of overnight exposure to intermittent air or to intermittent hypoxia, and
stored at −80°C. More details can be found in the supplementary material.

OSA patients before and after CPAP treatment
Biological samples from a case-controlled study that included 43 OSA patients without any known
cardiovascular comorbidity and 31 control subjects without OSA or cardiovascular disease (ClinicalTrials.
gov: NCT00764218) were analysed [29]. Serum samples were taken fasted in the morning after overnight
polysomnography performed before and after 6 months of CPAP treatment, or at 6 months follow-up
without intervention in control subjects. Sera were stored at −80°C until use. VEGF was measured in sera
by ELISA (Quantikine; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) [6].
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Ethics
For both studies, ethical approval was obtained from our Institutional Review Board (Comité de Protection
des Personnes Sud-Est V, Grenoble, France) and all subjects or patients gave written informed consent.
Protocols conformed to the principles of the Declaration of Helsinki.

Cell culture
Cells
Cryopreserved primary human aortic endothelial cells (HAECs) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) were used before passage 8. Cells were seeded at a density of 1.6×104 cells·cm−2 in M200 medium
supplemented with Large Vessel Endothelial Supplement (LVES; Thermo Fisher Scientific) and penicillin/
streptomycin according to the supplier’s recommendations, using a conventional incubator for cell culture
(37°C/5% CO2). Cell culture reagents were purchased from Gibco Thermo Fisher Scientific (Illkirch,
France).

Intermittent hypoxia exposure
Cells were exposed to fast intermittent hypoxia cycles using a recently developed device that mimics the
hypoxia–reoxygenation cycles of OSA patients, as previously described [24]. An intermittent hypoxia
cycle includes a 5-min normoxia phase (16% O2) followed by a 5-min hypoxia phase (2% O2). More
details can be found in the supplementary material.

Chemicals and inhibitors
Details can be found in the supplementary material.

Measurement of transendothelial electrical resistance
Confluent HAECs seeded in transwell inserts (supplementary material) were placed in M200 without
LVES, treated with dimethyl sulfoxide (DMSO) or inhibitors and exposed to intermittent hypoxia or
normoxia for 6 h. Endothelial permeability was assessed by measuring transendothelial electrical resistance
(TEER) at 0 and 6 h of exposure using an EVOM resistance meter (World Precision Instruments, Sarasota,
FL, USA). Three values of TEER were recorded per insert and a blank insert (devoid of cells) was used to
subtract the blank TEER value. Data are expressed as percentage of the TEER value of inserts containing
confluent normoxic cells.

Measurement of fluorescein isothiocyanate–dextran flux
Confluent HAECs seeded in transwell inserts (supplementary material) were placed in M200 without
LVES and exposed to intermittent hypoxia or normoxia. After 4 h of exposure, 40-kDa fluorescein
isothiocyanate (FITC)–dextran (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) was added at 200 µg·mL−1 to the
upper chamber of the transwell. The cells were then placed in the intermittent hypoxia device for another
2 h. The quantification of FITC–dextran flux through the endothelial monolayer was monitored by
measuring the fluorescence in the lower chamber underneath the culture. Data are expressed as percentage
of fluorescence of normoxic inserts.

Immunofluorescence
Cells (previously fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min) were permeabilised and stained
with mouse monoclonal anti-VE-cadherin primary antibody directed against the extracellular domain (BV9
clone; Merck Millipore, Darmstadt, Germany) followed by Alexa Fluor 488 anti-mouse secondary
antibody (Thermo Fisher Scientific). Actin was stained with phalloidin and cell nuclei were stained with
4′,6-diamidino-2-phenylindole. Cells were examined by fluorescence microscopy (Axio Imager; Zeiss,
Oberkocheņ Germany) and fluorescence in the membrane area was quantified using ImageJ software (Fiji;
imagej.net/Fiji) by subtracting cytoplasmic and nuclear staining from whole-cell staining.

VE-cadherin phosphorylation detection
Cells were placed in M200 without LVES for 1 h, then treated with the inhibitors and exposed to
intermittent hypoxia or normoxia for 6 h. After exposure, cells were scrapped on ice using PBS and
centrifuged at 250×g, at 4°C for 5 min. The presence of phosphorylated VE-cadherin in cell extracts was
assessed by Western blotting with a rabbit anti-phospho-Y685-VE-cadherin antibody (1 µg·mL−1). More
details are available in the supplementary material.

sVE detection
Participant’s sera and concentrated HAEC supernatants were analysed for sVE content. Sera were diluted
1:50 in PBS supplemented with 0.5% Triton. HAEC supernatants were collected after intermittent hypoxia
exposure and concentrated using Amicon Ultra-4 centrifugal filter columns with 30-kDa molecular weight
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cut-off (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). The presence of sVE was assessed by Western blotting with
a mouse monoclonal anti-VE-cadherin primary antibody (BV9 clone; 1 µg·mL−1). Investigators were
blinded to the source of sera. More details about the Western blot protocol are available in the
supplementary material.

Statistical analysis
Unpaired comparisons between two groups were made using the t-test or Mann–Whitney test and paired
comparisons were performed using the Wilcoxon signed-rank test. Comparisons between several groups
were performed by two-way ANOVA followed by the post hoc Tukey test. The choice of parametric or
nonparametric tests depended on the normal distribution of values and on the equality of variances.
Repeated measures ANOVA was performed when applicable (i.e. for subjects at baseline and month 6).
A univariable linear model was used to identify factors associated with sVE. Since sVE was not normally
distributed, a logarithmic transformation was performed. Variables with p<0.2 in the univariable analysis
were considered in the multivariable linear regression, in which we adjusted for confounding parameters
(age, sex, heart rate, arterial pressure, waist/hip ratio, cholesterol, glycaemia and creatinine). Finally, to
assess the evolution of serum sVE under CPAP, a multivariate mixed linear regression with a random
effect on patient was performed, adjusting on age, sex, CPAP adherence and duration between sVE
measurements.

In cell culture experiments, to take into account the fact that several wells were usually used in a single
independent experiment, the experiment was included as a random factor in a linear mixed model, where
fixed effects were intermittent hypoxia and pharmacological treatment exposure. We verified that there was no
significant impact of experiment on the effect of intermittent hypoxia or pharmacological treatment exposure.
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FIGURE 1 Circulating soluble VE (sVE) was increased in sera from healthy volunteers (controls) subjected to intermittent hypoxia (IH) and
obstructive sleep apnoea (OSA) patients. IA: intermittent air; AHI: apnoea–hypopnoea index; CPAP: continuous positive airway pressure. a) Western
blot showing a representative example of sVE (90 kDa) in the serum of a healthy volunteer before and after 14 nights of exposure to IH or IA.
b) Ratio of sVE post/pre IH or IA exposure calculated after quantification of Western blots for seven individuals. *: p=0.015 versus IA; Wilcoxon test.
c) sVE was significantly higher in patients than in control subjects at baseline (month 0) (**: p=0.0058; repeated measures two-way ANOVA) but not
after 6 months of CPAP treatment (p=0.78). 30 subjects for each column, because only subjects for which both month 0 and month 6 samples
were available were included in this paired analysis. d) Spearman correlation between AHI and sVE at baseline. 72 subjects. e) Patients with high
adherence to CPAP therapy (>6 h·night−1) significantly decreased their serum level of sVE after 6 months (*: p=0.034 versus sVE level before CPAP
treatment) unlike less adherent patients (<6 h·night−1; p>0.99 versus sVE level before CPAP treatment); Kruskal–Wallis test. Tukey plots indicate
median and interquartile range.
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Outcomes were considered significant when p<0.05. Values are reported as mean±SEM or median
(interquartile range (IQR)), depending on their normal distribution.

Results
Intermittent hypoxia stimulates VE-cadherin cleavage in healthy individuals
We assessed sVE levels in the sera of seven healthy volunteers randomly assigned to 14 nights of
intermittent hypoxia or intermittent air. The subjects’ characteristics were: mean age 23.8±3.5 years and
body mass index (BMI) 21.3±2.4 kg·m−2, and five out of the seven (∼70%) were male. sVE levels

TABLE 1 Univariate analysis for factors contributing to soluble VE variations at baseline

Variables Items, classes Estimator±SE p-value

Group OSA patients 0.413±0.12 0.001#,*
Age years 47–<53.5 0.335±0.18 0.18#

53.5–<61.75 0.126±0.18
⩾61.75 −0.014±0.18

Sex Male 0.481±0.15 0.002#,*
BMI kg·m−2 23.2–<24.9 −0.215±0.19 0.46

24.9–<27.3 0.038±0.18
⩾27.3 0.065±0.02

Neck circumference cm 0.056±0.18 0.01#,*
Waist/hip ratio 1.98±0.88 0.03#,*
Tobacco status Current or ex-smoker 0.068±0.13 0.60
Alcohol consumption No alcohol −0.174±0.15 0.25
AHI events·h−1 6.5–<21 0.19±0.17 0.04#,*

21–<35.2 0.46±0.17
⩾35.2 0.39±0.17

Epworth score 5–<9 −0.114±0.19 0.63
9–<13 −0.175±0.19
⩾13 0.034±0.19

Mean nocturnal SaO2
% 93–<94 0.16±0.15 0.46

94–<95 0.31±0.21
⩾95 0.07±0.18

Minimum nocturnal SaO2
% 94–<95 −0.021±0.009 0.03#,*

⩾95
Time spent SaO2

<90% % TST 0–<2 0.08±0.16 0.62
⩾2

24-h SBP mmHg 0.021±0.005 0.0002#,*
24-h DBP mmHg 0.026±0.006 0.0002#,*
Heart rate beats·min−1 64–<69 0.371±0.19 0.09#

69–<76 0.217±0.18
⩾76 0.449±0.18

VEGF pg·mL−1 0.001±0.0002 0.04#,*
Ultrasensitive CRP mg·L−1 0.5–<1.05 0.035±0.20 0.94

1.05–<1.9 0.086±0.22
⩾1.9 −0.03±0.21

Total cholesterol g·L−1 1.8–<2 −0.180±0.18 0.13#

2–<2.3 −0.082±0.19
⩾2.3 0.221±0.18

Triglycerides g·L−1 0.7–<1 0.074±0.18 0.81
1–<1.4 0.162±0.19
⩾1.4 0.151±0.18

Glycaemia mmol·L−1 0.295±0.13 0.03#,*
Creatinine µmol·L−1 0.0008±0.003 0.04#,*
Insulin µIU·mL−1 3–<3.85 0.074±0.18 0.82

3.85–<5.5 0.162±0.19
⩾5.5 0.151±0.18

OSA: obstructive sleep apnoea; BMI: body mass index; AHI: apnoea–hypopnoea index; SaO2
: arterial oxygen

saturation; TST: total sleep time; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; VEGF: vascular
endothelial growth factor; CRP: C-reactive protein. Variables were categorised in three classes corresponding to
terciles or in two categories to compare severe OSA versus other patients. #: variables with p<0.2 in the
univariable analysis were considered in the multivariable linear regression. *: p<0.05.
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remained stable after exposure to 14 nights of intermittent air (median post/pre intermittent air ratio 0.94)
while they increased by 19% after 14 nights of intermittent hypoxia exposure (median post/pre intermittent
hypoxia ratio 1.12; p=0.015 versus intermittent air) (figure 1a and b).

sVE levels are higher in OSA patients than in healthy control subjects
Baseline characteristics of the study population are shown in supplementary table S1. BMI, triglycerides
and diastolic blood pressure were slightly higher in individuals with OSA, without clinical relevance.
At baseline, the median sVE was significantly higher (+70%) in patients than in control subjects (0.90
(0.57–1.06) versus 0.52 (0.43–0.92) AU; p=0.0058) (figure 1c and supplementary table S1). Univariate
analysis showed that among parameters significantly associated with sVE values were the OSA severity
indices apnoea–hypopnoea index (AHI) and minimal oxygen saturation, sex, systolic and diastolic blood
pressure, and the concentration of VEGF in sera (table 1). AHI positively correlated with sVE (r=0.242,
p=0.041) (figure 1d). In multivariate analysis, OSA status was independently associated with a 34.6%
increase in sVE (p=0.005). Male sex was associated with a 38.7% increase in sVE (p=0.01) (table 2).

sVE decreases after CPAP treatment
After 6 months of CPAP treatment, there was no difference in sVE levels between control subjects and
patients (0.77 (0.51–0.92) AU for patients versus 0.72 (0.47–0.93) AU for controls; p=0.78) (figure 1c).
The level of sVE in control subjects tended to increase between month 0 and month 6, but this increase
remained nonsignificant (p=0.59). In a post hoc analysis, a decrease in sVE level only occurred in patients
with the highest nightly CPAP usage (p=0.034 when CPAP was used for >6 h·night−1 versus
nonsignificant for CPAP used <3 or 3–6 h·night−1) (figure 1e).

Intermittent hypoxia increases VE-cadherin expression and cleavage in vitro leading to endothelial
permeability
Western blot analysis showed a significant increase in sVE in supernatants of HAECs after 6 h of exposure
to intermittent hypoxia compared with normoxia (+39%; p<0.05) (figure 2a). This result was accompanied
by an apparent decrease in the presence of the extracellular domain of VE-cadherin at the cell membrane
as shown by immunofluorescence (figure 2b). There was a significant 37.5% reduction in the TEER of
HAEC monolayers exposed to 6 h of intermittent hypoxia compared with normoxia (figure 2c), reflecting
an increase in endothelial permeability. This was confirmed by an increase in transendothelial FITC–
dextran flux after intermittent hypoxia (+19.5%) (figure 2d).

We also demonstrated that intermittent hypoxia induced a 1.3-fold increase in the total amount of
VE-cadherin (figure 3a and b) accompanied by a 2.5-fold increase in the amount of phosphorylated VE-
cadherin tyrosine (Y685) compared with β-actin (figure 3c). The phosphorylated VE-cadherin/total
VE-cadherin ratio tended to be elevated (median (IQR) ratio 1.3 (1.0–2.4)) although it did not reach
significance (p=0.12) (figure 3d).

Signalling pathways involved in intermittent hypoxia-induced VE-cadherin cleavage
We investigated the role of oxidative stress, HIF-1 activation, VEGF signalling and tyrosine kinase activity.
First, the role of oxidative stress was addressed by using Tempol, a potent ROS scavenger acting as a
superoxide dismutase mimetic. Tempol significantly increased TEER values and decreased sVE levels in
HAEC supernatants under intermittent hypoxia compared with DMSO, suppressing the intermittent
hypoxia effects and returning TEER and sVE levels to baseline (figure 4a and b). Tempol had no effect on
TEER and sVE levels in normoxia-exposed cells (figure 4a and b).

TABLE 2 Baseline parameters independently associated with soluble VE as determined by a multivariate
analysis

Variables Items, classes Estimator±SE p-value

Group OSA patients 0.346±0.12 0.005*
Sex Male 0.387±0.15 0.01*
Age years 47–<53.5 0.277±0.16 0.23

53.5–<61.75 0.075±0.16
⩾61.75 −0.022±0.16

VEGF pg·mL−1 0.0004±0.0002 0.06

OSA: obstructive sleep apnoea; VEGF: vascular endothelial growth factor. *: p<0.05.
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Similarly, inhibition of HIF-1 activity by 2-methoxyestradiol or acriflavine totally prevented any effect of
intermittent hypoxia on endothelial permeability and VE-cadherin cleavage (figure 4c and d).

Moreover, inhibition of the tyrosine kinase activity of the VEGF receptor by pazopanib or by using an
anti-human VEGF blocking antibody both abolished the effects of intermittent hypoxia on endothelial
permeability and VE-cadherin cleavage (figure 5a and b).

Finally, we investigated the role of the Src family tyrosine kinases in the effects induced by intermittent
hypoxia. Genistein, a broad-spectrum inhibitor of tyrosine kinases, as well as PP2 and AZD0530
(saracatinib), two specific inhibitors of Src kinases, blocked the intermittent hypoxia-induced decrease in
TEER and VE-cadherin cleavage (figure 5c and d).
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FIGURE 2 Intermittent hypoxia (IH) alters the endothelial barrier. sVE: soluble VE; TEER: transendothelial
electrical resistance; FITC: fluorescein isothiocyanate. a) Representative example of Western blotting showing a
more intense sVE band in the supernatant of human aortic endothelial cells exposed to IH than to normoxia
(an immunoglobulin band was used as a loading control for normalisation) and quantification of sVE measured
in cell supernatants after 6 h of IH. *: p<0.05 versus normoxia; t-test, n=15. b) Immunofluorescence and
quantification of anti-VE-cadherin staining performed with an antibody directed against the VE-cadherin
extracellular domain showed decreased expression at the membrane after IH. **: p=0.01 versus normoxia;
Mann–Whitney rank sum test, four independent experiments and 10–14 cells per experiment. Scale bar: 20 µm.
c) Increase in endothelial permeability measured by TEER after 6 h of IH. ***: p<0.001 versus normoxia; Welch
test, 16 transwells from four independent experiments. d) Increase in endothelial permeability measured by
FITC–dextran transendothelial flux (passage). **: p<0.01 versus normoxia; Welch test, 33 transwells from 12
independent experiments. Data are presented as mean±SEM except for the Tukey plot in b) where data are
presented as median and interquartile range due to nonnormality of data distribution.
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Discussion
The present study investigates for the first time the cleavage of VE-cadherin in sleep apnoea patients and
the specific involvement of the different intermittent hypoxia-activated pathways underlying the increase in
endothelial permeability. We demonstrated an elevated level of sVE in sera of both healthy volunteers
without any confounders upon exposure to intermittent hypoxia and OSA patients without any known
cardiovascular comorbidity. This elevation in serum sVE correlated with AHI and was reversed by CPAP
treatment only in the OSA subgroup with high adherence. In cultured cells exposed to intermittent hypoxia,
we demonstrated that signalling pathways classically involved in VE-cadherin cleavage (VEGF and Src
family tyrosine kinase activation) as well as pathways known to be activated by intermittent hypoxia (ROS
and HIF-1 signalling) are implicated in the intermittent hypoxia-induced endothelial barrier dysfunction.

The description of VE-cadherin cleavage in OSA patients due to intermittent hypoxia is original and new.
In multivariate analysis, the range of increase in sVE levels in OSA is nearly 40%, which is certainly of
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clinical relevance. The presence of sVE in serum is recognised as a marker of endothelial dysfunction in
several cardiovascular and inflammatory diseases (for review, see [16]), including atherosclerosis [30].
VE-cadherin cleavage leads to the destabilisation of adherens junctions and increases endothelial
permeability. This endothelial disorganisation and increased permeability is one of the early steps in the
atherogenic process. In our clinical study, patients were free of known cardiovascular comorbidities often
occurring with sleep apnoea and our results suggest that in this population sVE might represent an early
biomarker revealing initiation of the endothelial dysfunction process. The impact of CPAP treatment on
reducing incident late cardiovascular events is still debated and the majority of well-designed randomised
controlled trials have been negative (for review, see [31]). Patients included in these trials exhibited
prevalent cardiovascular disease and any benefit of CPAP intervention was limited by already existing
irreversible lesions. Our results suggest that 6 months of CPAP treatment significantly decreases
VE-cadherin cleavage in OSA patients, exerting a protective effect on endothelial function in patients at an
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two-way ANOVA, n=4. Data are presented as median and interquartile range. Below are shown representative
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versus normoxia+DMSO; ##: p<0.01 and #: p<0.05 versus IH+DMSO; two-way ANOVA, n=4. Data are presented as
median and interquartile range. Below are shown representative examples of Western blotting showing a less
intense sVE band in the supernatant of HAECs treated with IH+HIF-1 inhibitors compared with IH+DMSO (an
immunoglobulin band is used as a loading control for normalisation). N: normoxia. On Western blots, arrows
indicate where images were grouped from different parts of the same gel or from different gels.
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early stage of development of cardiovascular dysfunction. This is of major importance as the field is
currently desperately seeking biomarkers to predict cardiovascular response to CPAP so as to personalise
prescription [32].

OSA is characterised by intermittent hypoxia associated with sleep fragmentation and increased respiratory
efforts during sleep. Among these components, our data suggest that intermittent hypoxia could be the
main contributing factor involved in VE-cadherin cleavage. A model of exposure to intermittent hypoxia in
healthy volunteers without any confounders robustly demonstrated an increase in sVE levels in sera.
Despite a small number of participants, we were able to demonstrate a significant increase of sVE in a
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paired analysis, indicating that this effect is homogeneous among patients and consistent with our
hypotheses and the other in vitro and in vivo results. Accordingly, intermittent hypoxia applied to
endothelial cells in culture also led to VE-cadherin cleavage. Although a previous publication suggested
that membrane expression of VE-cadherin decreased after intermittent hypoxia in cultured human
endothelial cells [9], the mechanism involved (i.e. internalisation or cleavage) was never investigated. We
demonstrate for the first time that VE-cadherin is cleaved in vivo in OSA patients, as well as after
intermittent hypoxia in cultured human endothelial cells, releasing a soluble fragment in cell supernatant as
well as in patients’ blood. Regarding the cascade of molecular mechanisms, in OSA patients multivariate
analysis found that VEGF tended to be independently associated with sVE levels (p=0.06). These findings
are in line with the known mechanisms of VE-cadherin cleavage after VEGF binding to its receptor [18]
and support the hypothesis that VEGF, which is known to be elevated in OSA patients [6, 21, 22], may be
a key cytokine signalling VE-cadherin cleavage. This was confirmed by the demonstration that both an
anti-VEGF blocking antibody and an inhibitor of the tyrosine kinase activity of the VEGF receptor
(pazopanib) prevented intermittent hypoxia-induced sVE release and endothelial permeability in vitro.
Similarly, tyrosine kinase inhibitors, either nonspecific (genistein) or targeting the Src family tyrosine
kinases (PP2 and saracatinib), were able to prevent intermittent hypoxia-initiated consequences. Finally, we
showed that intermittent hypoxia induces an increase in VE-cadherin phosphorylation at the Y685 tyrosine,
confirming that intermittent hypoxia activates the major signalling pathways leading to sVE release [15, 19].

Since VEGF is a target of the HIF-1 transcription factor, which is known to be activated in individuals
with OSA as well as in murine models of intermittent hypoxia (for review, see [33]), we investigated the
involvement of HIF-1 in our in vitro model. None of the currently available HIF-1α inhibitors are truly
specific. We thus used two different inhibitors, 2-methoxyestradiol (an HIF-1 inhibitor devoid of any
oestrogenic activity) [34, 35] and acriflavine [36], to strengthen our approach and demonstrated that HIF-1
is involved in intermittent hypoxia-induced VE-cadherin cleavage.

Finally, in OSA and intermittent hypoxia, HIF-1 is stabilised and activated by repeated hypoxia–
reoxygenation cycles and associated ROS production [33, 37]. We thus used a superoxide dismutase
mimetic, Tempol, to demonstrate that ROS are indeed necessary for intermittent hypoxia-induced sVE
release and endothelial permeability. Our results are consistent with results from MAKARENKO et al. [9] who
showed that intermittent hypoxia-induced permeability and decrease of VE-cadherin membrane expression
were dependent on ROS. Interestingly, beyond the known activation of HIF-1 by ROS, ROS have also
been suggested as directly activating tyrosine kinases [28]. HIF-1-independent pathways may thus be
involved in intermittent hypoxia effects on endothelial permeability. Similarly, we cannot exclude that
other cytokines and pathways may lead to VE-cadherin cleavage in our model, such as TNF-α [15]. This
needs to be explored in future studies.

To conclude, we demonstrated that intermittent hypoxia induces VE-cadherin cleavage at least partly
mediated by ROS, HIF-1, VEGF and tyrosine kinase pathways. The sVE-cadherin fragment was found at
elevated levels in healthy volunteers exposed to intermittent hypoxia as well as in OSA patients, and might
provide an innovative biomarker of increased endothelial permeability and early stages of related disorders.
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Supplementary methods 

Healthy volunteers exposed to fourteen nights of intermittent hypoxia 

We used sera from a double-blind randomized cross-over study (ClinicalTrials.gov, Identifier: 

NCT02058823) performed in 12 healthy volunteers, to compare exposure to intermittent hypoxia and 

intermittent air. Intermittent hypoxia (IH) is obtained by delivering O2 for 15 seconds every 2 minutes 

during sleep in a hypoxic tent, where subjects breathed hypoxic air with a 13% FiO2, to create 30 

cycles/hour [1]. Peripheral oxygen saturation range was 85-95%. Subjects were exposed during 

8_9h/night, for 14 nights. Intermittent air (IA) is obtained by exposing subjects to the same air flow 

but sleeping in a normoxic (FiO2 21%) tent. Six volunteers were exposed to IH for 14 nights, followed 

by a wash-out period, and 14 nights of IA; while 6 volunteers were exposed to 14 nights IA first, and 

then to 14 nights in the 2nd period after the wash-out. Blood samples were collected from fasted 

volunteers in the morning, before and after 2 weeks of overnight exposure to IA or to IH, and stored 

at -80°C. Only seven out of the 12 volunteers completed the two periods of 14 nights and the blood 

collection, and were therefore included for sVE analysis. All participants provided written informed 

consent approved by the ethical committee Nord Ouest III (October 10th 2011, ref CPP 2011-32; 

EudraCT:2010-020801-34) and CNIL approval.  

 

Chemical and inhibitors 

We used 0.1% DMSO (as a vehicle control), 30μM genistein (a broad-spectrum tyrosine kinase 

inhibitor)[2], 10μM PP2 (a Src-kinase inhibitor)[2], 1μM saracatinib (AZD0530, a Src-kinase inhibitor) 

[3], 1μM 2-Methoxyestradiol (an HIF-1 inhibitor devoid of estrogen-like activity) [4, 5], 1μM acriflavine  

(an HIF-1 inhibitor)[6], 5μg/mL pazopanib (VEGF receptor tyrosine kinase inhibitor) [7], 100μM Tempol  

(a superoxide dismutase mimetic ROS scavenger) [8, 9], which were all obtained from Sigma-Aldrich 

(Darmstadt, Germany). Mouse anti-hVEGF blocking antibody (0.5μg/mL) [10] was obtained from R&D 

Systems (Minneapolis, USA). The concentrations used were chosen according to the literature, and cell 

viability was verified after the treatment of HAEC cells (data not shown).  

callto:2010-020801-34


Cell culture and exposure to intermittent hypoxia 

Cells were exposed to fast IH cycles using a recently developed device that mimics the hypoxia-

reoxygenation cycles of OSAS patients, as previously described [11]. An IH cycle includes a 5 minute 

normoxia phase (16% O2) followed by a 5 minute hypoxia phase (2% O2). CO2 was kept constant at 5%. 

Special plates with gas-permeable bottom membranes (LumoxTM 50mm dishes, Sarstedt, Nümbrecht, 

Germany; or Fluorcarbon Imaging 24-well Plates, Zell Kontakt, Gottmadingen, Germany) were coated 

with collagen I (0.2mg/mL, 1h at 37°C) before cell seeding. Cells exposed to IH were compared to 

control cells cultured at 16% constant oxygen level using the same device and same plates.  

For permeability and FITC-dextran experiments, cells were cultured in permeable polystyrene 

membrane inserts (6.5mm diameter) with 0.4µm membrane pore size (Corning, Tewkesbury, USA) 

coated with collagen I (0.2mg/mL, 1h at 37°C). HAEC were seeded at 50x103 cells per insert and 

proliferated for 3 days until they reached 100% confluence and formed a confluent monolayer with 

endothelial junctions before IH exposure.  

For sVE detection, HAEC were seeded at 350 x 103 cells per dish in 60mm-dishes coated with collagen 

I, and cultivated for 3 days to reach 100% confluence before IH exposure.  

 

Western Blot 

Cell pellets were lysed in lysis buffer (20 mM Tris HCl, 0.27M sucrose, 0.5% Triton, 1 mM dithiothreitol, 

1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 25 µg/mL leupeptin, 1 µg/mL pepstatin A), centrifuged at 

14,000g for 10 minutes at 4°C and the resulting supernatant was collected. 

Sera or cell extracts were separated by 7% SDS-PAGE and transferred onto a polyvinylidene difluoride 

(PVDF) membrane using a Trans–Blot turbo transfer system. Membranes were incubated with a mouse 

monoclonal anti–VE-cadherin primary antibody (BV9 clone, 1µg/mL, Merck Millipore) or a rabbit anti-



phosphoY685-VE-cadherin antibody (1µg/mL, kindly provided by Dr I. Vilgrain), or a mouse anti–β actin 

primary antibody. After secondary antibody incubation, membranes were revealed by 

chemiluminescence using a ChemiDoc XRS+ imager system. PVDF membranes, transfer system, 

enhanced chemiluminescence detection reagents and the detection system were from Bio-Rad 

Laboratories (Marnes-la-Coquette, France). Bands were quantified by densitometry using ImageJ 

software.  

 

 

 

Supplementary table S1 : Baseline characteristics of OSAS patients and controls. N=31 for 

control subjects and n=43 for OSA patients.  

Variables Control subjects  OSAS patients P-value 

Male sex, number (%)  23 (71.9) 38 (88.4) 0.13 

Age (years) median [Q1;Q3] 51 [46.25; 59] 54.5 [48; 63] 0.21 

BMI (kg/m²) median [Q1;Q3] 24.2 [22.12; 26.12] 25.6 [23.72; 27.7] 0.02 

sVE median [Q1;Q3] 0.52 [0.43 ; 0.92] 0.90 [0.57 ; 1.06]  <0.01 

AHI (events/hour) median 
[Q1;Q3] 

5.37 [3; 12.25] 33.06 [23.43; 45.45] <0.01 

SBP (mmHg) median [Q1;Q3] 121 [115.5; 128.5] 128.5 [117.25; 132.75] 0.1 

DBP (mmHg) median 
[Q1;Q3] 

75 [69.5; 78.5] 79 [75; 84] 0.02 

VEGF (pg/mL) median 
[Q1;Q3] 

237.2 [91.4; 408.3] 263.15 [137.3; 433.45] 0.41 

CRP (mg/L) 0.9 [0.5; 1.4] 1.4 [0.7; 2.4] 0.07 

Glycaemia (mmol) median 
[Q1;Q3] 

4.8 [4.7; 5] 4.9 [4.7; 5.2] 0.18 

Triglycerides (g/L) 0.8 [0.6; 1.2] 1.1 [0.8; 1.5] 0.04 

Total cholesterol (g/L) 2 [1.8; 2.2] 2.2 [1.9; 2.5] 0.08 

 

 

 

References 

1.  Tamisier R, Gilmartin GS, Launois SH, Pépin JL, Nespoulet H, Thomas R, Lévy P, Weiss JW. A new 
model of chronic intermittent hypoxia in humans: effect on ventilation, sleep, and blood 
pressure. J. Appl. Physiol. 2009; 107: 17–24. 

2.  Sidibé A, Mannic T, Arboleas M, Subileau M, Gulino-Debrac D, Bouillet L, Jan M, Vandhuick T, Le 
Loët X, Vittecoq O, Vilgrain I. Soluble VE-cadherin in rheumatoid arthritis patients correlates with 



disease activity: evidence for tumor necrosis factor α-induced VE-cadherin cleavage. Arthritis 
Rheum. 2012; 64: 77–87. 

3.  Bruneau S, Datta D, Flaxenburg JA, Pal S, Briscoe DM. TRAF6 inhibits proangiogenic signals in 
endothelial cells and regulates the expression of vascular endothelial growth factor. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 2012; 419: 66–71. 

4.  Becker CM, Rohwer N, Funakoshi T, Cramer T, Bernhardt W, Birsner A, Folkman J, D’Amato RJ. 2-
methoxyestradiol inhibits hypoxia-inducible factor-1{alpha} and suppresses growth of lesions in a 
mouse model of endometriosis. Am. J. Pathol. 2008; 172: 534–544. 

5.  Escuin D, Kline ER, Giannakakou P. Both microtubule-stabilizing and microtubule-destabilizing 
drugs inhibit hypoxia-inducible factor-1alpha accumulation and activity by disrupting 
microtubule function. Cancer Res. 2005; 65: 9021–9028. 

6.  Lee K, Zhang H, Qian DZ, Rey S, Liu JO, Semenza GL. Acriflavine inhibits HIF-1 dimerization, tumor 
growth, and vascularization. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2009; 106: 17910–17915. 

7.  Xu F, Zhang L, Jia Y, Wang X, Li X, Wen Q, Zhang Y, Xu W. Discovery of 4-amino-2-(thio)phenol 
derivatives as novel protein kinase and angiogenesis inhibitors for the treatment of cancer: 
synthesis and biological evaluation. Part II. Eur J Med Chem 2013; 69: 191–200. 

8.  Ramond A, Godin-Ribuot D, Ribuot C, Totoson P, Koritchneva I, Cachot S, Levy P, Joyeux-Faure M. 
Oxidative stress mediates cardiac infarction aggravation induced by intermittent hypoxia. 
Fundam Clin Pharmacol 2013; 27: 252–261. 

9.  Du Y, Navab M, Shen M, Hill J, Pakbin P, Sioutas C, Hsiai T, Li R. Ambient ultrafine particles reduce 
endothelial nitric oxide production via S-glutathionylation of eNOS. Biochem Biophys Res 
Commun 2013; 436: 462–466. 

10.  Briançon-Marjollet A, Henri M, Pépin J-L, Lemarié E, Lévy P, Tamisier R. Altered in vitro 
endothelial repair and monocyte migration in obstructive sleep apnea: implication of VEGF and 
CRP. Sleep 2014; 37: 1825–1832. 

11.  Minoves M, Morand J, Perriot F, Chatard M, Gonthier B, Lemarié E, Menut J-B, Polak J, Pépin J-L, 
Godin-Ribuot D, Briançon-Marjollet A. An innovative intermittent hypoxia model for cell cultures 
allowing fast Po2 oscillations with minimal gas consumption. Am. J. Physiol., Cell Physiol. 2017; 
313: C460–C468. 

 



75 
 

2.5. Notre réponse au commentaire publiée dans ERJ 

 

 
 

 

 

Early View 

 

Correspondence 

 

 
Soluble VE-cadherin: not just a 

marker of endothelial permeability 

 
Olfa Harki, Gilles Faury, Isabelle Vilgrain, Jean-Louis Pépin, Anne Briançon-Marjollet 

 

 
 

Please cite this article as: Harki O, Faury G, Vilgrain I, et al. Soluble 

VE-cadherin: not just a marker of endothelial permeability. Eur Respir 

J 2021; in press (https://doi.org/10.1183/13993003.02629-2021). 

 

 

 

 

 
 

This manuscript has recently been accepted for publication in the European 

Respiratory Journal. It is published here in its accepted form prior to copyediting 

and typesetting by our production team. After these production processes are 

complete and the authors have approved the resulting proofs, the article will move 

to the latest issue of the ERJ online. 

 

 
 

Copyright ©The authors 2021. For reproduction rights and permissions contact 

permissions@ersnet.org 

 

mailto:permissions@ersnet.org


76 
 

Soluble VE-cadherin : not just a marker of 

endothelial permeability 

 

Olfa Harki1, Gilles Faury1, Isabelle Vilgrain2, Jean-Louis Pépin1, Anne Briançon-Marjollet1* 

 
 

1 Univ. Grenoble Alpes, INSERM, CHU Grenoble Alpes, HP2, 38000 Grenoble, France 
 

2 Univ. Grenoble Alpes, INSERM, CEA U1036, 38000 Grenoble, France 

* Correspondance to: 

Anne Briançon-Marjollet, anne.briancon@univ-grenoble-alpes.fr 

+33 476 63 74 75 
 

Conflict of Interests Disclosure : All authors declare that they have no conflict of interest 
 
 

Dear editor, 

We thank S.Q. Li and colleagues for their interest in our work1 and comments allowing us to 

extend the knowledge gain from our data. Our experiments in cultured human endothelial cells 

have shown that intermittent hypoxia (IH) directly lead to increased endothelial VE-cadherin 

cleavage, increased sVE release and endothelial permeability, without involvement of systemic 

inflammatory processes. Endothelial permeability is a key event in early vascular alterations 

leading to remodeling and atherosclerosis and it is of crucial importance to decipher this initial 

process. Although endothelial adhesion markers were already studied in OSA patients2,3, this is 

the first time to our knowledge that VE-cadherin regulation and its consequences in terms of 

endothelial permeability was addressed in OSA. 

In our population consisting of relatively healthy OSA patients without comorbidities, there was 

no endothelial dysfunction as documented by normal peripheral arterial tonometry. We think 

that VE- cadherin might represent an early stage biomarker, detectable before the occurrence of 

cardiovascular complications related to endothelial dysfunction. We therefore agree with S.Q. Li 

et al. that future studies will be needed in larger cohorts -including more advanced stages or 

comorbidities- to determine whether sVE remain associated with patient endothelial dysfunction 

and its severity, as assessed by Peripheral Arterial Tone or Flow-Mediated Dilation. 

In our study we reported that 24h-systolic and -diastolic blood pressures were statistically 

associated with an increase in circulating sVE level (p=0.0002)1. We found a correlation between 

mailto:anne.briancon@univ-grenoble-alpes.fr
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levels of 24h- SBP and sVE : slope = 0.02 CI95% [0.01;0.03] , intercept = -3.09 CI95% [-4.47; -1.72], 

R2 = 0.20, p-value<0.01. Similar results were also obtained with 24h-DBP, suggesting a correlation 

between circulating sVE level and blood pressure as a key trigger for endothelial dysfunction. 

As suggested by S.Q. Li et al., sVE could additionally be a marker of inflammation, which is itself 

related to endothelial permeability. It is indeed known that VE-cadherin can be cleaved after 

enhancement of TNFα signaling leading to sVE release and increased permeability4,5. However, 

Sidibé et al. found no correlation between CRP and sVE in patients with rheumatoid arthritis at 

early stage (mean CRP = 6mg/L). Similarly, in our study, OSA patients presented only low burden 

of inflammation (mean usCRP=1.4mg/L) and there was no correlation between CRP and sVE 

levels (p=0.94 in univariate analysis). These results suggest that, at least in these cohorts with 

low inflammatory status, sVE release could mainly be a marker of permeability rather than a 

marker of inflammation. 

We agree with the suggestion of S.Q. Li et al. that the functional role of sVE should be questioned 

in future studies. To date, this has been only sparsely studied. First, studies suggested that sVE 

can bind to full-length VE-cadherin expressed on endothelial cells to increase permeability4 or to 

modulate adhesion and angiogenesis6, suggesting that sVE may indeed have a functional role by 

interfering with full length VE-cadherin homophilic interaction. Second, it was shown that fibrin 

can also bind to the extracellular domain of VE-cadherin, thereby promoting the formation of 

capillary-like structures7,8. Interestingly, fibrinogen seems to be elevated in OSA patients9. 

Circulating sVE could thus act as a competitor of the interaction of fibrin with the full-length VE-

cadherin and thereby modulate endothelial cell dynamics. 

Beside its role in cell-cell adhesion, Morini et al. showed that VE-cadherin triggers the expression 

of a set of genes involved in endothelial differentiation and vascular stabilization10. Whether sVE, 

by binding to the extracellular domain of VE-cadherin, could regulate gene expression remains 

an open question. 

To conclude, we thank S.Q. Li et al. to have emphasized the potential importance of our data on 

VE- cadherin cleavage and sVE release in the cardiovascular consequences of OSA. Our first 

results suggest that, in relatively healthy OSA patients devoid of comorbidities, sVE could be 

related to early modifications of endothelial permeability without relation to inflammation. 

Future studies are needed to explore more precisely whether, in other OSA populations with 

comorbidities or higher systemic inflammation, sVE could be a biomarker and/or actor of 

inflammation participating in vascular dysfunction by modifying endothelial cell physiology. 
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2.6. Discussion 

Nous avons démontré pour la première fois l’existence d’un fragment soluble de la VE-

cadhérine détectable dans le sang des patients SAOS sans comorbidités, ainsi que dans le 

sang des volontaires sains exposés à l’hypoxie intermittente. Ce fragment soluble reflète un 

processus de clivage de la VE-cadhérine et par conséquent un stress vasculaire induit par 

l’hypoxie intermittente dans le SAOS.  Dans la cohorte de patients SAOS étudiée, le taux 

élevé de sVE sérique a été corrélé avec l’AHI, et a été atténué par le traitement PPC 

notamment chez les patients les plus compliants.  

La sVE sérique a été étudiée et suggérée comme biomarqueur d’un stress endothélial dans 

des maladies inflammatoires, dans le cancer (Polena et al., 2018; Rochefort et al., 2017) et 

aussi dans l'athérosclérose (Soeki et al., 2004). Dans le contexte de l’athérosclérose, la 

perméabilité endothéliale induite par le clivage de la VE-cadhérine pourrait initier le 

processus d’athérogenèse en facilitant l’infiltration des lipides et des molécules 

inflammatoires dans la paroi des vaisseaux. Dans notre étude clinique, les patients SAOS 

n’ayant pas de comorbidités cardiovasculaires avaient des taux élevés de sVE sérique. Ceci 

suggère que le taux sérique de sVE pourrait être un indicateur précoce d’une perméabilité 

endothéliale altérée qui serait à l’origine de l’initiation de l’athérosclérose. L’impact de la 

PPC sur les complications cardiovasculaires est limité en raison probablement de leurs 

caractères irréversibles à un stade avancé (Drager et al., 2017; McEvoy et al., 2016), d’où 

l’utilité d’un biomarqueur d’altérations endothéliales précoce qui permet de prédire le 

pronostic cardiovasculaire dans le SAOS. Dans notre cohorte de patients SAOS dépourvus 

de maladies cardiovasculaires, le traitement par la PPC a réduit le taux sérique de sVE, 

évoquant un effet correcteur de la dysfonction endothéliale à un stade précoce.  

En utilisant un modèle expérimental in vitro d’hypoxie intermittente, nous avons démontré 

que le clivage de la VE-cadhérine est associé à une augmentation de la perméabilité 

endothéliale et implique des voies de signalisation qui peuvent dépendre de ROS, HIF-1, 

VEGF et des tyrosine kinases. Cependant, d’autres voies activées dans le SAOS, comme la 

voie  NF-kB/TNF-α, pourraient être impliquées dans le clivage de la VE-cadhérine (Sidibé 

et al., 2012).  
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Suite à notre publication dans le journal ERJ, le journal a publié une correspondance de Li 

SQ et al. (Li et al., 2021) qui répondaient à notre article en soulevant 3 points : 

- Premièrement, dans notre cohorte de patients, il n’existe pas des corrélations entre la sVE 

et les paramètres cardiovasculaires, tels que la vasodilatation médiée par le flux (FMD) ou 

la tonicité artérielle périphérique (PAT), les biomarqueurs inflammatoires et métaboliques 

circulants ou la pression artérielle. Selon Li et al., ceci affaiblirait le message de notre étude 

que la sVE sérique est un biomarqueur de dysfonction endothéliale chez les patients SAOS. 

- Deuxièmement, la sVE pourrait ne pas être un marqueur de perméabilité endothéliale mais 

plutôt un marqueur d’inflammation chez les patients SAOS. En effet, des niveaux sériques 

de sVE élevés ont été rapportés dans des maladies à composante inflammatoire telles que la 

polyarthrite rhumatoïde, la maladie de Behçet, le purpura de Henoch-Schönlein, la 

vascularite et dans le sepsis sévère (Blaise et al., 2015; Sidibé et al., 2012). Aussi, 

l'incubation de cellules endothéliales avec des cytokines inflammatoires telles que le TNF-α 

conduit à une augmentation significative de sVE (Sidibé et al., 2012). Puisque le SAOS est 

caractérisé par de l'inflammation et du stress oxydatif, il est donc possible que le taux élevé 

de sVE retrouvé dans notre cohorte soit plutôt un marqueur de l’inflammation et pas de 

perméabilité endothéliale. 

- Troisièmement, les auteurs se demandent si la sVE pourrait avoir un effet 

physiopathologique. En effet, il a été démontré que la sVE perturbe la barrière endothéliale 

en interférant avec les interactions homophiliques des VE-cadhérines entières (Flemming et 

al., 2015).  

Nous avons eu l’opportunité de répondre à cette correspondance dans ERJ :  

- Concernant le premier point, notre cohorte de patients SAOS était relativement saine sans 

comorbidités cardiovasculaires et sans dysfonction endothéliale (valeurs de PAT normales). 

La sVE sérique pourrait être un biomarqueur précoce détectable avant l'apparition de 

complications cardiovasculaires liées à la dysfonction endothéliale. Des études chez des 

cohortes de patients avec comorbidités cardiovasculaires et avec dysfonction endothéliale 

sont nécessaires pour déterminer si des taux élevés de sVE sont associés à la dysfonction 
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endothéliale. Dans notre étude, la pression artérielle en tant que paramètre clé de dysfonction 

endothéliale était significativement associée au taux sérique de sVE (p=0.0002). 

- Deuxièmement, la sVE pourrait être un marqueur de l'inflammation, qui est elle-même liée 

à la perméabilité endothéliale. En effet, le TNF-α peut activer le clivage de la VE-cadhérine 

conduisant à la libération de sVE et à une augmentation de perméabilité endothéliale 

(Flemming et al., 2015; Sidibé et al., 2012). Cependant, Sidibé et al. n'ont pas trouvé de 

corrélation entre la CRP et la sVE chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde à un 

stade précoce (CRP moyenne = 6 mg/L). De même, dans notre étude, les patients SAOS ne 

présentaient qu’une minime inflammation (moyenne usCRP = 1,4 mg/L) et l’analyse 

univariée n’a montré aucune corrélation entre les taux de usCRP et de sVE (p = 0,94). Ceci 

suggère que, au moins dans notre cohorte à faible niveau d’inflammation, la libération de 

sVE pourrait être un biomarqueur de perméabilité endothéliale accrue plutôt qu'un 

biomarqueur d'inflammation. Cependant, la sVE pourrait être aussi un marqueur 

d’inflammation dans des populations ayant une inflammation bien plus forte, comme c’est 

le cas dans la polyarthrite rhumatoïde par exemple.  

- Troisièmement, le rôle physiologique de sVE est très peu étudié et devrait être investigué 

dans de futurs recherches. Des études ont montré que la sVE peut se lier à la VE-cadhérine 

entière exprimée sur les cellules endothéliales et perturber l’intégrité des jonctions 

endothéliales (Flemming et al., 2015) ou moduler l'adhésion des cellules endothéliales de 

veines ombilicales humaines (HUVEC) et l'angiogenèse (Seo et al., 2020), suggérant que la 

sVE peut effectivement avoir un rôle fonctionnel en interférant avec les interactions 

homophiliques entre les protéines VE-cadhérine entières. De plus, Morini et al. ont montré 

que la VE-cadhérine déclenche l'expression d'un ensemble de gènes impliqués dans la 

différenciation endothéliale et la stabilisation vasculaire (Morini et al., 2018). La sVE, en 

perturbant les liaisons des VE-cadhérines entières, pourrait ainsi réguler l'expression des 

gènes ; mais ceci reste à démontrer.  
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Etude 2 : Etude de l’impact de l’inhibition du clivage de la VE-cadhérine 

sur l’athérosclérose induite par l’hypoxie intermittente  

1. Objectifs 

Les objectifs de cette étude sont :  

- d’étudier in vitro l’effet de l’hypoxie intermittente ainsi que l’effet de l’inhibition des 

voies de signalisation du clivage de la VE-cadhérine sur le passage transendothélial 

des LDL et des monocytes, choisis comme modèles in vitro du processus 

d’athérogenèse.  

- déterminer l’effet de blocage du clivage de la VE-cadhérine in vivo sur le remodelage 

vasculaire, l’athérosclérose et l’hypertension artérielle induits par l’hypoxie 

intermittente (figure 20).  

 

 

Figure 20: Protocole de l’étude de l’impact de l’inhibition du clivage de la VE-cadhérine sur l’athérosclérose 
induite par l’hypoxie intermittente 
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2. Matériel et méthodes 

2.1. Inhibiteurs utilisés 

Nous avons utilisé des inhibiteurs des voies de signalisation impliquées dans le clivage de la 

VE-cadhérine :  

- L’acriflavine qui est un inhibiteur de HIF-1 (0.5μM in vitro et 3mg/kg/j in vivo en 

injection intrapéritonéale), 

- Le pazopanib qui est un inhibiteur des tyrosine kinases des récepteurs du VEGF 

(5μg/mL in vitro et 30mg/kg/j in vivo en gavage).  

- Le saracatinib ou AZD0530 comme un inhibiteur spécifique des Src-kinases (1μM 

in vitro et 20mg/kg/j in vivo en gavage).  

- Un véhicule qui est le DMSO (0,1%) pour les expériences in vitro, du PBS pour les 

injections intrapéritonéales des souris, du PBS + 0.5% HPMC 

(hydroxypropylméthylcellulose) + 0.1% Tween 80 pour le gavage des souris. 

 

2.2. Etude du passage transendothélial des LDL et des monocytes in vitro 

Nous avons utilisé des cellules endothéliales aortiques humaines (HAEC) d’origine 

commerciale qui ont été soumises à des cycles d’hypoxie intermittente pendant 6 heures à 

l’aide du dispositif décrit dans la partie 1.1 de l’approche expérimentale. Nous avons utilisé 

des inserts (TransWells) ensemencés avec des HAEC et cultivés en normoxie (N) jusqu’à 

confluence puis exposés à l’hypoxie intermittente (HI). Nous avons rajouté des LDL 

fluorescents après 3h ou des monocytes THP-1 après 2h dans la chambre supérieure des 

transwells. À la fin de l’exposition (6h d’HI au total), nous avons mesuré dans la chambre 

inférieure la fluorescence du LDL ou le nombre de monocytes qui ont traversé la 

monocouche endothéliale (protocoles détaillés en annexe 5 et annexe 6).     

2.3. Etude de la régulation de la VE-cadhérine par l’HI in vivo 

Le fragment extracellulaire clivé de la VE-cadhérine, sVE, a été dosé dans le plasma des 

souris de phénotype sauvage (WT), âgées de 12 semaines, après 14 jours d’exposition à l’HI 

à l’aide du dispositif décrit dans la partie 1.2 de l’approche expérimentale. Le plasma a été 

dilué à 1/25ème et analysé par western blot en utilisant un anticorps primaire monoclonal anti-
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VE-cadhérine murine (Clone 11D4.1) dirigé contre la VE-cadhérine de souris (CD144) 

(protocole détaillé dans l’article prêt à soumettre inséré ci-après).  

La VE-cadhérine entière ancrée dans l’endothélium a été analysée sur des cryocoupes 

d’aortes thoraciques issues des mêmes souris WT par immunofluorescence en utilisant le 

même anticorps primaire monoclonal anti-VE-cadhérine murine (Clone 11D4.1) dirigé 

contre la VE-cadhérine de souris (CD144). Les coupes d’aortes n’ont pas été perméabilisées 

ce qui garantit une spécificité pour le domaine extracellulaire de la VE-Cadhérine (protocole 

détaillé en annexe 9).  

2.4. Etude du remodelage vasculaire in vivo 

L’épaisseur intima-média ainsi que la structure des fibres élastiques ont été étudiées, 

respectivement, par une coloration d’hématoxyline-éosine ou une coloration Weigert sur des 

cryocoupes d’aortes thoraciques issues des souris C57Bl/6 sauvages (WT) après 14 jours 

d’exposition à l’HI. Quatre à cinq zones non-contiguës de l’aorte ont été analysées pour 

chaque souris et une moyenne a été calculée.  

2.5. Etude des lésions d’athérosclérose in vivo 

Des souris ApoE-/- âgées de 12 semaines ont été exposées pendant 8 semaines à l’HI à l’aide 

du dispositif décrit dans la partie 1.2 de l’approche expérimentale. La taille des plaques a été 

analysée par la méthode Oil Red O sur l’aorte entière et sur les valves aortiques, puis 

quantifiée à l’aide du logiciel d’analyse d’image (image J) et exprimée par rapport à l’aire 

totale de l’aorte ou des valves aortiques (protocoles détaillés en annexe 7 et annexe 8). 

2.6. Mesure des pressions artérielles in vivo 

Les pressions artérielles (systolique, diastolique et moyenne) ont été mesurées par 

sphygmomanométrie à la queue à l'aide d'un appareil CODA chez les souris ApoE-/- vigiles 

après 8 semaines d'exposition à l'hypoxie intermittente. Les souris ont été acclimatées à 

l’appareil CODA deux fois par jour pendant 3 jours consécutifs avant la mesure finale. 
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3. Résultats obtenus 

 

3.1. Passage transendothélial des LDL et des monocytes in vitro 

Nous avons démontré que l’HI augmente le passage transendothélial des LDL de 37 % et 

des monocytes de 78 %, in vitro à travers une monocouche de cellules endothéliales en 

culture. Le traitement par un inhibiteur de HIF-1 (l’acriflavine), un inhibiteur des tyrosine-

kinases du VEGFR (le pazopanib) et un inhibiteur des Src-kinases (le saracatinib) a aboli 

l'effet de l'HI.  

3.2. Régulation de la VE-cadhérine par l’HI in vivo 

L'HI active le clivage de la VE-cadhérine au bout de 14 jours chez des souris C57Bl/6 WT. 

En effet, nous avons observé 65% d’augmentation de de la concentration de sVE dans les 

plasmas des souris HI par rapport aux souris N. En parallèle, cet effet est associé à une 

déplétion, de même ordre de grandeur, de l'expression de la VE-cadhérine sur l'endothélium 

de l'aorte thoracique. Le traitement des souris par l’acriflavine, le pazopanib et le saracatinib 

prévient le clivage de la VE-cadhérine induit par l'HI, évalué par mesure de la sVE 

plasmatique. 

3.3. Effet de l’inhibition du clivage de la VE-cadhérine sur le remodelage 

vasculaire in vivo  

Chez les souris C57Bl/6 WT exposées pendant 14 jours à l’HI, l’augmentation de l’épaisseur 

intima-média due à l’HI est corrigée par les 3 inhibiteurs testés. Concernant la fragmentation 

des fibres élastiques induite par l'HI, l’acriflavine et le saracatinib corrigent également les 

effets de l’HI, mais pas le pazopanib.  

3.4. Effet de l’inhibition du clivage de la VE-cadhérine sur l’athérosclérose in 

vivo 

Chez des souris ApoE-/- exposées pendant 8 semaines à l’HI, la taille des plaques 

d’athérome augmente par rapport aux souris exposées en N. Les 3 inhibiteurs utilisés ont 

réduit ces lésions au niveau de l’aorte. Au niveau des valves aortiques, les lésions 

d’athérosclérose tendent à augmenter en HI, mais cet effet n’est pas statistiquement 

significatif. Cependant, tous les inhibiteurs réduisaient la taille des plaques d’athérome.  
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L’analyse du cholestérol total plasmatique chez ces souris n’a montré aucune différence 

significative entre les groupes, suggérant que l’effet des inhibiteurs sur la réduction des 

plaques n’est pas dû à une régulation du cholestérol sanguin. 

3.5. Effet de l’inhibition du clivage de la VE-cadhérine sur la pression artérielle 

in vivo 

La pression artérielle a été mesurée chez les souris ApoE-/- après 8 semaines d'exposition à 

l’HI. Nous avons observé une normalisation significative de la pression sanguine (systolique, 

diastolique et moyenne) par les inhibiteurs des tyrosine-kinases (pazopanib et saracatinib). 

Cependant, l’inhibiteur de HIF-1, l'acriflavine, tend seulement à corriger l’effet de l'HI sur 

la pression artérielle mais n’atteint pas le seuil de significativité. 

 

4. L’article prêt à soumettre 
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Short title: VE-cadherin as a new anti-atherogenic target in sleep apnea syndrome  

Abstract 

Rationale: Intermittent hypoxia (IH), a major component of Obstructive Sleep Apnea syndrome 

(OSAS), induces atherosclerosis. We recently demonstrated that vascular endothelial cadherin (VE-

cadherin) cleavage, releasing a soluble fragment (sVE), is increased in OSAS patient sera and in the 

medium of cultured endothelial cells exposed to IH. This cleavage is mediated by HIF-1, VEGF and 

Src kinases signaling pathways and results in an increased endothelial permeability which is an early 

step of atherogenesis.  

Objective: Our aim is to determine whether blocking VE-cadherin cleavage in vivo could be a 

strategy to inhibit IH-induced atherogenesis in mice.  

Methods: Human Aortic Endothelial Cells were exposed to IH for 6 hours and treated by tyrosine-

kinases inhibitors (Saracatinib, Pazopanib), a HIF-1 inhibitor (Acriflavine) or no inhibitor, then 

transendothelial passage of LDL and THP-1 monocytes was compared between the different 

conditions. VE-cadherin regulation, vascular remodeling, atherosclerotic lesions and arterial 

pressures were studied in IH-exposed C57Bl/6 or ApoE-/- mice treated with the same inhibitors. 

Results: In our cellular model, LDL passage and monocytes migration increased after IH and were 

reversed by all the pharmacological inhibitors tested. In C57Bl/6 mice, 14 days of IH increased sVE 

plasma level by about 65% and likewise decreased VE-cadherin expression in the aorta 

endothelium. IH increased aortic intima-media thickness and elastic fiber alteration, and this effect 

was reversed by acriflavine, pazopanib and/or saracatinib treatments. IH also increased 

atherosclerotic plaques and arterial pressure in ApoE -/- mice after 8 weeks of exposure. This effect 

was blocked by the inhibitors of VE-cadherin cleavage signaling pathway.  

Conclusion: Blocking VE-cadherin cleavage prevents arterial remodeling in vivo, as well as 

atherogenic mechanisms in vitro and atherosclerotic plaques in vivo, which suggest that VE-

cadherin could be a target to a new anti-atherogenesis strategy and a promising tool to prevent 

cardiovascular complications associated to OSAS.  
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Introduction  

Cardiovascular diseases are a real public health issue leading to a high global mortality and 

disability, especially in elderly people1. Among risk factors for cardiovascular diseases, 

Obstructive Sleep Apnea Syndrome (OSAS, characterized by numerous breathing 

interruptions during sleep) is one of the most frequent chronic disease affecting near one 

billion persons worldwide2, associated with an increased risk of atherosclerosis and 

myocardial infarction, and thus represents a high burden for patients and the society3. The 

gold standard treatment for OSAS is the application of Continuous Positive Airway Pressure 

(CPAP) which improves both symptoms and quality of life of OSAS patients, but has a 

limited impact on late cardiovascular events, such as cardiac infarct or stroke4. Thus, the 

modern conception of OSAS treatment is to combine CPAP with new therapeutic 

approaches which require the identification of the mechanisms leading to the 

cardiovascular consequences of OSAS.  

OSAS is characterized by intermittent hypoxia (IH) which is the main feature leading to 

cardiovascular complications. The link between OSAS/IH and the structural and functional 

impairment of vascular endothelium has been well established in both patients and animal 

models. Indeed, IH induces various mechanisms such as oxidative stress, activation of 

Hypoxia-Inducible Factor-1 (HIF-1), chronic inflammation and sympathetic activation that, 

in turn, lead to endothelial dysfunction, hypertension, vascular remodeling and 

atherosclerosis3,5,6.  

The integrity of the vascular endothelium is regulated, among other proteins, by vascular 

endothelial cadherin (VE-cadherin) which is considered to be the major protein of the 

endothelial adherens junctions. VE-cadherin undergoes cleavage of its extracellular domain 

which then becomes soluble (sVE) and detectable in the blood of patients affected by OSAS, 

rheumatoid arthritis or some cancers, suggesting its potential as a biomarker in these 
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pathologies7–9. VE-cadherin cleavage is activated after phosphorylation of a tyrosine 

residue  in response to different circulating factors like VEGF and TNF-α8,9. We recently 

demonstrated that IH induces the cleavage process through pathways that could  involve 

ROS, HIF-1, VEGF and tyrosine kinases, particularly src-kinases, and is associated with 

elevated endothelial permeability in vitro7. Actually, endothelial hyperpermeability, which 

is a crucial and early step in atherogenesis, could facilitate transendothelial lipid flux and 

inflammatory molecules migration across the endothelium10. However, the regulation of 

endothelial integrity and permeability as a major contributor to the early atherogenesis has 

only been sparsely studied in OSAS patients and experimental models of IH, such as in 

rodents11 or cell cultures7,12,13 so far. 

We hypothesize that IH could increase endothelial permeability in vivo through its favoring 

action on VE-cadherin cleavage, therefore enhancing transendothelial flux of 

proatherogenic molecules and leading to early atherosclerotic lesions.  

Thus, our objective was to use both cellular and rodent models to investigate whether IH-

induced VE-cadherin cleavage and endothelial permeability could participate in the 

atherogenesis process. We hypothesized that blocking VE-cadherin cleavage with 

pharmacological inhibitors could inhibit IH-induced vascular remodeling and 

atherosclerotic plaques development.  

 

     MATERIAL AND METHODS 

       Cell culture 

       Cryopreserved primary human aortic endothelial cells (HAoEC, Thermo Fisher Scientific 

C0065C, Waltham, USA) were used before their 8th passage. Cells were seeded at a density 

of 1.6 x 104 cells/cm2 and cultured (at 37°C, 5% CO2) in M200 medium (Thermo Scientific 

M200500, Waltham, USA) supplemented with Large Vessel Endothelial Supplement LVES 

(Thermo Scientific A1460801, Waltham, USA) and penicillin/streptomycin according to the 

supplier's recommendations.  
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      Monocytes from the THP-1 human cell line were kindly provided by Dr. Fabienne Burger 

(Cardiology division, Geneva University Hospitals). They were maintained in RPMI medium, 

supplemented with 25mM HEPES, 10% fetal bovine serum (FBS), 1% 

penicillin/streptomycin and 0.1% fungizone, at 37°C and 5% CO2. 

     All cell culture reagents were purchased from Gibco Thermo Fisher Scientific (Illkirch, 

France). 

Intermittent Hypoxia exposure of cells  

      Cells were exposed for 6 hours to fast IH cycles using a device that mimics the hypoxia-

reoxygenation cycles of OSAS patients, as previously described14. An IH cycle includes a 5-

minute normoxia (N) phase (16% O2) followed by a 5-minute hypoxia phase (2% O2).  

Chemical and inhibitors  

      For cellular experiments, we used 1μM saracatinib (AZD0530, a Src-kinase inhibitor), 0.5μM 

acriflavine (an HIF-1 inhibitor), 5μg/mL pazopanib (VEGF receptor tyrosine kinase inhibitor) 

solubilized in DMSO before addition to the cells. For control experiments, the same volume 

of DMSO alone was added to the cells to reach a final DMSO concentration of 0.1%. 

Acriflavine and pazopanib were all obtained from Sigma-Aldrich (references, respectively 

are: A8126-25G and 9005-65-6, Darmstadt, Germany), saracatinib was obtained from 

AdooQ BioScience (reference: A10108, California, USA). The concentrations used were 

chosen according to the literature, and cell viability was verified after the treatment of 

HAEC cells as described previously7. 

In vitro LDL transendothelial passage assay  

HAoEC were seeded at a density of 5 x 104 cells/well in transwells (permeable polystyrene 

membrane inserts, 6.5 mm diameter, 8 μm membrane pore size, Corning (Sigma-Aldrich 

CLS3422-48EA, Darmstadt, Germany) coated with 0.2 mg/mL type I collagen (Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Germany) in M200 medium supplemented with LVES and 

penicillin/streptomycin. After three days of incubation at 37°C and 5% CO2, the transwells 

were transferred to 24-well plates with a gas-permeable bottom (Fluorocarbon Imaging 

plates, Zell-Kontakt, Hardenberg, Germany). Inhibitors were diluted in M200 medium and 
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added into the upper chamber of the transwells, M200 medium was added to the lower 

chamber. Transwells were exposed to IH or N for 3 hours. Then, 10 μg/mL of fluorescent 

labelled-LDL (FL-LDL, Invitrogen, Waltham, USA) was added into the upper chamber of the 

transwells and cells were re-incubated again in the IH device for an additional 3 hours. 

Finally, media from the lower chamber of each transwell were collected and the quantity 

of FL-LDL was quantified using fluorescence detection according to the supplier’s 

recommendations. Values were normalized using the mean of normoxic control duplicates.  

In vitro monocyte transendothelial migration assay  

      HAoEC were seeded at a density of 5 x 104 cells/well in transwells (permeable polystyrene 

membrane inserts, 6.5 mm diameter, 8 μm membrane pore size, Corning) coated with 0.2 

mg/mL type I collagen (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) in M200 medium 

supplemented with LVES and penicillin/streptomycin. After three days of incubation at 

37°C and 5% CO2, the transwells were transferred to 24-well plates with a gas-permeable 

bottom (Fluorocarbon Imaging plates, Zell-Kontakt, Hardenberg, Germany). The upper and 

lower chambers of the transwells were filled, respectively, with 200µl and 600µl of M200 

medium and exposed to IH or N for 2 hours. Then, 6 x 105 THP1 monocytes, diluted in 200 

µl M200 medium, were added to the upper chamber of the transwells and 100 ng/mL of 

MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1, R&D Systems) was added to the lower 

chamber. Transwells were re-incubated for an additional 4 hours in the IH device. Then, 

monocytes which had migrated in the lower chamber of the transwells were concentrated 

in 50µl of M200 medium and counted using a Neubauer counting chamber. Values were 

normalized using the mean of normoxic control transwells.  

      Animals  

We assessed vascular remodeling in 72 wild type C57BL/6 mice (male, age=12 weeks, 

weight= 26-27 g) purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France), and used 61 

ApoE-/- mice (C57BL/6 background, male, age=12±1 weeks, weight= 24-26 g) bred in our 

local animal facility to study atherosclerotic lesions. All mice were fed on a standard diet 

and were weighed every week of exposure to IH. All the experiments were conducted in 

accordance with the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used 
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for Experimental and Other Scientific Purposes (Council of Europe, European Treaties ETS 

123, Strasbourg, 18 March 1986), and to the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). Our project was approved by the local 

ethical committee and the French Ministry of Research (APAFIS#22190-

2019072615145639). Animals were housed in a local facility (at 20-22°C) and had free 

access to food and water. 

Exposure to intermittent hypoxia 

Wild type (WT) C57Bl/6 mice were exposed to IH or N for 2 weeks, while ApoE-/- mice were 

exposed for 8 weeks. The fraction of inspired oxygen (FiO2) in cages was monitored with a 

gas analyzer throughout the experiments. Intermittent hypoxia was generated by 

intermittent injection of low oxygen air in the cages, with 1-minute cycles (30 seconds at 

5% FiO2, 30 seconds at 21% FiO2 in the cages) repeated for 8 hours/day (from 8:00am to 

4:00pm). Normoxic mice were exposed to the same air flow turbulences and noises as IH 

mice. The effect of IH was checked by measuring HIF-1 expression by immunofluorescence 

on aorta cryosections (Supplementary data 1). 

Treatment of mice with VE-cadherin cleavage inhibitors  

wild type C57Bl/6 mice were randomly distributed into 8 groups. Two groups were treated 

daily with vehicule for the two weeks of exposure: G1 is the normoxic control (N+vehicule, 

n=16) and G2 is the hypoxic control (IH+vehicule, n=16). In both of these two control 

groups, 8 mice were treated by oral gavage and 8 mice were treated by intraperitoneal 

injection, because our pharmacological treatments use these 2 different routes. During the 

2 weeks of IH exposure, acriflavine solubilized in PBS (Sigma-Aldrich A8126-25G, 

Darmstadt, Germany) was administered by daily intraperitoneal injection, while pazopanib 

(Sigma-Aldrich 444731-52-6, Darmstadt, Germany) and saracatinib (AdooQ BioScience 

A10108, California, USA), both solubilized in PBS, 0.5% HPMC 

(hydroxypropylmethylcellulose), 0.1% Tween 80, were administered by daily oral gavage. 

The groups treated by inhibitors are: G3 exposed to N and treated by 3mg/kg/day 

acriflavine (N+ACF, n=8), G4 exposed to IH and treated by 3mg/kg/day acriflavine (IH+ACF, 

n=8), G5 exposed to N and treated by 30mg/kg/day pazopanib (N+pazopanib, n=8), G6 
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exposed to IH and treated by 30mg/kg/day pazopanib (IH+pazopanib, n=8), G7  exposed to 

N and treated by 20mg/kg/day saracatinib (N+saracatinib, n=8), G8 exposed to IH and 

treated by 20mg/kg/day saracatinib (IH+ saracatinib, n=8). Similarly, ApoE-/- mice were 

randomly distributed to the same groups, including only 12 animals per control vehicule 

group (N and IH) and 6 animals per inhibitor-treated group. ApoE-/- mice were treated by 

using the same routes and doses for each inhibitor as those used for wild-type C57Bl/6 

animals, during the 8 weeks of IH exposure (5 days per week).  

In some groups, the final number of animals for which data were collected is less than the 

initial number because of some animal deaths during exposure.   

Specimen collection 

At the end of the period of exposure to N or IH, the animals were anesthetized by an 

intraperitoneal injection of ketamine-xylazine (100mg/kg-10mg/kg). Hematocrit was 

measured (supplementary data 2 et 3), blood was collected by cardiac puncture in heparin 

tubes. After a cardiac perfusion with PBS, aortas, carotids and aortic roots of WT C57Bl/6 

mice were harvested and stored at -80°C until analysis. The entire aortas of ApoE-/- mice 

were harvested and instantly fixed with 2% paraformaldehyde for 24 hours, then saved in 

PBS at 4°C until Oil Red-O staining.  

sVE semi-quantitative dosage by western blot  

Plasma from WT C57Bl/6 mice were diluted 1:25 in PBS and analyzed by western-blotting. 

Proteins were separated by 8% SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose membrane 

using a Trans–Blot turbo transfer system. Membranes were incubated with a rat anti–

mouse CD144 (VE-cadherin) primary antibody (Clone 11D4.1, 0.25μg/mL, BD Biosciences 

550548, New Jersey, USA). After a rabbit anti-rat secondary antibody incubation (Abcam 

ab6734, Cambridge, United Kingdom), membranes were revealed by chemiluminescence 

using a ChemiDoc XRS+ imager system. Nitrocellulose membranes, transfer system, 

enhanced chemiluminescence detection reagents and the detection system were from Bio-

Rad Laboratories (Marnes-la-Coquette, France). Bands were quantified by densitometry 
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using the ImageJ software. We also dosed sVE in 6 plasma samples from a pilot experiment 

including only N/IH vehicule-treated mice. 

      Immunofluorescence  

      Thoracic aorta cryosections (thickness: 10 µm) from WT C57Bl/6 mice were used for 

immunofluorescence. Cryosections were fixed in 4% paraformaldehyde. Non-specific 

binding was blocked with 10% goat serum in PBS. Sections were incubated overnight at 4°C 

with a rat anti–mouse CD144 primary antibody (Clone 11D4.1, 2.5μg/mL, BD Biosciences 

550548, New Jersey, USA) or a rabbit anti-mouse HIF1α (1:500; Abcam Ab2185, Cambridge, 

United Kingdom) antibodies diluted in PBS-5% goat serum. Then, the slides were incubated 

for 1-hour with a secondary Alexa Fluor 488 anti-rat or Alexa Fluor 546 anti-rabbit 

antibodies (1:500, Thermo Scientific A-11006 and Thermo Scientific A-11035, Waltham, 

USA). Cell nuclei were stained with DAPI. One section from each aorta was observed by 

fluorescence microscopy (Axio Imager, Zeiss, Oberkocheņ, Germany) and fluorescence was 

quantified using the software ImageJ (Fiji, imagej.net/Fiji)) after subtracting the 

autofluorescence of elastin and the background.  

Intima-Media Thickness (IMT) and Elastic Fiber Network analysis 

      Cryosections (thickness: 10µm) of thoracic aortas from WT C57Bl/6 mice were stained with 

hematoxylin-eosin or Weigert solution to assess IMT or elastic fiber defects, respectively. 

Then, the sections were examined by microscopy (Axioscan, Zeiss, Oberkocheņ, Germany) 

and analyzed with the ZEN software version 3.1 (Zeiss). For each animal, 4 to 5 non-

contiguous sections separated by about 100 µm were analyzed and a mean value was 

obtained by averaging at least 32 measurements (8 different areas per section) for IMT and 

the 4 to 5 measurement for elastin defects spanning the entire aorta.  

      Atherosclerotic lesion size 

      Atherosclerotic lesions of the whole aortas and aortic roots were analyzed by Oil red-O 

(ORO) staining (indicating lipid depositions). For each aortic root, we observed 5 non-

contiguous sections (thickness: 10 µm) separated by 100 μm using an Axioscan microscope 

(Zeiss, Oberkocheņ, Germany). Lipid depositions were measured in aortas and in aortic 
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roots by using the software ImageJ (Fiji) and expressed as a ratio of the atherosclerotic 

lesion size (ORO stained area) to the total area of aortas or aortic roots in a given section. 

A mean value was obtained by averaging the 5 measurements for aortic roots. 

      Plasma total-cholesterol and LDL-cholesterol dosage 

      Total cholesterol and LDL-cholesterol in ApoE-/- mouse plasmas were analyzed by using an 

enzymatic colorimetric method on a chemistry analyzer (Atellica Solution, Siemens, 

Germany).  

        Arterial blood pressure recording 

       Systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and mean arterial pressure 

(MAP) were measured by CODA in conscious ApoE-/- mice after 8 weeks of exposure to IH 

or N using a non-invasive pressure recording system (CODA; Kent Scientific, Torrington, CT) 

which allows measurement of blood pressure in the tail artery of awake mice. Mice had 

been acclimated to the CODA restraining system and cuff inflation twice daily for 3 

consecutive days before the effective recording. Mean value was calculated by averaging 

the 6 measurements obtained at the effective recording. 

      Statistical analysis 

      Comparisons between two groups were performed by t-test or Mann–Whitney test, while 

comparisons of several groups were performed by three-way ANOVA, two-way ANOVA or 

Kruskal-wallis test followed by the post hoc Fisher's LSD test using GraphPad Prism 8.0.1 

software (graphpad.com) or Statistica software (fr.statista.com). The choice of parametric 

(t-test, ANOVA) or non-parametric (Mann-Whitney, kruskal wallis) tests depended on the 

normality of the distribution of values and on the equality of variances. For cell culture 

experiments, we verified previously that there were no significant differences between 

experiments regarding the effect of IH or pharmacological inhibitors. Values are reported 

as mean±SEM or median+interquartile range (IQR), depending on the normality or not of 

their distribution. p≤0.05 was considered as statistically significant. 
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RESULTS  

       Intermittent hypoxia increases transendothelial passage of LDL and monocytes migration 

in vitro  

Using a transwell system, we showed that IH induced a significant increase in LDL passage 

by 37% (Figure 1A, bars: DMSO) and monocyte migration by 78% (Figure 1B, bars: DMSO) 

through an endothelial monolayer, compared to normoxia (N).  

Blocking pathways involved in VE-cadherin cleavage reversed the effect of intermittent 

hypoxia on LDL passage and monocytes migration in vitro  

Treating the HAEC monolayers by HIF-1, VEGF receptor kinases and Src-kinases inhibitors, 

respectively acriflavine (ACF), pazopanib and saracatinib, abolished the IH-induced 

elevation of LDL passage (Figure 1A), and decreased monocyte migration under IH, 

compared to N (Figure 1B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: IH increases trans-endothelial passage of LDL and monocytes in vitro which was prevented by 
inhibitors of VE-cadherin cleavage. A) Inhibiting HIF-1 by acriflavine and tyr-kinases by pazopanib and 
saracatinib prevented the IH-induced increase in transendothelial passage of LDL (2-way ANOVA, **p<0.01 vs 
N+DMSO, n= 28 for DMSO, n=8-12 for inhibitors from at least 4 independent experiments). B) Inhibiting HIF-1 
by acriflavine and tyr-kinases by pazopanib and saracatinib prevented the IH-induced transendothelial migration 
of monocytes (2-way ANOVA, *p<0.05 vs N+DMSO, ***p<0.001 vs N+DMSO, #p<0.05 vs IH+DMSO, ##p<0.01 vs 
IH+DMSO, n=10-11 from at least 5 independent experiments). Values are mean±SEM. N=Normoxia, 
IH=intermittent hypoxia, ACF=acriflavine. Control experiments: DMSO (vehicle of the inhibitors).  
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Intermittent Hypoxia induces VE-cadherin cleavage in vivo 

In vivo, we showed that a 2-week exposure to IH is sufficient to stimulate VE-cadherin 

cleavage in C57Bl/6 mice. Indeed, we observed a significant increase in sVE level in the 

plasma of IH-mice (+65 %) compared to N-mice (Figure 2A-B).  This effect is associated with 

a depletion, in the same proportion (-65 %), of the expression of full-length VE-cadherin on 

the aorta endothelium detected by immunofluorescence (Figure 2C). 

 

 

 

 

 

 

Inhibiting HIF-1, VEGRF tyr-kinases and src-kinases prevented the in vivo effect of IH on 

VE-cadherin cleavage  

In WT C57Bl/6 mice exposed to IH for 2 weeks, we found that acriflavine, pazopanib and 

saracatinib reversed the IH-induced elevation of the VE-cadherin cleavage (Figure 3). 

Surprisingly, plasma sVE level was increased in N animals treated by saracatinib, compared 

to the corresponding values found in N animals treated with vehicle alone (Figure 3B).  

Figure 2: Intermittent hypoxia impairs endothelial adherent junctions in vivo. A) IH increases sVE level 
in the plasma of WT C57Bl/6 mice treated with vehicule (DMSO) after 14 days of exposure to IH (N vs IH 
at day 14, **p<0.01, Welch t-test, n=21-22). B) A representative example of western blot showing a more 
intense sVE-band in the plasma of mice exposed to IH compared to those exposed to normoxia for 14 days 
(the immunoglobulin band is used as a loading control for normalization).  C) IH reduces VE-cadherin 
expression in the endothelium of WT C57Bl/6 mice after 14 days of exposure to IH (N vs IH at day 14, 
***p<0.001, Welch t-test, n=15-16), arrows indicate the VE-cadherin fluorescence in green, the blue 
staining is DAPI. Values are mean ± SEM. N=Normoxia, IH=intermittent hypoxia. 
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The inhibition of VE-cadherin cleavage prevents the effect of intermittent hypoxia on 

vascular remodeling and elastic fiber network in vivo  

To assess the vascular remodeling, we measured the intima–media thickness (IMT) in 

aortas of WT C57Bl/6 mice exposed 14 days to IH or N, treated by acriflavine, pazopanib or 

saracatinib. We reproduced the known IH-induced elevation of IMT5 and we showed that 

all the inhibitors reversed this effect (Figure 4 A-C).  

We also demonstrated that IH alters elastic fibers, and this effect was reversed by 

acriflavine and saracatinib, not pazopanib (Figure 4 D-E). 

 

Figure 3: Effect of inhibitors of VE-cadherin cleavage on plasma sVE levels. A) Inhibiting HIF-1 (by ACF) 
reversed the IH-induced elevation of sVE level in the plasma of WT C57Bl/6 mice exposed 14 days to IH 
or N (Kruskal-wallis test, *p<0.05 vs N+vehicule, ##p<0.01 vs IH+vehicule, n=6-8). B: Inhibiting VEGFR tyr-
kinases (by pazopanib) or src-kinases (by saracatinib) reversed the IH-induced elevation of sVE level in the 
plasma of WT C57Bl/6 mice exposed 14 days to IH or N (Kruskal-wallis test, *p<0.05 and **p<0.01 vs 
N+vehicule, ##p<0.01 vs IH+vehicule, n=5-8). Values are median + interquartile range. N=Normoxia, 
IH=intermittent hypoxia, ACF=Acriflavine.  
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Blocking VE-cadherin cleavage prevents the favoring effect of intermittent hypoxia on 

atherogenesis 

We assessed atherosclerotic lesions in aortas and in aortic roots by using Oil Red O staining 

in ApoE-/- mice after 8 weeks of exposure to IH or N. We found that blocking VE-cadherin 

cleavage reduced the IH-induced enhancement of the formation of atherosclerotic plaques 

in aortas (Figure 5 A-C). In aortic roots, the same trends were observed but the effect of IH 

on atherosclerotic lesions did not reach the significance level (Figure 5 D-E). Finally, we 

Figure 4: The effect of the inhibition of VE-cadherin pathways on vascular structure. A) Inhibiting HIF-1 (by 
ACF) prevents the IH-induced elevation of IMT in WT C57Bl/6 mice exposed 14 days to IH, compared to N 
(Kruskal-wallis test, **p<0.01 vs N+vehicule, ###p<0.001 vs IH+vehicule, n=7-8). B) Inhibiting VEGFR tyr-
kinases (by pazopanib) and src-kinases (by saracatinib) prevents the IH-induced elevation of IMT in WT C57Bl/6 
mice exposed 14 days to IH, compared to N (Kruskal-wallis test, **p<0.01 vs N+vehicule, #p<0.05 vs 
IH+vehicule, n=5-8). C) Representative images of aortic cross-sections stained with Hematoxylin-Eosin. D) 
Inhibiting HIF-1 (by ACF) prevents IH-induced elastic fiber defects in WT mice exposed 14 days to IH (Kruskal-
wallis test, *p<0.05 vs N+vehicule, n=7-8).  E) Inhibiting src-kinases (by saracatinib) prevents IH-induced elastic 
fiber defects in WT mice exposed 14 days to IH (Kruskal-wallis test, ***p<0.001 vs N+vehicule, #p<0.05 vs 
IH+vehicule, &p<0.05 N+Pazopanib vs IH+Pazopanib, n=5-8). F) Representative examples of Weigert stained 
aortas indicating elastic defects with red marks in N and IH control mice (treated with vehicle only). Values are 
median + Interquartile range. N=Normoxia, IH=intermittent hypoxia, ACF=acriflavine. Scale bar=50µm. 
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verified that the inhibitors did not induce significant changes in plasma total-cholesterol 

levels (supplementary data 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: The impact of blocking VE-cadherin cleavage on atherosclerosis lesions. A) Inhibiting HIF-1 (by ACF) 
reduces atherosclerotic plaques in aortas of ApoE-/- mice exposed for 8 weeks to IH (Kruskal-Wallis test, 
**p<0.01 vs N+vehicule, n=5-8). B) Inhibition of VEGFR tyr-kinases (by pazopanib) and src-kinases (by 
saracatinib) prevents the formation of atherosclerotic plaques in aortas of ApoE-/- mice exposed for 8 weeks 
to IH (Kruskal-Wallis test, *p<0.05 vs N+vehicule, ##p<0.01 vs IH+vehicule, n=5-6). C) representative examples 
of ORO-stained aortas.  D) Inhibiting HIF-1 (by ACF) tends to reduce atherosclerotic plaques in aortic roots of 
ApoE-/- mice exposed for 8 weeks to IH (Kruskal-Wallis test, p=0.08 for N+vehicule vs IH+vehicule, n=4-8). E) 
Inhibition of VEGFR tyr-kinases (by pazopanib) and src-kinases (by saracatinib) prevents atherosclerotic 
plaques in aortic roots of APO E-/- mice exposed for 8 weeks to IH (Kruskal-Wallis test, #p<0.05 vs IH+vehicule, 
n=5-6).  Values are median + interquartile range. N=Normoxia, IH=intermittent hypoxia, ACF=Acriflavine.  
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Inhibitors of VE-cadherin cleavage pathways abolish the effect of IH on arterial pressures  

We measured arterial pressure by CODA method in ApoE-/- mice after 8 weeks of exposure 

to IH. We found that intermittent hypoxia increases arterial pressures, in accordance with 

the literature, and tyrosine kinases inhibitors (pazopanib and saracatinib) prevent this 

effect (Figure 6A). Inhibiting HIF-1 by acriflavine tends to abolish the effect of intermittent 

hypoxia on arterial pressures (Figure 6B). 

 

 

 

 

 

      

     DISCUSSION  

       Our study shows for the first time that, in mice, intermittent hypoxia (IH) increases the 

cleavage of VE-cadherin and the release of its soluble fragment (sVE) in the blood, and 

alters endothelial adherens junctions. Moreover, we have demonstrated that inhibition of 

the pathways involved in VE-cadherin cleavage7 prevents the intermittent hypoxia-induced 

vascular remodeling, atherosclerosis and arterial hypertension.  

Figure 6: The impact of blocking VE-cadherin cleavage on arterial pressures. A) Inhibiting VEGFR tyr-kinases 
(by pazopanib) and src-kinases (by saracatinib) prevents the effect of IH on arterial pressure in ApoE-/- mice 
exposed for 8 weeks to IH (3-way ANOVA, followed by a Fisher’s LSD test, *p<0.05 vs N+vehicule, # p<0.05 vs 
IH+vehicule, n=5-8). B) Inhibiting HIF-1 (by ACF) tends to reduce the effect of IH on arterial pressure in ApoE-/- 
mice exposed for 8 weeks to IH (3-way ANOVA, p=0.17 for the interaction IH x treatment, n=5-8). Values are 
mean±SEM. N=Normoxia, IH=intermittent hypoxia, ACF=Acriflavine, SBP=systolic blood pressure, DBP=diastolic 
blood pressure, MAP =mean blood pressure. 
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The depletion of VE-cadherin from endothelial cell membranes is responsible for increased 

endothelial permeability15,16,which could lead to increased infiltration of pro-atherogenic 

molecules or cells into the vascular wall. Actually, plasma sVE level has been found high in 

atherosclerosis in mice17,18 and humans19. We have demonstrated an increase of LDL 

passage (+37%) and monocyte migration (+78%) in vitro, through an endothelial monolayer 

under IH conditions. This effect correlates and is probably due to the IH-induced increase 

in endothelial permeability, as described previously7 which could favor the paracellular 

passage of these molecules and cells20,21, through the formation of intercellular gaps7,12. It 

has been demonstrated that these gaps are caused, at least in part, by disruption of VE-

cadherin function12 due to the cleavage of its extracellular domain by neutrophil surface-

bound proteases22. However, other mediators and pathways could also regulate this 

infiltration. Actually, the endothelial permeability to LDL could be regulated by the tight 

junction proteins, such as occludins and claudins21, and by transcellular route21,23 through 

the cGMP/PKG/NF-kB signaling pathway21. Regarding leukocyte transendothelial 

migration, it could also involve the transcellular pathway24 and JAM proteins25,26. Also, 

under IH, we have demonstrated a 19.5% increase in the paracellular passage of dextran7, 

a typical agent whose transport is conducted by mostly paracellular route27,28.  The higher 

transendothelial passage of LDL and monocytes under IH could thus be explained by the 

activation of a combination of paracellular and transcellular routes. Future studies will be 

required to further explore and characterize the transcellular route in IH-induced 

endothelial permeability. 

We then treated WT C57Bl/6 mice with inhibitors of VE-cadherin cleavage pathways, as 

described previously7, and showed that a HIF-1 inhibitor (acriflavine), a VEGF receptor tyr-

kinases inhibitor (pazopanib) and a Src-kinases inhibitor (saracatinib) abolished the IH-

induced VE-cadherin cleavage in vivo, reflected by the reduction of plasma sVE levels. This 

generalizes to the in vivo physiopathology our previous results obtained in vitro7, showing 

that VE-cadherin cleavage involves HIF-1/tyrosine-kinases pathways. Moreover, the 

inhibition of VE-cadherin cleavage pathways by the use of these inhibitors prevented both 

LDL passage and monocyte migration induced by IH in vitro.  
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In WT C57Bl/6 mice, IH generated the already known vascular remodeling (i.e. increased 

IMT)5 and elastic fiber network alteration11,29. The inhibition of VE-cadherin cleavage by 

acriflavine, pazopanib and saracatinib reversed the IH-induced vascular remodeling, while 

only acriflavine and saracatinib prevented the IH-induced elastic fiber fragmentation, not 

pazopanib. 

Since vascular remodeling is an early step in the atherogenesis process, we then analyzed 

atherosclerotic lesions induced by IH in ApoE-/- mice. We reproduced the known favoring 

effect of IH on the formation of atherosclerotic lesions5 in aortas. The inhibition of VE-

cadherin cleavage pathways by acriflavine, pazopanib and saracatinib reduced the 

atherosclerotic lesion size in aortas without modifying total cholesterol levels in plasmas. 

This suggests that IH-induced atherosclerosis is enhanced by the endothelial hyper-

permeability mediated by VE-cadherin cleavage7, which facilitates the infiltration of lipids 

and inflammatory cells in the arterial wall. Our results are coherent with previous studies, 

out of the IH context, which demonstrated that the inhibition of VE-cadherin cleavage30, 

tyrosine-kinases30,31, src-kinases32,33 and HIF-134,35 protects against atherosclerosis in ApoE-

/-mice. However, we couldn’t exclude the contribution of other pathways activated by IH, 

as inflammation36,37, NF-kB/TNFα pathways9,17, cysteinyl-leukotriene pathway38 or 

cyclooxygenase pathway39.  

We finally assessed the effect of the inhibition of VE-cadherin cleavage on arterial 

pressures, since hypertension is a common cardiovascular complication of IH-induced 

endothelial dysfunction. We demonstrated that the VEGF receptor tyr-kinases inhibitor 

(pazopanib) and a Src-kinases inhibitor (saracatinib) significantly prevent the known IH-

induced elevation of arterial pressure5. However, HIF-1 inhibition by acriflavine only tends 

to prevent this effect (p=0.17).  Thus, the inhibition of VE-cadherin cleavage could be a 

challenging tool to prevent some cardiovascular comorbidities of OSAS, such as 

atherosclerosis and hypertension.  

We surprisingly noticed that, in animals exposed to N, saracatinib significantly increased 

plasma sVE, atherosclerosis lesions (p=0.07), and arterial pressures compared to the 
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normoxic group treated with the inhibitor vehicule. These effects are not found under IH, 

and may be explained by the fact that, in N, src-kinases are not active and have a different 

conformation from that of the active enzyme assumed to be present during IH40. When src-

kinase is in its inactive form (in N conditions), saracatinib could not efficiently bind to the 

ATP binding site as it does with the active form of the enzyme, and therefore loses its 

specificity for the enzyme. This could lead to cardiovascular side effects similar to those of 

multitarget tyrosine kinases inhibitors (as dasatinib, nilotinib, sunitinib, etc.), among whom 

a high risk of hyperlipidemia41–43. To a lesser extent, pazopanib tends to have effects 

resembling those of saracatinib, but the difference doesn’t reach the significance level 

except for arterial pressure, whose increase is a known side effect of pazopanib44. 

Moreover, anti-VEGF therapy is considered as a risk factor of increased IMT and thus of 

atherosclerosis45.  This could be explained by the lack of specificity for the inactive form of 

the VEGF receptor tyr-kinases inhibitor, pazopanib, and by the fact that this molecule 

targets multiple tyrosine kinases43.  

To conclude, we have demonstrated that inhibiting VE-cadherin cleavage prevents vascular 

remodeling, atherosclerosis and arterial pressures in vivo.  Since there is no direct and 

specific inhibitor of the cleavage of VE-cadherin, we used inhibitors of different molecular 

processes known7 to be major contributors of this cleavage, such as VEGFR tyrosine 

kinases8, src-kinases9 and HIF-1, VEGF being a target gene of HIF-13. All these inhibitors 

abolished the IH-induced VE-cadherin cleavage, endothelial permeability to LDL and 

monocytes in vitro, vascular remodeling, atherosclerosis and hypertension. Saracatinib had 

the strongest effect since it also reduced these parameters under N levels. These findings 

provide new insights into the IH-induced arterial dysfunctions, and suggest a strong 

potential of VE-cadherin targeting for new anti-atherogenic therapeutic strategies to 

reduce cardiovascular complications associated to OSAS.  
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Supplementary data 

Supplementary data 1: The effect of IH was checked by measuring HIF-1 expression by 

immunofluorescence on aorta cryosections.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Intermittent hypoxia activates HIF-
1 on the endothelium of WT 
C57Bl/6 mice after 14 days of 
exposure to IH (N vis IH, p=0.006, 
Welch t-test, n=8). Values are 
mean + SEM.  
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Supplementary data 2: Weight and hematocrit of WT C57Bl/6 mice used for the vascular 

remodeling experiment. 

 

 

 

 

Supplementary data 3: Weight and hematocrit of ApoE-/- mice used for the atherosclerotic lesion 

experiments. 
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Supplementary data 4: Total cholesterol in ApoE-/- mice (n=3 to 5 in some groups, because 

of a lack of plasma to perform the dosage, due to technical issues).  

 
N N+ Pazopanib N+saracatinib IH IH+Pazopanib IH+saracatinib 

Number 6 5 6 3 6 6 
Mean ± SD 
(mmol/L) 10,62 ± 1,77 12,49 ± 1,71 11,72 ± 1,89 9,03 ± 0,65 11,36 ± 0,99 9,91 ± 3,16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 N N+ ACF IH IH+ACF 

Number 6 6 4 8 
Mean ± SD 
(mmol/L) 9,02 ± 2,22 10,10 ± 1,46 9,97 ± 3,61 11,11 ± 2,86 
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5. Discussion 

Notre étude a démontré pour la première fois que l'HI augmente le clivage de la VE-

cadhérine chez la souris, traduit par une augmentation du taux plasmatique de sVE, et une 

altération des jonctions adhérentes endothéliales. La déplétion en VE-cadhérine des 

membranes des cellules endothéliales est à l’origine d'une augmentation de la perméabilité 

de l'endothélium (Harki et al., 2021a; Manuneedhi Cholan et al., 2018; Wessel et al., 2014) 

qui pourrait faciliter l’infiltration de molécules pro-athérogènes dans la paroi vasculaire (Ba 

et al., 2014; Weber et al., 2007). En effet, le niveau de sVE sérique a été démontré élevé 

chez la souris (Miyazaki et al., 2011; Wu et al., 2018) et chez l'Homme athéromateux (Soeki 

et al., 2004). De façon concordante, nous avons montré une augmentation du passage 

transendothélial des LDL et des monocytes in vitro à travers une monocouche de cellules 

endothéliales cultivées en HI. Nos résultats préliminaires montrent que la pré-exposition des 

monocytes à l’HI n’a pas d’effet sur leur passage transendothélial. Ceci suggère que l’effet 

observé dans notre étude est dû à l’impact de l’HI sur les cellules endothéliales par 

augmentation de leur perméabilité paracellulaire. Cependant, on ne peut pas exclure un rôle 

du passage transcellulaire et des jonctions serrées dans cet effet (Ba et al., 2014; Keiper et 

al., 2005; Millán et al., 2006).  

Le traitement des souris C57Bl/6 WT par l’acriflavine, le pazopanib et le saracatinib réduit 

le taux de sVE plasmatique et prévient in vitro le passage transendothélial des LDL et des 

monocytes. Ces molécules pourraient ainsi prévenir la dysfonction endothéliale et 

l’athérosclérose induites par l’HI. Nous avons donc mené des expériences in vivo pour 

vérifier cette hypothèse. 

Nous avons reproduit l'effet documenté de l'HI sur le remodelage vasculaire chez les souris 

C57Bl/6 WT et sur l’athérosclérose chez les souris ApoE-/- (Harki et al., 2021b). L'inhibition 

du clivage de la VE-cadhérine par l'acriflavine, le pazopanib et le saracatinib a bloqué ces 

effets. Nos résultats sont concordants avec d’autres études qui ont montré que l’inhibition 

du clivage de la VE-cadhérine (Jiang et al., 2015), des tyrosine-kinases (Zhang et al., 2013), 

des src-kinases (Bian et al., 2014; Liu et al., 2020) et de HIF-1 (Bourghardt et al., 2007; 

Christoph et al., 2014) prévient l’athérosclérose chez des souris ApoE-/- en dehors du 

contexte de l’HI. Le fait que les inhibiteurs ne réduisent pas les taux plasmatiques du 

cholestérol total suggère que leurs effets sur l’athérosclérose induite par l’HI ne sont pas liés 
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à une modification des taux sanguins du cholestérol mais bien à une diminution de 

l'infiltration des lipides et des cellules inflammatoires dans la paroi artérielle, 

consécutivement au clivage de la VE-cadhérine. Cependant, nous ne pouvons pas exclure la 

contribution d'autres voies activées par l'HI comme l'inflammation (Arnaud et al., 2011b), la 

voie NF-kB/TNFα (Wu et al., 2018), la voie des cystéinyl-leucotriènes (Gautier-Veyret et 

al., 2018) ou la voie des cyclooxygénases (Gautier-Veyret et al., 2013). Nos résultats vont 

être complétés par analyse de la qualité des plaques d’athérome par étude de l’inflammation 

et du collagène chez les souris ApoE-/-. Ceci permettra d’évaluer le risque de vulnérabilité 

des plaques d’athérome et l’effet des inhibiteurs testés sur ce paramètre.   

Nous avons finalement évalué l'effet de l'inhibition du clivage de la VE-cadhérine sur la 

pression artérielle, puisque l'hypertension est une complication cardiovasculaire courante de 

la dysfonction endothéliale induite par l'HI. Nous avons démontré que les inhibiteurs des 

tyrosine-kinases (pazopanib et saracatinib) bloquent l'augmentation de la pression artérielle 

induite par l'HI. L’acriflavine tend seulement à empêcher cet effet, sans atteindre le seuil de 

significativité (p=0.17). Notre étude est la première à démontrer un effet anti-hypertenseur 

des inhibiteurs des tyrosine-kinases.   

Curieusement, nous avons remarqué que, chez les animaux exposés à la N, le saracatinib 

augmente significativement le taux de sVE plasmatique, les lésions d'athérosclérose 

(p=0.07) et la pression artérielle. Cet effet n’est pas retrouvé en HI, puisqu’au contraire le 

saracatinib inhibe bien l’effet de l’HI sur ces paramètres. Cela pourrait s'expliquer par le fait 

que la conformation inactive de la tyrosine-kinase (en conditions de N) est différente de sa 

conformation  active (en HI) (Hennequin et al., 2006). En effet, le saracatinib n’est pas 

capable d’occuper efficacement le site actif de l'enzyme inactivée et pourrait perdre ainsi sa 

spécificité pour la kinase. Le manque de spécificité pourrait entraîner des effets secondaires 

cardiovasculaires similaires à ceux des inhibiteurs des tyrosine-kinases multicibles (par 

exemple le dasatinib, le nilotinib, le sunitinib, etc.) comme le risque d'hyperlipidémie (Dai 

et al., 2020; Rea et al., 2014; Yu et al., 2019a). Le pazopanib a un effet ressemblant à celui 

du saracatinib, mais moins prononcé : il n'est généralement pas significatif sauf pour la 

pression artérielle. Cela pourrait s'expliquer par le manque de spécificité pour la forme 

inactive de l'enzyme et par le fait que cette molécule cible plusieurs tyrosine-kinases (Dai et 

al., 2020; Študentová et al., 2016). 
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Pour conclure, l'inhibition des voies de signalisation du clivage de la VE-cadhérine prévient 

la survenue d'athérosclérose induite par l'HI en réduisant la perméabilité endothéliale aux 

molécules et cellules pro-athérogènes. Ces résultats fournissent de potentielles cibles pour 

une nouvelle stratégie thérapeutique anti-athérogène pour prévenir les complications 

cardiovasculaires associées au SAOS. 
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Etude 3 : Méta-analyse préclinique pour étudier l’effet de l’hypoxie 

intermittente sur la structure et la fonction des artères chez les rongeurs  

1. Introduction  

L’hypoxie intermittente est considérée comme la composante du SAOS la plus responsable 

des complications cardiovasculaires. Pour étudier les mécanismes physiologiques sous-

jacents, des modèles animaux d’hypoxie intermittente sont utilisés, comme la trachéotomie, 

l’utilisation d’un ballon gonflable dans la trachée ou d’un masque nasal qui permettent 

d’obstruer par intermittence les voies respiratoires de l’animal, ou l’exposition des animaux 

à des niveaux de FiO2 bas par intermittence (Dematteis et al., 2009; Hunyor and Cook, 2018). 

Cette dernière méthode est largement utilisée et a permis de confirmer le rôle de l’hypoxie 

intermittente dans les altérations vasculaires du SAOS ainsi que de décrypter les mécanismes 

physiopathologiques impliqués, tels que l'activation du système nerveux sympathique, la 

dysfonction endothéliale, l'inflammation ou le stress oxydatif (Dematteis et al., 2009). 

Cependant, l'ampleur de l’effet de l’hypoxie intermittente sur les vaisseaux varie d’une étude 

à l’autre voire disparait (Lefebvre et al., 2006; Zhou et al., 2014). Cette discordance entre les 

études pourrait s’expliquer par l’hétérogénéité des schémas d’exposition à l’hypoxie 

intermittente utilisés (durée des cycles d’hypoxie intermittente, durée journalière ou totale 

d’exposition), par l’hétérogénéité des modèles de rongeurs (type de rongeur, sexe, souche, 

âge, régime alimentaire), ainsi que la disparité des lits vasculaires étudiés (grandes artères 

élastiques, petites artères musculaires). 

Parallèlement, les études cliniques sont confrontées à des facteurs confondants, telles que les 

comorbidités cardiovasculaires associées au SAOS, et le rôle de l'hypoxie intermittente en 

tant que facteur de risque cardiovasculaire indépendant est encore controversé. 

 Il semble alors crucial d'analyser l’effet de l’hypoxie intermittente sur les vaisseaux dans 

les différents modèles expérimentaux à partir des données exhaustives de la littérature afin 

de comprendre sa contribution aux altérations fonctionnelles des artères et aux complications 

cardiovasculaires du SAOS.  
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1. Objectifs 

Nous avons mené une revue systématique et une méta-analyse dont l’objectif est : 

- de mesurer l'impact global de l'hypoxie intermittente sur les paramètres 

physiologiques généraux (pression artérielle) et vasculaires dans les artères 

systémiques (remodelage vasculaire, réactivité vasculaire et lésions 

d’athérosclérose),  

- d’identifier les principaux facteurs expliquant l'hétérogénéité de l’effet de l'hypoxie 

intermittente, notamment en ce qui concerne les modèles de rongeurs et les schémas 

d’exposition. 

 

2. Matériel et méthodes   

Nous avons fait une recherche dans les bases de données Pubmed, Web of Science et 

EMBASE en utilisant les mots clés "intermittent hypoxia" ET "rodent" OU "mice" OU "rat". 

Sur la liste des articles renvoyés par les bases de données, nous avons tout d'abord 

sélectionné les études pertinentes sur la base des résumés (2 lecteurs indépendants). Tous les 

articles rédigés en anglais et ayant étudié l’effet de l'hypoxie intermittente sur des paramètres 

vasculaires chez les rongeurs ont été inclus. Ensuite, tous ces articles ont été lus 

intégralement et sélectionnés selon des critères d'inclusion et d'exclusion. Les critères 

d’inclusion sont : la présence d’un groupe témoin normoxique, des cycles d'hypoxie 

intermittente répétitive au cours de la même journée pendant au moins un jour, des rongeurs 

de phénotype sauvage (à l’exception des rongeurs ApoE-/- qui ont été également inclus pour 

analyser la taille des lésions d’athérosclérose), l’étude de la pression artérielle ou d’au moins 

un paramètre caractérisant la structure ou la fonction vasculaire (réactivité artérielle, 

remodelage et taille des lésions d'athérosclérose). Nous avons exclu les études sans groupe 

témoin normoxique, les études utilisant l’hypoxie continue ou l’hypoxie intermittente 

associée à des conditions hypercapniques ou hypobares, les études utilisant l'hypoxie 

intermittente pendant des périodes prénatales ou néonatales, les études analysant des 

paramètres vasculaires sur des artères pulmonaires, rétiniennes ou cérébrales et enfin toutes 

les études réalisées sur des animaux transgéniques, à l'exception des souris ApoE -/-. 
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La qualité des études a été évaluée à l'aide de l'outil SYRCLE qui décrit différents risques 

de biais : biais de sélection (sélection des groupes selon les caractéristiques des animaux au 

départ), biais de performance (absence de randomisation au niveau des cages, pas de 

traitement en aveugle des animaux), biais de détection (pas de randomisation des animaux 

pour les analyses, pas de mesure en aveugle des paramètres biologiques), biais d'attrition 

(données manquantes) et biais de déclaration (déclaration sélective des résultats). Chaque 

risque de biais est noté comme élevé, faible ou peu clair (Hooijmans et al., 2014). 

Pour chaque critère de jugement, les résultats ont été exprimés en différence moyenne 

standardisée, SMD=((Mc-Me))/SD, où Mc est la moyenne de la mesure dans le groupe 

normoxique, Me est la moyenne de la mesure dans le groupe hypoxique, et SD est l'écart 

type combiné des deux groupes. Selon les standards internationaux, l’effet est considéré 

comme important quand SMD > 0,8, modéré quand la SMD est entre 0,5 et 0,8 et faible 

quand la SMD est entre 0,2 et 0,5.   

3. Principaux résultats  

Nous avons inclus 125 études, 112 chez des rongeurs de phénotype sauvage et 13 chez des 

souris ApoE-/-. 

Effet de l’hypoxie intermittente sur les pressions artérielles  

Notre méta-analyse a démontré que l’hypoxie intermittente augmente significativement les 

pressions artérielles systolique, diastolique et moyenne. L’augmentation est d’environ 13 

mmHg (SMD=1.43, CI [1.13-1.73]) pour la pression artérielle moyenne. Les analyses de 

méta-régression sur les paramètres de l’hypoxie intermittente ont montré qu’une durée 

d'exposition plus longue et une FiO2 plus sévère ont tendance à être associées à un effet plus 

important de l’hypoxie intermittente sur la pression artérielle moyenne. 

Effet de l’hypoxie intermittente sur la réactivité vasculaire 

Concernant la réactivité sur des artères canulées et sur des anneaux d’artères, les tests de 

vasodilatation ont montré que la réponse vasodilatatrice à 10-6M d’acétylcholine diminue 

significativement suite à l’exposition à l’hypoxie intermittente (SMD= -1,26 [-2,10;-0,41] 

pour les artères canulées, et SMD = -2,53 [-4,06 ; -1,00] pour les anneaux artériels). Cet effet 

est conséquent chez les rongeurs mâles (SMD = -1,78 [-3,12 ; -0,44]) mais très faible chez 



117 
 

les rongeurs femelles (SMD = 0,12 [-1,82 ; 2,06]).  Les tests de vasoconstriction ont montré 

que l’hypoxie intermittente augmente la réponse des artères à 10-8M d’endothéline-1 

(SMD=1,11 [0,22 ; 2,01]) mais pas à 10-6M de phényléphrine (SMD=0,04 [-0,6; 0,68]).  

Effet de l’hypoxie intermittente sur le remodelage vasculaire 

Notre méta-analyse a montré que l’hypoxie intermittente augmente l'épaisseur intima-média 

(SMD = 1,10 [0,58 ; 1,62]), ce qui correspond à une augmentation moyenne d’environ 

5,23µm. Cet effet est plus marqué chez la souris (SMD = 1,34 [0,55 ; 2,14]) que chez le rat 

(SMD = 0,40 [-0,13 ; 0,93]), et chez les rongeurs jeunes (association négative entre l’âge et 

l’épaisseur intima-média). L’analyse de méta-régression multivariée a montré une 

association positive significative entre la durée totale d'exposition et l'épaisseur intima-

média.  

Effet de l’hypoxie intermittente sur les lésions d’athérosclérose 

Chez les souris ApoE-/-, notre méta-analyse a montré que l'HI augmente fortement les 

lésions d’athérosclérose chez les souris ApoE-/- (SMD = 1,08 [0,80 ; 1,37]). Aussi, le poids 

corporel des souris tend à être associé avec la taille des lésions (p = 0,06).  

 

4. L’article  
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Abstract 

Obstructive Sleep Apnea and the related intermittent hypoxia (IH) are widely recognized as risk 

factors for incident cardiovascular diseases. Numerous studies support the deleterious vascular 

impact of IH in rodents but an overall interpretation is challenging owing to heterogeneity in rodent 

species investigated and the severity and duration of IH exposure.   

To clarify this major issue, we conducted a systematic review and meta-analysis to quantify the 

impact of IH on systemic artery structure and function depending on the different IH exposure 

designs. 

We searched PubMed, Embase and Web of Sciences and included 125 articles in a meta-analysis, 

among them 112 using wild-type rodents and 13 using Apolipoprotein E knock-out mice. We used 

the standardized mean difference (SMD) to compare results between studies.  

IH significantly increased mean arterial pressure (+ 13.90 mmHg (95% CI [11.88; 15.92]), systolic and 

diastolic blood pressure. Meta-regressions showed that mean arterial pressure change was 

associated with strain and year of publication. IH altered vasodilation in males but not in females, 

and increased endothelin-1-induced, but not phenylephrine-induced, vasoconstriction. Intima-media 

thickness significantly increased upon IH exposure (SMD 1.10 [0.58; 1.62], absolute values: +5.23 

(2.81-7.84)). This increase was observed in mice but not in rats, and was negatively associated with 

age. Finally IH increased atherosclerotic plaque size in ApoE-/- mice (SMD 1.08 [0.80; 1.37]).  

To conclude, our meta-analysis established that IH, independently of other confounders, has a strong 

effect on vascular structure and physiology. Our findings support the interest of identifying and 

treating sleep apnea in routine cardiology practice.   

 

 

  



Introduction 

Obstructive Sleep Apnea Syndrome (OSAS) is one of the most frequent chronic diseases, affecting up 

to nearly one billion individuals worldwide,1 and is characterized by the repetitive occurrence of 

apneas and hypopneas during sleep2. OSAS is widely recognized as a risk factor for prevalent and 

incident cardiovascular (CV) diseases including hypertension, atherogenesis, stroke, and myocardial 

infarction, thus leading to increased morbidity and mortality2–4. Among OSAS pathophysiological 

mechanisms, intermittent hypoxia (IH) caused by repetitive hypoxia-reoxygenation cycles is thought 

to be the key intermediary mechanism leading to CV morbidity and mortality2,5,6. However, clinical 

studies are frequently partly flawed by confounders and the role of IH as an independent 

cardiovascular risk factor is still debated. It is crucial to establish from robust and consistent 

experimental data the role of IH in increasing cardiovascular risk so as to better understand its 

contribution toward cardiovascular diseases. 

Among OSA animal models developed in the last decades5, IH exposure in rodents is by far the most 

commonly used worldwide. Studies on rodents exposed to IH have allowed to dissect the 

contribution of different pathophysiological pathways and intermediary mechanisms, such as 

sympathetic nervous system activation, endothelial dysfunction, inflammation, or oxidative stress in 

triggering CV consequences. Many studies using animal models have supported the hypothesis that 

IH might be responsible for increased arterial blood pressure5,7, structural vascular remodelling8–10, 

altered vascular reactivity11,12, and atherosclerosis progression13–15. However, some studies showed 

no effect of IH on vascular parameters (for example16–19) and there was heterogeneity regarding 

effect size. Inconsistency between studies might be explained by disparity in rodent models and 

variations in patterns of IH exposure. Indeed, studies included mice or rats, predominantly males, but 

from different strains, of different ages and weights at baseline, and on different diets (standard 

versus high fat diet). There were also variations regarding the studied vascular beds, from large 

elastic to small muscular arteries, which might potentially account for substantial variability. Last but 

not least, IH patterns differed across studies. Animals were exposed to IH severities ranging from 5 to 

10% FiO2, hypoxic phases varied from 6 to 12 hours per day, and desaturation-reoxygenation 

sequences lasted from 20 seconds to a few minutes with the total duration of IH exposure ranging 

from a few days to up to several weeks or months.  

With the goal of clarifying and strengthening our knowledge, we carried out a systematic review and 

meta-analysis addressing the overall impact of IH on vascular parameters, namely blood pressure, 

vascular remodeling, arterial function and atherosclerotic lesions in systemic arteries. Subgroup 

analyses and meta-regressions were performed to identify the main factors accounting for 



heterogeneity in results, with particular interest in assessing different rodent models and IH cycle 

characteristics.  

Methods 

The protocol for the meta-analysis was recorded in the PROSPERO registry under the number 

CRD42020169940 (https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42020169940) . 

Owing to the very large amount of available data, this work focuses on structural and functional 

vascular outcomes.   

Search methods and study selection 

We searched Pubmed, Web of Science and EMBASE for articles published up to April 16th, 2021. The 

search terms were “Intermittent hypoxia” AND “Rodent” OR “mice” OR “rat” (see PROSPERO record 

for exact query). We also searched for keywords and MeSH related to each search term. After the 

initial electronic search, we screened the titles and the abstracts to retrieve relevant articles. 

Eligibility was considered if they were written in English and addressed vascular outcomes of 

intermittent hypoxia in rodents. Then, the full manuscripts were screened for inclusion and exclusion 

criteria. Two authors independently screened all references for inclusion, and discrepancies were 

resolved by discussion among the team.  

We included only controlled studies with a well-established control group i.e. normoxic animals, for 

adult rodents exposed to chronic intermittent hypoxia. An intermittent hypoxia cycle was defined as 

the repetitive occurrence of several hypoxia-reoxygenation sequences during the same day. Chronic 

IH was defined as a repetition of IH cycles over time, for a minimum of one day. All wild-type rodent 

models (mouse and rat, male and female, young or aged, lean or obese) with exposure to 

intermittent hypoxia and compared to a normoxic group were included.  

The outcomes considered as mandatory for inclusion were variables allowing characterization of 

vascular structure or function. This included blood pressure (systolic (SBP)/diastolic 

(DBP)/mean/pulsed), arterial reactivity (vasodilatory response to 10-6M acetylcholine and 

vasoconstriction responses to 10-6M phenylephrine or 10-8M endothelin-1, both ex vivo in cannulated 

vessels or vessel rings); vascular remodeling (Intima-Media Thickness (IMT), internal vessel 

diameter), and atherosclerosis plaque size in apolipoprotein E knock-out (ApoE-/-) mice.  

We excluded studies without any control group (normoxic and untreated mice), studies in which 

hypoxia was applied continuously (i.e. no hypoxia-normoxia cycles), or studies in which hypoxia was 

combined with hypercapnic or hypobaric conditions. We also excluded studies using IH exposure in 



prenatal or perinatal periods and studies using transgenic animals, except for ApoE -/- mice that are 

the model of choice to study atherosclerosis plaques. Studies on pulmonary, retinal or cerebral 

vascular beds were also excluded.  

Assessment of methodological quality 

The quality assessment of studies was performed using the SYRCLE tool described by Hooijmans et 

al.20. This contains several types of bias:  selection bias (sequence generation, baseline 

characteristics, and allocation concealment), performance bias (randomized housing of animals, 

blinding of investigators), detection bias (random outcome assessment, blinding of outcome 

assessor), attrition bias (incomplete outcome data), and reporting bias (selective outcome reporting). 

Each risk of bias was scored as High, Low, or Unclear. Three authors were involved and every 

discrepancy was discussed to achieve a shared decision.  

Statistical analysis 

We performed two separate meta-analyses for wild-type rodents and ApoE-/- mice. For each 

outcome, data were abstracted and analyzed using standardized mean difference, SMD=((Mc-

Me))/SD, where Mc is the mean of the outcome measure in the control group, Me is the mean of the 

outcome measure in the experimental group, and SD is the pooled standard deviation of the two 

groups.21  A SMD>0.8 was considered as large, 0.5-0.8 as moderate, and 0.2-0.5 small22. In case of a 

missing SD we calculated or estimated it from confidence intervals, standard errors, t values, P values 

or  F values.23 The remaining SD were imputed using the mean outcome-specific SD from other 

included studies. All results are represented using orchard plots, an innovative data visualization tool 

well adapted for displaying the results of a large number of outcomes24 (supplementary figure 1).  

To facilitate interpretation of some results, we also performed meta-analyses using natural mean 

differences for arterial pressure outcomes. We have back-transformed SMD to natural mean 

differences using the median SD from the control groups of included studies using the target unit for 

IMT outcome2525. SMD are expressed with 95% confidence intervals. For study descriptions, we used 

medians and interquartile ranges (IQR).  

Given the high anticipated heterogeneity in included studies we performed random effect meta-

analysis by the restricted maximum-likelihood estimator method.26 Moreover, to account for 

correlation among multi-arm studies we constructed a hierarchical/mixed effect model with a 

random intercept for study. We explored sources of heterogeneity through pre-specified subgroup 

analyses and meta-regressions according to population (species, strain, gender, age, diet and body 



weight), year of publication and details of intermittent hypoxia protocols (oxygen fraction (FiO2) 

during hypoxic phases, duration of hypoxic and normoxic phases, frequency, duration per day and 

total duration of exposure).  

Given the large number of studied outcomes, we performed meta-regressions only on pre-specified 

primary outcomes: mean arterial blood pressure (MAP), intima-media thickness, response of vessel 

rings to acetylcholine, and atherosclerosis lesion size in ApoE-/- mice. We first performed univariate 

meta-regressions on study and animal characteristics (age and body weight were adjusted on 

species). Then, we added the significant predictors (p<0.2) in meta-regression models evaluating 

intermittent hypoxia (IH) protocol parameters. Given the exploratory nature of these analyses we 

considered all p-values <0.05 as significant. Lastly, to assess the robustness of the findings, we 

performed sensitivity analyses by excluding potential outliers for significant meta-regressions. 

Funnel plot asymmetry was also explored for primary outcomes using Egger's regression test, as 

recommended by the Cochrane handbook for systemic reviews of interventions27, with p<0.1 

suggesting publication bias. We also performed a Trim and Fill analysis to assess the impact of small 

study effects on the meta-analyses results28. 

 All statistical analyses were performed using R statistical software (version 3.6.2). 

 

  



Results 

Our literature review yielded 5127 references among which we ultimately selected 125 studies for 

inclusion in the meta-analysis, 112 in wild-type rodents and 13 using ApoE-/- mice (Figure 1). 

Supplementary table 1 and supplementary figure 2 present vascular outcomes available across the 

studies, settings of hypoxic exposure and experimental designs.  

Among the 112 studies on wild-type rodents, 24 were performed in mice (23 in C57Bl/6 mice, 1 in 

129S1 mice) and 88 in rats (60 in Sprague-Dawley, 24 in Wistar and 4 in other strains of rats).  At 

study inclusion, median body weight and age were 25.75g (IQR 22.1-27.1) and 8.0 (7-11) weeks for 

mice and 275g (200-325) and 9 (8-12.7) weeks for rats respectively. Males were used in 103 studies, 

females in 4 studies, both males and females in one study, and 4 studies did not report the sex of the 

animals. Animals received standard diet in 93 studies, high-fat diet in one study and both standard 

and high-fat diet in 4 studies; diet was not specified in 13 studies.  

For the studies in ApoE-/- mice, median weight was 27g (25.9-29.5) and median age was 12 (8- 14) 

weeks. Nine studies used males, 3 used both males and females and 1 did not report the sex. The 

diet was standard in 5 studies, high fat in 6 studies and both standard and high fat in 2 studies.   

Concerning IH protocols (Supplementary figure 2), median and IQ values of FiO2 during hypoxic 

periods were of 5.25% (IQR 5-9), desaturation during 60 (30-102.5) seconds followed by 90 (30-

217.5) seconds of reoxygenation and return to a FiO2 of 21% (normoxia). Cycles were repeated on 

average for 8h/day for a median duration of 21 (10-35) days. Forty-three percent of studies used a 

FiO2 of 5%, 11% used a FiO2 of 6%, and 19% used a FiO2 of 10% during hypoxic phases. Fourteen 

percent of studies had a duration of 7 days, 19% a duration of 14 days, 11% a duration of 21 days, 8% 

a duration of 28 days and 22% a duration of 35 days, in total 14% of studies exposed for ≥42 days.  

The number of included studies for each outcome is shown in supplementary table 1. Outcomes 

were excluded from statistical analysis when <3 studies reported them. In wild-type animals, this was 

the case for pulsed arterial pressure, atherosclerotic plaques, endothelial permeability, 

vasoconstriction in cannulated vessels, compliance/pulse wave velocity. In ApoE-/- mice, this was the 

case for all outcomes except for lesion size.  

 

 



Impact of IH on arterial blood pressure 

Intermittent hypoxia significantly increased systolic, diastolic and mean arterial pressure in systemic 

vessels of wild-type rodents (Figure 2A-C). Mean arterial pressure (MAP) SMD was 1.43, CI [1.13-

1.73], I2 = 75.85% corresponding to a mean increase of 13.90 mmHg (CI [11.88; 15.92]) after IH. 

Similarly, SBP increased by 13.13 [10.80; 15.47] mmHg, and DBP by 12.24 [9.01; 15.47] mmHg.  

Forest plots for SBP, DBP and MAP expressed in mmHg are shown in Supplementary Figure 3A, B, C. 

Subgroup analyses showed a significant heterogeneity according to strain (test for subgroup 

difference <0.01): MAP increased in mice (C57Bl/6) as well as in rats (Wistar and Sprague Dawley) but 

not in Fischer 344, Wistar Kyoto or lean Zucker rats, although the number of studies was very limited 

for these strains (Table 1 and supplementary figure 4). Meta-regression analyses for IH parameters 

after adjustment for significant confounders in univariate meta-regression (strain and year of 

publication) showed that a lower FiO2 during hypoxic phases and total duration of exposure tended 

to be associated with a higher MAP (p=0.11 and p=0.07, respectively). Moreover, total duration of 

exposure was significantly associated with MAP in multivariate metaregressions after adjusting for all 

IH parameters (p=0.046).  

Impact of IH on arterial reactivity  

Vasodilation tests, assessed on cannulated arteries as well as on arterial rings, showed that reactivity 

to Ach (10-6M) significantly decreased after IH in both cannulated arteries SMD=-1.26 [-2.10;-0.41], I2 

=62.1% (Figure 3A), and arterial rings SMD=-2.53 [-4.06;-1.00], I2 = 93.29% (Figure 3B). IH also 

increased vasoconstriction due to endothelin-1 (10-8M) (SMD=1.11 [0.22; 2.01], I2 =41.82%) (Figure 

3C). On the other hand, there was no impact of IH on the vasoconstriction induced by phenylephrine 

(10-6M) (SMD=0.04 [-0.6; 0.68], I2 =41.82%) (Figure 3D).  

Subgroup analyses showed that the IH-induced decrease in Ach-dependent vasodilation was 

observed in male but not in female rodents (SMD 0.12 [-1.82; 2.06] in females vs -1.78 [-3.12; -0.44] 

in males, p<0.01) (supplementary figure 5). Meta-regression analyses for IH parameters after 

adjustment for the significant confounder in univariate meta-regression (sex) showed that FiO2 was 

significantly associated with vasodilation impairment, especially at moderate hypoxia levels (i.e. in 

the range of 10% FiO2) (Figure 3E and Table 1). However, after adjusting for the other IH parameters, 

this association did not persist (p=0.15).  

  



 

Impact of IH on vascular remodeling 

In wild-type rodents, intima-media thickness significantly increased after IH (SMD 1.10 [0.58; 1.62], I2 

= 76.5%) (Figure 4A) with an increase of IMT of 5.23 (2.81-7.84) µm. In contrast, inner vessel 

diameter did not significantly change after IH (Figure 4B). Subgroup analyses for IMT showed a much 

stronger effect of IH in mice (SMD 1.34 [0.55; 2.14]) than in rats (SMD 0.40 [-0.13; 0.93]) (p=0.03 for 

subgroup difference) (supplementary figure 6). Univariate analysis also showed that age was 

negatively associated with IMT thickening (p=0.014, Figure 4C and table 1). Meta-regression 

analysis for IH parameters after adjustment for significant predictors in univariate meta-regression 

(strain, species, year of publication and age) were not significant for IMT at a p-value of 0.05, but 

total duration of exposure tended to be associated with IMT thickening (p=0.07) (Figure 4D and table 

1). After adjustment for other IH parameters in multivariate metaregression, duration of exposure 

was significantly associated with IMT (p=0.046).  

Impact of IH on atherosclerosis lesions in ApoE-/- mice 

Since vascular remodeling is an early step in the process of atherogenesis and because wild-type 

C57Bl/6 mice are resistant to atherosclerosis, we included ApoE-/- mice in the meta-analysis, as a 

recognized model of susceptibility to atherosclerosis. The analysis showed that IH strongly increased 

atheromatous lesion size in ApoE-/- mice (SMD 1.08 [0.80; 1.37], I2 =27.5%) (Figure 5).  Meta-

regression analysis for IH parameters showed that IH parameters were not significantly associated 

with lesion size in ApoE-/- mice, except for a strong trend towards significance regarding the animal’s 

body weight (p=0.06) (table 1). 

Risk of bias of studies 

The risk of bias of studies was assessed using the SYRCLE tool20. The results are presented in 

Supplementary Figure 7 and supplementary table 2. Items for which the risk of bias was low were 

selective outcome reporting (selection bias, 35% low risk), sequence generation (39% of studies are 

at low risk), baseline characteristics (48% low risk) and incomplete outcome data (attrition bias, 56% 

low risk). However, incomplete outcome data was also the criterion with the highest percentage of 

high-risk studies (23%). Finally, several outcomes, mainly categorized as performance and detection 

bias, were almost never mentioned and therefore scored as “unclear risk”: allocation concealment, 



randomized housing, blinding of investigators, random outcome assessment, blinding of outcome 

assessor.  

Small study effect 

Funnel plots are presented in supplementary figure 8 for MAP, ring dilation, IMT and plaque size. For 

these four items, the asymmetric distribution of studies and a significant Egger regression test 

indicating a clear small study effect were observed. However, the SMD remained significant for all 

outcomes after correcting for missing studies (Trim and Fill analysis), meaning a consistent effect of 

IH on the outcomes (Supplementary table 3). 

Discussion 

One of the main features of obstructive sleep apnea syndrome is intermittent hypoxia which 

represents the major trigger for cardiovascular complications29. A large corpus of studies in animals 

report diverse effect sizes for the impact of intermittent hypoxia on vascular parameters such as 

arterial pressure, altered vascular reactivity or remodeling. However, there is heterogeneity or even 

inconsistencies among the published results and, to date, no meta-analysis has been done to assess 

the impact of IH on these specific parameters. Our meta-analysis firmly establishes that intermittent 

hypoxia, in the absence of the confounders flawing human studies, triggers blood pressure elevation, 

alterations in vasodilation and atherosclerosis. Some of these responses were proportional to the 

hypoxic burden and duration of exposure. Another lesson was to delineate the different responses 

depending on the species, strains, sex and age of exposed animals. 

Impact of IH on vascular parameters 

Our meta-analysis confirmed that IH has a clear and significant impact on the primary outcomes: 

arterial pressure, vessel reactivity, intima-media thickness and atherosclerotic lesions (standard 

mean differences always > 0.7).  This is consistent with the known vascular effects of OSAS3,29, 

supporting the relevance of these IH models in rodents to the human pathology. In particular, while 

clinical studies are often difficult to interpret due to comorbidities, rodent studies suggest that IH per 

se may be the main cause of the vascular consequences of OSA.   

Our meta-analysis showed that IH is associated with a significant increase in MAP,  which is 

consistent with the elevation in sympathetic activity and blood pressure occurring in healthy 

volunteers submitted to 14  nights of intermittent hypoxia30. Interestingly, despite the lack of 



significance meta-regression analyses suggest that FiO2 (i.e. the hypoxic burden) tended to be 

associated with MAP (p=0.11), suggesting that the severity of hypoxia could be a key element for 

increased risk of hypertension.  This could be of high clinical significance since epidemiological 

studies31,32 already suggest a dose response relationship between OSA severity, as defined by the 

Apnea-Hypopnea Index, and hypertension. Also, responses to continuous positive airway pressure, 

the primary therapy for OSA, is related to the severity of hypoxia at the time of OSA diagnosis (see 

meta-analyses 33,34). This suggests that beyond confounders (such as obesity or metabolic syndrome) 

IH may be the main parameter accounting for increased blood pressure in OSA. It also suggests that 

parameters such as minimal oxygen saturation or time spent at <90% oxygen saturation should be 

used to describe more precisely OSA severity and hypoxic burden, rather than the AHI which does 

not necessarily reflect the patient’s hypoxic burden.  

In vascular reactivity studies, we observed that IH significantly altered endothelium-dependent 

vasodilation in response to acetylcholine. This is in line with studies in humans suggesting that OSA 

alters endothelial function35, and is associated with arterial stiffness36,37. Our group recently reported 

in an individual participant meta-analysis that among adults without overt CV disease, severe OSA 

(AHI ≥30) was independently associated with an increased risk of endothelial dysfunction that may 

predispose to late CV events38. Moreover, vasoconstriction in response to endothelin-1 was 

enhanced, while vasoconstriction in response to phenylephrine was not altered by IH.  Other 

vasoconstrictors, such as angiotensin II, have only been sparsely studied and the lack of data did not 

allow a meta-analysis. Interestingly, endothelin-1-induced vasoconstriction was largely studied with 

IH protocols that included 5% CO2 in the air breathed by animals. IH combined with hypercapnia also 

increased the contractile response to ET-139,40. Our meta-analysis thus suggests that IH, rather than 

hypercapnia, may thus be responsible for the ET-1 response.  

In this meta-analysis, we did not have sufficient statistical power to allow comparison of the 

reactivity of different vascular beds after IH. However, some studies report some differences in the 

reactivity among vascular beds, in particular in small muscular vs large elastic arteries40. More studies 

are needed to allow a meta-analysis on the effects on various vascular beds.  

IH-induced vascular remodeling in rodents, as characterized by an  augmentation in the intima-media 

thickness, is consistent with what is observed in humans41,42. Our results are also consistent with a 

recent meta-analysis limited to aorta IMT in mice43. Although not reaching significance in univariante 

analysis (p=0.07), the IMT was associated with the total duration of exposure in multivariate analysis. 

This suggests a progressive remodeling of arteries over time.  Interestingly, internal vessel diameter 

was not modified in rodents while, in humans, it is postulated that obstructive sleep apnea could 



induce an increase in diameter, at least in some patients and vessels44,45. IH models in rodents might 

rapidly attain the late characteristics of the disease such as thickening the media following changes in 

the inner diameter of vessels. Other remodeling parameters, such as compliance or elasticity, could 

not be included in our meta-analysis due to insufficient studies. However, IH in rodents is known to 

induce disorganization of the elastin fiber network9,46,47, reduced vessel distension and increased 

stiffness48,49. Taken together, IH induces structural remodeling along with alterations in vasoreactivity 

(blunted vasodilation and increased vasoconstriction) that could act synergistically to increase blood 

pressure.  

Since increased IMT suggests ongoing atherogenesis in wild-type rodents, we included ApoE-/- mice 

in the meta-analysis because they are susceptible to atherosclerosis and a model of choice to study 

the impact of IH on atherosclerotic lesions. As expected, we found that IH strongly increased 

atherosclerotic lesions, consistent with the remodeling observed in wild-type animals9, and with the 

known pro-atherogenic consequences of OSAS in humans50,51. Interestingly, diet (standard vs high 

fat) did not significantly modulate plaque size after IH, suggesting that IH is a robust inducer of 

plaques, independent of a high fat diet.  

We performed meta-regression analyses to determine whether the variability of IH protocols could 

modulate the impact of IH. Apart from the associations mentioned above, other meta-regressions 

found no significant effect of IH parameters on the selected vascular outcomes. This would suggest 

that IH has a robust impact on these outcomes, whatever the duration or severity of IH (in the range 

of our inclusion criteria). Interestingly, FiO2 was always ≤ 10% in the included studies, corresponding 

to the very severe hypoxia that occurs in the most severe OSAS patients. A less severe hypoxic 

burden has been little investigated in animal experiment designs. This needs investigation in future 

animal studies because the impact of OSA treatments in reducing cardiovascular consequences is 

mostly debated for the mild to moderate spectrum of the disease.  

Contribution of animal characteristics to IH impact 

In univariate analyses, we investigated the contribution of strain, sex, age, diet, body weight and year 

of publication on IH effects. The species and/or the strain significantly impacted MAP and IMT, 

suggesting that the choice of species/strain of mice or rats is important when designing a study. MAP 

is consistently elevated in the most frequently used models such as C57Bl/6 mice, or Sprague-Dawley 

or Wistar rats. However, MAP was not found to be elevated in Fischer, Wistar kyoto or lean Zucker 

rats; although the very small number of studies using these strains probably accounts for this 

absence of statistical effect. Vascular remodeling as assessed by IMT is much more pronounced in 



mice than in rats; rats may thus not be a good model to study remodeling.  Our meta-analysis may 

help researchers to choose the most appropriate models according to the objectives of their study.  

 Analysis by sex showed that the alteration of vessel dilation induced by IH is found in males, but not 

in females, despite the small number of studies using females (n=5), suggesting a robust difference in 

the impact of IH on vasodilation between males and females. This may reflect a sex-related 

sensibility to the IH stimulus regarding this particular outcome, consistent with the known 

stimulation of endothelial-dependent vasodilation by oestrogens52. It may underlie the fact that, 

although most OSAS patients are men, specific studies of the vascular consequences of OSAS in 

women are necessary, although they are under-represented in the current literature36,53.  

Animal age was inversely associated with IH-induced intima-media thickening, suggesting that young 

animals may be more sensitive to IH in terms of vascular remodeling. This is consistent with data in 

humans34. Age had no significant association with other parameters. However, the vast majority of 

studies were performed in young animals (8-9 weeks old) and the very few using animals older than 

50 weeks had to be considered as outliers. There is a lack of information about the effects of IH in 

older animals, indicating a need for further studies, particularly as obstructive sleep apnea is 

predominant in humans aged over 50 and not in young adults.  

Beside predominantly using young and male animals, animal models currently used present some 

limitations regarding their relevance for clinical picture of OSA. First, only the IH component of sleep 

apnea is modelled, while sleep fragmentation and increased respiratory efforts are not considered in 

the IH models.  IH is generally applied during daytime corresponding to rodent’s sleep, but in some 

cases, IH has been applied in awake animals. Moreover, in most models CO2 is not controlled as OSA-

related intermittent hypercapnia is difficult to mimic. Finally, intermittent hypoxia applied to animals 

is generally severe : 43% of  studies use a FiO2 of 5% corresponding to severe OSA with SaO2 ranges 

achieving 60-80%5, and only 19% of studies use a FiO2 of 10% corresponding to SaO2 variations 

encountered in moderate to severe OSA patients5.  There is a need for implementing international 

consensus statements for fixing shared experimental protocols of IH exposures in terms of severity, 

circadian alignment and CO2 monitoring. 

Risk of bias and limitations of the analysis 

Funnel plots and Egger regression tests evidenced a small study effect for all the outcomes studied. 

Such an effect could have multiple reasons: selective reporting of results or publication bias, non-

exhaustive research strategy, poor methodological quality of small studies leading to overestimation 



of results, true heterogeneity in the results or chance54. One of the potential limitations of our 

research strategy is the exclusion of non-English language studies because of the difficulty to assess 

the eligibility criteria of such studies, notably regarding IH protocols.  However, interestingly the SMD 

remained stable for the four main outcomes after the Trim and Fill analyses correcting for missing 

values, suggesting a limited impact of the small study effect on the results. A publication bias is not 

unusual in animal studies and is probably mainly due to selective reporting such as non-publication 

of negative results and selection of publishable outcomes. This could be associated with the frequent 

reluctance of journals to publish negative results. To avoid this reporting bias, we suggest that 

journals accept to publish animal study protocols or negative results, and authors to pre-register 

their protocols as is done for clinical studies.  For many of the listed items the risk of bias assessed 

with the SYRCLE risk of bias tool was quite high. This is in line with the poor SYRCLE scores in many 

other animal study meta-analyses. We argue for improvement of research and publication practices 

with regard to laboratory animal studies and the widespread adoption and implementation of the 

SYRCLE guidelines.   

Another limitation of this meta-analysis was the heterogeneity of the outcomes and units of 

measurement. The use of SMD was intended to deal with this, but our analyses still showed strong 

heterogeneity for most of the outcomes studied.  Statistical analyses only partly succeeded in 

identifying factors that could explain this heterogeneity, although some characteristics such as 

species, sex or certain IH properties were suggested. There may be other underlying factors that 

could potentially explain the heterogeneity of results that were not investigated in our study, such as 

laboratory-, experimentation- or investigator-dependent effects.  

Conclusion 

To our knowledge, this is the first meta-analysis of animal studies on the vascular impact of 

intermittent hypoxia. The meta-analysis based on a large corpus of articles evidenced the clear 

impact of IH on arterial pressure, reactivity and vascular remodeling. We identified some features of 

IH, in particular FiO2 during hypoxia, which were sometimes associated with an amplified impact of 

IH. However, in most cases the impact of IH was independent of the precise pattern of IH exposure, 

suggesting that whatever its modality, aimed at mimicking obstructive sleep apnea in humans, IH had 

a robust effect on rodent vessel structure and function.  
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Table 1. Meta-regression analyses for the main outcomes: MAP, dilation of artery rings, IMT, 

atherosclerosis lesions in ApoE-/- mice (“ApoE lesion”). Bold figures indicate significance at p<0.05, ¥ 

p<0.2 indicates moderators included in the multivariate model to adjust meta-regressions on IH 

parameters.  

  

   



 

Figure legends 

 

Graphical abstract : Our meta-analysis included rodents exposed to experimental intermittent 

hypoxia. We demonstrate that IH significantly increased blood pressure, altered vasodilation and 

increased vasoconstriction, increased intima-media thickness and atherosclerosis plaques. 

Altogether, IH is responsible for structural and functional vascular alterations in obstructive sleep 

apnea.  

  



 

 

Figure 1: Flow diagram of the study 

  



 

Figure 2: IH increases blood pressure in systemic vessels of wild-type animals. Orchard plots 

showing SMD for: A) systolic blood pressure (SBP), B) diastolic blood pressure (DBP), C) mean arterial 

pressure (MAP).  

  



 

Figure 3: IH reduces vasodilation in response to Acetylcholine and increases vasoconstriction in 

response to ET-1 but not to Phenylephrine. Orchard plots showing SMD for A) cannulated artery 

dilation, B) artery ring dilation with Acetylcholine (10-6M), C) artery ring constriction with Endothelin-

1 (10-8M), D) artery ring constriction with Phenylephrine (10-6M). E) Association between ring 

vasodilation and FiO2 (p<0.01, slope= -0.73). 

  



 

Figure 4: IH provokes arterial wall structural remodeling. Orchard plots showing SMD for A) intima-

media thickness (IMT) of systemic arteries, B) vessel luminal diameter. C) Univariate meta-

regressions showing the negative correlation between IMT and rodent age (p=0.014, slope = -0.03). 

D) Univariate adjusted meta-regression showing a strong trend towards positive correlation between 

IMT and total duration of exposure in days (p=0.07, slope = 0.03).  

  



 

Figure 5: IH increases atherosclerotic plaque size in ApoE-/- mice. Orchard plot showing SMD for 

atherosclerosis lesion size.  



Supplemental data  

 

Supplementary Figure 1: Orchard plot example showing the meaning of the different parts of the plot. 

  



 

Supplementary Figure 2: Description of the number of studies included depending on four IH parameters: A) FiO2 during hypoxic phase (in %), B) Duration of 

each hypoxic phase (in seconds), C) Total duration of exposure (in days), D) Duration of IH exposure per day (in hours).  

  





 



 

Supplementary Figure 3: Forest plots for Systolic Blood Pressure (A), Diastolic Blood Pressure (B) and Mean Arterial Pressure (C). Mean differences are 

expressed in mmHg with 95% CI.   



 

 Supplementary Figure 4: Subgroup analysis for MAP according to the strain of wild-type animals.  p<0.01 for subgroup differences.   



 

Supplementary Figure 5: Subgroup analyses for vessel ring dilation according to the gender of rodents. p<0.01 for female vs male.  

  



 

Supplementary Figure 6:  Subgroup analysis for IMT according to the species of rodent. p=0.05 for mice vs rats.  

  



 

Supplementary Figure 7:  Risk of bias of studies assessed with the SYRCLE tool. For each item of the SYRCLE tool, the percentage of studies scored 

low/unclear/high risk of bias is shown.  

  



 

Supplementary Figure 8:  Funnel plots showing publication bias for the main outcomes: MAP (A), artery ring dilation (B), IMT (C), atherosclerosis lesions in 

ApoE-/- mice (D).   



 

Supplementary Table 1: Description of studies included in the meta-analysis. Abbreviations: nm non mentioned; m male; f female; HF High Fat diet.  

Due to its large size, this table could not be embedded in the text. See excel file 

Supplementary table 2: Risk of bias of studies, according to the 9 outcomes of the SYRCLE quality tool. L=Low, U= Unclear, H= High risk of bias. 

Due to its large size, this table could not be embedded in the text. See excel file 

Supplementary Table 3: Trim and Fill analysis for correction of small study effect. The table indicates the corrected SMD, confidence interval and I2 after 

Trim and Fill analysis. All SMD remain significant after correction.  

  

Number of 
missing studies 

Total number 
of studies 

SMD CI inf CI sup I2 

MAP 24 136 0.98 0.73 1.24 86% 

RVD 0 16 -1.62 -2.71 -0.54 91% 

IMT 0 28 0.94 0.51 1.37 77% 

LESION 6 31 0.87 0.6 1.14 50% 

 

 

 

 



148 
 

5. Discussion  

Effet de l’hypoxie intermittente sur les paramètres vasculaires sélectionnés 

Notre étude est la première méta-analyse qui examine l’effet global de l’hypoxie 

intermittente sur la fonction et la structure des artères et décrypte les sources de l’importante 

hétérogénéité entre les études précliniques. Nous avons démontré que l’hypoxie 

intermittente altère fortement la structure et la fonction des vaisseaux avec une augmentation 

de la pression artérielle, des altérations de la réactivité vasculaire et des lésions 

d'athérosclérose. Certains de ces effets sont associés à la FiO2 durant la phase hypoxique et 

à la durée totale d'exposition.  

L’effet de l’hypoxie intermittente chez les rongeurs est cohérent avec les effets vasculaires 

du SAOS (Lévy et al., 2015). Ceci étaye l’hypothèse suggérant que l’hypoxie intermittente 

est la composante du SAOS principalement responsable des complications 

cardiovasculaires, et aussi valide la pertinence de ces modèles expérimentaux dans l’étude 

de SAOS, car les études cliniques sont souvent difficiles à interpréter en raison des 

comorbidités.   

Notre méta-analyse évoque aussi le fait que la sévérité de la phase hypoxique (FiO2) pourrait 

être associée à un risque accru d'hypertension artérielle. Des études cliniques 

épidémiologiques (Peppard et al., 2000; Young et al., 1997) suggèrent une association 

positive entre l’AHI, qui évalue la sévérité du SAOS, et l'hypertension artérielle. Ainsi, des 

paramètres tels que la saturation minimale en oxygène ou le temps passé à moins de 90 % 

de saturation en oxygène pourraient être plus pertinents que l’AHI pour définir plus 

précisément la gravité du SAOS et la charge hypoxique chez les patients.  

L’altération de la réactivité vasculaire démontrée chez les rongeurs est conforme aux études 

cliniques qui suggèrent que le SAOS est un facteur de risque indépendant de dysfonction 

endothéliale et ainsi des évènements cardiovasculaires qui en découlent (Bironneau et al., 

2020). D'autres agents vasoconstricteurs (comme l'angiotensine II) ainsi que d’autres types 

de vaisseaux ont été étudiés, mais le faible nombre de données n'a pas permis une méta-

analyse les concernant.  
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Notre méta-analyse confirme l’effet de l’hypoxie intermittente sur le remodelage vasculaire 

observé chez l'Homme (Farooqui et al., 2017; Zhou et al., 2017). Cependant, le diamètre 

interne des vaisseaux n'est pas modifié par l'hypoxie intermittente chez les rongeurs alors 

que, chez des patients SAOS une augmentation de diamètre a été observée (Kwon et al., 

2019; Tachikawa et al., 2014). Cette incohérence pourrait s’expliquer par le fait que les 

rongeurs modèles d’hypoxie intermittente pourraient rapidement atteindre une phase tardive 

de l'épaississement de la média suite à des changements dans le diamètre interne des 

vaisseaux. La compliance vasculaire, un autre paramètre important de remodelage 

vasculaire, n'a pas pu être analysée en raison d’insuffisance des données.  

Chez les souris ApoE-/- modèle d’athérosclérose, nos résultats montrent un effet robuste de 

l’hypoxie intermittente favorisant les lésions d’athérosclérose indépendamment du régime 

alimentaire. Ceci est cohérent avec l’effet du SAOS chez l’Homme (Drager et al., 2005; 

Lévy et al., 2015). 

Notre étude montre aussi un effet robuste de l’hypoxie intermittente sur les paramètres 

vasculaires analysés (pression, réactivité et remodelage artériels), indépendamment de la 

durée d’exposition ou de la gravité de l'hypoxie intermittente. Néanmoins, la FiO2 était 

≤ 10 % dans tous les articles inclus dans l'analyse, ce qui correspond à une hypoxie très 

sévère. Il serait donc intéressant d’étudier aussi les conséquences vasculaires d’une hypoxie 

légère à modérée (10% < FiO2 < 20%) dans les futures études précliniques.  

Impact du choix du modèle animal sur l’effet de l’hypoxie intermittente  

Notre méta-analyse a montré que les caractéristiques de l’animal pourraient impacter l’effet 

de l’hypoxie intermittente sur les paramètres vasculaires. En effet, l’effet de l’hypoxie 

intermittente sur la pression artérielle moyenne est plus marqué chez les souris C57Bl/6 et 

les rats Sprague-Dawley ou Wistar par rapport aux rats Fischer, Wistar kyoto ou Zucker. 

L’effet sur le remodelage vasculaire est plus fort chez la souris que chez le rat, et chez les 

rongeurs jeunes. Le sexe de l’animal impacte la réponse vasodilatatrice des vaisseaux, les 

animaux mâles sont plus sensibles à l’effet de l’hypoxie intermittente que les femelles. Ainsi, 

le choix de l'espèce, de la souche, de l’âge ou du sexe des animaux est important lors de la 

conception d'une étude préclinique.  



150 
 

Cependant, notre méta-analyse révèle des limites dans les études précliniques. 

Premièrement, les animaux utilisés sont majoritairement jeunes (8-9 semaines), alors que le 

SAOS est prédominant chez les personnes âgées de plus de 50 ans et non chez les jeunes 

adultes (Benjafield et al., 2019). Deuxièmement, les animaux mâles sont plus représentés 

que les animaux femelles, alors que le sexe peut influencer la réponse à l’hypoxie 

intermittente pour certains paramètres. Enfin, d’autres composantes du SAOS n’ont pas été 

modélisées et/ou incluses dans notre étude comme la fragmentation du sommeil, les efforts 

respiratoires et l’hypercapnie. Il serait donc pertinent de mener des études supplémentaires 

sur des animaux âgés et femelles et de mimer aussi les autres composantes du SAOS.  

Analyse du risque de biais 

Le risque de biais évalué avec l'outil SYRCLE était assez élevé. En faisant ce constat, nous 

encourageons l'amélioration à venir des pratiques de recherche préclinique et des habitudes 

de publication ainsi que la mise en place généralisée des directives SYRCLE.  

Les tests de régression d'Egger ont mis en évidence un effet des petites études (small-study 

effect, c’est un terme qui signifie en méta-analyse que les petites études sont susceptibles de 

montrer un effet différent souvent plus important que les grandes études) qui pourrait être 

dû à des biais (de déclaration ou de publication), une stratégie de recherche non-exhaustive, 

une mauvaise qualité méthodologique de ces études conduisant à une surestimation des 

résultats, une grande hétérogénéité des résultats ou au hasard (Page et al., 2021). Cependant, 

l’effet de l’hypoxie intermittente demeure significatif pour les quatre principaux critères de 

jugement après la correction des valeurs manquantes par l’analyse Trim et Fill, suggérant un 

impact limité de l'effet des petites études sur nos résultats.  

Pour conclure, il s'agit de la première méta-analyse préclinique qui évalue l’effet global de 

l’hypoxie intermittente sur les paramètres vasculaires. Nous avons mis en évidence, à travers 

cette revue systématique de la littérature, un effet robuste de l'hypoxie intermittente sur la 

pression artérielle, la réactivité vasculaire, le remodelage vasculaire et l’athérosclérose, 

indépendamment des caractéristiques du protocole d’hypoxie intermittente utilisé. 

Cependant, certains paramètres, en particulier l'ampleur de la chute de la FiO2 pendant la 

phase hypoxique, sont parfois associés à un impact accru de l'hypoxie intermittente sur la 
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structure ou la fonction des vaisseaux. Le choix de l’animal (espèce, souche, âge et sexe) 

peut également influencer la réponse des vaisseaux à l’hypoxie intermittente.  

En perspectives, cette étude sera complétée par une méta-analyse préclinique mécanistique 

dont l’objectif est de décrypter les mécanismes physiopathologiques expliquant l’effet de 

l’hypoxie intermittente sur la structure et la fonction vasculaire. En effet, certains résultats 

préliminaires montrent une augmentation significative de l’inflammation, de l’infiltration 

des leucocytes et du stress oxydatif en hypoxie intermittente. L’effet sur l’activation du 

système sympathique sera également étudié. En plus, une méta-analyse parallèle a été menée 

pour étudier l’effet de l’hypoxie intermittente sur la fonction cardiaque chez les rongeurs. 

Cette étude a démontré qu'il y a un remodelage cardiaque et une dysfonction contractile chez 

les rongeurs exposées à l’hypoxie intermittente, et que l’effet de l'ischémie-reperfusion sur 

la taille de l'infarctus de myocarde dépend du protocole de l’hypoxie intermittente. Cet 

article vient d'être accepté pour publication par l'European Respiratory Review (ERR) : 

Belaidi E, Khouri C, Harki O, Baillieul S, Faury G, Briançon-Marjollet A, Pépin JL, 

Arnaud C. Cardiac consequences of intermittent hypoxia: a matter of dose? A systematic 

review and meta-analysis in rodents. (Voir la lettre d'acceptation en annexe 2).  
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III. Discussion générale et perspectives   
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Parmi les facteurs de risque de maladies cardiovasculaires, on trouve le syndrome d'apnées 

obstructives du sommeil (SAOS), qui est une pathologie très fréquente qui touche près d'un 

milliard de personnes dans le monde (Benjafield et al., 2019). Les complications 

cardiovasculaires qui en découlent posent un réel problème de santé publique, avec en 

particulier un risque accru d'athérosclérose menant à une prévalence élevée d'infarctus du 

myocarde et, in fine, à une mortalité élevée (Baguet et al., 2012). Le traitement standard du 

SAOS est l'utilisation, pendant le sommeil, d'un dispositif délivrant au patient de l'air sous 

une Pression Positive Continue (PPC), qui est efficace pour améliorer les symptômes et la 

qualité de vie des patients, mais dont le coût est très élevé (HAS, 2014) et qui de plus a un 

impact très limité sur la prévention des accidents cardiovasculaires (Drager et al., 2017). 

Ainsi, la vision moderne du traitement du SAOS est de combiner la PPC avec de nouvelles 

approches thérapeutiques permettant de mieux réduire le risque cardiovasculaire. Ceci 

nécessite l'identification des mécanismes qui sous-tendent les conséquences 

cardiovasculaires du SAOS, afin de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques pour 

optimiser la prise en charge des patients SAOS.  

Notre méta-analyse préclinique a démontré que l’hypoxie intermittente (HI), la composante 

majeure du SAOS, entraine une dysfonction endothéliale qui favorise l’athérosclérose (Harki 

et al., 2021b). La perméabilité endothéliale est une étape clé et précoce dans le contrôle du 

processus d'athérogenèse car son augmentation pourrait faciliter l'infiltration des cellules 

inflammatoires et des lipides dans les parois des vaisseaux (Sarelius and Glading, 2015). 

Cependant, sa régulation dans le SAOS n’est pas bien étudiée jusqu'à présent, avec 

seulement quelques études réalisées sur des modèles expérimentaux d’HI in vivo (Arnaud et 

al., 2018) et in vitro (Khalyfa et al., 2018; Makarenko et al., 2014; Zychowski et al., 2016). 

Il est donc important d’investiguer les mécanismes qui sous-tendent la dysfonction 

endothéliale induite par l’HI à travers l’étude de la régulation de la VE-cadhérine, une 

protéine des jonctions endothéliales clé dans la régulation de la perméabilité endothéliale, 

dans le SAOS et l’HI.  En effet, les voies de signalisation impliquées dans le clivage de son 

domaine extracellulaire, telles que la voie du VEGF ou du TNFα, sont également activées 

par l'HI (Lévy et al., 2015; Polena et al., 2018; Sidibé et al., 2012).  
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Nous avons démontré pour la première fois que l’HI active le clivage de la VE-cadhérine, 

détectable par des taux sanguins élevés de sa partie extracellulaire clivée (sVE), dans 3 

modèles d’HI : dans des surnageants de cellules endothéliales cultivées en HI, dans le sérum 

de souris modèles d’HI et chez des volontaires sains exposés à l’HI. Nous avons également 

détecté sVE à des niveaux élevés dans le sang des patients SAOS sans aucune comorbidité 

cardiovasculaire, chez qui le taux de sVE a été corrélé avec l’AHI et le VEGF sérique, et a 

été réduit par le traitement PPC notamment chez les patients les plus compliants.  

Ensuite, en utilisant le modèle in vitro de culture des cellules endothéliales humaines en HI, 

nous avons démontré que le clivage de la VE-cadhérine est associé à une augmentation de 

la perméabilité endothéliale et du passage des LDLs et des monocytes à travers une 

monocouche de cellules endothéliales. Ceci suggère que sVE pourrait être un biomarqueur 

précoce d’une perméabilité endothéliale altérée qui serait à l’origine de l’initiation de 

l’athérosclérose induite par l'HI, en facilitant l’infiltration des lipides et des cellules 

inflammatoires dans la paroi des vaisseaux.  

Nous avons également démontré que l'augmentation de perméabilité endothéliale médiée par 

le clivage de la VE-cadhérine implique des voies de signalisation qui peuvent dépendre de 

ROS, HIF-1, VEGF et des tyrosine-kinases. Nous avons ensuite démontré, par l'utilisation 

d'un modèle murin d’HI in vivo, que l’inhibition de ces voies de signalisation par 

l'acriflavine, le pazopanib et le saracatinib a prévenu la dysfonction endothéliale, 

l’athérosclérose et l’hypertension artérielle induites par l’HI (Harki et al., 2021b). Ces 

résultats suggèrent que l'athérosclérose induite par l'HI est initiée par l'hyper-perméabilité 

endothéliale provoquée par le clivage de la VE-cadhérine.  

L’ensemble de ces résultats apportent de nouvelles connaissances fondamentales sur la 

physiopathologie de l’athérosclérose associée au SAOS; et proposent de potentielles cibles 

pour prévenir l’athérosclérose et les complications cardiovasculaires chez les patients SAOS 

et améliorer leur prise en charge.  

Ce travail ouvre également de nouvelles perspectives :  

❖ Notre cohorte de patients infraSAS était relativement saine, sans comorbidités 

cardiovasculaires et sans dysfonction endothéliale. Nous avons étudié une deuxième 
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cohorte de patients avec ou sans dysfonction endothéliale (traités par PPC sham ou 

efficace) pour leurs taux sériques de sVE. Nous n’avons pas réussi à démontrer une 

corrélation entre sVE et la dysfonction endothéliale. Ces patients étaient à un stade 

avancé de la maladie SAOS et certains d’eux développaient une hypertension artérielle. 

Notre hypothèse est que chez ces patients, les facteurs confondants associés au stade 

avancé de la maladie pourraient provoquer des variations de taux de sVE qui s’ajoutent 

à celles provoquées par le SAOS, masquant ces dernières. L’analyse comparée de ces 2 

cohortes nous suggère donc que la sVE pourrait être un biomarqueur précoce détectable 

avant l'apparition de complications cardiovasculaires liées à la dysfonction endothéliale. 

Il serait intéressant d’étudier à long terme les évènements cardiovasculaires chez les 

patients infraSAS (infarctus de myocarde, accidents ischémiques cérébraux, ischémie 

des membres inférieurs, etc.). Pour cela, un projet est en cours pour appeler ces patients 

et les questionner sur l’évolution de leur maladie depuis leur inclusion. Cela permettra 

d’étudier la corrélation entre le taux de sVE et la survenue ultérieure d’événements 

cardiovasculaires.  

 

❖ La sVE peut avoir un effet physiopathologique qui devrait être investigué dans les futures 

études. Dans notre étude, il n'a pas été prévu de vérifier si l'apparition de sVE dans le 

sérum est seulement une conséquence du clivage de la VE-cadhérine ou si elle a une 

fonction physiologique propre. En effet, la sVE peut se lier à la VE-cadhérine entière 

exprimée sur les cellules endothéliales et perturber l’intégrité des jonctions endothéliales 

(Flemming et al., 2015) ou moduler l'adhésion endothéliale et l'angiogenèse (Seo et al., 

2020). En perspective, on pourrait dans un premier temps étudier in vitro l’effet d’une 

sVE recombinante sur la perméabilité endothéliale au dextran et à des molécules ou 

cellules pro-athérogènes (LDL et monocytes). Dans un deuxième temps, l’effet de la sVE 

recombinante pourrait être étudié in vivo chez des souris ApoE-/- pour vérifier si elle 

accélère le développement de l’athérosclérose. Ceci permettrait de proposer un nouvel 

élément physiopathologique expliquant le développement de l’athérosclérose chez les 

patients SAOS dont le taux de sVE est élevé.  
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❖ La perméabilité endothéliale est une étape clé dans notre hypothèse et son implication 

devrait être investiguée plus avant. En effet, nous avons mis en évidence in vitro une 

hyper-perméabilité endothéliale en HI. Nous avons essayé de vérifier cet effet in vivo par 

la méthode d’extravasation du bleu Evans qui consiste à injecter à des souris C57Bl/6 

WT, après 2 semaines d’exposition à l’HI, une solution de bleu Evans à raison de 

20mg/kg par injection intraveineuse. Trente minutes après l’injection, nous avons 

prélevé l’aorte, ainsi que les artères carotides, fémorales et mésentériques. Les vaisseaux 

ont été déshydratés pendant 24 h à l’air ambiant, puis mis dans du formamide à 60°C 

pendant 24h pour extraire le bleu Evans extravasé qui a été mesuré par 

spectrophotométrie visible (Densité Optique). Malheureusement, les résultats 

présentaient une forte variabilité, et nous n’avons pas pu les exploiter. Ceci pourrait 

s’expliquer par le fait que le temps d’attente après l’injection de la solution de bleu Evans 

(30 min) est long et que le phénomène d’extravasation se produit très rapidement. Nous 

avons donc décidé d’étudier la perméabilité endothéliale par une autre méthode : le suivi 

en temps réel de l’extravasation de Dextran (40 et 70kDa) sur la plateforme d'imagerie 

du petit animal OPTIMAL (IAB, Grenoble, en collaboration avec Dr Véronique 

Josserand) chez des souris exposées à l’HI pendant 2 semaines. Cette méthode innovante 

consiste à enregistrer des séquences d’images de la fluorescence au cours du temps au 

niveau de l’artère fémorale chez des souris vivantes, ce qui permet d’étudier une 

cinétique de l’extravasation dès la première seconde d’injection du FITC-Dextran. Les 

expériences ont été réalisées mais, à cette heure, les résultats sont en cours d’analyse par 

l’équipe d’OPTIMAL.  

 

❖ D’autres voies de signalisation activées dans le SAOS/HI, comme la voie de NF-

kB/TNF-α (Sidibé et al., 2012; Wu et al., 2018), peuvent interférer ou s’ajouter à la voie 

de signalisation que nous proposons et contribuer au clivage de la VE-cadhérine et ses 

conséquences décrites dans notre étude (perméabilité endothéliale accrue, dysfonction 

endothéliale et athérosclérose). Il serait donc intéressant d’étudier l’implication de la 

voie NF-kB/TNF-α dans le clivage de la VE-cadhérine induit par l’HI et ses 

conséquences athérogènes, comme cela a été fait pour la voie HIF-1/VEGF /src-kinases 

dans la présente thèse.  
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❖ La VE-cadhérine n’est peut-être pas le seul acteur de la perméabilité endothéliale accrue 

induite par l’HI. Il serait donc intéressant d’étudier avec plus de spécificité le rôle du 

clivage de la VE-cadhérine dans la dysfonction endothéliale et l’athérosclérose induites 

par l'HI en utilisant des animaux résistants au clivage de la VE-cadhérine (souris mutées 

sur la tyr685 de la VE-cadhérine) (Wessel et al., 2014) exposés à l’HI. Si cette mutation 

prévenait la dysfonction endothéliale et l’athérosclérose induites par l’HI, ceci serait en 

faveur de l’implication majeure, voire exclusive, du clivage de la VE-cadhérine dans ces 

conséquences pathologiques. 

 

❖ Plusieurs protéases peuvent être impliquées dans le clivage du domaine extracellulaire 

de la VE-cadhérine comme des MMPs (Polena et al., 2018; Sidibé et al., 2012; Vilgrain 

et al., 2013), ADAM-10 (Kabacik and Raj, 2017; Schulz et al., 2008), des élastases et la 

cathepsine G (Hermant et al., 2003). Il serait intéressant de faire un criblage des protéases 

sériques chez les patients SAOS afin d’identifier les protéases suractivées qui pourraient 

expliquer le clivage de la VE-cadhérine, et inhiber spécifiquement ces protéases en 

utilisant les modèles in vitro et in vivo murin d’HI (travail en cours dans notre laboratoire 

et faisant l’objet d’un sujet de recherche pour un stage M2).  

 

❖ Nos résultats suggèrent que le clivage de la VE-cadhérine est déclenché par une cascade 

de phosphorylation (autophosphorylation du VEGFR, puis phosphorylation des src-

kinases et enfin phosphorylation du domaine intracellulaire de la VE-cadhérine). Nous 

avons démontré une augmentation de la phosphorylation de la VE-cadhérine in vitro en 

HI. Il serait intéressant d’étudier les protéines phosphorylées (VEGFR, src-kinases, VE-

cadhérine) in vivo chez les souris C57Bl/6 WT exposées à l’HI pour lesquelles nous 

disposons déjà du matériel biologique (aortes cryoconservées). Ceci permettrait de 

confirmer et généraliser in vivo nos hypothèses mécanistiques du clivage par 

phosphorylation de la VE-cadhérine induit par l’HI.  
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1. Annexe 1 : Revue sur le rôle des fibres élastiques dans la structure et 

la fonction artérielle et perspectives thérapeutiques des maladies liées 

à leurs altérations. 
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ABSTRACT 

In the arteries of vertebrates, evolution has given rise to resilient macromolecular structures, elastin 

and elastic fibers, capable of sustaining an elevated blood pressure and smoothing the discontinuous 

blood flow and pressure generated by the heart. Elastic fibers are produced only during development 

and childhood, before being progressively degraded by mechanical stress and enzymatic activities 

during adulthood and aging. During this period, arterial elastic fiber calcification and loading of lipids 

also occur, all of these events conducting to arteriosclerosis. This leads to a progressive dysfunction 

of the large elastic arteries inducing elevated blood pressure as well as altered hemodynamics and 

organ perfusion, which induce more global malfunctions of the body during normal aging. 

Additionally, some arterial conditions occur more frequently with advancing age, such as 

atherosclerosis or aneurysms, which are called age-related diseases or pathological aging. The 

physiological or pathological degradation of elastic fibers and function of elastic arteries seemed to be 

rather inevitable over time. However, during the recent years, different molecules - including several 

ATP-dependent potassium channel openers - have been shown to re-induce elastin production and 

elastic fiber assembly, leading to improvements in the arterial structure and function or in organ 

perfusion. This review summarizes the changes in the arterial elastic fibers and structure from 

development until aging, and presents some of the potential pharmacotherapies leading to elastic fiber 

neosynthesis and arterial function improvement. 
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elastin - elastic fibers, arteries, signaling, biomechanics, development, aging 
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INTRODUCTION 

The extensible tissues, such as blood vessels, lungs and skin, contain elastic fibers which endow them 

with elasticity. The arteries are biological tubes, conducting blood from the heart to other organs. 

They have complex histological structures with varying functions, sizes and anatomical locations, 

although their walls are all composed of three layers, from the lumen to the exterior: the intima, 

media and adventitia. In the mature artery, the intima is mainly composed of endothelial cells 

(constituting the interface between the blood and the vascular wall) adhering to a basement 

membrane, a few fibroblasts, smooth muscle cells and sparse elastic fibers. The media is mainly made 

of smooth muscle cells interspersed with various amounts of elastic fibers or, in large arteries, nicely 

organized concentric elastic lamellae alternating with smooth muscle cell layers with sparse 

microfibrils and collagen fibers. The first elastic lamella, called the internal elastic lamina, separates 

the intima from the media, while the more external elastic lamella, called the external elastic lamina, 

separates the media from the adventitia, all the elastic lamellae accounting for elasticity and resistance 

to stretch of the wall [1,2]. Collagen fibers and fibroblasts are the major components of the adventitia, 

which also contains a few microfibrils and elastic fibers [3]. 

According to their distance from the heart and subsequent decreasing diameters, arteries are divided 

into large elastic arteries (the aorta and its proximal branches), medium-sized muscular arteries, and 

smaller distal arterioles [4]. Arteries, especially large arteries, have elastic properties related to their 

elastic fiber content (and organization) in the media, which decreases with the distance from the heart. 

The elastic fiber core consists of elastin (90%), which is a polymer of the monomeric precursor 

tropoelastin and the dominant contributor to the elastic fiber property of elasticity, while the 

peripheral parts of the elastic fibers are made of fibrillin-rich microfibrils (10%) [5–7]. Elastin and, to 

a lesser extent, microfibrils provide the elastic fibers and the large elastic arteries with elasticity [8–

10], allowing for distention, storage of energy and stroke volume when distended during systole, then 

discharge of energy and stored blood volume when they return to their initial dimensions during 
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diastole. This phenomenon, known as the Windkessel effect, helps to decrease the load on the heart 

and smoothens the arterial blood pressure and flow by minimizing the systolic flow and maximizing 

the diastolic flow in the arterioles [10–13].  

Elastin is synthesized from the second half of gestation until the end of childhood, and the maximum 

elastin quantity in the body is reached before adulthood [12]. During vessel development, elastin and 

microfibrils are essentially synthesized by vascular smooth muscle cells (VSMC) to form the elastic 

fibers through complex multistep processes. In the large artery wall, the elastic fibers are then 

arranged into concentric elastic lamellae alternating with layers of circumferentially-oriented smooth 

muscle cells or are present in the interlamellar spaces, an elastic lamella and its adjacent VSMC layer 

forming a lamellar unit [14]. 

Elastic fibers are progressively altered by mechanical and enzymatic processes during adulthood and 

aging. Actually, several age-dependent mechanisms contribute to the arterial stiffening, including 

medial calcification and lipid deposition [15], as well as elastic fiber disruptions due to the increased 

activity of elastin-degrading enzymes, such as several matrix metalloproteases (MMP), including 

MMP-2 and MMP-9 [5,16]. As elastic fibers are gradually damaged, their load-bearing function is 

presumably taken over by collagen which renders the vessel wall less elastic and more rigid, as 

observed in the aging process [17]. The loss of elastin and elastic fibers leads to a decrease in the 

elastin/collagen ratio, resulting in increased arterial stiffness and decreased arterial distensibility [16]. 

Many studies have also shown that diabetes mellitus and arterial hypertension are important risk 

factors for functional and structural damages to the arterial wall, resulting in early arterial stiffening 

[18]. Increased arterial stiffness causes arterial wall wave reflections at the end of the systole rather 

than during diastole, which increase systolic and decrease diastolic blood pressures, thus increase 

pulse pressure [19]. The increase in systolic arterial blood pressure increases the systolic workload of 

the left ventricle (LV), leading to increased oxygen consumption of the heart, LV hypertrophy and 

interstitial fibrosis. All of these events related to the increase in arterial stiffness favor cardiovascular 
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morbidity and mortality [20] and predispose to the development of aging-heart failure [21,22]. 

Arterial stiffness increases with age in both men and women, as measured by carotid to femoral 

pulse-wave velocity (PWV), a biomarker of arterial stiffness [23,24], although vascular aging does 

not follow the same chronology in both sexes [25]. Prepuberal females present higher arterial stiffness 

than boys whereas, during their fertile years, females exhibit equal (central large elastic arteries) or 

lower (peripheral muscular arteries) arterial stiffness and reduced risk of cardiovascular disease, 

compared to males [26,27]. This female-related cardiovascular protection might be due to the 

presence of different isoforms of collagen and sex hormones - mainly estrogens [21]. Estrogens 

protect the endothelium by increasing endothelial nitric oxide synthase (eNOS) expression and NO 

production, and modulating prostacyclin and tromboxane A2 releases [25]. Later on, during the post-

menopausal phase, female aortic distensibility declines sharply and becomes similar to that of males 

by the age of 60, correlating with hypertension and increased cardiovascular risk in older women [27–

30]. 

This review presents the major determinants of an appropriate structure and function of elastic fibers 

in large arteries during development and normal aging, as well as two major age-related vascular 

diseases, i.e. atherosclerosis and aneurysms. The perspective of pharmacotherapies aiming at 

repairing the damaged elastic fibers is also illustrated.  

 

 

FROM DEVELOPMENT UNTIL MATURITY - ROLE OF ELASTIC FIBERS IN THE 

ARTERIAL STRUCTURE AND FUNCTION. 

In mammals, the systemic blood pressure is regularly increasing with the developmental stage, from -

for instance in sheeps, rats or humans- a few mmHg during early gestation to several dozens of 

mmHg at birth, and around 100 mmHg or above during adulthood [11]. On the contrary, the blood 

pressure in the pulmonary circulation decreases at birth from, for example in humans and pigs, a 
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foetal blood pressure of 40-60 mm Hg, to 20-30 mmHg one day after birth and 10-15 mm Hg a few 

days after birth and until adulthood [11]. 

In order to sustain these developmental blood pressure changes, which modify the mechanical 

stresses applied to the blood vessel and stimulating the vascular cells by mechanosensing / 

mechanotransduction [31], the arteries undergo a progressive remodeling throughout the 

developmental process, until adulthood. These changes include an increase in diameter and wall 

thickness of the systemic arteries [32] and, conversely, a decrease in wall thickness at birth regarding 

the pulmonary arteries [33]. 

During the development of most mammalians, transcription factors such as SOX7 trigger the 

constitution of the aorta [34], which is first an endothelium-based tube supported by extracellular 

matrix (ECM), before being surrounded by mesenchymal cells, myoblasts then smooth muscle cells, 

under the influence of major factors and pathways, including EphB/ephrin-B2 signaling [35]. Around 

mid-gestation, the elastogenic vascular cells (mainly VSMCs in the media) then produce microfibril-

based fibers rich in fibrillins associated to numerous proteins which are important for the structure 

and function of these fibers. Arterial microfibril assembly requires fibronectin, integrins and heparan 

sulphate proteoglycans, and starts with the N- and C-terminal processing -by furin- of fibrillins, 

which then homotypically interact to form microfibrils. Microfibril-associated proteins, most of them 

presenting different isoforms, then bind to this initial structure, including in particular: latent TGF-β- 

binding proteins (LTBPs, implicated in microfibrilar latent TGF-β sequestration), microfibril-

associated glycoproteins (MAGPs, participating to elastin deposition onto microfibrils and binding 

TGF-β and fibronectin) and a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin-type) with 

thrombospondin type-I motif-like (ADAMTSL, involved at least in fibrillin-1 biogenesis, deposition 

or assembly) [7]. Some of these constituents are, however, not essential for elastic fiber assembly and 

function. It is the case for MAGP-1 and -2, although they are more generally regulators of normal 

vascular development. and their mutation or deficiency is associated with arterial dilation/aneurysm 
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[36]. Microfibril fibers possess elastic properties and are sufficient to smoothen the blood flow and 

pressure and bear the limited stress applied by a low blood pressure during early gestation [11]. 

However, they are unable to exert these functions under stresses of higher amplitude, when the blood 

pressure increases throughout the gestation. Therefore, during the last third of gestation and under the 

influence of different factors, including TGF-β [37], VSMCs synthesize and secrete tropoelastin, the 

precursor of elastin. Tropoelastin is extracellularly assembled with microfibrils to form mature elastic 

fibers, which are able to accommodate the forces applied to the arterial wall by higher blood pressures 

[6,7,12,38]. After exportation, tropoelastin may bind to integrins, at least of the αvβ3 type, and self-

associates to form microaggregates that are then cross-linked (between lysine residues) by lysyl 

oxydase (LOX). At this stage, fibulin-5 contributes to the limitation of the size of the 

microaggregates, while fibulin-4 allows for elastin cross-linking by LOX. The microaggregates are 

later deposited onto microfibrils, where they first align and self-assemble (through a reversible 

process called coalescence) before being cross-linked by LOX or lysyl oxidase-like-1 (LOXL1), 

which stabilizes the structure. Fibulin-5 is again involved in this process since it facilitates elastin 

microaggregate deposition onto microfibrils and, together with fibulin-4, elastin cross-linking. The 

completion of this step leads to stable and insoluble elastin polymers, which will be the major 

component of the mature elastic fiber, composed of an elastin core (90%) surrounded by microfibrils 

(10%) [7]. 

The major part of the elastic fibers are ultimately structured, in the arterial wall, into thicker 

concentric elastic lamellae before birth [39,40], resembling in some ways to the elastic lamina present 

in the pleura of the developing lung [41]. The interplay between VSMCs and elastin/elastic fibers is 

of major importance in the arterial development since VSMCs produce elastin, which has been shown 

to be an important regulator of VSMC proliferation as well as intracellular (contractile components) 

and extracellular (migration) organization [42–44]. After birth, with the continuing augmentation of 

the blood pressure, elastin and, more slowly, collagen contents increase, together with elastic fiber 
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thickness and the number of elastic lamellae [45]. Collagen I and elastin expressions peak during 

post-natal growth then return to low levels, while elastin content reaches a plateau before the end of 

growth [6,12]. Conversely, despite cell proliferation and because of the increase in elastin and 

collagen contents, the cellularity (= relative cell content) of the large artery wall decreases during the 

postnatal period [46–48]. 

The remodeling of the developing elastic artery wall results in a modification of its mechanical 

properties, which need to be adapted to the increasing blood pressure and, subsequently, the 

augmented forces applied to the wall, to permit an appropriate hemodynamics. For instance, the large 

arteries of the developing sheep are less distensible at low pressure, as compared to vessels from 

adults [46], whereas the wall thickness and stiffness increase from the prenatal life until adulthood at 

the corresponding physiological blood pressures or above. On the contrary, by comparison with the 

situation in the fetus, it has been shown in the pig that the pulmonary arteries become less distensible 

while their walls are thinning during the period following birth, concomitantly with the postnatal 

decrease in blood pressure [49]. 

All the structural components of the arterial wall and their organization account for the mechanical 

properties of the artery. The endothelial cells do not have a clear direct or structural role in the arterial 

mechanics. However, they indirectly impact the mechanical properties of the arteries through the 

secretion of different mediators which modulate the VSMC function. Besides regulating the 

contraction of VSMCs, therefore vasomotricity, endothelium-derived agents such as NO also 

stimulate the production of elastin by VSMCs, therefore impacting the arterial mechanics [50,51]. In 

resting conditions, VSMCs do not seem to account -as structural components- for much of the elastic 

properties of elastic and muscular arteries, except in the microcirculation [52–55]. However, they are 

able to regulate the arterial mechanics, resistance and capacity, through their ability to constrict 

[52,54] as well as to produce and organize extracellular matrix components, like elastin and collagen 

[56]. 
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Regarding the extracellular matrix components, the poorly distensible collagen fibers (elastic 

modulus, indicative of stiffness, ~1 GPa) are a major contributor to the arterial wall mechanics. Their 

resilience and stiffness confer to the arterial wall their resistance to over-extension and therefore 

protects them against alterations at high strains [12,53]. Vascular microfibrils, mainly made of 

fibrillins - especially fibrillin-1 - [7], also play a role in the arterial wall mechanics. Their removal 

from the pig aorta induces stiffness reduction at low strain and increase at high strain [9]. Elastin is 

present in substantial amounts in the elastic fibers of the elastic lamellae and interlamellar spaces of 

the large artery walls (>50 % of the proximal aorta dry weight), endowing them with elastic 

properties [12,57]. The elastic fiber can extend up to ~140%, with an elastic modulus of ~0.4 MPa 

[53,58], ~1000 times lower than that of collagen fibers, while the lamellar unit, which is the 

functional unit of the wall from a mechanical point of view, presents a slightly higher elastic modulus 

of 0.5-0.7 MPa because of the minor contribution of VSMCs. The elastic fibers have been shown to 

impart a compressive stress on the collagen, the interplay between these two components explaining 

the mechanical properties of the composite arterial wall [59]. The mechanical properties of the elastic 

fibers and lamellar units below or in the physiological blood pressure range explain the ability of the 

large arteries to smoothen the blood pressure and flow by maintaining a high blood pressure during 

the diastole [53,60]. 

The number of concentric elastic lamellae/lamellar units in the arterial wall is also adapted to sustain 

the mechanical stress imposed by the blood pressure, to maintain the tension per lamella around 1-3 

N.m
-1 

[14]. Therefore, the number of elastic lamellae decreases downstream the vascular tree (from 

the elastic to the muscular arteries), when the blood pressure, vessel diameter and subsequent 

mechanical stress imposed to the arterial wall decrease. For instance, in the rat, 10-13 concentric 

lamellar units are present in the ascending aorta, 1-3 in the iliac-femoral arteries and 0 in smaller 

arteries [61]. It has also been shown that lamellar and interlamellar elastic fibers might contribute 

differentially to the arterial wall mechanical properties [57,62]. 
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During adulthood, the elastic fibers exert their action despite progressive degradation by different 

enzymes, such as matrix metalloproteinases-2 and -9 (MMP-2 and MMP-9) [5], leading to the release 

of elastin peptides in tissues and the circulation [63]. These peptides bind to high affinity receptors in 

many cell types [64] and, in particular, trigger signals leading to intracellular calcium elevation in 

VSMCs and endothelial cells, and subsequent endothelium- and NO-dependent vasodilation [65–68]. 

Finally, genetic deficiency in the major components of elastic fibers results in discontinuous and 

irregular elastic fibers, as well as alterations of the arterial wall in mouse models and humans. In the 

arteries, genetic deficiency in elastin leads to VSMC proliferation, increased number of elastic 

lamellae and/or stenotic remodeling (Supravalvular aortic stenosis or Williams syndrome) [42,69–72] 

whereas deficiency in fibrillin-1 leads to aneurysmal pathologies (Marfan syndrome) [73,74]. 

 

 

NORMAL ARTERIAL AGING AND ELASTIC FIBERS 

Age-related alterations of elastic fibers lead to impairments of the vessel mechanical properties and 

have profound effects on the morbidity and mortality in humans [16,75,76].  

Elastic fibers are extremely stable over time (elastin half-life of several decades) [77] and particularly 

resistant to chemical and physical attacks (pH changes, heat, stretching) [78,79]. For these reasons, 

despite the end of their synthesis after adolescence and their slow alteration throughout adulthood and 

aging, elastic fibers can endow the arteries with some elasticity until an advanced age [30]. However, 

the high resistance of elastic fibers is not sufficient to ensure their optimal function throughout life, 

since the gradual deterioration of these fibers during normal aging progressively alters their elastic 

properties. Three main alteration mechanisms are involved: 

I) The cyclic mechanical strain imposed over a lifetime by about 3 billions cardiac cycles induces a 

progressive accumulation of molecular ruptures which progressively modify the elastic fiber structure 

and lower its elasticity (arterial fatigue) [80],  
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II) The binding of several environmental factors (mainly glucose, lipids and calcium) over time 

modifies the molecular arrangement and interactions, and stiffens the elastic fibers [16].  The 

progressive calcification of the arterial wall elastin during aging [5] has a potentiating effect on the 

retention and fixation of cholesterol on the surface of elastic fibers. This contributes to the loss of 

elasticity of the arterial wall and constitutes an important risk factor involved in atherosclerosis and 

myocardial infarction [81,82]. Also, non-enzymatic glycation, during which glucose slowly and 

spontaneously reacts over time with the free -NH2 groups of the amino-acids, generates Advanced 

Glycation End products (AGEs) which bridge the residues, therefore altering the protein structure-

function. Also, AGE-mediated crosslinking between adjacent proteins leads to the lysis of elastic 

fibers and their replacement by other matrix components, especially collagen. This phenomenon, 

particularly affecting the proteins with a long half-life -such as collagen and elastin- which becomes 

more rigid, participates in the alteration of the cellular responses and leads to arterial stiffening [83–

86].  Aging also increases the contents of Milk fat globule-EGF-8 (MFG-E8), a highly glycosylated 

protein, and its fragment, medin, in the arterial wall. Medin strongly binds to elastic fibers and 

induces elastolysis and amyloidosis in the arterial wall, affecting vascular elasticity and increasing 

stiffness and calcification [87]. 

III) The dysregulation of the balance between elastic fibers homeostasis and degradation [88]. 

Actually, elastin and the other components of elastic fibers can be degraded by elastase-type proteases 

belonging to different classes of proteolytic enzymes (matrix metalloproteinases - MMPs-, as well as 

serine-, cysteine- and aspartyl-proteases) whose syntheses and activations are modulated by many 

intrinsic and extrinsic factors [77,88]. In particular, the elastase activity is normally counterbalanced 

by the constitutive presence of inhibitors in the vascular wall, like the tissue inhibitors of 

metalloproteases (TIMPs), which limit the degradation of elastic fibers [89,90]. However, during 

aging, the progressive imbalance between proteases and protease inhibitors contributes to increased 

elastolysis in the arterial wall, inducing a decrease in the elastin/collagen ratio and rigidification [5]. 
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Elastic fibers appear gradually disorganized, thinner and frequently fragmented, which leads to 

arterial enlargement under the influence of blood pressure as well as parietal thickening because of, at 

least in part, compensatory collagen production, and decreased elasticity [62,88,91–93]. 

Furthermore, the degradation of elastin releases elastin peptides, some of them reaching the 

circulation and being measurable in the serum [63]. Elastin peptides are able to induce multiple 

biological effects on various cellular targets through their binding to the elastin receptor complex 

(ERC) [64,94], such as vasodilation when binding to the endothelial ERC [66–68,95]. The number of 

these receptors does not vary with age [96], but a decoupling of some of their downstream signaling 

pathways progressively occurs during aging [97]. This phenomenon also contributes to the alteration 

of the vascular functions, in particular vasomotricity [98] as well as modulation by the extracellular 

glucose level of calcium homeostasis- and/or NO-related vasodilation and signaling pathways [99]. 

Nevertheless, during aging, the activation of ERC by elastin peptide continues to trigger the 

production of elastase and free radicals, enhancing the alteration of the tissues [97,100]. 

All the above-described age-related changes in the arterial structure, called arteriosclerosis, increase 

the heart afterload, therefore heart work, and result in left ventricular hypertrophy, possibly fatigue 

and ultimately failure, in parallel to chronic ischemia of the peripheral tissues, causing a progressive 

deterioration of the organic functions [80,81,101]. These features of normal cardiovascular aging are 

rather universal, although a change in the initial availability of the elastic fiber component could 

modify some main consequences of physiological aging or lead to alternative aging. For instance, 

mice presenting an heterozygous deletion in the fibrillin-1 gene (Fib-1 +/mgΔ) undergo premature 

aortic aging, including decreased elastin/collagen ratio and increased stiffness [102]. Also, 

surprisingly, heterozygous mice genetically deficient for elastin (Eln+/-) exhibit some signs of 

premature aging in adults, such as early increased aortic stiffness, together with the absence -in aged 

animals- of some other main features of aging, such as aorta wall thickening [103]. 
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Besides normal aging, some deleterious arterial changes appear more frequently with age in some 

individuals of a given species only, under the influence of environmental factors or genetic 

predisposition. Two of these age-related diseases will be presented below. 

 

 

ALTERATION OF ELASTIC FIBER STRUCTURE AND FUNCTION DURING 

PATHOLOGICAL AGING OF ARTERIES: THE EXAMPLES OF ATHEROSCLEROSIS 

AND ANEURYSMS AS MAJOR AGE-RELATED DISEASES.  

Aging is considered as an evident risk factor of cardiovascular diseases due to the physiological 

alteration of the arterial structure. However, some people are more susceptible to the occurrence of 

additional arterial or venous diseases in an early "chronological" age [104]. The existence of such a 

pathological vascular aging suggests that there is a dissociation between biological and chronological 

age of vessels. In some patients, an "early vascular aging" (EVA) could take place because of genetic 

defects or exposure, at an early age, to environmental events triggering oxidative stress and 

inflammation [105,106]. Multiple blood vessel pathologies which present a serious public health 

problem are related to elastic fiber degradation and have a prevalence / incidence which is clearly 

increasing with age, such as varicose veins [107], aneurysms [108–110], and atherosclerosis [111], 

the latter being a major cause of coronary disease and stroke [112]. These two atherosclerosis-

related cardiovascular diseases, involving substantial elastic fiber degradation, are the first and 

third causes of death worldwide, respectively. They nearly cause 250 deaths/100,000 

persons/year, which is about 85% of cardiovascular and 28% of total mortality [111]. 

Aneurysms are caused by elastic fiber degradation and are a major threat to life, i.e. the 18th cause of 

death in the general population (15th cause of death in people older than 65) in the USA, with about 3 

fatal ruptured aneurysms per 100,000 persons per year [110] Because of their important morbidities, 

increased occurrence and aggravation during aging, severe impact on public health and close relation 
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to arterial elastic fiber degradation, atherosclerosis and aneurysms will be further described in the 

following sections. 

 

Atherosclerosis 

Atherosclerosis is characterized by the formation, in large and medium-sized arteries, of plaques 

composed of lipids, calcified regions, immune and foam cells, together with vascular smooth muscle 

and endothelial cells. Plaque formation starts with circulating LDL-cholesterol diffusion and 

accumulation in the arterial wall, due to endothelial dysfunction. These lipids are oxidized and 

subsequently stimulate vascular inflammation and monocyte recruitment in the vascular wall. The 

monocytes then load the oxidized lipids to form foam cells. Further, accumulation of necrotic debris 

and ECM components, together with VSMC migration and formation of a fibrous cap, cause the 

plaque progression. Ultimately, under the influence of the forces applied by the blood flow, plaques 

can rupture, resulting in thrombus formation and clinical manifestations such as tissue hypoxia and 

acute ischemic events (e.g. myocardial infarction and stroke) [113]. Conversely, intermittent hypoxia, 

the major consequence of obstructive sleep apnea, induces oxidative stress elevation, sympathetic 

activation and inflammation, which favor endothelial dysfunction, elastic fiber disorganization, 

hypertension and atherosclerosis [114,115]. Structural and physiological changes related to aging of 

the arterial wall also predispose to or favor atherosclerosis. Some of these major modifications are 

inflammation, oxidative stress, endothelial dysfunction, formation of collagen bridges, 

disorganization of elastic fibers and decrease in the elastin/collagen ratio  [106,116–118].  

The most described event involving the elastic fibers in atherosclerosis is the alteration of the 

elastin/collagen ratio, due to elastic fiber degradation under the atheroma plaque by elevated elastase-

type protease levels [119]. Also, age related-interlamellar collagen accumulation and -elastin 

association with insoluble fibrillar material promote arterial stiffening [92], the intimal rigidification 

inducing a disruption of endothelial barrier integrity and increasing endothelial permeability. This 
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enhances the transmigration of inflammatory molecules, monocytes and lipids, promoting the 

development of atherosclerotic lesions [120]. Besides, collagen I, a prominent participant to the aging 

processes, seems to be involved in endothelial dysfunction, by decreasing NO synthesis [121], as well 

as in leukocytes recruitment, by increasing SMC expression of vascular cell adhesion molecule 

(VCAM)-1 [122]. Furthermore, elastin peptides released during age-related elastolysis by overactive 

elastases could initiate atherogenesis process through several mechanisms. They modulate 

intracellular calcium level and NO liberation in endothelial cells, promote LDL oxidation, monocyte 

and leucocyte recruitment through a chemoattractive effect, and modulate the differentiation of 

lymphocytes present in the plaques [94,123,124]. In parallel, tropoelastin is re-expressed and 

accumulates in atheroma plaques, and has recently been suggested to be a biomarker for 

atherosclerotic plaque progression and instability [125]. Finally, in the context of the atherosclerotic 

plaque, the combined stimulations of VSMCs by disturbed hemodynamic forces applied to the wall, 

oxidized LDLs and proinflammatory molecules such as IL-1β and TNF-α induce a phenotypic switch 

of these cells, from quiescent and contractile to a dedifferentiated proliferative, proinflammatory, 

migratory and synthetic state. VSMCs then produce different ECM proteins as well as tissue inhibitor 

of MMP (TIMP) and MMPs, including MMP-2 and MMP-9. The inflammatory cells present in the 

plaque also produces MMPs and other elastases which, together with the MMPs released by VSMCs, 

contribute to the remodelling of the extracellular matrix, including elastic fiber degradation [126,127]. 

The age-related activation of MMP-2 and MMP-9, two key enzymes that enhance the destabilization 

of atheromatous plaques, is a major aggravating factor for atherosclerosis progression [128,129]. 

 

Aneurysms  

An aneurysm is a permanent and localized dilation of an artery presenting at least a 50% increase in 

diameter compared to the expected normal diameter of the artery [130]. In the large elastic arteries, 

abdominal aorta aneurysm (AAA) is much more common than thoracic aorta aneurysm (TAA), the 
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prevalence of AAA being 0-5% in females, and between 1-12% in males [109]. The associated 

mortality is high due to aneurysm rupture and subsequent hemorrhage [131], the mortality rate of 

ruptured AAA being five times higher than that of ruptured TAA [110]. TAAs are often caused by 

rare gene mutations (see below) with an occurrence early in life (30% of all cases), sporadic with an 

occurrence increased with aging, or associated with bicuspid aortic valves. The etiology of AAAs, 

occurring mostly in later life, is related to both environmental factors (smoking habit, older age, male 

gender, coronary heart disease, hyperlipidemia, hypertension and chronic obstructive pulmonary 

disease (COPD)) and familial genetic factors different from the rare gene mutations cited for TAAs 

[132,133]. 

An aneurysm is not a simple passive dilation, it is rather resulting from an active multifactorial 

process whose development is triggered by a dynamic wall remodeling. This involves inflammation, 

oxidative stress, VSMC apoptosis or switch from the differentiated contractile state to an 

undifferentiated synthetic state. In TAAs, the TGF-b stimulation of VSMCs enhances the synthesis of 

fibrillar ECM, antiproteases, proteases (such as MMP-9) as well as clearance of protease/antiprotease 

complexes. In AAAs, switched VSMCs also secrete MMPs (such as MMP-2 and -9) whose 

proteolytic activities are combined with those from MMPs and other elastolytic proteases secreted by 

immune cells (leukocyte elastase) or exfiltrated from the circulation (plasmin, MMP-8, MMP-9) 

[132–135]. The changes in VSMC synthesis of ECM and the proteases present in the aneurysmal wall 

induce major extracellular matrix modifications, which include elevated collagen deposition and an 

extensive destruction of elastic fibers [136,137]. MMPs activation, in particular of MMP-2, MMP-9 

and MMP-12, induces substantial elastic fiber degradation in aneurysmal aortic tissues [136] and 

other organs, such as the emphysematous lung [138]. Aneurysmal regions of the artery present a wall 

stiffening which results from early ECM disorganization, including elastin and elastic fiber damage, 

enhanced collagen deposition and disruption of elastin-contractile units. However, the wall elastic 

modulus (i.e. stiffness) in arterial aneurysms decreases with age [139]. These structural modifications 
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of the arterial wall seem to precede the aneurysmal dilation [137,140,141] and are enhanced by aging, 

which explains the significant influence of age on aneurysm risk [139,142,143], in addition to genetic 

predisposition [141]. In particular, genetic deficiencies in some microfibril components have been 

linked to altered elastic fibers and aneurysmal syndromes, especially TAA in the ascending aorta. For 

instance, patients with Marfan syndrome -caused by mutations in fibrillin-1 [7,74]- and mice 

genetically altered for the fibrillin-1 gene develop ascending aorta aneurysms, which even worsen 

during aging [74,102,144]. Similar aneurysms have also been found in syndromes involving 

mutations in other microfibril components, such as fibulin-4 or LTBP-4 (cutis laxa), or elastic fiber 

assembly-related molecules such as LOX, while the corresponding murine models feature similar 

arterial aneurysms [145–148]. Thoracic aneurysmal pathologies has also been linked to abnormalities 

in TGF-β signalling, including mutations in the TGF-β2 (TGFB2), TGF-β3 (TGFB3), TGF-β receptor 

1 (TGFR1) and TGF-β receptor 2 (TGFBR2) (Loeys-Dietz syndrome) [147]. Because microfibrils are 

a TGF-β reservoir, the occurrence of aneurysms in humans or mice presenting mutations in 

microfibrilar components, therefore microfibrilar abnormalities, may be due to a dysregulation of 

TGF-β signalling. However, a recent work has shown that mice genetically deficient for fibrillin-1 

(Fbn1
C1039G/+

) present thoracic aorta aneurysms that are unrelated to TGF-β signaling, which indicates 

that the onset of thoracic aorta aneurysms might have more complex origins [149]. 

 

PHARMACOLOGICAL REINITIATION OF ELASTIN OR ELASTIC FIBER SYNTHESIS 

IN AGED PATIENTS OR ANIMALS 

The challenge of restoring or increasing the elastic fiber content in aged patients or animals (or in 

pathological conditions) is of particular importance and consists in stimulating the production of the 

elastic fiber components at a time when the synthesis of several of them is very low. 

Tropoelastin, the soluble precursor of elastin, and other elastic fiber components are synthesized in 

the skin by dermal fibroblasts and in vessels by medial VSMCs. The synthesis of tropoelastin is 
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regulated by numerous chemokines and growth factors [150] and also by potassium (K
+
) and calcium 

(Ca
2+

) ions. Indeed, K
+
 excess in the extracellular medium induces the depolarization of the plasma 

membrane, which causes the opening of voltage-dependent calcium channels (CaV) and leads to an 

increase in [Ca
2+

]i and a decrease in elastin synthesis [151,152]. Such a decrease in elastin synthesis 

was also shown in VSMCs incubated with the calcium ionophore A23187, which trigger Ca
2+

 influx 

and [Ca
2+

]i elevation [152,153]. On the contrary, K
+
 efflux from cells leads to an increase in elastin 

synthesis due to membrane hyperpolarization and CaV closing. This has been shown in experiments 

using the ATP-dependent K
+
 (KATP) channel opener, minoxidil, a potent arterial vasodilator which 

has long been used to treat hypertension. Minoxidil-induced K
+
 efflux leads to enhancement of elastin 

synthesis in cultured VSMCs and skin fibroblasts [151,154]. In vivo studies have also demonstrated 

that the elastin content and/or thickness of elastic lamellae are increased by minoxidil treatment in 

several animal models: Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) [155], Brown Norway (BN) rats 

[156], old C57Bl/6J mice [157] and Eln+/- mice [158]. Chronic treatment of mice with minoxidil also 

results in improvements of the arterial mechanics and cerebral perfusion and, at least in aged animals, 

in neosynthesis of elastic fibers and protection of pre-existing elastic fibers [157–159]. Other KATP 

channel openers, like diazoxide or nicorandil, exert an effect on in vivo elastin synthesis similar to 

those induced by minoxidil [156,160], while pinacidil and some cromakalim or diazoxide derivatives 

have also been shown to induce elastin production by cultured VSMCs in rats [156,161,162]. 

However, treatment of animals with other antihypertensive drugs, either angiotensin-II type 1 

receptor blocker, beta blocker or calcium channel blocker, does not modify the elastin content in 

arteries [163]. 

Numerous cytokines which inhibit tropoelastin transcription act through the activation of the 

Ras/MEK/ERK signalling pathway [150]. The increase in [Ca
2+

]i in VSMCs also stimulates ERK1/2 

phosphorylation. The inhibition of this signalling pathway could thus be a strategy to increase the 

elastin content in arteries. Actually, by performing in vitro and in vivo experiments in rats, it has been 
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demonstrated that inhibition of the ERK1/2 phosphorylation leads to increases in elastin synthesis by 

VSMCs and elastin content in the aorta [153]. The importance of this pathway in elastin metabolism 

has been confirmed by the demonstration that cortistatin reduces elastin degradation, MMP-2 and -9 

expressions and aneurysm progression through the inhibition of the ERK1/2 signaling pathways 

[164].  Of importance, it has also previously been shown that ERK1/2 signaling is involved in elastin 

peptide signaling through the elastin receptor complex (ERC) [94]. 

The general impact of the pharmacological treatments modulating the KATP channels-Ca
2+

 channels-

ERK1/2 pathways described above is illustrated in Figure 1.  

MEK inhibitors have also been used in order to stimulate elastin synthesis by cells isolated from 

patients with Costello syndrome, a developmental disorder characterized by hyper-activation of the 

mitogenic Ras-Raf-MEK/ERK pathway and inhibition of elastogenesis. The treatment of dermal 

fibroblasts derived from these patients with the MEK inhibitor PD98059 leads to the concomitant 

inhibition of cell proliferation and recovery of elastin production [165]. 

Completely different therapeutic strategies have also been tested to stimulate elastin synthesis using 

in vitro or in vivo models. Cenizo and colleagues have used a dill extract to induce LOXL gene 

expression in dermal fibroblasts, resulting in elastin content increase in dermal and skin equivalents 

as well as skin elasticity elevation in vivo in humans [166,167]. 

In addition, based on a previous work which has shown that microRNA (miR)-29 mimics 

downregulate the expression of elastin (ELN) as well as parts of collagen type I (COL1A1) and 

collagen type III (COL3A1) genes, the team of William C. Sessa has demonstrated that inhibition of 

miR-29a can increase ELN expression in human cells (skin fibroblasts, VSMCs, bioengineered 

vessels) and in cells from patients with ELN haploinsufficiencies (supravalvular aortic stenosis or 

Williams-Beuren syndrome). Using the same in vitro models, it was also demonstrated that 

engineered zinc-finger protein transcription factors that target the ELN gene can also be used to 

Journal Pre-proof



Jo
ur

na
l P

re
-p

ro
of

20 

stimulate the expression of elastin [168,169]. However, these potential therapeutic molecules have not 

been tested in vivo yet and need additional investigations for validation of their therapeutic potential. 

 

 

CONCLUSION 

Elastic fibers represent a major innovation in the course of the evolution of species. Their mechanical 

properties of resilience and elasticity under relatively high strain-stress, together with the protective 

action of collagen fibers, have permitted the emergence of large arteries adapted for the efficient but 

demanding close circulation of vertebrates. During development, the progressive expression and 

assembly of the elastic fiber components adapt the structure-function of the arteries to the changing 

mechanical requirements imposed by the constitution of the complex cardiovascular system. The 

stopping of the production of the main constituent of elastic fibers, elastin, during childhood, 

therefore preventing further assembly of elastic fibers, results in the presence of a limited and non-

reconstitutable stock of elastic fibers at the end of growth. During adulthood, the activity of 

proteolytic enzymes progressively degrades the existing elastic fibers and the arterial function, 

progressively leading to the deleterious elevated blood pressure, increased pulse pressure and altered 

hemodynamics observed during aging (Figure 2). The impossibility to physiologically replace the 

degraded elastic fibers, i.e. repair the arterial wall and re-establish a normal function of elastic 

arteries, questions the reasons for the limitation in time of the elastic fiber production. Is it a simple 

illustration disposable soma theory of aging, postulating that our bodies are important only until 

transmission of the genes to the next generation, then become unimportant ? The answer is possibly 

more complex and could rely on the fact that elastic fibers are assembled during development and, 

later on, are extended by the growth of the organs, which could be necessary for reaching their mature 

mechanical properties [31]. A production of arterial elastic fibers after the end of growth could result 

in permanently unextended fibers which would not present normal elastic properties, then would not 
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be completely efficient for endowing the large arteries with the needed mechanical properties. This 

hypothesis is supported by the fact that pharmacological reinduction of the expression of elastin and 

enzymes required for elastic fiber assembly, in the aorta of aged animals, results in the neosynthesis 

of elastic fibers that are not all normally arranged and oriented (figure 2). This has contrasted 

functional consequences: the important return of the aorta stress-strain relation closer to that of young 

adults, although with no significant impact on aorta distensibility and, surprisingly, a slight increase 

in aorta stiffness [157]. The search for new conditions allowing for elastic fiber arrangement and 

function optimization after elastin synthesis reinduction could be a future challenge in order to 

substantially improve the elasticity of large arteries in aged animals. 
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FIGURE LEGENDS: 

  

Figure 1: Cellular events and signaling pathways involved in elastic fiber neosynthesis induced 

by pharmacological treatments. 

Application of potassium channel openers to VSMCs leads to cell membrane hyperpolarization and 

calcium channel blockade. This induces a drop in intracellular Ca
2+

 concentration and inhibition of 

the ERK 1/2 pathway, resulting in the activation of the production of mRNAs involved in elastic fiber 

synthesis (tropoelastin, TE ; fibulin-5, FBLN-5 ; lysyl-oxidase, LOX ; fibrillin-1, FBN-1 ; ...) and 

secretion of the corresponding proteins. Treatment of the cells with an inhibitor of ERK 1/2 

phosphorylation produces the same effect regarding elastin. Elastic fiber neosynthesis then precedes 

their integration/aggregation into pre-existing elastic fibers and elastic lamellae. Regarding the effect 

of minoxidil, a limitation of elastic fiber ruptures and AGE formation is also observed. 

 

 

Figure 2: Evolution of arterial wall structure during development, adulthood, ageing and 
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pharmacotherapy. 

During development, elastic fiber deposition takes place in short size arteries, which are later 

extended by the progressive blood pressure elevation.  The extension of elastic fiber leads to the 

conformation providing them with their normal mechanical properties. During adulthood and aging, 

cyclic mechanical stress and proteases trigger elastic fiber degradation, leading to failing mechanical 

properties and increased stiffness.  Pharmacological treatments (e.g. minoxidil) in adult or aged mice 

stimulates the expression of the components allowing for elastic fiber assembly (e.g. tropoelastin, 

fibulin-5 and LOX), and neosynthesized elastic fibers are produced in the media, either aggregated to 

the pre-existing elastic lamellae (increased thickness of the elastic lamellae) or in the interlamellar 

spaces (under different orientations). 

 

 Highlights 
 Elastin and elastic fibers are synthesized only during late pregnancy and childhood  

 Elastic fibers provide the arteries with elasticity  

 Arterial elasticity allows for smoothing of the pulsatile blood flow and pressure delivered by the 

heart, leading to appropriate hemodynamics and organ perfusion  

 During aging, elastic fibers are altered by mechanical and enzymatic processes, leading to arterial 

stiffening and dysfunction, altered perfusion and organ damage  

 Pharmacological treatments, in particular with the ATP-dependent potassium channel opener 

minoxidil, reinitiate elastin production in vitro and in vivo  

 Minoxidil treatment results in improvements of the arterial mechanics and, at least in aged 

animals, in neosynthesis of elastic fibers and protection of pre-existing elastic fibers  

 Minoxidil and possibly other molecules could be considered as anti-aging agents for the arterial 

system  
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2. Annexe 2 : lettre d’acceptation de publication dans la European 

Respiratory Review (ERR) d’une méta-analyse sur l’effet de l’hypoxie 

intermittente sur les paramètres cardiaques chez les rongeurs 
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3. Annexe 3 : Commentaire reçu sur notre article publié dans ERJ 
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4. Annexe 4 : Protocole d’étude de la perméabilité au dextran 40kDa en 

hypoxie intermittente sur cellules HAEC 

 

FITC-Dextran 40kda : poudre jaune reconstituée dans le PBS Ca- Mg- à 20mg/ml puis dilué dans le 

milieu de culture sans LVES pour obtenir la solution de travail à 200µg/ml. 

Les inserts sont à coater avec du collagène 0.2mg/ml avant l’ensemencement des cellules. 

Faire en triplicate 

Procédure 

- La TEER maximale est obtenue après 4h d’expo 

- Vider les inserts et replacer les dans une plaque à fond perméable à 24 puits 

- Placer 700µL de M200 dans les puits de la boite à fond perméable 

- Placer 200µL de M200 sans FITC-Dextran dans les inserts 

- Incuber 4h à l’hypoxie intermittente/normoxie 

- Vider les inserts et placer 200µL FITC-Dextran dilué dans le M200 à 200µg/ml  

- Réexposer à l’HI/N pendant 2 heures supplémentaires 

- Prélever 50µL du milieu de la chambre inférieure du transwell et placer les dans un puit 

d’une plaque opaque à 96 puits 

- Faire la même chose pour tous les inserts  

- Placer également 50µL de la solution de travail de FITC-dextran (200µg/mL) pour avoir le C0 

- Lecture des plaques à λ488-535 
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5. Annexe 5 : Protocole d’étude du passage de FL-LDL en hypoxie 

intermittente sur cellules HAEC 

 

FL-LDL : Flacon de 200 ul (1mg/ml) conservé à +4 (frigo culture cell) puis dilué dans le milieu de 
culture M200 sans LVES pour obtenir la solution de travail à 10µg/ml. 
Les inserts (diamètre de pores 8um) sont à coater avec du collagène type I (0.2mg/ml) avant 

l’ensemencement des cellules. 

Faire en Duplicate 

Procédure 

- Après deux jours de culture, vider les inserts et replacer les dans une plaque à fond 

perméable à 24 puits 

- Placer 600µL de M200 dans les puits de la boite à fond perméable 

- Placer 200µL de M200 sans FL-LDL dans les inserts 

- Incuber 3h à l’hypoxie intermittente/normoxie 

- Vider les inserts et placer 200µL FL-LDL dilué dans le M200 à 10µg/ml  

- Réexposer à l’HI/N pendant 3 heures supplémentaires 

- Prélever 50µL du milieu de la chambre inférieure du transwell et placer les dans un puit 

d’une plaque opaque à 96 puits 

- Faire la même chose pour tous les inserts  

- Placer également 50µL de la solution de travail de FL-LDL (10µg/mL) pour avoir le C0 et 

M200 sans LVES comme blanc.  

- Lecture des plaques à λ488-535 (à l’aide du Fluorimètre au 5ème) 

- Soustraire le blanc 

- Exprimer les valeurs en fonction des contrôles normoxiques 
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6. Annexe 6 : Protocole d'étude de la migration des THP-1 en hypoxie 

intermittente sur cellules HAEC 

 

Monocytes THP-1 : cellules utilisées à une concentration de 3 millions/ml diluées dans le milieu de 
culture M200 sans LVES, ne sont pas pré-exposées à l’HI. 

Les inserts (diamètre de pores 8um) sont à coater avec du collagène type I (0.2mg/ml) avant 

l’ensemencement des cellules. 

Faire en Duplicate 

Procédure 

- Après deux jours de culture, vider les inserts et replacer les dans une plaque à fond 

perméable à 24 puits 

- Placer 600µL de M200 dans les puits de la boite à fond perméable 

- Placer 200µL de M200 sans THP-1 dans les inserts 

- Incuber 2h à l’hypoxie intermittente/normoxie 

- Vider les inserts et placer 200µL de THP-1 diluées dans du M200 sans LVES (3 millions/ml) 

- Dans le milieu en bas, rajouter 100ng/ml de MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) 

- Réincuber pendant 4 heures supplémentaires à l’HI/N 

- Récupérer tout le milieu de la chambre inférieur de chaque insert, centrifuger à 1000rpm 

pendant 5 min, reprendre le culot dans 50 µL de milieu M200. 

- Compter les cellules THP-1 par une cellule de Neubauer. 

- Exprimer les valeurs en fonction des contrôles normoxiques 
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7. Annexe 7 : Coloration des aortes en face à l’Oil Red O  

 
Solution mère : 2.1 g dans 600mL d’isopropanol, agiter par retournement puis laisser une 

nuit à RT.  

 

Solution de travail (qui ne se conserve pas) : 60% de solution mère + 40% d’eau. Mélanger, 

laisser reposer au moins 10 min puis filtrer. Attention à la lumière. 

 

Solution de rinçage : 60% d’isopropanol + 40% d’eau.  

 

Prélèvement 

 
- Le jour des prélèvements : mettre les aortes dans du PFA 2% (dans du PBS) pendant 24h à +4°C 

- Le lendemain : enlever les aortes du PFA et les mettre dans du PBS à +4°C 

  

Coloration ORO  

 
    - Rincer les aortes 2*5 minutes avec la solution de rinçage 

    - Incuber les aortes dans la solution de travail pendant 12h (overnight) 

    - Le lendemain, rincer brièvement les aortes avec la solution de travail pour enlever l’excès de la 

solution de travail puis avec du PBS  

    - Placer les aortes dans des Eppendorfs contenant du PBS 

 

 Dissection 

 
     - Placer l’aorte dans une boite à fond noir pour la nettoyer (enlever délicatement l’adventice)  

     - ouvrir l’aorte longitudinalement  

     - fixer-la à l’aide de pins très fins tout en la gardant hydratée avec du PBS 

     - Remplir la boite avec du PBS et prendre une photo 

 

 

Quantification  

  

     - Mesurer l’aire totale de l’aorte à l’aide de l’option Polygone de Image J 

     - Mesurer l’aire des plaques colorées en rouge à l’aide de l’option Color threshold de Image J 

(Image-adjust-color threshold) 

      - Calculer le ratio Aire des plaques/ Aire totale de l’aorte 
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8. Annexe 8 : Coloration des valves aortiques à l’Oil Red O  
 

 

Solution mère : 2.1 g dans 600mL d’isopropanol, agiter par retournement puis laisser une 

nuit à RT.  

Solution de travail (qui ne se conserve pas) : 60% de solution mère + 40% d’eau. Mélanger, 

laisser reposer au moins 10 min puis filtrer. Attention à la lumière. 

  
             - Laisser sécher les lames pendants 15 min sous la hotte 

- Incuber les lames 10 minutes dans une solution de formaldéhyde 4%   

- Rincer à l’isopropanol 60% 

- Laisser sécher les lames 10 minutes puis les placer dans l’Oil Red O 20 minutes 

- Rincer à l’isopropanol 60% puis à l’eau du robinet (1 bain puis 1-2 minutes).  

- Les lames sont ensuite placées dans un bain d’Hématoxyline 7 minutes puis rincées à l’eau 

du robinet et monter en milieu aqueux. 

-Quantifier par ImageJ à l’aide de l’outil de seuillage  
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9. Annexe 9 : Protocole d’analyse par immunofluorescence de la VE-

Cadhérine murine sur cryocoupes d'aorte 

Etape Procédure Temps (min) Température Réactif 
1 Fixation 10' Ambiante PFA 4% 

2 Lavage PBS 3x5' Ambiante 
PBS 1X + 0,1% 
Tween 20 

3 
Inhibition auto-fluo 
élastine 

3*10' 

glace ou à 4°C 
sous hotte et 
sous agitation 
douce 

NaBH4 0,1% 
sans lavages 
intermédiaires  

4 Lavage PBS 3x5' Ambiante 
PBS 1X + 0,1% 
Tween 20  

5 Cerclage     stylo PAP PEN 

6 
Blocage des sites non 
spécifiques  

30' Ambiante 
PBS 1X + Goat 
serum 10% 

7 
Anticorps Iaire rat anti-
mouse VE-Cadh (CD144) 
n° 203  

o/n 4°C 
 Dilué 1:50 
dans PBS-
5%goat serum 

8 
Lavage avec tampon de 
rinçage 

3x5 Ambiante 
PBS 1X + 0,1% 
Tween 20  

9 
Anticorps IIaire (anti-rat 
Alexa 488 ) (P) 

45-60 Ambiante 

Anti rat Alexa 
(1/500 (4ug/ml)  
dilué dans 
PBS-5%goat 
serum 

10 
Lavage avec tampon de 
rinçage 

2x5 Ambiante 
PBS 1X + 0,1% 
Tween 20  

11 Contre coloration noyaux 10' Ambiante 
Dapi 1/1000e 
ou hoechst 

12 Lavages PBS 3x5 Ambiante PBS 1x 

13 Monter les coupes  - Ambiante 

Milieu de 
montage 
aqueux 
(Fluoromount) 

 

- Pas de perméabilisation 

- NBH4: à préparer fraichement à chaque fois 0,1g dans 100mL de PBS 1X (attention 

poudre inflammable toxique). 
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10.  Annexe 10 : Modèles murins d’HI 

Il existe d’autres modèles murins pour étudier les effets du SAOS, comme la trachéotomie 

ou l’utilisation d’un ballon gonflable dans la trachée ou d’un masque nasal qui permettent 

d’obstruer par intermittence les voies respiratoires (Figure 21). Ces modèles permettent de 

reproduire plusieurs composantes du SAOS comme l’hypoxie intermittente, l’hypercapnie, 

et les efforts inspiratoires. Mais ils sont invasifs et stressants pour les animaux (Dematteis et 

al., 2009; Hunyor and Cook, 2018). Le modèle murin utilisé par notre laboratoire consiste à 

exposer les animaux à une hypoxie intermittente en les plaçant dans des cages dont le taux 

d'oxygène peut varier et être contrôlé par programmation. 

 

 

Figure 21: Modèles expérimentaux qui miment le syndrome d’apnées obstructives du sommeil chez des 
animaux. Le modèle 1 est la trachéotomie ou l’utilisation d’un ballon gonflable, le modèle 2 consiste à 
utiliser un masque nasal et enfin le modèle 3 qui consiste à exposer les animaux à des niveaux de FiO2 bas 
par intermittence (d’après Hunyor and Cook, 2018). 
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11.   Annexe 11 : Modèles murins d’athérosclérose 

Plusieurs modèles animaux sont utilisés pour étudier l'athérosclérose. L’espèce privilégiée 

est la souris en raison de la rapidité de reproduction et de développement de lésions 

d’athérosclérose et notamment de la facilité d'introduire plusieurs manipulations génétiques 

(knock-out, knock-in), avec possible spécificité tissulaire de la modification génique et la 

similarité des mécanismes impliquées dans l’athérosclérose chez l’Homme. Cependant, ce 

modèle présente certaines limites. En effet, la souris susceptible à l’athérosclérose ne 

développe pas de plaques instables comme celles observées chez l’humain. Elle ne reproduit 

pas les localisations préférentielles pour le développement des plaques chez l’Homme (pas 

de plaques d’athéromes au niveau des artères coronaires mais une athérosclérose importante 

au niveau des valves aortiques). Le métabolisme et le profil des lipoprotéines circulantes 

sont différents entre la souris modèle d’athérosclérose et l’Homme (Andrés and Dorado, 

2015).  

Deux manipulations génétiques sont fréquemment utilisées pour rendre les souris 

susceptibles à l’athérosclérose : des souris déficientes en apolipoprotéines E (ApoE-/-) et des 

souris déficientes en récepteurs aux LDL (LDLr-/-). Ces deux mutations sont caractérisées 

par une hypercholestérolémie responsable du développement de l'athérosclérose.  

b. Souris ApoE-/- 

L'ApoE est une glycoprotéine produite majoritairement par les hépatocytes mais aussi par 

les macrophages, les cellules stéroïdogènes, les astrocytes et les adipocytes. Elle permet 

l’élimination hépatique des lipoprotéines non-HDL (chylomicrons et des VLDL rémanents) 

grâce à sa fonction "ligand" pour les récepteurs des lipoprotéines à faible densité (LDL). Les 

souris ApoE-/- sont caractérisées par une accumulation des lipoprotéines enrichies en 

cholestérol et en apoB48 (VLDL notamment, le LDL est plutôt caractéristique des lésions 

humaines). Elles développent de l’athérosclérose même sous régime standard, l'athérogenèse 

étant stimulée par les régimes riches en lipides et en cholestérol. La localisation des lésions 

peut dépendre de la nature ainsi que de la durée du régime alimentaire. Ces souris 

développent rarement des lésions au niveau des artères coronaires (Andrés and Dorado, 

2015; Emini Veseli et al., 2017).  
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c.  Souris LDLr-/- 

Les récepteurs à LDL sont exprimés sur la membrane des hépatocytes où ils reconnaissent 

les apolipoprotéines ApoB100 ou ApoE, et fixent les LDL, facilitant ainsi leur absorption et 

leur élimination par internalisation dans des vésicules.  L’absence de ces récepteurs chez des 

souris déficientes en récepteurs LDL (LDLr-/-) est responsable de l'accumulation d'apoB100 

et du LDL-cholestérol. Elles augmentent modérément leur cholestérol et développent ainsi 

des plaques seulement quand elles sont nourries avec un régime riche en cholestérol (Emini 

Veseli et al., 2017). Ce modèle est largement utilisé comme un modèle 

d’hypercholestérolémie familiale caractérisée par un nombre insuffisant de récepteurs à LDL 

(Andrés and Dorado, 2015).   

 

d. Autres modèles d’athérosclérose 

Il s’agit d’une double délétion ApoE-/- et LDLr-/- (ApoE/LDLr double-knockout) ou des 

variantes des modèles ApoE-/- et LDLr-/-. Des souris ApoE2 Knock-In ou ApoE*3-Leiden 

ont une faible affinité aux récepteurs du LDL et développent spontanément de 

l’athérosclérose quand ils sont nourris par un régime riche en cholestérol. Des variantes du 

modèle LDLr-/-existent aussi, comme des souris transgéniques ApoB100/ LDLr-/-, ou des 

souris Apobec-/- LDLr-/- qui expriment exclusivement l’ApoB100 par mutation au niveau 

du gène qui code pour l’ApoB48 (Emini Veseli et al., 2017; Poznyak et al., 2020).  

Les souris PCSK9-AAV (pro-protein convertase subtilisin/kexin type 9 - adeno associated 

virus) sont un nouveau modèle d'athérosclérose qui a été développé en injectant un virus 

adéno-associé recombinant portant une mutation (D374Y ou D377Y) qui permet un gain en 

fonction de la protéine PCSK9, qui est une enzyme capable de se lier au récepteur du LDL, 

réduisant son expression sur la membrane des hépatocytes et augmentant ainsi le LDL-

cholestérol plasmatique. L’intérêt de ce modèle réside dans la possibilité d’étudier 

l’efficacité des traitements hypolipémiants en terme de régression de l'athérosclérose, 

puisque ces souris peuvent réduire leurs lésions d’athérosclérose suite à un régime standard 

(Poznyak et al., 2020).  

Ils existent aussi des modèles animaux de plaques d’athérome instables qui sont utiles pour 

étudier les médicaments stabilisants de plaques. Cette catégorie est représentée par le modèle 
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de souris ApoE-/-Fbn1C1039G+/-, qui consiste à induire, en plus de l'invalidation de ApoE, une 

mutation hétérozygote qui altère la production de fibrilline-1 et ainsi la structure des fibres 

élastiques, ce qui rend les plaques d’athérome vulnérables. La rupture spontanée de la plaque 

est évaluée par la détection de la mort subite des animaux (Emini Veseli et al., 2017; Poznyak 

et al., 2020). 

Les principaux modèles murins d'athérosclérose sont présentés en figure 22. 
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Figure 22: Les différents modèles murins d’athérosclérose et leurs caractéristiques (d’aprés Emini Veseli et al., 
2017). 
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Syndrome d'apnées obstructives du sommeil et athérosclérose : vers l'identification de la VE-

cadhérine comme biomarqueur et comme nouvelle cible thérapeutique ? 

Les complications cardiovasculaires du syndrome d'apnées obstructives du sommeil (SAOS), telles que 

athérosclérose et infarctus du myocarde, posent un problème de santé publique. La VE-Cadhérine (VE-Cad), 

protéine des jonctions adhérentes endothéliales, subit un clivage menant à l'augmentation de la perméabilité 

endothéliale et la libération d'un fragment soluble (sVE), marqueur de dysfonction endothéliale dans plusieurs 

pathologies. Notre hypothèse est que, dans le SAOS, le clivage de la VE-Cad contribuerait à une augmentation 

de la perméabilité endothéliale, menant à une dysfonction endothéliale et de l'athérosclérose, et que sVE 

pourrait être un biomarqueur de dysfonction endothéliale.  

Dans cette thèse, nous avons démontré pour que l’hypoxie intermittente active le clivage de la VE-cadhérine, 

détectable par des taux élevés de sVE, dans 3 modèles d’hypoxie intermittente : in vitro, in vivo chez des souris 

et chez des volontaires sains exposés à l’hypoxie intermittente. Nous avons également détecté ce fragment 

soluble dans le sang des patients SAOS sans aucune comorbidité cardiovasculaire, chez qui sVE a été corrélée 

avec l’AHI, le VEGF sérique et a été réduite par le traitement PPC notamment chez les patients bien compliants. 

In vitro, nous avons démontré que le clivage de la VE-cadhérine est associé à une augmentation de la 

perméabilité endothéliale et du passage des LDLs et des monocytes à travers une monocouche de cellules 

endothéliales. Nous avons également démontré que la perméabilité endothéliale médiée par le clivage de la 

VE-cadhérine implique des voies de signalisation qui peuvent dépendre de ROS, HIF-1, VEGF et des tyrosine 

kinases. Enfin, nous avons démontré que l’inhibition des voies de signalisation du clivage de la VE-cadhérine 

in vivo a prévenu la dysfonction endothéliale et l’athérosclérose induites par l’hypoxie intermittente.  

Ces résultats suggèrent que l'athérosclérose induite par l'hypoxie intermittente est initiée par 

l'hyperperméabilité endothéliale provoquée par le clivage de la VE-cadhérine, ce qui faciliterait l'infiltration 

des lipides et des molécules inflammatoires dans la paroi artérielle. VE-cadhérine pourrait être une cible 

prometteuse pour prendre en charge l’athérosclérose associée au SAOS. 

Mots clés :  Syndrome d’apnées obstructives du sommeil, hypoxie intermittente, dysfonction endothéliale, 

athérosclérose, VE-Cadhérine. 

Obstructive sleep apnea syndrome and atherosclerosis: towards the identification of VE-

cadherin as a biomarker and as a new therapeutic target?  

The cardiovascular complications of obstructive sleep apnea syndrome (OSAS), such as atherosclerosis and 

myocardial infarction, are considered as a public health concern. VE-Cadherin (VE-Cad), a protein of adherent 

endothelial junctions, undergoes cleavage leading to increased endothelial permeability and the release of a 

soluble fragment (sVE), a marker of endothelial dysfunction in several pathologies. Our hypothesis is that, in 

OSAS, VE-Cad cleavage would increase endothelial permeability, leading to endothelial dysfunction and 

atherosclerosis, and that sVE could be a biomarker of endothelial dysfunction. 

In this thesis, we demonstrated that intermittent hypoxia activates the cleavage of VE-cadherin, detectable by 

high levels of sVE, in 3 intermittent hypoxia models: in vitro, in vivo in mice and in healthy volunteers exposed 

to intermittent hypoxia. We also detected this soluble fragment in the blood of OSAS patients without any 

cardiovascular comorbidity, in whom sVE has been correlated with AHI, serum VEGF and was reduced by 

CPAP treatment, especially in patients with high adherence. In vitro, we showed that the cleavage of VE-

cadherin is associated with increased endothelial permeability and passage of LDLs and monocytes through an 

endothelial cell monolayer. We also found that endothelial permeability mediated by cleavage of VE-cadherin 

involves signaling pathways that could depend on ROS, HIF-1, VEGF, and tyrosine kinases. Finally, we 

demonstrated that inhibition of VE-cadherin cleavage signaling pathways in vivo prevented endothelial 

dysfunction and atherosclerosis induced by intermittent hypoxia. 

These results suggest that atherosclerosis induced by intermittent hypoxia is initiated by endothelial 

hyperpermeability mediated by the VE-cadherin cleavage, which could facilitate the infiltration of lipids and 

inflammatory molecules into the arterial wall. VE-cadherin might be a promising target for the management of 

atherosclerosis associated with OSAS. 

Keywords: Obstructive sleep apnea syndrome, intermittent hypoxia, endothelial dysfunction, atherosclerosis, 

VE-Cadherin. 
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