N

N

Réponses a I’hypoxie chez ’'Homme: vulnérabilité
individuelle et impact d’une dette de sommeil

Pierre Fabries

» To cite this version:

Pierre Fabries. Réponses a I'hypoxie chez 'Homme: vulnérabilité individuelle et impact d’une dette
de sommeil. Physiologie [q-bio. TO]. Université Paris-Saclay, 2023. Frangais. NNT: 2023UPASWO003 .
tel-04191520

HAL Id: tel-04191520
https://theses.hal.science/tel-04191520v1
Submitted on 30 Aug 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04191520v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

3
)
o
O
)
=
=
=
=
7
=
==
-

: 2023UPASWO003

NNT

universite
PARIS-SACLAY

Réponses a I’hypoxie chez I’ Homme :
vulnérabilité individuelle
et impact d’une dette de sommeil

Hypoxia responses in Human:
individual vulnerability and sleep loss impact

These de doctorat de I'université Paris-Saclay

Ecole doctorale n°566 : Sciences du sport, de la motricité et du mouvement humain (SSMMH)
Spécialité de doctorat : Sciences du sport et du mouvement humain

Graduate School : Sport, mouvement, facteurs humains

Référent : Université Evry-Val-d’Essonne

Thése préparée au Laboratoire de biologie de 1’exercice pour la performance et la santé
(Université Paris-Saclay, Univ Evry)

et a I'Institut de recherche biomédicale des Armées (Brétigny-sur-Orge),

sous la direction de Nathalie KOULMANN, MD, PhD, HDR

et la codirection de Mounir CHENNAOUI, PhD, HDR

Thése soutenue a Paris, le 31 mai 2023, par

Pierre FABRIES

Composition du Jury
Membres du jury avec voix délibérative

Bruno CHENUEL

Professeur des universités

Praticien hospitalier Président
Université de Lorraine

Brigitte FAUROUX

Professeur des universités

Praticien hospitalier Rapporteur & examinatrice
Université Paris Cité

Frédéric ROCHE
Professeur des universités
Praticien hospitalier
Université Jean Monnet

Rapporteur & examinateur

Kiyoka KINUGAWA
Professeur des universités
Praticien hospitalier
Sorbonne Université

Examinatrice




1

RESUME

ECOLE DOCTORALE

Sciences du sport, de la
motricité et du mouvement

® .
universite

PARIS-SACLAY humain (SSMMH)

Titre : Réponses a I’hypoxie chez ’Homme : vulnérabilité individuelle et impact d’une dette de sommeil.

Mots clés : Hypoxie, chémoréflexe, héme oxygénase-2, sommeil, cognition, mal aigu des montagnes.

Résumé :

L’exposition a I’hypoxie aigué d’altitude en-
traine des réponses physiologiques variables selon des fac-
teurs extrinseques (altitude atteinte, vitesse et durée d’ex-
position) et intrinséques (comorbidité). Si les réponses
sont insuffisantes ou inadaptées, les sujets vont développer
des intolérances (pathologies de haute altitude, déficits co-
gnitifs séveres) et des incapacités, selon une grande vulné-
rabilité interindividuelle.

Au cours de ce travail, nous avons dans un pre-
mier temps étudié¢ la vulnérabilité individuelle au regard
de facteurs intrinséques génétiques. Chez ’Homme, la di-
minution d’oxygene est détectée par les cellules des corps
carotidiens. A ce niveau, I’héme oxygénase-2 (HO-2) est
considérée comme le capteur sensible a la disponibilité en
oxygene. La premicre réponse a I’hypoxie médiée par les
corps carotidiens est 1’hyperventilation. Cette réponse
ventilatoire a I’hypoxie, variable selon les individus, a été
corrélée a la tolérance a I’hypoxie. Nous avons étudié la
relation entre les réponses ventilatoires au repos et a I’ef-
fort en hypoxie et un polymorphisme mononucléotidique
fonctionnel du géne HMOX?2 codant I’HO-2, le polymor-
phisme mononucléotidique rs4786504 HMOX2:T>C, qui
module I’expression génétique d’HMOX2. 1l a été montré
que son expression est majorée par 1’alléele muté C. Dans
un échantillon de 84 sujets volontaires sains, nous démon-
trons que les sujets porteurs de la version homozygote mu-
tée C/C ont des réponses ventilatoires au repos et a 1’effort
en hypoxie supérieures aux sujets porteurs de I’all¢le an-
cestral T (T/T et C/T). Ces derniers sont par ailleurs plus
susceptibles de développer une grave pathologie de haute
altitude. Durant cette étude, nous avons également réalisé
des enregistrements du sommeil des participants. Nos ré-
sultats sont en faveur d’un lien entre tolérance a I’hypoxie
d’altitude et durée totale de sommeil et sommeil lent. Les
sujets tolérants a I’hypoxie ont un temps total de sommeil
et un temps de sommeil lent plus important que les sujets
susceptibles de développer une grave pathologie de haute
altitude.

En paralléle de ces résultats, nous avons iden-
tifi¢ plusieurs point d’interférence possibles liés a la
dette de sommeil, susceptibles de modifier les réponses
a I’hypoxie et de favoriser la survenue d’intolérances ou
d’incapacités en hypoxie. Pour vérifier cette hypothése,
une seconde étude a été dévolue aux effets de la dette de
sommeil sur la tolérance a 1’hypoxie. Sur 17 sujets vo-
lontaires sains exposés a une hypoxie normobare (3500
metres), suite a une seule nuit de restriction de sommeil
a 3 heures, nous avons mis en évidence une majoration
de la dégradation des performances cognitives sur les
fonctions exécutives. Ces effets se sont produits selon
les profils génotypiques du polymorphisme d’HMOX2
précédemment étudié. Cette étude nous a par ailleurs
permis de confirmer 1’effet connu de la restriction de
sommeil sur I’attention soutenue (évaluée par le psycho-
motor vigilance test (PVT)). De fagon originale, la dé-
gradation de cette performance au PVT est en lien avec
les profils génotypiques d’HMOX2. Les sujets porteurs
de la version homozygote mutée C/C avaient de meil-
leures performances (temps de réaction diminués) et des
valeurs de fréquence cardiaque plus élevées que les su-
jets porteurs de la version ancestrale T. La mutation
d’HMOX?2 pourrait influencer la sensibilité du chémoré-
flexe et la performance au PVT sous contrainte de res-
triction de sommeil, probablement par une meilleure
mise a disposition de I’oxygeéne aux neurones (augmen-
tation de la FC et de la Sa0»).

En conclusion, ce travail apporte de nouvelles
informations  sur les  facteurs  intrinséques
(rs4786504 HMOX?2) et extrinséques (dette de som-
meil) impliqués dans les réponses et la tolérance a 1’hy-
poxie chez I’Homme. Aussi, il conforte I’hypothése du
role central de ’héme oxygénase-2 comme « capteur de
I’oxygéene » artériel au niveau des chémorécepteurs pé-
riphériques chez I’Homme.




Title : Hypoxia responses in Human: individual vulnerability and sleep loss impact.

Keywords : Hypoxia, chemoreflex, heme-oxygenase-2, sleep, cognition, acute mountain sickness.

Abstract :

Exposure to acute altitude hypoxia leads to
variable physiological responses depending on ex-
trinsic (altitude reached, speed and duration of expo-
sure) and intrinsic (comorbidity) factors. If the re-
sponses are insufficient or inadequate, the subjects
will develop intolerances (high-altitude illnesses, se-
vere cognitive deficits) and disabilities, depending on
a high interindividual vulnerability.

During this work, we first studied individual
vulnerability according to intrinsic genetic factors. In
humans, the decrease in oxygen is detected by the
cells of the carotid bodies. At this level, heme oxy-
genase-2 (HO-2) is considered the « O; sensor » sen-
sitive to oxygen availability. The primary response to
hypoxia mediated by the carotid bodies is hyperven-
tilation. This hypoxic ventilatory response, variable
between individuals, has been correlated with hy-
poxia tolerance. We investigated the relationship be-
tween ventilatory responses at rest and exercise dur-
ing hypoxia with a functional single nucleotide poly-
morphism of the HMOX2 gene encoding HO-2, the
single nucleotide polymorphism
154786504 HMOX2:T>C, which modulates gene ex-
pression of HMOX?2. It has been previously shown
that its expression is increased in subjects carrying
the C mutated allele. In a sample of 84 healthy vol-
unteers, we demonstrate that subjects carrying the
homozygous C/C mutated genotype have higher rest-
ing and exercise hypoxic ventilatory responses
higher than subjects carrying the ancestral T allele
(T/T and C/T). The latter are also more likely to de-
velop a severe high altitude illness. During this study,
we recorded the participants' sleep. Our results sup-
port a link between tolerance to altitude hypoxia and
total sleep time and slow-wave sleep duration: in hy-
poxia-tolerant subjects, total sleep time and slow-
wave sleep are higher than in subjects at risk of de-
veloping severe high-altitude illness.

In parallel to these results, we identified sev-
eral possible points of interference related to sleep
debt, likely to modify the responses to hypoxia and
to promote the occurrence of intolerance or incapac-
ity in hypoxia. To verify this hypothesis, a second
study was devoted to the effects of sleep debt on tol-
erance to hypoxia. On 17 healthy volunteers exposed
to normobaric hypoxia (3500 meters), following a
single night of sleep restriction to 3 hours, we
demonstrated an increase in the deterioration of cog-
nitive performance on executive functions. These ef-
fects differed according to genotypes of the HMOX2
polymorphism previously described. Our results
also confirmed the known effect of sleep restriction
on psychomotor vigilance test (PVT) related to sus-
tained attention. In an original way, this degradation
of PVT performance was related to HMOX2 geno-
types. Subjects carrying the homozygous C/C mu-
tated genotype performed better (PVT - reduced re-
action times) and have higher heart rate values than
subjects carrying the ancestral allele T. This sug-
gests that HMOX2 mutation could influence chem-
oreflex sensitivity and PVT performance under sleep
restriction, probably through improved oxygen de-
livery to neurons (increased HR and Sa0O,).

In conclusion, this work provides new infor-
mation on the intrinsic (rs4786504 HMOX2) and
extrinsic (sleep debt) factors involved in responses
and tolerance to hypoxia in humans. It also supports
the hypothesis of the central role for heme oxygen-
ase-2 as an arterial “O; sensor” at the level of periph-
eral chemoreceptors in humans.




Fig. 4. — La nacelle du Zénilth dans les haules régions de 'atmosphére.
(Figure extraite de La Nature du 1¢f mai 1875.)

On y voit & gauche : Sivel coupant les cordelettes des sacs delest. A droite : Crocé-Spi-
nelli se préparant & respirer de l'oxygéne, aprés avoir fait les observations spectrosco-
piques. Au centre : Vu de dos : Tissandier faisant des lectures.

« J'ai la persuasion que Crocé-Spinelli et Sivel vivraient encore, malgré leur séjour si prolongé dans
les hautes régions, s'ils avaient pu respirer I'oxygene. [...] Mais ces nobles victimes ont ouvert a
l'investigation scientifique de nouveaux horizons ; ces soldats de la science, en mourant, ont montré
du doigt les périls de la route, afin que I'on sache apres eux, les prévoir et les éviter. »
Gaston Tissandier

(Tissandier, 1875 ; Bert, 1878)
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5 ABREVIATIONS

AR, A2aR, A2BR A3aR : adenosine Ax receptors

ACE : enzyme de conversion de |’angioten-
sine

ADO : adenosine

ADORAZ2A : adenosine A2A receptor gene
ADP : adenosine diphosphate

AMS : acute mountain sickness

ANOVA : analyse de la variance

ANS : autonomic nervous system

ARNmMm : acide ribonucléique messager
ATP : adeniosine triphosphate

BP : blood pressure

Ca?" : calcium

CB : carotid body

CBF : central blood flow

CD73 : ecto-5'-nucleotidase (NT5SE)

CN : nerf du sinus carotidien

CNS : central nervous system

CO : monoxyde de carbone

CO; : dioxyde de carbone

COMT : catéchol-O-méthyl transférase
CPEMPN : Centre principal d’expertise mé-
dicale du personnel navigant

CRP : protéine C réactive

CSE : cystathionine y-lyase

DBP : diastolic blood pressure

AVm : variation du potentiel de membrane
DSaO0:s : différence de saturation artérielle en
oxygene

DSC : débit sanguin cérébral

ECG : électro-cardiogramme

EEG : ¢électro-encéphalogramme
EMG : électro-myogramme

ENT : equilibrative nucleoside transporter
EOG : électro-oculogramme

EPO : erythropoiétine

ET-1 : endothelin-1

EtCOsz : end-tidal CO>

FC : fréquence cardiaque

F10; : fraction inspirée en oxygene
FR : fréquence respiratoire

FTT : finger tapping task

GH : growth hormon

H>S : sulfure d’hydrogéne

Hb : hémoglobine

HCOs™ : bicarbonates

HCR : hypoxic cardiac response

HIF : hypoxia inducible factor

HO-2 : héme oxygenase-2

HMOX?2 : HO-2 gene

hPa : hectopascal

HPA : hypothalamic—pituitary—adrenal axis
HRE : hypoxia response element
HS-HY : habitual sleep and hypoxia
HS-NO : habitual sleep and normoxia
HVR : hypoxic ventilatory response
IC 95 : intervalle de confiance a 95%
IGF-1 : insulin-like growth factor 1
IH : intermittent hypoxia

IL-1B : interleukin-1 beta
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IL-6 : interleukin-6

IL-10 : interleukin-10

IMC : indice de masse corporelle

IRBA : Institut de recherche biomédicale des
armées

IRMf : imagerie par résonance magnétique
fonctionnelle

K™ : potassium

kPA : kiloPascal

LAMP-MC : loop-mediated isothermal am-
plification — melting curve

LPS : latency to persistent sleep

MAM : mal aigu des montagnes

mmHg : millimétres de mercure

N1, N2 et N3 : stades du sommeil lent
NF-«B : nuclear factor-kappa B

NO : monoxide d’azote (oxyde nitrique)
NOS : oxide nitrique synthase

NREM : non-rapid eye movement sleep
NTS : noyau du tractus solitaire

O : oxygene, dioxygene

OCHA : cedéme cérébral de haute altitude
OPHA : ;edéme pulmonaire de haute altitude
PA : pression artérielle

PAO: : pression alvéolaire en oxygeéne
PACO:s : pression alvéolaire en dioxyde de
carbone

PaO; : pression artérielle en oxygeéne

Ps : pression barométrique

PDH : pyruvate dehydrogenase

PDK : pyruvate déshydrogénase kinase
PHD : prolyl-hydroxylases

P10, : pression inspirée en oxygene

PPS : potentiel post-synaptique

PSG : polysomnographie

psi : pound per square inch

PvO; : pression veineuse en oxygeéne

PVT : psychomotor vigilance test

REM : rapid eye movement

RIPH2 : recherche impliquant la personne
humaine de niveau 2

ROS : reactive oxygen species

RT : reaction time

rs : référence séquence

SaOs; : saturation artérielle en oxygene
SpO: : saturation pulsée en oxygene
SAOS : syndrome des apnées obstructives du
sommeil

SBP : systolic blood pressure

SD : sleep deprivation

SEL : sleep efficiency

SNA : systeme nerveux autonome

SNP : single nucleotid polymorphism

SNS : systéme nerveux sympathique

SOL : sleep onset latency

SR-HY : sleep restriction and hypoxia
SR-NO : sleep restriction and normoxia
TEP : tomographie par émission de positrons
TIB : time in bed

TLR : toll-like receptors

TNF-a : tumor necrosis factor alpha

TST : total sleep time

VE : débit ventilatoire

VEGF : vascular endothelial growth factor
VO;max : consommation maximale d’ox-
ygene

WASO : wake after sleep onset

2,3-DPG : acide 2,3-disphosphoglycérique
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8 INTRODUCTION

En missions ou a I’entrainement, les militaires, qu’ils soient parachutistes, troupes de mon-
tagne ou personnel navigant, sont régulierement exposés a I’hypoxie aigué d’altitude. Il en est de méme
pour toute personne devant se rendre en altitude quelle qu’en soit la raison, touristique ou profession-
nelle. Cette exposition a I’hypoxie est rarement isolée et survient souvent dans un contexte de dette de
sommeil préalable, que ce soit dans un contexte opérationnel (missions de nuit ou matinales, périodes

d’entrainement avec moindres conditions de repos, etc.) ou géographique (jet-lag, etc.).

L’hypoxie environnementale est caractérisée par une diminution de la disponibilité d’oxy-
gene dans 1’air inspiré. Cette exposition a des effets chez ’Homme. Des réponses compensatrices (hy-
perventilation, tachycardie) se mettent en place pour optimiser la mise a disposition d’oxygeéne jusqu’aux
tissus et cellules. Si elles sont insuffisantes ou inadaptées, ces réponses peuvent étre a I’origine de pa-
thologies spécifiques (céphalées de haute altitude, mal aigu des montagnes, etc) et/ou d’incapacités. La
tolérance a ’altitude dépend de facteurs extrinséques (altitude atteinte, durée d’exposition, etc.) et de
facteurs intrinséques (genre, migraine et autres comorbidités, etc.). Il existe une grande vulnérabilité

inter-individuelle dans la survenue des troubles, a I’origine d’altération de 1’état de santé.

Les facteurs intrinséques contribuant a la tolérance individuelle des sujets vivant au niveau
de la mer sont largement méconnus et méritent d’étre explorés. Il a été démontré que les sujets ayant une
forte réponse ventilatoire a 1’exercice en hypoxie, lors d’un effort de randonnée au sommet du Mont-
Blanc simulé en laboratoire (test d’effort en hypoxie mis au point par le Pr Richalet), étaient moins a
risque de développer de graves pathologies de haute altitude, contrairement aux sujets ayant une moindre
réponse ventilatoire a I’hypoxie (Richalet et al., 2012). Dans notre organisme, ce sont les chémorécep-
teurs périphériques des corps carotidiens qui surveillent la concentration en oxygene du sang artériel. Ils
sont a I’origine de I’hyperventilation, premicre réponse a I’hypoxie. A ce jour, il n’existe pas de preuve
formellement établie concernant le mécanisme de détection de la diminution d’oxygeéne, mais de nom-
breuses études s’accordent a positionner I’héme oxygénase-2 (HO-2) comme « capteur d’oxygene » au
niveau des corps carotidiens (Prabhakar et al., 2018). C’est en effet une protéine ubiquitaire dont ’acti-
vité enzymatique dépend de la présence d’oxygene pour fournir, notamment, du monoxyde de carbone.
Sur un modéle animal, des études chez des souris knock-out HO-2 ont montré un émoussement de la
réponse ventilatoire en hypoxie (Adachi et al., 2004). Récemment, dans la population tibétaine adaptée
a la vie sur les hauts plateaux et caractérisée par une augmentation basale de la ventilation au repos, une
mutation génétique fonctionnelle a été associée a la tolérance a I’exposition chronique a la haute altitude.

Cette mutation a été retrouvée sur le géne HMOX2, qui code ’'HO-2, et est par ailleurs associée a une
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majoration de 1’expression du gene (Yang et al., 2016). Dans notre population européenne, 71 % des
sujets sont porteurs de I’allele muté identifi¢ en lien avec la tolérance (projet 1000 Genomes - référence
GRCh38 pour la population européenne). Dans la population caucasienne, environ 25 % des sujets non
acclimatés vont développer une intolérance a I’altitude (mal aigu des montagnes (MAM)) (Honigman et

al., 1993 ; Mairer et al., 2010 ; Luks et al., 2017).

Dans ce travail de thése, nous avons fait le choix d’explorer la vulnérabilité individuelle a
I’hypoxie d’altitude au regard des différences de réponses ventilatoires médiées par les chémorécepteurs
périphériques (premicre réponse a I’hypoxie) en fonction du polymorphisme d’HMOX?2 associé a divers

degrés d’expression du gene.

Parmi les facteurs extrinséques, 1’altitude atteinte, la durée d’exposition et la vitesse d’as-
cension sont reconnus comme contribuant a la tolérance a I’hypoxie d’altitude. Par ailleurs, I’hypoxie
d’altitude a des effets directs sur le sommeil des la premiére nuit passée en altitude (quantité et qualité).
La place du sommeil dans la physiopathologie du mal aigu des montagnes (MAM) est encore débattue.
Cet item faisait partie du score symptomatologique de Lake Louise qui permet de poser le diagnostic et
d’évaluer la sévérit¢ du MAM, mais un consensus de 2018 I’a retiré (Roach et al., 2018). Cet item fait
encore partie du score de Hackett, inchangé depuis sa validation dans les années 1970. A ce jour, plu-
sieurs points d’interférence ont été identifiés entre les effets d’une dette de sommeil et les réponses a
I’hypoxie (ventilation, réponses cardiovasculaires, cellulaires, inflammatoires et métaboliques). Une
dette de sommeil préalable a 1’exposition a I’altitude pourrait ainsi perturber les réponses a 1I’hypoxie et
majorer le risque de survenue d’une intolérance. Ceci pourrait également affecter les performances co-
gnitives en hypoxie (attention soutenue, fonctions exécutives), exposant ainsi les personnes au risque de

survenue d’incapacités.

A notre connaissance, aucune étude n’a exploré les effets d’une restriction de sommeil sur
les réponses cognitives et la tolérance a I’hypoxie. Afin de développer une meilleure connaissance sur
la combinaison de ces contraintes, nous avons décidé d’étudier I’'impact d’une restriction de sommeil
sur les réponses a [’hypoxie, en particulier cognitives et physiologiques, et le risque de survenue d’into-
lérance. Nous avons également étudié cette combinaison de contraintes au regard de la vulnérabilité

individuelle.

Au final, une meilleure connaissance et compréhension de ces facteurs intrinséques et ex-

trinseéques impliqués dans les réponses et la tolérance a 1’hypoxie seront des prérequis essentiels pour la
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prédiction et la prévention des risques pour 1’état de santé des personnes exposées. Ils permettront la

mise au point de recommandations et des contre-mesures, personnalisées.

Dans ce document, nous ferons dans un premier temps 1’état de I’art des réponses a I’hypoxie
et des effets de la restriction de sommeil. Ceci nous permettra d’émettre des hypothéses sur les facteurs
de vulnérabilité individuelle a ’hypoxie et sur les effets de la combinaison des contraintes. Nous pré-
senterons ensuite les deux travaux expérimentaux menés afin de répondre a ces hypothéses. Enfin, nous
proposerons une discussion générale ou nous aborderons 1’application de ces résultats a la pathologie, et

nous terminerons par la présentation de nos perspectives.
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9  ETATDE L’ART

9.1 HYPOXIE

Des contraintes environnementales particuliéres s’appliquent dans les zones géographiques
de haute altitude (Figure 1). Outre I’exposition au froid (diminution de 1°C tous les 150 métres), existe
une exposition a 1I’hypoxie, conséquence d’une diminution de la pression barométrique, et donc de la

qualité de I’air inspir¢.

e i
-~

\ PACIFIC OCEAN

T 0 ot

Figure 1. Zones géographiques de haute altitude.
(http://maps.howstuffworks.com/world-elevation- map.htm).

Au niveau de la mer, la pression barométrique est égale a 1013 hPa (équivalent a 760
mmHg). Elle diminue au fur et & mesure que 1’altitude augmente jusqu’a étre réduite de moitié¢ a 5500
metres. Selon la loi de Dalton, la pression totale d’un gaz est égale a la somme des pressions partielles
des gaz constituant le mélange (Figure 2). En ce qui concerne 1’air atmosphérique, la fraction des diffé-
rents gaz le constituant ne varie pas. La fraction d’oxygeéne (O2) se situe aux alentours de 20,9 %. La

pression partielle de I’oxygene diminue donc avec I’augmentation de ’altitude.
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Figure 2. [llustration de la loi de Dalton.
kPa, kiloPascal ; psi, pound per square inch (© Jarvis, Andrew).

Il en résulte que la pression d’oxygeéne inspirée (P102), et donc la pression alvéolaire en

oxygene (PAO2) diminuent en méme temps que la pression barométrique (Pg) (Figure 3).

Altitude
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Figure 3. Evolution de la pression barométrique (Ps), de la pression inspirée en oxygeéne (PiO:) et de la
pression alvéolaire en oxygéne (PAO:) en fonction de I’altitude.

F10,, fraction inspirée en oxygene ; hPa, hectoPascal ; mmHg, millimétres de mercure (Marotte, 2004).

La PAO> au niveau de la mer est de 100 mmHg. Le sang veineux arrive au capillaire pulmo-
naire avec une pression veineuse en oxygene (PyO2) de 40 mmHg. Un gradient de 60 mmHg assure donc
la diffusion de I’oxygene a travers la membrane alvéolocapillaire. Durant son trajet capillaire, I’hémo-
globine se sature graduellement. Tant que la PAO> est supérieure a 70 mmHg, le gradient de diffusion
est suffisamment élevé pour que I’hémoglobine se sature aux alentours de 100 % avant la fin de son

trajet. En dessous de cette valeur de PAO», la saturation ne sera plus compléte. La pression artérielle en
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oxygene (Pa0») et la saturation artérielle en oxygene (Sa0;) vont alors commencer a diminuer, impli-
quant une baisse de la capacité de transport de celui-ci, et enfin une dégradation de 1’oxygénation des

tissus (Figure 4).
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Figure 4. Pression artérielle en oxygene (PO.) en fonction de I’altitude (Ortiz-Prado et al., 2019).

Cela va avoir d’importants retentissements sur le métabolisme de 1’organisme. En altitude,

la quantité d’oxygene délivrée aux tissus va diminuer (Figure 5).
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Figure 5. Effet de I’hypoxie sur la diminution de la PO, dans la cascade de 1I’oxygéne.
Q d’0,, quantité d’oxygene (Etienne et al., 1990).
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Sur la base des effets de l'altitude et de I'acclimatation, différents niveaux d’altitude ont été
définis : du niveau de la mer (entre 0 et 500 métres) a la trés haute altitude ( > 5500 métres), en passant
par la basse altitude (entre 500 et 2000 métres), I’altitude modérée (entre 2000 et 3000 métres) et la haute
altitude (entre 3000 et 5500 métres) (Bartsch et Saltin, 2008).

9.1.1 Définitions et états
L’hypoxie systémique dite « d’ambiance » qui s’exerce en haute altitude correspond a I’hy-
poxie de type 1 de la classification de P. Dejours (1962). On distingue différents états d’hypoxie selon
la durée d’exposition suraigué, aigu€, prolongée ou chronique (Marotte, 2004) :

- ’hypoxie suraigué (exposition inférieure a quelques secondes) survient généralement dans des
conditions accidentelles de dépressurisation des cabines d’avions pressurisé€s qui évoluent a plus de 7500
metres d’altitude. Elle expose a une syncope inaugurale aprés un temps de conscience utile qui varie
selon la réserve pulmonaire en oxygeéne des sujets et leur activité (et donc leur niveau de consommation
d’oxygene) au moment de I’accident ;

- ’hypoxie aigué survient au bout de plusieurs minutes a un niveau d’exposition de plus de 3500
metres ;

- I’hypoxie prolongée est définie par une exposition de plusieurs heures a un niveau d’altitude
équivalent a 2500 métres (niveau de pressurisation des avions de lignes) ;

- ’hypoxie chronique, de plusieurs mois a plusieurs années, correspond a la situation des popu-
lations qui vivent en altitude. Ils développent des adaptations, mais peuvent également étre exposés a
des pathologies spécifiques, telles que le mal chronique des montagnes (maladie de Monge) (Monge,

1943).

Dans notre étude, nous nous intéresserons aux réponses physiologiques mises en place au
cours d’une exposition hypoxique aigué, qui correspond a celle qui est incriminée dans le développement
de la pathologie de haute altitude, lors d’une exposition progressive. Cette exposition est également

rencontrée en aéronautique, a des altitudes et des durées limitées.

Les réponses ventilatoires et cardiovasculaires correspondent aux premiers mécanismes mis
en place par ’organisme. Des effets apparaissent également sur les fonctions de relation (et notamment

la cognition).

9.1.2 Effets physiologiques et cognitifs de I’hypoxie aigué
L'exposition a des environnements de haute altitude supérieures a 3000 métres pendant des

périodes allant de plusieurs minutes a plusieurs jours représente un défi pour le corps humain en raison
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de la réduction progressive de la pression barométrique et de la réduction subséquente de la pression
d'oxygene, entrainant une série de réponses physiologiques importantes (respiratoires, cardiovasculaires,
métaboliques et cérébrovasculaires) qui permettent aux individus de tolérer I'hypoxie et de mettre a dis-

position I’oxygene aux tissus (Cogo et al., 2011; Luks et al., 2015).

Les réponses physiologiques sont d’abord médiées par la chémosensibilité¢ des corps caroti-
diens, puis par la signalisation intracellulaire par des facteurs induits par I'hypoxie (HIF, de I’anglais
hypoxia inducible factor), tandis que d'autres se produisent de maniére indépendante de HIF. L'absence
ou l'exces de ces réponses physiologiques induites par I'hypoxie sont responsables de réponses inadap-
tées et de pathologies d'altitude. L’exposition a I’hypoxie d’altitude s’accompagne également d’effets
neurocomportementaux délétéres pour les humains non acclimatés (Bahrke et Shukitt-Hale, 1993). Des
troubles de la fonction cognitive, de I'humeur et de la qualité du sommeil surviennent apres une ascension

en haute altitude (Bahrke et Shukitt-Hale, 1993 ; McMorris et al., 2017).

9.1.2.1 Réponses respiratoires et cardiovasculaires

L'hypoxie systémique est un stimulus physiologique fondamental qui induit des réponses
adaptatives (homéostatiques). Une détection aigu€ de la diminution d’oxygeéne est nécessaire a l'activa-
tion des réflexes cardiorespiratoires qui permettent aux individus de survivre dans des environnements
hypoxiques (Lopez-Barneo et al., 2015). Les chémorécepteurs des corps carotidiens situés a la bifurca-
tion des arteres carotides sont des capteurs d'O2, de dioxyde de carbone (CO>) et de pH artériels (Kumar
et Prabhakar, 2012) (Figure 6). A ce niveau, a la partie moyenne du cou, l'artére carotide primitive se
divise en deux : l'artére carotide externe irrigue le cou et le visage et l'artére carotide interne irrigue le

cerveau avec les artéres vertébrales.
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Figure 6. Ultrastructure du corps carotidien.

Reproduction du dessin original de Fernando de Castro publi¢ dans De Castro (1926). Différents glomérules
sont représentés a proximité de 'artére carotide (A) (Kumar et Prabhakar, 2012).

Ces récepteurs périphériques fonctionnent en coopération avec les chémorécepteurs centraux
du cerveau qui surveillent les concentrations de CO; (ou le pH) (Lindsey et al., 2018). Une diminution
des niveaux artériels d'O> augmente 1'activité nerveuse sensorielle du corps carotidien (Kumar et Prab-

hakar, 2012) (Figure 7).
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Figure 7. Chémosensibilité du corps carotidien.

Effets de I’anoxie sur le potentiel membranaire des cellules de type I du corps carotidien néonatal du rat.
L'anoxie provoque une dépolarisation et de petits potentiels d'action, mesurés par technique patch-clamp.

Vm, potentiel de membrane (Buckler et al., 1994).
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Le chémoréflexe issu du corps carotidien est un régulateur majeur de la respiration (hyper-
ventilation) et de l'activité nerveuse sympathique (avec augmentation des catécholamines, de la fré-
quence cardiaque et de la vasoconstriction artérielle qui augmente la pression artérielle) (Semenza et

Prabhakar, 2018) (Figure 8).
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Figure 8. Réponses physiologiques a I'hypoxie d’altitude chez le sujet sain.
BP, blood pressure ; HR, heart rate ; CO, cardiac output ; PAP, pulmonary artery pressure ; RV, right ventricular

(Birtsch et Gibbs, 2007).

Réponse respiratoire

La régulation de la ventilation dépend de l'interaction complexe de trois composants du sys-
téme respiratoire : les centres de contrdle, les capteurs et les organes effecteurs (Berger, 1988) (Figure
9). Les centres de controle résident dans le tronc cérébral et sont responsables de 1'automaticité de la
respiration. Les afférences dans ces centres respiratoires peuvent provenir des centres cérébraux supé-
rieurs afin de produire des efforts respiratoires volontaires. Des signaux neuraux afférents parviennent
¢galement au systéme de contrdle central a partir des capteurs respiratoires, qui sont divisés en deux
catégories, les chémorécepteurs et les récepteurs sensoriels broncho-pulmonaires. Les chémorécepteurs
réagissent aux variations de la concentration sanguine en Oz, CO; et pH en envoyant des impulsions au
centre de contrdle pour modifier le schéma ventilatoire en affectant les organes effecteurs — les muscles

respiratoires (Braman, 1995).
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Figure 9. Physiologie de la régulation de la ventilation.

Sur cette Figure apparait également la régulation au cours du sommeil. A 1’éveil, la respiration est assurée par le
contrdle cortical (stimulus d’éveil) et comportemental qui empéche les pauses respiratoires. Ce contrdle n’est
pas ou peu fonctionnel pendant le sommeil. Durant le sommeil, la ventilation est presque exclusivement sous le
contréle métabolique assuré par les centres respiratoires qui regoivent les informations sur la pression partielle
artérielle en O, (Pa0,) et CO; (PaCO,) provenant des chémorécepteurs périphériques et centraux. Une baisse de
la PaCO; au seuil apnéique peut entrainer une baisse de la commande ventilatoire, voire une apnée ou hypopnée
centrale (adaptée de Boutin et al., 2009 ; d’aprés Silbernagl et Despopoulos, 2017).
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9.1.2.2 Détection de I'hypoxie aigué
Le tissu des corps carotidiens est composé¢ de deux grands types de cellules : les cellules de
type I (également appelées cellules glomiques), qui sont d'origine neuronale, et les cellules de type 1I,

qui ressemblent aux cellules gliales du systéme nerveux (Figure 10).
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Figure 10. Anatomie des chémorécepteurs périphériques.
CN, carotid sinus nerve (Williams et al.,1980).

Les cellules glomiques de type 1 ont une connexion nerveuse et sont appelées "unités de
détection". Elles constituent la premicre étape du chémoréflexe : une augmentation de la décharge ner-
veuse est observée en hypoxie avec une augmentation rapide de la ventilation et de la fréquence car-
diaque (FC) par activation du systéme nerveux autonome (SNA) (Kumar and Prabhakar, 2012). L'hy-
poxie inhibe certains canaux K* dans les cellules de type I et la dépolarisation qui en résulte conduit a la
libération de neurotransmetteurs dépendants du Ca?*, qui stimulent la terminaison nerveuse sensorielle

voisine, entrainant une décharge sensorielle augmentée (Kumar et Prabhakar, 2012) (Figure 11).
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Figure 11. Détection de I'hypoxie au niveau de la cellule glomique chémoréceptrice (type I).

A droite, la situation en normoxie. A gauche, I’hypoxie provoque une série de modifications qui s’enchainent
chronologiquement, de bas en haut sur le schéma : détection de I’hypoxie, fermeture des canaux potassiques, va-
riation du potentiel de membrane (AVm) responsable de 1’ouverture des canaux calciques, afflux de calcium
dans la cellule et libération de neurotransmetteurs dans I’espace synaptique. L’ouverture des canaux sodium ac-
tivée par les neurotransmetteurs dans le neurone postsynaptique provoque un afflux de sodium engendrant un
potentiel postsynaptique (PPS) (adaptée de Malle (2013) et Secourgeon (2012)).

Dans ces cellules, la détection hypoxique serait principalement médiée par la signalisation
de 1'héme oxygénase-2 (HO-2) (Prabhakar et al., 2018). L’HO-2 est une protéine codée par le géne
HMOX?2 porté par le chromosome 16. Cette enzyme ubiquitaire intervient dans la dégradation de ’heme.
L'activité de cette enzyme dépend de la présence d'O; (et de NADPH) pour dégrader I'héme en biliver-
dine, avec production de Fe?", H>O et CO (Yuan et al., 2015) (Figure 12).
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Figure 12. Schéma de la réaction globale catalysée par I'hnéme oxygénase-2.
Cyt P450, cytochrome (Bianchetti et al., 2007).
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Au niveau des cellules glomiques de type I, I'HO-2 semble apparaitre comme un régulateur
majeur en amont de la voie hypoxique. Sur un modéle animal, une étude sur des souris knock-out HO-2

a ainsi montré une réponse ventilatoire hypoxique émoussée (Adachi et al., 2004) (Figure 13).
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Figure 13. Réponses ventilatoires immédiates chez les souris HO-2 ™.

Réponses ventilatoires a I'hypoxie (10 % d’0») : fréquence respiratoire (A), volume courant (B) et ventilation
minute (C). Colonnes blanches, souris HO-2 “* (n = 10) ; colonnes en pointillés, HO-2 " souris (n =7) ; * p <
0,05 (Adachi et al., 2004).
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Chez ’Homme, au niveau des cellules de type I, ’'HO-2 apparait comme le principal « cap-
teur d’O2 » du « chémosome ». La production de CO dépendante de 1'O; a partir de HO-2 médie la
réponse hypoxique du corps carotidien en régulant la génération de sulfure d’hydrogéne (H2S) (Prab-
hakar et al., 2018). Ceci conduirait a I'inhibition des canaux potassiques puis a l'activité nerveuse senso-

rielle des corps carotidiens (Figure 14).

(low affinity O,
binding)

Type | cell

CB sensory
activity

Figure 14. Signalisation de I'héme oxygénase-2 (HO-2) dans la détection hypoxique par le corps carotidien (CB).

Ca*", canal calcique ; CO, monoxyde de carbone ; CSE, cystathionine y-lyase ; H»S, sulfure d'hydrogéne ; K™,
canal potassique ; mito, mitochondries (Prabhakar et al., 2018).

9.1.2.3 Intégration centrale et réponses respiratoires

Les signaux afférents des corps carotidiens et aortiques transitent respectivement via le nerf
du sinus carotidien (CN) et le nerf vague, vers le noyau du tractus solitaire (NTS) dans la moelle du
tronc cérébral. A partir du NTS, il existe plusieurs projections de neurones vers les centres respiratoires
et autonomes entrainant une augmentation de la commande ventilatoire (Pamenter et Powell, 2016).
Normalement, la réponse pulmonaire a une exposition aigué€ a l'altitude est principalement une hyper-
ventilation pour assurer un apport adéquat d'oxygeéne aux tissus. Au repos, la ventilation augmente
d'abord du fait de I’augmentation du volume courant, au moins jusqu'a 3500 metres. Au-dessus de cette
altitude, la fréquence respiratoire augmente également de fagon significative (Cogo, 2011). Dans des
conditions isocapniques, ou la pression alvéolaire en COz (PACOz) est maintenue expérimentalement en
ajoutant du CO; au gaz inspiré, cette réponse est supérieure aux conditions poikilocapniques pour les-
quelles la PACO- peut varier avec la ventilation alvéolaire. Dans les deux conditions, la réponse ventila-
toire initiale est suivie d'une diminution de la ventilation, appelée déclin ventilatoire hypoxique, en partie

liée a I'hypocapnie et 1’alcalose respiratoire. Si I'hypoxie est maintenue pendant des heures ou des jours
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(elle devient prolongée, comme par exemple lors d’une ascension en haute altitude), il y a une nouvelle
augmentation de la commande ventilatoire. Il a été classiquement proposé que la perte urinaire de bicar-
bonates (HCO3") contribue a compenser cette alcalose ventilatoire en plus d'une réinitialisation centrale
des chémorécepteurs sensibles au COz. Des modifications des paramétres de la chémosensibilité cen-
trale, telles qu'une diminution du seuil de réponse ventilatoire a I'hypercapnie, sont observées apres 1'ex-

position a I'hypoxie (Mahamed et al., 2003 ; Richard et Koehle, 2012).

Réponse cardiovasculaire

L'hypoxie aigu€ entraine des réponses cardiovasculaires visant a maintenir la distribution
d’oxygene aux tissus (Figure 15). La réponse est complexe avec une réponse neurale et endocrinienne
centralisée qui entraine une augmentation de 'activité nerveuse sympathique, de la fréquence cardiaque
et de la pression artérielle systolique et diastolique chez I'Homme (Xie et al., 2001). L'augmentation du
débit cardiaque pour maintenir 'apport d'oxygene aux tissus est largement due a 1'augmentation de la
fréquence cardiaque, liée a une activation sympathique prononcée, et induit également une augmentation
de la pression artérielle systémique lors d'une exposition aigu€ a l'altitude. Des études antérieures ont
montré que les performances cardiorespiratoires (évaluées par la consommation maximale d'oxygene
(VOomax)) diminuent de 1,5 a 3,5 % pour chaque 300 métres de gain d'altitude supplémentaire au-des-
sus de 1500 metres (Burtscher et al., 2015). Ce déclin est plus prononcé a des altitudes supérieures a

5000 metres (Latshang et al., 2013).
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Figure 15. Evolution de la fréquence cardiaque au repos et a 1’exercice lors d’expositions aigués ou chroniques
a ’hypoxie d’altitude (Richalet, 2012).

36



La vasoconstriction physiologique induite par I'hypoxie dans la circulation pulmonaire est
¢galement responsable d’une augmentation de la pression artérielle pulmonaire et de la perméabilité
endothéliale, ce qui peut expliquer I'accumulation extravasculaire de liquide pulmonaire décrite dans de

nombreux articles (Cremona et al., 2002 ; Cogo, 2011) (Figure 8).

9.1.2.4 Réponses cérébrovasculaires

L'exposition a I'hypoxie induit une augmentation marquée du débit sanguin cérébral (DSC),
proportionnelle a I’importance de 1'hypoxie, suivie d'une diminution progressive vers des valeurs nor-
males. Elle dépend de nombreux facteurs physiologiques et varie considérablement selon la nature et la
durée de l'exposition (Ainslie et Subudhi, 2014). Le degré de changement du DSC a haute altitude est
influencé par de nombreuses variables, y compris les pressions partielles artérielles en O» et CO; (Figure
16), la teneur en oxygene, le pH du liquide céphalo-rachidien et I'hématocrite. Quatre réflexes clés peu-
vent expliquer les variations du DSC : la vasodilatation cérébrale hypoxique, la vasoconstriction céré-
brale hypocapnique, la réponse ventilatoire hypoxique et la réponse ventilatoire hypercapnique. En plus
de ces réponses réflexes, qui sont trés probablement ajustés au cours du processus d'acclimatation, le
DSC est également influencé par d'autres changements induits par 'hypoxie, notamment l'adénosine, le
monoxyde d’azote, les radicaux libres, le facteur de croissance endothélial (VEGF, de I’anglais vascular
endothelial growth factor), I’angiogenése et la viscosité sanguine (Ainslie et Subudhi, 2014 ; Hoiland et

al., 2018).
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Figure 16. Effets de la pression artérielle en O, (PO,) et CO, (PCO») sur le débit sanguin cérébral (Godoy et al.,
2017).
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9.1.2.5 Réponses cellulaires et inflammatoires

L'inflammation joue un role clé¢ dans la réponse physiologique a plusieurs conditions de
stress hypoxique, y compris I'exposition a la haute altitude. Au niveau cellulaire, I'hypoxie peut déclen-
cher l'expression de plusieurs médiateurs inflammatoires marqueurs de 1ésions tissulaires qui initient des
réponses d’adaptation (Eltzschig et Carmeliet, 2011). Cependant, si l'inflammation induite par I'hypoxie
peut jouer un role protecteur en initiant une réponse immunitaire et en favorisant la cicatrisation des
tissus, elle peut également contribuer a plusieurs pathologies de haute altitude, notamment dans le cadre
d'une hypoxie chronique (revu par Pham et al., 2021). Plusieurs études ont montré des augmentations
des taux plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p) ou induites par 1’inflammation
(IL-6) et de l'expression de leurs ARNm chez les humains exposés a une altitude élevée (3860 metres)

(Song et al., 2016; Lundeberg et al ., 2018 ; Kammerer et al., 2020 ; revu par Pham et al., 2021).

Facteur induit par ’hypoxie et nuclear factor-kappa B (NF-kB)

Les principaux régulateurs de la réponse transcriptionnelle a I'hypoxie et a l'inflammation
impliquent les voies du facteur induit par I’hypoxie (HIF, de I’anglais hypoxia inducible factor) et NF-
kB, I'adénosine pouvant jouer un role a l'interface (Eltzschig et Carmeliet, 2011 ; Bartels et al., 2013 ;
Bowser et al., 2017). Les adaptations cellulaires a 'hypoxie reposent principalement sur le facteur de
transcription HIF qui est inactif lorsque 1'oxygene est abondant mais est activé dans des conditions hy-
poxiques (Eltzschig et Carmeliet, 2011). HIF est un complexe hétérodimérique composé de 1'une des
isoformes de la sous-unité a régulée par 'oxygeéne (HIF-10, HIF-2a ou HIF-3a) et de la sous-unité HIF-
1B exprimée de maniere constitutive (Semenza, 2010). HIF-1 contrdle 1'adaptation aigué a I'hypoxie,
tandis que l'activité de HIF-2 et HIF-3 commence plus tard, lors d'une hypoxie prolongée, ce qui permet
une transition entre les protéines HIF (Koh et Powis, 2012). Lorsque les niveaux de HIF-1 diminuent,
HIF-2 et HIF-3 augmentent, et le passage de la signalisation HIF-1 a HIF-2 et HIF-3 est important afin
de fournir I'adaptation de I'endothélium a une hypoxie prolongée. En condition normoxique, HIF-a cy-
toplasmique synthétisé de novo est régulé par une hydroxylation effectuée par les prolyl-hydroxylases
(PHD) (Dzhalilova et Makarova, 2020). En condition hypoxique, les sous-unités HIF-a sont stabilisées
et avec HIF-f sont transloqués dans le noyau, ou elles se lient sous forme d'hétérodiméres a une séquence
spécifique située sur I’élément promoteur de certains génes (séquence HRE, de 1’anglais Aypoxia res-
ponse element), induisant leur transcription, dont les génes de NF-«kB et des récepteurs de type toll (TLR,
de I’anglais toll-like receptors) (Bartels et al., 2013).

En hypoxie, l'activité des PHD diminue et donc HIF n’est pas dégradé. HIF est transloqué
dans le noyau. De méme, le taux de dégradation IKK de IxB augmente, libérant la répression de NF-xB
et lui permettant de se déplacer vers le noyau et de réguler a la hausse l'expression des génes inflamma-

toires ainsi que de la protéine HIF (Eltzschig et Carmeliet, 2011) (Figure 17).
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Figure 17. Apercu schématique de l'interaction moléculaire entre les voies HIF et NF-«xB.

HIF, hypoxia inducible factor ; NF-xB, nuclear factor-kappa B ; PHD, prolyl-hydroxylases ; HRE, hypoxia re-
sponse element ; TLR, toll-like receptors (Eltzschig et Carmeliet, 2011).

Il a été récemment démontré chez des participants sains qu'une exposition subaigué (< 24
heures) et prolongée (72 heures) a I'hypoxie hypobare au repos (montée directe a 3830 métres) augmen-
tait de maniére transitoire les niveaux d'ARNm de HIF-1a, avec un pic apres 24 h, alors que les niveaux
d'ARNm HIF-2a augmentaient aprés 72 heures et les niveaux d'ARNm de NF-kB restaient inchangés
(Malacrida et al., 2019). Dans cette étude, la protéine circulante IL-1 a montré une légére augmentation
transitoire apres 24 heures d'exposition a I'hypoxie hypobare.

La voie HIF régule également le métabolisme cellulaire, 1'activation de HIF-1 augmente
I'expression de nombreuses enzymes glycolytiques, ainsi que la pyruvate déshydrogénase kinase 1
(PDK1), qui inhibe la pyruvate déshydrogénase (PDH) contribuant ainsi davantage a la diminution du
métabolisme oxydatif (revu par Murray et al., 2018). Il a ét¢ établi que les réponses médiées par la voie
HIF inhibent le métabolisme oxydatif et améliorent la glycolyse, a faible altitude, tandis que dans les
populations vivant en haute altitude, la sélection de variants génétiques favorise une évolution de 1'oxy-
dation des acides gras vers un métabolisme plus efficace en oxygene avec une régulation a la baisse
concomitante de la demande d'ATP (Horscroft et al., 2017 ; revu par Murray et al., 2018). Ainsi, les
populations humaines vivant a haute altitude présentent des modifications génétiques responsables
d’adaptations qui préservent I’apport d’oxygene aux tissus, ce qui leur permet de survivre et de réaliser

des performances physiques remarquables (Horscroft et al., 2017).
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HIF, NF-kB et adénosine

Au cours de la derni¢re décennie, plusieurs études ont montré que la signalisation de I'hy-
poxie par HIF est étroitement liée a la signalisation de 1'adénosine (Eltzschig et Carmeliet, 2011). Au
niveau cellulaire, 'adénosine peut étre transportée dans la cellule par des transporteurs équilibrants des
nucléosides (ENT, de I’anglais equilibrative nucleoside transporter) et I'adénosine active ses récepteurs
de I'adénosine (AR, A2aR, A2gR, A3R) jouant un réle crucial dans différentes cellules et organes. Dans
des conditions normoxiques, 1'adénosine a une forte affinité pour les récepteurs de 1'adénosine et les
ENTs. En hypoxie, la libération d'ATP/adenosine diphosphate (ADP) extracellulaire augmente, les HIF
augmentent I'accumulation d'adénosine extracellulaire par inhibition des ENTs et activent les récepteurs
de l'adénosine, qui modulent les barricres tissulaires et la réponse inflammatoire (Li et al., 2020) (Figure
18). HIF majore également I’expression de 1’ecto-5'-nucleotidase (NTSE ou CD73 (cluster of differen-
tiation 73)) qui joue un role pivot dans la génération de 1'adénosine en catalysant la déphosphorylation
de l'adénosine monophosphate (AMP). Le géne NT5E qui code le CD73 possede en effet la séquence
HRE dans son promoteur (Linden et al., 2001 ; Kobayashi et al., 2000).
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Figure 18. HIF, NF-xB et métabolisme de 'adénosine.

Molécules d’intérét : ADO, adénosine ; ARs, adenosine receptors ; CD73, ecto-5"-nucleotidase ; ENT,
equilibrative nucleoside transporter ; HIF, hypoxia inducible factor ; NF-xB, nuclear factor-kappa B
(Maille et al., 2022).
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Que ce soit sur modele animal ou chez I’Homme, le niveau d'adénosine est augmenté suite

a une exposition a I'hypoxie (Liu et al., 2016; Song et al., 2017). En 2004, Drumm et al. ont démontré
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chez 'Homme que pendant un état hypoxique, les concentrations plasmatiques d’adénosine sont signi-
ficativement corrélées a la réponse ventilatoire a 1’hypoxie, indiquant un réle possible de 1'adénosine
endogene dans la régulation de la respiration.

Aussi, I’adénosine semble jouer un role dans les réponses hypoxiques et participer, en tant
que neurotransmetteur, a I’hypothermie induite par I’hypoxie (Chevrier et al., 2006). L’adénosine a éga-
lement été impliquée dans I’efficacité cardiaque d’un pré-conditionnement hypoxique (Walsh et al.,
1995). Une élévation d’adénosine est observée lors d’un test d’apnée avec une corrélation a ce jour
inexpliquée entre cette augmentation et la survenue de perte de connaissance syncopale chez les plon-
geurs apnéistes (Joulia et al., 2013).

L’adénosine est par ailleurs un neurotransmetteur, modulateur de ’homéostasie du sommeil
(Landolt et al., 2008). Indépendamment de I’adénosine, des études récentes ont montré les interactions
réciproques entre rythme circadien et stimulus hypoxique notamment via une co-régulation des geénes
clock et HIF (Wu et al., 2017). Si I’hypoxie modérée peut étre un facteur extrinseque de resynchronisa-
tion, une perturbation des rythmes circadiens pourrait amplifier les effets cellulaires de I’hypoxie et ainsi
favoriser la survenue d’événements pathologiques.

Au-dela de I’intrication cellulaire de ces deux voies, cette interférence pose la question de la

tolérance aux contraintes combinées que sont I’hypoxie et la dette de sommeil.

9.1.2.6 Réponses cognitives
Performances cognitives

Les conditions hypoxiques en haute altitude peuvent avoir des effets déléteres sur les per-
formances cognitives du sujet humain (Virués-Ortega et al., 2004 ; Yan, 2014 ; McMorris et al., 2017).
Mc Farland a été le premier auteur a signaler une déficience cognitive induite par I’hypoxie en 1932, en
¢tudiant les temps de réaction lors de I'exécution de taches cognitives a haute altitude. De nombreuses
¢tudes concernant les effets de la haute altitude sur les fonctions cognitives ont été publiées dans diffé-
rentes populations telles que les grimpeurs, les randonneurs, les militaires, les équipages d’aéronefs et
les résidents de haute altitude (Abraini et al., 1998 ; Shukit-Hale et al., 1998 ; Nation et al., 2017 ; Hill
et al., 2014 ; Shaw et al., 2021). Les performances cognitives lors d’une exposition aigué a 1'altitude ont
été étudiées sur des sujets lors d'expéditions en haute altitude ou lors d’expositions simulées en labora-
toire dans des chambres d'altitude hypobares. Méme si des différences existent dans les types d'exposi-
tion hypoxique, la durée, la modalité (normobare ou hypobare), et I’altitude atteinte, des troubles neuro-
cognitifs sont systématiquement signalés. L'hypoxie a moyenne et haute altitude entraine des altérations
cognitives et psychomotrices, qui concernent l'apprentissage, le temps de réaction, la prise de décision
et certains types de mémoire (Virués-Ortega et al., 2004 ; Wilson et al., 2009 ; Petrassi et al., 2012 ; Yan,
2014 ; McMorris et al., 2017). En 1993, Kramer et al. ont mis en évidence que le taux d'apprentissage
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des grimpeurs dans de nouvelles compétences était altéré par rapport a celui des sujets témoins pendant
et apres 'ascension a 6194 metres d'altitude. Les altérations se sont produites dans les taches de mémoire
perceptive et sémantique. Dans une étude récente, Davranche et al. (2015) ont rapporté des effets délé-
teres sur le traitement de 1'information en termes de temps de réaction et de précision lors d'une exposi-
tion de quatre jours a 4350 metres d'altitude. Les participants ont affiché unturba temps de réaction plus
lent dans les premiéres heures d'exposition, différence qui n'était plus détectable apres deux jours, tandis
que les erreurs de prise de décisions étaient plus élevées qu'au niveau de la mer pendant tout le séjour.
L'exposition aigué a la haute altitude dans les chambres hypoxiques a également un impact négatif sur
les capacités cognitives. Chez le personnel militaire, I'humeur et les performances cognitives et motrices
sont affectées de maniere dépendante de l'altitude lors d'expositions de 4,5 heures a une hypoxie hypo-
bare et la sévérité des effets augmente considérablement a 4700 meétres par rapport a 4200 metres
(Shukitt-Hale et al., 1998). Dans cette étude, les taches proposées nécessitaient des processus cognitifs
inhérents a de nombreuses taches telles que le maintien d'une attention soutenue, l'application de con-
naissances préalables a la réalisation de problémes, le traitement d'informations spatiales et verbales,
I'exécution de calculs mathématiques et la prise de décisions. De plus, parmi les composantes spécifiques
des taches cognitives, le calcul mathématique et la surveillance auditive semblaient particuliérement
vulnérables chez les militaires exposés a une hypoxie hypobare aigué élevée (5486 metres) et sévere
(7620 metres) (Beer et al., 2017). Pendant et apres une bréve exposition (15 minutes) a une simulation
de haute altitude (6096 métres) dans une chambre hypobare, une altération prédominante de l'apprentis-
sage et de la mémoire s'est produite en association avec de légeres distorsions de 1'organisation visuo-
perceptive et une préservation relative des fonctions visuelles et auditives de base (Nation et al., 2017).
De plus, les participants exposés a des conditions de haute altitude n'ont pas réussi a former, ni & conso-
lider (2 mémoriser) de nouvelles informations dans la mémoire. Récemment, Pramsohler et al. (2017)
ont mis en évidence que la partie cognitive du temps de réaction était altérée aprés avoir dormi une nuit
a 3500 metres et 5500 métres simulés par rapport au niveau de la mer, alors qu'aucun changement n'a
été détecté dans la partie motrice du temps de réaction. Enfin, la revue systématique et I'analyse de méta-
régression de McMorris et al. (2017) a montré que 1'hypoxie aigué affecte négativement la cognition,
que la tiche concerne I'exécutif central ou une perception/attention non exécutive, ou la mémoire a court
terme. La PaO; faible (35 — 60 mmHg) était le facteur prédictif clé des performances cognitives, indé-
pendamment du fait que l'exposition ait eu lieu dans des conditions d'hypoxie hypobare ou d'hypoxie
normobare.

Les troubles cognitifs associés a une exposition aigué et graduelle a l'altitude ont été sché-
matisés par Wilson et al. (2009) (Figure 19) : diminution du temps de réaction complexe a moyenne

altitude jusqu'a 2000 — 3000 metres, troubles des capacités psychomotrices a 3000 — 4000 metres,
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troubles de la mémoire de travail et des apprentissages entre 4000 et 6000 métres, et hallucinations a tres

haute altitude, supérieures a 7500 metres.
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Figure 19. Conséquences neurologiques et pathologiques de I’altitude.

POz, pression partielle d'oxygene ; AMS, acute mountain sickness ; HACE, high-altitude cerebral oedema ;
FTT, finger tapping task (Wilson et al., 2009).

Mécanismes sous-jacents

Dans le systéme nerveux central, les neurones sont treés sensibles a la disponibilité de 1'oxy-
gene (Bailey et al., 2017) et une défaillance de la transmission synaptique peut étre observée dans les
minutes qui suivent I’exposition a I’hypoxie (Corcoran et O'Connor, 2013). Il existe plusieurs méca-
nismes impliqués dans les altérations cognitives apreés une hypoxie aigu€ et chronique, tels que la gly-
colyse, I'augmentation rapide de I'adénosine cérébrale et I'activation associée de ses récepteurs, le stress
oxydatif, la surcharge en calcium et l'inflammation. Des différences substantielles existent également
dans les deux situations différentes (aigu€ ou chronique) (Wang et al., 2022). Au cours de I'hypoxie
aigué, le passage du métabolisme a la glycolyse anaérobie dans le cerveau entraine une acidose tissulaire
et des 1ésions neuronales (Rolett et al. 2000). L’acidose favorise directement la production d'espéces
réactives de I'oxygene (ROS, de I’anglais reactive oxygen species) qui ont un role essentiel dans la plas-
ticité synaptique et la mémoire (Massaad et Klann, 2011). En ce qui concerne les récepteurs de 1'adéno-

sine, l'inactivation génétique des récepteurs A2aR dans un modéle de souris a empéché une altération de
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la mémoire spatiale au cours d’une hypoxie hypobare aigué (7 jours a 8000 metres), et le mécanisme
sous-jacent pourrait inclure une neuro-inflammation médiée par la microglie via l'activation du récepteur
AR dans I'hippocampe (Chen et al., 2018). Les effets aigus de I'hypoxie sur la transmission synaptique
sont principalement médiés par la modification des flux d'ions a travers les membranes, les effets présy-
naptiques de l'adénosine et d'autres actions au niveau des récepteurs glutamatergiques (Corcoran et
O'Connor, 2013).

Enfin, le cerveau est un organe a haut débit qui dépend d'augmentations aigués du débit
sanguin régional et de I'apport d'oxygeéne pour soutenir I'augmentation de l'activité neuronale, un pro-
cessus connu sous le nom de couplage neurovasculaire. Il a été constaté que la pression partielle de
dioxyde de carbone dans le sang artériel et/ou I'état acido-basique influencent non seulement I'hémody-
namique cérébrovasculaire, mais également les performances cognitives (Leacy et al., 2019 ; Friend et

al., 2019).
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9.1.3 Intolérance a I’hypoxie aigué
La pathologie de haute altitude est la conséquence d’une réponse insuffisante ou inadaptée
de I’organisme a I’hypoxie. Elle regroupe plusieurs entités avec des degrés de sévérité variables : tout
d'abord les céphalées de haute altitude, le mal aigu des montagnes (MAM) puis I'cedéme cérébral de

haute altitude (OCHA) ; et I'eedéme pulmonaire de haute altitude (OPHA) (Klocke et al., 1998).

9.1.3.1 Tolérance a I’hypoxie aigué selon I'altitude

La tolérance a I’hypoxie aigué€ est variable en fonction de I’altitude atteinte. Selon les réac-
tions et la compensation des effets de I’hypoxie, trois seuils ont été établis : le seuil des réactions a 1500

metres, le seuil des troubles a 3500 metres et le seuil critique a 6000 metres (Figure 20).
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Figure 20. Tolérance a I’hypoxie aigué en fonction de I’altitude : zones de compensation et évolution de la S,0,
(%) en fonction de de la P,O, et de I’altitude.

FAR, Federal Aviation Administration (Marotte, 2004).

9.1.3.2 (Céphalée de haute altitude

Les maux de téte sont considérés comme la plainte la plus fréquente en altitude avec une
incidence de 25 % a moins de 2956 métres et de 47 a 62 % a 4928 métres (Alizadeh et al., 2012). Les
céphalées de haute altitude (HAH, de 1’anglais high-altitude headache) surviennent fréquemment
comme un symptdme isolé, mais dans de nombreux cas, elles peuvent faire partie d'un mal aigu des

montagnes.
Les maux de téte commencent des 8 a 24 heures apres l'arrivée a 2000 métres, mais sont plus

souvent ressentis apres 48 a 72 heures. De la méme maniére que I’cedéme cérébral de haute altitude qui
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sera présenté plus bas, ils seraient dus a la vasodilatation hypoxique des artérioles cérébrales, dans une

moindre mesure (Hackett et al., 2001).

9.1.3.3 Mal aigu des montagnes (MAM)

L'incidence du MAM a été signalée pour la premicére fois en 1976 par Hackett et al. dans une
cohorte de randonneurs au Népal a 4173 metres d’altitude. Le MAM est considéré comme une évolution
de la pathologie précédente. Son incidence augmente rapidement avec 1’altitude : de 15 % a 2000 metres
a 60 % a 4000 meétres (Richalet et al., 2015). Il se manifeste par des céphalées, vertiges, nausées et
vomissements, anorexie, fatigue et insomnie. Ces symptdmes apparaissent aprés un délai de 4 a 8 heures
et persistent 2 a 3 jours.

Le score de Lake Louise a été établi pour faire son diagnostic et évaluer sa gravité (Figure
21). I est calculé a partir de I’intensité de plusieurs symptomes subjectifs, dont la fatigue (Roach et al.,

1993).

LAKE LOUISE SYMPTOM SCORE (LLSS)

Symptoms Severity Points
No headache 0
Headache Mild headache

Moderate headache

Severe headache Incapacitating

No gastrointestinal symptoms
Gastrointestinal Poor appetite or nausea

symptoms Moderate nausea or vomiting

Severe nausea or vomiting, incapacitating
Not tired or weak

Fatigue and / or Mild fatigue/weakness

weakness Moderate fatigue/weakness

Severe fatigue/weakness, incapacitating
Not dizzy

Dizziness / Mild dizziness

lightheadedness Moderate dizziness

Severe dizziness, incapacitating

Slept as well as usual

Difficulty of sleeping Did not sleep as well as usual

Woke up many times, poor night’s sleep
Unable to sleep

W NEFPOWNEREPROWNEROWNEOIWNERL

Figure 21. Score de Lake Louise (Hackett et Oelz, 1992).

En additionnant les termes obtenus par les données de 1’interrogatoire, on obtient un score
compris entre 0 et 15. Un mal aigu des montagnes est considéré comme léger pour un score entre 3 et
5, modéré pour un score entre 6 et 9 et sévere pour un score entre 10 et 12.

Un consensus de 2018 a retir¢ les troubles du sommeil dans le calcul du score de Lake Louise
(Roach et al., 2018). Cependant, un article récent apporte des arguments en faveur des troubles du som-

meil dans les risques de survenue du MAM (Richalet et al., 2021).
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L’item troubles du sommeil est encore coté dans le score de Hackett qui permet également

le diagnostic et I’évaluation de la sévérité du mal aigu des montagnes (Figure 22).

1 point Céphalées
Nausées et anorexie
Insomnies
Vertiges
2 points Céphalées ne cédant pas aux antalgiques 1g d'aspirine

Vomissements

3 points Essouflement au repos
Fatigue anormalement importante
Diminution de la diurees

Figure 22. Score de Hackett (Hackett, 1980).

Dans ce score un MAM léger correspond a un score entre 1 et 3 points, un MAM modéré est

associé a un score entre 4 et 6 points et un score supérieur a 6 points signe un MAM sévere.

Il a par ailleurs été récemment montré que le MAM et les troubles du sommeil influencent
différemment la cognition et I'humeur lors d'une ascension rapide simulée dans une chambre hypobare
a 3000 et 4050 metres : la présence du MAM a un impact sur I'humeur tandis qu'un mauvais sommeil a

un impact sur la cognition (Figueiredo et al., 2022).

9.1.3.4 (Edeme cérébral de haute altitude (OCHA)

Il est considéré comme une évolution du mal aigu des montagnes. S'il n'est pas traité a temps,
le MAM peut évoluer en un cedéme cérébral de haute altitude (Luks et al., 2017), qui est plus difficile a
traiter. Il concernerait environ 1 % des sujets sé¢journant au-dela de 4000 metres d’altitude (Hackett et
al., 2001). La physiopathologie reste é¢galement mal comprise. L’OCHA serait d{i en partie a une vaso-
dilatation des artérioles cérébrales induite par 1’hypoxie, a 1’origine d’une élévation du débit sanguin
cérébral et de la pression capillaire (Lassen, 1975). D’autres hypothéses, mettant en cause également des
altérations endocriniennes mais aussi des réactions ischémiques locales ont ét¢ avancées (Wahl et al.,
1988). Il est caractérisé par une ataxie qui en est le signe discriminant, mais aussi des hallucinations, une

confusion et des vomissements (Netzer et al., 2013).

9.1.3.5 (Edeme pulmonaire de haute altitude (OPHA)
Il concerne 0,5 a 2 % des personnes qui s¢journent au-dela de 3500 metres d’altitude (Ri-
chalet et al., 2015). Sa physiopathologie est encore discutée. L hypoxie entraine une vasoconstriction

pulmonaire responsable d’une hypertension artérielle pulmonaire (Figure 8). Elle ferait le lit de 1ésions
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endothéliales mécaniques avec pour conséquence une augmentation de la perméabilité capillaire (Hult-
gren et al., 1996). D’autres phénomeénes inflammatoires, micro-thrombotiques et hormonaux locaux
pourraient étre en cause (Scherrer et al., 1996). Les symptomes sont ceux d’une détresse respiratoire
aigu€, avec une toux (Netzer et al., 2013). Il évolue vers le déces dans 50 % des cas sans traitement

(Jensen et Vincent, 2022).

9.1.4 Vulnérabilité individuelle

Certains facteurs extrinséques, comme la vitesse d’ascension, 1’altitude atteinte et/ou la du-
rée d’exposition, sont bien connus comme favorisant le développement d’une intolérance a 1’altitude,
décrite au cours du MAM. Des facteurs intrinséques ont également été identifiés, tels que les terrains
migraineux, I’existence de foramens ovales perméables, le genre, etc.

Néanmoins a ce jour, les autres réponses physiologiques et cellulaires n’ont été que mal
caractérisées dans la population de sujets natifs de plaine susceptibles au MAM. En particulier les fac-
teurs génétiques pouvant moduler ces réponses n’ont été qu’assez peu étudiés, méme si le polymor-
phisme du récepteur a 1’angiotensine II pourrait étre impliqué dans la susceptibilité a I’cedéme pulmo-
naire de haute altitude chez des habitants des plaines (Charu et al., 2006). Pourtant certaines données
issues de populations natives de haute altitude et y vivant depuis plusieurs générations suggerent le role
majeur jou¢ par le patrimoine génétique et le lien qui existe entre ces profils génétiques et la nature des
adaptations physiologiques ou des mal-adaptations comme la maladie de Monge (Rupert et Koehle,

2006).

Ainsi les populations des Andes développent beaucoup plus d’hypertension artérielle pul-
monaire que les populations tibétaines qui présentent un taux d’hématocrite moins élevé. Ce phénotype
d’adaptation a I’hypoxie semble en partie li¢ a une modulation de I’expression de HIF-2 (Bigham et Lee,
2014) mais également au métabolisme de I’héme (Yang et al, 2016), sans qu’un séquengage du génome
n’ait encore été réalis¢ pour préciser les polymorphismes en cause. D’autres études réalisées dans le
milieu des Himalayistes capables d’ascensions sans oxygene au-dela de 8000 metres ont également sug-
géré I’existence de profils génétiques favorables comme celui conféré par I’alléle I du gene de I’ACE

(Bhagi et al., 2015).

9.1.4.1 Réponses respiratoires, cardiovasculaires, cérébrovasculaires et
risque de MAM
La réponse ventilatoire a I’hypoxie n'est pas homogene. Il a été émis 1'hypothése que les
personnes ayant une réponse ventilatoire hypoxique (HVR, de ’anglais hypoxic ventilatory response)

diminuée seraient plus susceptibles de souffrir de MAM que celles ayant une HVR adaptée, qui elles
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seraient tolérantes au MAM. Dans une large population de visiteurs en altitude, les paramétres de ché-
mosensibilité (désaturation ¢élevée, HVR et HCR (de 1’anglais Aypoxic cardiac response)) faibles a
l'exercice en hypoxie se sont révélés étre des facteurs prédictifs indépendants du MAM (Richalet et al.,
2012). Ainsi, les sujets sensibles au MAM ont une HVR plus faible que leurs homologues résistants au
MAM (Moore et al., 1986 ; Nespoulet et al., 2012).

L'activité sympatho-surrénalienne augmentée a été impliquée dans la pathogenése du MAM,
et pendant 8 heures d'exposition a 1'hypoxie normobare (a 12 % de F1O simulant 4600 meétres d’alti-
tude), les sujets qui ont développé un MAM ont présenté des concentrations artérielles d’adrénaline
significativement plus élevées (Kamimori et al., 2009).

Aprées une exposition aigu€ a 3700 metres, la pression artérielle (PA) augmente avec le temps
et une PA plus élevée s'accompagne généralement d'une incidence plus élevée de MAM et d'une mau-
vaise qualité du sommeil (Chen et al., 2021). Dans cette étude, des variations excessives de la PA étaient
associ¢es au MAM, et il a été suggéré que ces variations étaient un indicateur de I'état de la circulation
systémique chez les patients atteints de MAM. En revanche, il convient de noter que I'exposition chro-
nique et intermittente a 'hypoxie, chez les mineurs sains, n'induit pas d'augmentation de la PA (Vinnikov
et al., 2016).

Les modifications de la fonction des cellules endothéliales vasculaires peuvent également
agir comme un signe d'alerte précoce important et un indice de diagnostic et jouer un réle important dans
l'apparition et le développement du MAM. Dans les travaux de Boos et al. (2016), 1'endothelin-1 (ET-1)
et la SpO2 se sont avérées étre des facteurs prédictifs indépendants du MAM et de sa gravité, cependant,
la prédiction du risque global était relativement faible.

Enfin, aucune relation significative n'a été trouvée entre les changements de DSC (ou de
vitesse) et le MAM, et la question pourrait étre posée (Ainslie et al., 2008 ; Smirl et al., 2014 ; Subudhi
et al., 2014). En effet, un DSC accru peut contribuer au développement du MAM, combiné a d'autres

facteurs de risque, comme par exemple les troubles du sommeil ou les profils génétiques métaboliques

(Ainslie et al., 2014).

9.1.4.2 Réponses cellulaires et inflammatoires et risque de MAM

La susceptibilit¢é au MAM est en partie liée au patrimoine génétique. La comparaison des
scores de symptomes et des variables physiologiques entre des sujets (jeunes, résidents chinois des
plaines, non tibétains, en bonne santé) a 500 metres et 3700 métres (montée en avion) a montré que le
polymorphisme rs4953348 du géne EPASI (codant HIF-2a) avait une corrélation significative avec le
niveau de Sa0O; et le MAM, et une différence significative dans la distribution des génotypes A/G et G/G
entre les groupes MAM et non-MAM (Yu et al., 2016).
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Des niveaux plus élevés de biomarqueurs inflammatoires et celui d’adrénaline circulante ont
¢été trouvés associés aux symptomes du MAM (Kamimori et al., 2009 ; Wang et al., 2018 ; Lundeberg
etal., 2018 ; Kammerer et al., 2020). Cependant, le mécanisme biologique exact impliqué dans le MAM
reste a ¢lucider.

De plus, il a également été observé que la théophylline, un inhibiteur des récepteurs de 1'adé-
nosine AR et A2R, améliore le MAM lors d'une exposition en chambre hypobare pendant un total de
sept heures a une altitude simulée de 4500 métres, et lors d'une expédition en laboratoire de recherche a

haute altitude (3454 métres) (Fischer et al., 2000).

9.1.4.3 Polymorphismes génétiques

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNP, de I’anglais single nucleotid polymor-
phism) sont une forme abondante de variations de I’ADN du génome humain. Ils différent des variations
rares par le fait que 1’allele le moins représenté a une fréquence supérieure a 1% (Brookes, 1999). Ces

mutations génétiques concernent la modification d’un seul nucléotide (Figure 23).

Figure 23. Polymorphisme mononucléotidique (Ayday et al., 2013).

Cette mutation peut étre présente sur un seul allele (le sujet est alors porteur hétérozygote)
ou sur les deux alleles (le sujet est alors porteur homozygote), de la version ancestrale ou mutée. Les
mutations peuvent se produire dans toutes les régions du génome, codantes ou non, et étre ainsi a 1’ori-
gine d’une modification des niveaux de synthése protéique. Un polymorphisme mononucléotidique est
dit fonctionnel lorsqu’il existe une association entre un profil génétique (génotype) et une expression
phénotypique. Chaque polymorphisme est exprimé par son numéro de référence séquence (rs) qui per-
met de la positionner dans la génome. Par exemple, un SNP fonctionnel connu d’HMOX?2 est le
154786504 HMOX2:T>C (Yang et al ., 2016). A cette position, I’alléle ancestral thymine (T) a été muté

au profit d’un base azotée cytosine (C).
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Les polymorphismes mononucléotidiques sont répertoriés dans des bases de données inter-
nationales accessibles sur internet (« Ensemble GRCh38 » ou « 1000 génomes » (Cunningham et al.,
2015 ; Auton et al., 2015)). Nous y retrouvons notamment les fréquences alléliques (ancestrales vs. mu-

tées) dans les différentes populations.

Plusieurs polymorphismes candidats a 1’adaptation a la vie en haute altitude ont ét¢ identifiés
(Figure 24). Certains concernent des polymorphismes de genes impliqués dans la cascade de 1’oxygene
en amont de HIF (héme, hémoglobine, etc.) qui pourraient directement moduler I’intensité du stimulus
hypoxique au niveau cellulaire et modifier I’expression de HIF (Bigham et al., 2016). Des différences
significatives entre les individus ont ét¢ mises en évidence dans le degré d’induction par 1’hypoxie de
divers genes régulés par HIF, avec un schéma d'induction commun a tous les génes (Brooks et al., 2009).
La variabilité individuelle de I'expression de HIF et de ses génes, répondants a des stimuli hypoxiques
ou inflammatoires, est, au moins en partie, due a des polymorphismes génétiques (Van Patot et Gass-

mann 2011 ; Zhang et al., 2014).
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Figure 24. Génes candidats de la voie HIF pour l'adaptation humaine a la haute altitude.

Les trois régions géographiques ou les humains se sont adaptés a la haute altitude sont surlignées en bleu et
comprennent I'Altiplano andin, les plateaux Simiens et le plateau tibétain. Les génes candidats de la voie HIF
pour chaque population sont répertoriés dans chacune des cases de population. Les geénes répertoriés en noir

sont uniques a la population particuliere, le bleu est partagé entre les trois, le vert est partagé entre tibétain et an-
din, le rouge est partagé entre andin et éthiopien et le violet est partagé entre tibétain et éthiopien (Bigham,
2016).

La plupart des autres polymorphismes candidats correspondent a des génes en lien avec la

voie de signalisation impliquant les facteurs HIF-1 et 2 (EGLN et EPAS). Ces polymorphismes peuvent
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aussi bien intéresser la séquence codant le facteur de transcription lui-méme mais aussi les facteurs par-
ticipant a sa dégradation et a sa stabilisation (famille des polyl-hydroxylases PDH, facteur inhibant HIF)
ou ses genes cibles codant 1’érythropoiétine (EPO), le VEGF, I’endothéline et I’oxyde nitrique synthase
(NOS) ou leurs récepteurs (Kimura et al., 2000). L’importance fonctionnelle de ces polymorphismes
réside dans I’existence de boucles de rétrocontrole positif entre un certain nombre de protéines codées
par ces genes cibles et ’expression de HIF-1, comme cela est décrit pour le NO (produit par la NOS-2,
cible de HIF-1), capable d’activer HIF-1 indépendamment du stimulus hypoxique. Ainsi une combinai-
son de plusieurs polymorphismes pourrait déterminer I’importance de la réponse hypoxique (Kimura et

al., 2000).

Les polymorphismes d’autres cibles de HIF moins classiques comme les récepteurs a I’adé-

nosine, A2aR et A2gR (Ahmad et al., 2009) pourraient étre intéressants a explorer.

9.1.4.3.1 Le gene HMOX2

Dans la population tibétaine adaptée a la haute altitude, caractérisée par une ventilation ba-
sale au repos ¢élevée, une meilleure saturation en oxygene du sang et des taux d'hémoglobine (Hb) réduits
(Wu et Kayser, 2006; Beall et al. 2007), un polymorphisme fonctionnel du géne HMOX?2 a récemment
¢été trouvé. La variation génétique a été associée a différents niveaux de taux d’hémoglobine : les
hommes porteurs de l'allele muté C a rs4786504 HMOX2:T>C affichent un taux d'hémoglobine infé-
rieur a celui des porteurs de l'alléle ancestral T. Dans cette étude, il a également été mis en évidence in
vitro que l'allele C muté augmenterait I'expression de HMOX?2 (Yang et al., 2016). Comme le montre la
Figure 25-A, lorsqu'il est transfecté dans la lignée cellulaire HEK293T, I'activité transcriptionnelle de
l'intron HMOX?2 contenant I'all¢le C de rs4786504 était significativement plus élevée que celle contenant
l'allele T. Des résultats similaires ont été¢ obtenus, a plusieurs reprises, en utilisant la lignée cellulaire
HeLa (Figure 25-B).

HMOX?2 fait partie des différents génes candidats impliqués dans I’adaptation a la haute al-
titude (Simonson et al. 2010 ; Bigham et al., 2016).
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Figure 25. (A) Test de la variation de 1'allele rs4786504 sur l'activité régulatrice de HMOX?2 a 'aide de cellules
HEK293T, et (B) test de variation de l'all¢le rs4786504 sur l'activité régulatrice de HMOX?2 a I'aide de cellules HeLa.

Les valeurs représentent des changements de 'activité luciférase par rapport au plasmide de référence. Les moyennes
et les écarts-types d'au moins trois expériences indépendantes sont indiqués (adaptée de Yang et al., 2016).

9.1.4.3.2 Le gene COMT

Contrairement au géne HMOX2, le géne COMT n’est pas un géne candidat identifi¢ dans
I’adaptation de la vie a haute altitude des populations. Le polymorphisme fonctionnel
154680 COMT:G>A module l'activité de la catéchol-O-méthyl transférase (COMT), une protéine dont
l'activité enzymatique entraine la dégradation des catécholamines. Lors d'un exercice maximal, les por-
teurs du génotype muté A/A (Met/Met) présentent une activité enzymatique plus faible, des niveaux de
catécholamines accrus et donc une activité du systéme nerveux autonome plus élevée que les hétérozy-
gotes G/A (Val/Met) ou les ancétres G/G (Val/Val) homozygotes (Ghimire et al., 2012).

Dans I'hypoxie aigué, le systéme nerveux autonome et le systeme catécholaminergique
jouent un rdle direct dans l'augmentation de la fréquence cardiaque apres détection d'une déplétion en
O; par les cellules glomiques (Figure 8), et influencent également indirectement la réponse ventilatoire
(Asano et al., 1997 ; Richalet et al., 2016). En effet, une augmentation progressive de I’activité sympa-
thique a été constatée chez 'Homme lors d'une exposition a la haute altitude, de fagon corrélée a 1'aug-

mentation du débit ventilatoire (Richalet et al., 2016).
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9.2 SOMMEIL

9.2.1 Sommeil physiologique

Les humains passent environ un tiers de leur vie a dormir. Le sommeil est un besoin essen-
tiel. La dette de sommeil peut avoir de graves conséquences physiologiques (Colten et Altevogt, 2006).
Le sommeil a un role dans les réponses cardio-vasculaires, métaboliques et immuno-inflammatoires. Il
est nécessaire a la récupération physique et a la consolidation de la mémoire (Eugene et Masiak, 2015).
Une dette chronique de sommeil ou un sommeil insuffisant sont en corrélation avec une augmentation
des maladies cardio-vasculaires, du diabéte, des taux de cancer et de la mortalité (Mullington et al.,

2009).

Durée de sommeil

Le sommeil est un état temporaire et réversible qui s’oppose a 1’état d’activité sur une pé-
riode préférentiellement nocturne de repos de 1’organisme. D’apres 1’étude de Hirshkowitz et al. (2015),
il est recommandé¢ d’avoir un temps total de sommeil compris entre 7 heures et 9 heures chez I’adulte
normal. A I’inverse, il est fortement déconseillé de dormir moins de 6 heures ou plus de 10 heures
(Hirshkowitz et al., 2015). En France, la moyenne du sommeil est de 6 heures et 45 minutes (Bulletin

épidémiologique hebdomadaire de Santé Publique France ; BEH, 2019).

Architecture du sommeil

L'architecture du sommeil fait référence a l'organisation structurelle de base du sommeil
normal. Il existe deux types de sommeil, le sommeil NREM (de 1’anglais non-rapid eye movement) et le
sommeil a mouvements oculaires rapides REM (de ’anglais rapid eye movment). Le sommeil NREM
est divisé en trois stades N1, N2 et N3 représentant un continuum de profondeur relative. Chacun a des
caractéristiques spécifiques, notamment des variations des ondes cérébrales, des mouvements oculaires
et des différences de tonus musculaire. Les cycles et les stades du sommeil ont été découverts grace a
des enregistrements électroencéphalographiques (EEG) qui retracent les schémas électriques de 1'activité
cérébrale (Loomis et al., 1937 ; Dement et Kleitman, 1957). La méthode de référence pour étudier le
sommeil est la polysomnographie (PSG) (Figure 26), qui permet d’enregistrer de fagcon continue I’EEG,
I’¢lectro-oculogramme (EOGQG), 1’électro-myogramme (EMG) et 1’électro-cardiogramme (ECG) (Iber
et al., 2007).
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Figure 26. Sujet équipé d’une polysomnographie compléte (www.evasommeil.com).

Au cours d'une nuit de sommeil, les sommeils NREM et REM alternent cycliquement, selon
4 a 6 cycles successifs, d’une durée de 70 a 120 minutes chacun. Des cycles irréguliers et/ou des stades
de sommeil absents sont associés a des troubles du sommeil (Zepelin et al., 2005).

Le sommeil commence par une courte période de stade NREM — N1 progressant jusqu'au
stade N2, suivi du stade N3, jusqu'au REM . Cependant, les individus ne restent pas en sommeil para-
doxal pour le reste de la nuit, mais alternent plutét entre les stades de NREM et de REM tout au long de
la nuit. Le sommeil NREM constitue environ 75 a 80 % du temps total passé¢ en sommeil, et le sommeil
REM constitue les 20 a 25 % restants. La durée moyenne du premier cycle de sommeil NREM — REM
est de 70 a 100 minutes. Le deuxiéme cycle et les suivants durent plus longtemps (environ 90 a 120
minutes) (Carskadon et Dement, 2005). Chez les adultes normaux, le sommeil paradoxal augmente au
fur et a mesure que la nuit avance. Il est plus long dans le dernier tiers du sommeil. Au fur et & mesure
que le sommeil progresse, le stade N2 commence a représenter la majorité du sommeil NREM et le stade
N3 peut parfois complétement disparaitre. Cette architecture est représentée a 1’aide d’un hypnogramme

(Figure 27). Chaque stade de sommeil posséde ses propres caractéristiques (Schmitz et al., 2015).
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Figure 27. Hypnogramme illustrant les différents stades du sommeil et de 1’éveil enregistrés par électroencé-
phalogramme, pendant la nuit (www.evasommeil.com).

Les stades du sommeil NREM sont associés a une activité cérébrale et a une physiologie
distinctes. La Figure 28 montre les schémas EEG caractéristiques observés au cours du sommeil. Les
autres paramétres de la PSG sont utilisés pour suivre les changements caractéristiques des mouvements

oculaires et du tonus musculaire.
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Figure 28. Les différentes ondes cérébrales observées en EEG au cours du sommeil (evasommeil.com).
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Sommeil NREM

Le stade N1 joue un rdle de transition dans les cycles de sommeil. Chez 1’adulte sain, le
sommeil d'un individu commence au stade N1. Ce stade dure généralement de 1 & 7 minutes dans le
cycle initial, constituant 2 a 5 % du sommeil total, et est facilement interrompu. L'activité cérébrale sur
I'EEG au stade N1 passe de 1'état de veille (marqué par des ondes alpha rythmiques 8 — 12 Hz, yeux
fermés) a des ondes a basse amplitude et a fréquences mixtes (rythme théta (4 — 8 Hz)). Les ondes alpha

sont associées a un état de relaxation éveillé (Carskadon et Dement, 2005 ; Iber et al., 2007).

Le stade N2 dure environ 10 a 25 minutes dans le cycle initial et s'allonge a chaque cycle
successif, constituant finalement entre 45 et 55 % du sommeil total. Un individu au stade N2 du sommeil
a besoin de stimuli plus intenses qu'au stade N1 pour se réveiller. L'activité cérébrale sur un EEG montre
des ondes de relativement basse amplitude et a fréquence mixte caractérisées par la présence de fuseaux
du sommeil (rythme fusiforme de 12 — 14 Hz et d’une durée de 0,5 sec) et de complexes K (ondes
biphasiques d’une durée supérieure a 0,5 sec). On suppose que les fuseaux du sommeil sont importants
pour la consolidation de la mémoire. Les individus qui apprennent une nouvelle tache ont une densité

de fuseaux du sommeil significativement plus élevée que ceux d'un groupe témoin (Gais et al., 2002).
Le stade N3 également appelé¢ sommeil a ondes lentes (SWS, de 1’anglais slow wave sleep),
se produit pendant le premier tiers de la nuit et dure 20 a 25 % du sommeil total. L'EEG montre des

ondes ralenties et amples, supérieures a 75 pV (Carskadon et Dement, 2005 ; Iber et al., 2007).

Sommeil paradoxal (REM)

Le sommeil paradoxal est défini par la présence d'une activité d'ondes cérébrales de faible
amplitude et d’une atonie musculaire avec des mouvements oculaires rapides (Carskadon et Dement,
2005 ; Iber et al., 2007). A ’EEG, une activité théta et une activité alpha lente caractérisent le sommeil
paradoxal. Au cours du cycle initial, le REM peut durer seulement 1 a 5 minutes ; cependant, il se pro-
longe progressivement au fur et a mesure que le sommeil progresse, et représente finalement 20 a 25 %
du sommeil total (Carskadon et Dement, 2005). Le sommeil paradoxal peut également étre important

pour la consolidation de la mémoire (Crick et Mitchison, 1983 ; Smith et Lapp, 1991).
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Réponses physiologiques pendant le sommeil

Un sommeil de bonne qualité et d’une durée suffisante est nécessaire pour assurer de mul-
tiples fonctions réparatrices dans I’organisme. Le sommeil affecte la régulation de la température et de
nombreux systémes tels que le systéme nerveux autonome, les systémes cardiovasculaire et respiratoire,
le systéme immunitaire, etc. (Colten et Altevogt, 2006). 11 est impliqué dans I’homéostasie synaptique,
le temps de réaction, la mémoire et réduit ainsi la fatigue mentale. Il est également impliqué dans la
régulation du métabolisme et des fonctions endocrines, jouant ainsi un réle dans le contréle immuno-
inflammatoire et la réparation tissulaire (Copinschi et al., 2014 ; Irwin et al., 2015 ; Eugene et Masiak,

2015 ; Chennaoui et al., 2020 ; Lange et al., 2022).

Il existe de nombreuses différences physiologiques entre I’éveil, le sommeil NREM et le
sommeil REM (Somers et al., 1993 ; Madsen et al., 1991 ; Colten et Altevogt, 2006). Généralement, ces
différences sont bien tolérées chez les individus sains, mais elles peuvent perturber I'équilibre parfois

fragile des individus vulnérables (Parker et Dunbar, 2005).

Les changements physiologiques se produisent dans les systémes suivants (Colten et Al-

tevogt, 2000) :

Cardiovasculaire : des changements dans la pression artérielle et la fréquence cardiaque se produisent
pendant le sommeil et sont principalement déterminés par l'activité du systéme nerveux autonome. La
fréquence cardiaque et la pression artérielle sont diminuées pendant le NREM par rapport a 1’éveil. De
bréves augmentations de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque se produisent avec les com-
plexes K, les éveils et les mouvements corporels importants (Lugaresi et al., 1978 ; Catcheside et al.,
2002 ; Blasi et al., 2003 ; Tank et al., 2003). De plus, la fréquence cardiaque et la pression artérielle
augmentent au réveil (Floras et al., 1978 ; Mulcahy et al., 1993).

Activité sympathique : l'activité nerveuse sympathique diminue au fur et & mesure que le sommeil
NREM s'approfondit ; cependant, il y a une majoration de I'activité nerveuse sympathique pendant le
sommeil NREM en raison de la bréve augmentation de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque
qui suit les complexes K. Par rapport a I'état de veille, il y a une augmentation de 'activité pendant le

sommeil paradoxal REM (Somers et al., 1993).

Respiratoire : la ventilation et le débit respiratoire se modifient pendant le sommeil et deviennent de plus
en plus rapides et irréguliers, en particulier pendant le sommeil paradoxal REM (Krieger, 2000 ; Simon

et al., 2002). Les données de ventilation pendant le sommeil paradoxal sont encore imprécises, mais
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suggerent que 1'hypoventilation (avec hypoxie et/ou hypercapnie) se produit de la méme maniére que
pendant le sommeil NREM. Plusieurs facteurs contribuent a I'hypoventilation pendant le sommeil
NREM, et peut-étre REM, comme la réduction du tonus musculaire pharyngé (Krieger, 2000 ; Simon et
al., 2002). Pendant le sommeil paradoxal, les mouvements de la cage thoracique sont réduits et la résis-
tance des voies aériennes supérieures augmentée en raison de la perte de tonus des muscles intercostaux
et des voies aériennes supérieures (Parker et Dunbar, 2005). La résistance des voies aériennes supé-
rieures augmente également pendant le sommeil NREM. Plus généralement, la ventilation et le débit
respiratoire montrent des réponses adaptatives moins efficaces pendant le sommeil, en particulier pen-
dant le sommeil REM, qui peut montrer de brefs arréts de la ventilation et exposer a des épisodes d’ap-
nées — hypopnées. Le réflexe de la toux est supprimé pendant le sommeil REM et NREM. La réponse
ventilatoire hypoxique est également plus faible pendant le sommeil NREM que pendant I'éveil et dimi-
nue davantage pendant le sommeil paradoxal. De méme, la réponse d'éveil a la résistance respiratoire
(résistance a l'inspiration ou a l'expiration) est la plus faible dans le stade N3 du sommeil (Douglas,

2005).

Tonus musculaire : pendant le sommeil NREM, le tonus musculaire est semblable a 1’éveil, alors qu’il

est absent pendant le sommeil REM.

D¢ébit sanguin cérébral : le sommeil NREM est associé a des réductions significatives du débit sanguin
et du métabolisme cérébral, tandis que le débit sanguin total et le métabolisme durant le sommeil para-
doxal REM sont comparables a I'éveil (Madsen et al., 1991). Cependant, le métabolisme et le flux san-
guin augmentent dans certaines régions du cerveau pendant le sommeil paradoxal, par rapport a I'éveil,

comme le systéme limbique (qui est impliqué dans les émotions) et le cortex visuel (Madsen et al., 1991).

Fonction endocrine : le sommeil s'accompagne d'une augmentation des taux de I'hormone de croissance
(GH), de prolactine et de mélatonine, ainsi que d'une inhibition de 1'axe hypothalamo-hypophyso-surré-
nalien (HPA) (Sassin et al., 1969 ; Born et al., 1998 ; Steiger, 2011). Par conséquent, il y a une diminu-
tion nocturne des taux plasmatiques de cortisol, d’adrénaline et de noradrénaline. Une augmentation
rapide des taux plasmatiques de I’hormone thyroidienne thyréostimuline (TSH) est également observée

en début de soirée, avant I'heure habituelle du coucher (Allan et Czeisler, 1994).

9.2.2 Effets physiologiques et cognitifs du manque de sommeil
Quelle que soit la population considérée, la privation de sommeil totale ou chronique, sou-
vent associée a d’autres contraintes, peut générer un état de fatigue qui pourrait étre délétere a court et

moyen terme pour la santé et les performances individuelles.
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11 a été défini que les formes courantes de perte de sommeil sont la privation totale de som-
meil, la restriction chronique du sommeil (parfois appelée privation partielle de sommeil) et la fragmen-
tation ou la perturbation du sommeil (Reynolds et Banks, 2010). La privation totale de sommeil est
I'élimination du sommeil pendant une période de temps (au moins une nuit). Elle a été largement étudiée
dans les protocoles de laboratoire. La restriction du sommeil est une réduction du temps de sommeil en
dessous du seuil habituel d'un individu ou de la quantité de sommeil nécessaire sur une base régulicre

pour maintenir des performances optimales.

9.2.2.1 Réponses cardiovasculaires, inflammatoires et métaboliques

Il a été constaté que la privation de sommeil (SD, de 1’anglais sleep deprivation) provoque
plusieurs conséquences biologiques, telles que la dérégulation du systéme nerveux autonome, 1'augmen-
tation du stress oxydatif ou l'altération des réponses endocriniennes et inflammatoires (Mullington et al.,
2009 ; Chennaoui et al., 2011 ; Irwin et al., 2016 ; Atrooz et Salim 2020). Des études sur les humains et
les rongeurs ont montré que la privation de sommeil et la restriction du sommeil sont des conditions
souvent associées a des augmentations légeres et temporaires de l'activité des principaux systémes de
stress neuroendocrinien (systéme nerveux autonome et axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien)
(Meerlo et al., 2008). En effet, les niveaux de noradrénaline et d’adrénaline ont été trouvés significati-
vement ¢levés aprés une privation partielle de sommeil en fin de nuit (éveillé de 03h00 a 06h00), et les
niveaux de cortisol plasmatique sur la période de 18h00 a 23h00 heures étaient 37 % et 45 % plus élevés
le jour suivant une privation aigué€ partielle de sommeil (sommeil de 04h00 a 08h00) et une privation
totale de sommeil que la veille chez des volontaires sains (Irwin et al., 1999 ; Leproult et al., 1997).
Cependant, des résultats divergeant ont également été rapportés et les écarts pourraient étre dus aux
conditions expérimentales et/ou a la fréquence des prélévements sanguins.

De plus, des études épidémiologiques et expérimentales ont confirmé que la SD est associée
a une augmentation de la pression artérielle et a des événements cardiovasculaires indésirables chez des
sujets sains (arythmies, athérosclérose, coronaropathies, etc.) (Sauvet et al., 2010 ; Liu et Chen, 2019).
Le manque de sommeil est considéré comme un facteur de risque d'événements cardiovasculaires médiés
par un dysfonctionnement endothélial, en plus des réponses hormonales et inflammatoires. En effet, la
dysfonction endothéliale est actuellement reconnue comme un facteur clé précoce dans le développe-
ment de l'athérosclérose, et est associée a de nombreux facteurs de risque de maladies cardiovasculaires,
notamment 1'hypertension, la maladie coronarienne, les calcifications vasculaires, l'insuffisance car-
diaque avec fraction d'éjection conservée, la mort subite et les maladies métaboliques. Dans les proto-
coles expérimentaux de laboratoire, la privation totale aigué¢ de sommeil ou la privation partielle répétée

(restriction de sommeil) provoquent des augmentations significatives de la modulation sympathique car-
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diaque et périphérique, associées a une dysfonction endothéliale 1égére et infraclinique et & une augmen-
tation de la raideur artérielle (stiffness) chez les jeunes sujets sains de sexe masculin (Sauvet et al. , 2010
et 2015 ; Dettoni et al., 2012 ; Sunbul et al., 2014). Il a été suggéré que la dysfonction endothéliale était
déclenchée par des facteurs tels que 1'activation sympathique et des réponses inflammatoires modérées
secondaires a la privation de sommeil.

Le sommeil semble jouer un réle important dans le controle de la glycémie, et il a été dé-
montré que la privation partielle récurrente de sommeil a des effets néfastes sur le métabolisme des
glucides et la fonction endocrinienne (Spiegel et al., 2009). La restriction du sommeil a également altéré
le métabolisme du glucose et augmenté les niveaux de médiateurs inflammatoires, contribuant au déve-
loppement de troubles métaboliques et de maladies cardiovasculaires. Il en résulte des altérations méta-
boliques et endocriniennes comme, par exemple, une augmentation des niveaux de ghréline, une dimi-
nution des niveaux de leptine, une augmentation de l'appétit, diminution de la tolérance au glucose,
diminution de la sensibilité a 1'insuline et augmentation des concentrations nocturnes de cortisol.

Chez le sujets sain, la privation de sommeil entraine également une augmentation de la con-
centration des globules blancs et d'autres marqueurs d'inflammation associés au développement de fu-
tures maladies cardiovasculaires (Mullington et al., 2009). Des augmentations infracliniques de la con-
centration plasmatique ou de I'expression de 'ARNm dans les cellules sanguines des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a, induites par 1I’inflammation IL-6 et de la CRP ont été observées pendant la pri-
vation totale de sommeil aigué et également pendant la restriction du sommeil (Meier-Ewert et al. , 2004
; Chennaoui et al., 2011 ; Irwin et al., 2016 ; Sauvet et al., 2017). La signalisation inflammatoire cellu-
laire est activée en raison d'une activation de NF-kB, voie majeure de contrdle de la transcription dans

la cascade de signalisation inflammatoire (Irwin et al., 2008).

9.2.2.2 Réponses respiratoires

L'influence de la privation de sommeil sur la respiration a été peu étudiée chez le sujet sain.
A 1'état basal chez I'Homme en conditions eupnéiques, il a ét¢ démontré a plusieurs reprises qu'une nuit
de privation de sommeil n'altére pas les fonctions du systéme ventilatoire : il n'y a pas de changement
au niveau de la ventilation, ni au niveau des échanges gazeux (Chen et Tang 1989 ; Spengler et Shea
2000 ; Rault et al. 2020). En revanche, lors de la modification de la composition gazeuse de l'air inspiré,
afin d'évaluer les capacités d'adaptation, une réponse ventilatoire altérée a I'hypercapnie et a I'hypoxémie
a été décrite apres une nuit de privation de sommeil (Schiffman et al. 1983 ; White et al., 1983). Cepen-
dant, d’autres auteurs n'ont pas reproduit la réponse ventilatoire hypercapnique a la privation de sommeil
chez 'Homme (Leiter et al., 1985 ; Spengler et Shea 2000). Spengler et Shea (2000) ont démontré que
la privation de sommeil ne réduit pas la sensibilité des chémorécepteurs centraux et ont suggéré que

d’autres facteurs associés pourraient étre impliqués. Cependant, il a été démontré que la privation totale
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de sommeil diminue I'endurance des muscles squelettiques (le diaphragme et les muscles intercostaux)
(Martin et al., 1981 ; Roberts et al., 2019), avec un effet contradictoire sur la consommation maximale
d'oxygene, qui n'est pas diminuée, ou seulement 1égérement (mais significativement) (Horne et Pettitt
1984; Plyley et al., 1987). Les mécanismes qui sous-tendent 1’altération des performances d'endurance
suite a une perte de sommeil restent flous. En ce qui concerne les effets de la privation de sommeil sur
I'endurance de la fonction musculaire ventilatoire, une étude récente chez des sujets sains avec une fonc-
tion diaphragmatique normale a mis en évidence qu'une nuit de privation de sommeil réduit le débit
ventilatoire en modifiant sa composante corticale avec une réduction subséquente (50 %) de I’endurance
inspiratoire (Rault et al., 2020). Ces auteurs ont suggéré que des dysfonctionnements cérébraux séveres
secondaires a une altération du sommeil pourraient engendrer une insuffisance respiratoire. Leurs tra-
vaux ultérieurs ont démontré que la privation de sommeil supprimait la réponse du tonus vagal a 1’en-
durance inspiratoire, contribuant peut-étre a une endurance inspiratoire réduite et a une fréquence car-

diaque plus ¢élevée pendant 1'étude (Westphal et al., 2021).

9.2.2.3 Réponses cognitives
La restriction de sommeil est connue pour altérer de multiples fonctions neurocomportementales,
telles que le temps de réaction pour une attention et une inhibition soutenues (Figure 29) et la mémoire
de travail pour les fonctions exécutives, et induire une somnolence diurne, malgré la motivation a pré-
venir ces effets (Van Dongen et al., 2003, revu par Reynolds et Banks 2010 et Basner et al., 2013). De

plus, la privation de sommeil limite les bénéfices du sommeil pour la consolidation de la mémoire.

Time Awake in Sleep Deprivation Condition (hours)
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Figure 29. Effet de la privation totale de sommeil sur le nombre de /apses au test de vigilance psychomotrice.
PVT, psychomotor vigilance test (adaptée de Hudson et al., 2020).
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Cependant, de grandes différences interindividuelles existent dans le degré de déclin des
performances cognitives pendant la privation de sommeil, selon la tache et la métrique des performances
considérées. Il est bien établi que la restriction de sommeil induit une diminution du fonctionnement
neurocomportemental et qu'il existe de fortes différences phénotypiques interindividuelles, semblables
a des traits, liées a I'ampleur de ces diminutions, de sorte que certains individus sont peu affectés par une
durée insuffisante de sommeil (résilients ou tolérants) et d'autres sont fortement affectés (vulnérables)
(Van Dongen et al., 2003).

Les zones cérébrales spécifiques qui sont vulnérables au manque de sommeil ont été explo-
rées a 'aide de I'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMfY) et de la tomographie par émis-
sion de positrons (TEP) (revu par Basner et al., 2013). Les effets de la privation de sommeil sur le
métabolisme cérébral et I'activation neuronale a l'aide de la TEP ont révélé des réductions du métabo-
lisme dans les régions thalamique, pariétale et préfrontale. Une activation fronto-pariétale réduite pen-
dant les interruptions d'une tache d'attention sélective visuelle a été mise en évidence aprés une nuit de
privation totale de sommeil, en utilisant I'TRMf dépendante du niveau d'oxygénation sanguine (signal
BOLD). Les individus vulnérables privés de sommeil ont montré un signal fronto-pariétal réduit, tandis
que les individus tolérants ont montré une tendance a une activation fronto-pariétale augmentée. Dans
le cerveau humain, les études TEP ont également mis en évidence une régulation a la baisse des récep-
teurs dopaminergiques striataux D2/D3 et une augmentation des potentiels de liaison aux récepteurs de
la sérotonine dans diverses régions corticales. Il existe en outre des preuves que la privation de sommeil
est associée a des augmentations supplémentaires du débit sanguin cérébral au repos dans les cortex
occipital et temporal et dans 1'insula (revu par Basner et al., 2013 ; Elvsashagen et al., 2019).

Enfin, des altérations de la connectivité fonctionnelle ont été mises en évidence suite a une

privation de sommeil en utilisant la connectivité fonctionnelle a I'état de repos (Chee et Zhou, 2019).

Cognition et adénosine

L'un des neuromodulateurs du cerveau qui pourrait étre impliqué dans 1’altération du fonc-
tionnement cognitif induit par la privation de sommeil est le neuromodulateur inhibiteur adénosine et
son récepteur, régulé positivement, est considéré comme une importante substance régulatrice du som-
meil (Basheer et al., 2004). L'adénosine est un intermédiaire métabolique de la molécule ATP riche en
énergie. L’adénosine est une molécule bioactive pléiotrope dotée de puissantes propriétés neuromodu-
latrices en raison de sa capacité a traverser la barriere hémato-encéphalique. Elle est impliquée dans la
promotion du sommeil et la suppression de 1'éveil avec augmentation en éveil diurne (Modele « flip-

flop » ; Figure 30).
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Figure 30. Représentation schématique du modéle « flip-flop ».

A l'éveil (a), les noyaux monoaminergiques (rouge) inhibent le noyau préoptique ventrolatéral (VLPO ; violet),
levant ainsi l'inhibition des neurones a orexine (ORX) (vert). Pendant le sommeil (b), la décharge des neurones
VLPO inhibe noyaux monoaminergiques, levant ainsi leur propre inhibition, ainsi que les neurones a orexine.
L'inhibition mutuelle directe entre le VLPO et les groupes de cellules monoaminergiques forme un interrupteur
a bascule classique. L’accumulation d’adénosine au cours de ’éveil prolongé a une action sur le VLPO via les
neurones GABAergiques (bleu).

eVLPO, noyau préoptique ventrolatéral étendu ; GABA, acide B-aminobutyrique; LC, locus coeruleus ; TMN,
noyau tubéromammillaire (adaptée de Saper et al., 2005).

En 2011, Florian et al. ont été les premiers a prouver que l'activité de I'ATP astrocytaire et
de I'adénosine AR contribue aux effets de la privation de sommeil sur la plasticité synaptique de I'hip-
pocampe et la mémoire dépendante de 1'hippocampe. Elmenhorst et al. (2007) ont démontré in vivo que
la privation de sommeil entrainait une régulation a la hausse des récepteurs de I'adénosine AR dans les
régions corticales et sous-corticales du cerveau humain.

Un argument supplémentaire pour un role de 1'adénosine dans la modulation de la pression
du sommeil est la variation associée de 1'éveil et de l'attention qui découle des effets de I'antagoniste des
récepteurs de I'adénosine, la caféine. L'administration aigué et répétée du stimulant atténue les consé-
quences subjectives, neurophysiologiques et neurocomportementales de la privation aigué modérée de

sommeil (revu par Urry et Landolt, 2015 ; Erblang et al., 2021).



Cependant, d'autres mécanismes moléculaires contribuent aux conséquences cognitives des
déficits séveres de sommeil : plusieurs facteurs endogeénes ont été suggérés comme altérant la plasticité
synaptique et réduisant la neurogenése suite a une privation de sommeil, dont I'axe trophique GH/IGF-
1 (growth factor/insulin-like growth factor-1), le BDNF (brain-derived neurotrophic factor), des hor-
mones, des cytokines et une gamme de neurotransmetteurs (Kreutzmann et al., 2015 ; Chennaoui et al.,

2020).

9.2.3 Vulnérabilité individuelle

De nombreux facteurs influencent la durée de sommeil et les effets d’une perturbation du
sommeil. Il peut s’agir d’habitudes de vie (activité physique, stress, conditions environnementales, jet-
lag, etc.), mais également des facteurs intrinséques (age, genre, etc.). Il existe un lien entre tolérance au
manque de sommeil et certains polymorphismes génétiques (Goel, 2011 et 2017 ; Clark et Landolt.,
2017 ; Tkatchenko et Dinges, 2018).

Les données sur les facteurs génétiques de vulnérabilité concernant la vigilance psychomo-
trice lors de la privation de sommeil ont mis en évidence l'influence des mutations génétiques du récep-
teur de 1'adénosine A2A (codé par le géne ADORA2A) et d'autres candidats tels que les genes codant la
catéchol-O-méthyltransférase COMT (Bodenman et al., 2012 ; Casale et Goel, 2021 ; Erblang et al.,
2021).

9.2.3.1 Le géne ADORAZ2A et le systéeme adénosinergique

Le systeme adénosinergique est impliqué dans la régulation du cycle veille/sommeil. L’adé-
nosine agit via ses récepteurs et plusieurs polymorphismes mononucléotidiques de génes codant ses ré-
cepteurs ont ét¢ décrits dans la littérature.

En privation de sommeil, des différences interindividuelles concernant 1’attention soutenue
évaluée par le PVT ont été mises en relation avec un SNP d’ADORA2A, codant pour le récepteur A2A
(Bodenman et al., 2012). Dans 1’étude menée par Bodenman et al. en 2012, les sujets porteurs de I’ha-
plotype appelé « HT4 », qui incluait 8 SNPS d’ADORA2A, dont I’allele T pour le rs5751876_ADORA2A,
présentaient une plus grande résistance a la privation de sommeil, avec une vitesse de réponse supérieure
et des temps de réaction plus courts au PVT par rapport aux sujets porteurs des autres haplotypes non-

HT4, suite a une privation de sommeil (points rouges, Figure 31).
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Figure 31. Temps de réaction au psychomotor vigilance test (PVT) pendant une restriction de sommeil chez des
porteurs des polymorphismes d’ADORA2A.

HT4, haplotype HT4 (adaptée de Urry et Landolt, 2014).

Par ailleurs, plusieurs études menées dans le cadre de pathologies inflammatoires, ischémiques ou
tumorales, caractérisées par l'apparition d'une hypoxie tissulaire sévere, ont mis en évidence une régu-
lation positive de I’expression du géne ADORA2A induite par ’hypoxie et HIF (Poth et al., 2012 ; Liu
etal., 2017).

9.2.3.2 Le géne COMT et les sysemes catécholaminergique et dopaminergique

Plusieurs études ont montré I’implication des polymorphismes du géne COMT, codant 1’en-
zyme dégradant les catécholamines COMT, dans la vulnérabilité neurocomportementale a la privation
de sommeil (Bodenmann et al., 2010 ; Goel et al., 2011 ; Holst et al., 2017 ; Satterfield et al., 2017 ;
Satterfield et al., 2018 ; Dauvilliers et al., 2015 ; Erblang et al., 2021).

Le polymorphisme fonctionnel rs4680 COMT:G>A (ou Vall58Met, entrainant une substi-
tution de la valine (Val) par la méthionine (Met)) semble impliqué dans la modulation des réponses
neurophysiologiques et neurocomportementales lors d’une dette de sommeil. Ce polymorphisme a per-
mis de prédire une différence interindividuelle dans la physiologie et ’homéostasie du sommeil (Goel
et al., 2011). Les sujets porteurs du génotype ancestral G (ou Val) montraient une faible augmentation
de sommeil lent, une faible diminution du temps passé¢ au stade N2, plus de temps passé en stade N1 et
une latence en REM plus courte lors d’un protocole de restriction de sommeil, indiquant une baisse du

sommeil homéostasique (Goel et al., 2011).
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Le polymorphisme mononucléotidique de rs4680 COMT semble également impliqué dans
les réponses aux performances cognitives lors d’une dette de sommeil, en particulier sur des taches d’in-
hibition. Ainsi, Satterfield et al. (2018) ont montré lors d’une tache de Go-noGo reverse (évaluant 1’in-
hibition et I’adaptation), une faible performance des porteurs de 1’allele G (Val) en comparaison aux
porteurs du génotype muté A/A (ou Met/Met) lors d’une privation de sommeil (Satterfield et al., 2018).
Ces résultats montrent une vulnérabilité importante a la privation de sommeil pour les porteurs de I’all¢le
ancestral G (Val), plus particuliérement prononcée chez les homozygotes G/G (Val/Val) (Satterfield et
al., 2018). Aussi en 2021, Erblang et al. ont montré que les sujets porteurs du génotype G/G (Val/Val)
présentaient des taux d’erreurs par commission au Go-noGo plus ¢élevés suite a 26 heures de privation
de sommeil (Figure 32). Cependant toutes les études n’observent pas d’effet du polymorphisme de

COMT sur le PVT ou la somnolence subjective (Goel et al., 2011).
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Figure 32. Taux d’erreurs moyens par commission au Go-noGo sur des intervalles de 6 heures selon le SNP
134680 COMT, pendant 32 heures d'éveil prolongé.

Les taux d’erreurs moyens par commission au Go-noGo sur les mémes intervalles sont indiqués en référence con-
cernant les tertiles les plus tolérants, intermédiaires et vulnérables de I'échantillon quel que soit le génotype ; * p <
0,05 par rapport au génotype ancestral G/G (courbe bleue) (adaptée de Erblang et al., 2021).
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9.3 COMBINAISON DES CONTRAINTES

Cette partie de la thése a fait ’objet de la publication d’une revue narrative de la littérature

(Fabries et al., 2022) (Annexe I).

Nous formulons 1’hypothese que la restriction de sommeil a un impact sur les réponses a
I’hypoxie chez le sujet sain, en particulier sur les réponses cognitives (dégradation des performances) et
les réponses physiologiques (majoration du risque de survenue d’intolérance a I’altitude (MAM)).

L’originalité de cette approche, qui a guidé notre second projet de recherche, repose sur le
fait que la restriction de sommeil ait lieu avant I’exposition a I’hypoxie. Dans la littérature, les travaux

s’intéressent plutot aux effets de I’hypoxie sur le sommeil.

9.3.1 Revue narrative de la littérature
Les différents points d'interférence entre manque de sommeil et réponses a I'hypoxie mis en
¢vidence dans la premiére partie de ce document permettent de construire des hypothéses sur l'altération
de la tolérance physiologique (risque de MAM) et la dégradation des performances cognitives, lorsque

ces deux contraintes sont combinées (Figure 33).
En ce sens, Figueiredo et al. (2012) ont démontré, chez des sujets non acclimatés exposés a

3000 metres ou 4050 metres pendant 20 heures dans une chambre hypobare, I’impact négatif des symp-

tomes du MAM sur 'humeur, et I’impact négatif d’'un sommeil de mauvaise qualité sur la cognition.
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Figure 33. Représentation schématique des effets du manque de sommeil et de I'hypoxie sur la tolérance a l'altitude (acute mountain sickness (AMS) et cognition).

ADORA2A, géne codant le récepteur de 1'adénosine A2A ; ANS, systéme nerveux autonome ; CBF, débit sanguin cérébral ; COMT, géne codant la catéchol-O-méthyltransférase ; CRP,
protéine C-réactive ; EPASI, géne codant la protéine 1 contenant le domaine PAS endothélial ; HIF-2a, facteur 2a induit par I'hypoxie ; HVR, réponse ventilatoire hypoxique ; [L-6,
interleukine-6; IL-1p, interleukine-1p; NF-«kB, Facteur nucléaire-kappa B ; O,, oxygéne ; TNF-q, facteur de nécrose tumorale alpha ; TNF-a, géne codant TNF-a (Fabries et al., 2022).
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9.3.1.1 Réponses respiratoires

L'étude récente de Rault et al. (2020) a mis en évidence que le déficit d'endurance inspiratoire
lié a la restriction de sommeil était associé a une réduction progressive de la contribution corticale au
débit ventilatoire, tandis que la fonction contractile du diaphragme n'était pas affectée.

Ainsi, chez le sujet sain, la restriction de sommeil pourrait avoir un impact négatif sur les
réponses physiologiques a I'hypoxie environnementale (avec, par exemple, une diminution de la réponse
ventilatoire physiologique).

En 2007, il a été montré que la force musculaire respiratoire (évaluée par la pression inspi-
ratoire maximale) est transitoirement réduite lors de 1'ascension progressive de quatre jours a 4559
metres dans les Alpes italiennes, les valeurs restant toujours dans une plage acceptable pour éviter une
véritable fatigue musculaire, sans avoir rapporté¢ de MAM sévere (Fasano et al., 2007).

La réponse ventilatoire a I'hypoxie semblant liée au systeme adénosinergique, il est possible
que ce systeme, voire son déterminisme génétique, ait un impact sur les adaptations ventilatoires lors de
la combinaison de facteurs de stress, privation de sommeil et exposition a I'hypoxie. Le manque de
sommeil avant I'ascension pourrait ainsi avoir un effet délétére supplémentaire sur la réponse ventilatoire

aigué et soutenue a I'hypoxie, et pourrait augmenter le risque de MAM.

9.3.1.2 Réponses cardiovasculaires

Un sommeil insuffisant pourrait perturber les réponses cardiovasculaires a 1'hypoxie envi-
ronnementale chez les humains en bonne santé. Chez le rat, il a été constaté que l'exposition subchro-
nique et chronique a I'hypoxie intermittente combinée a la privation de sommeil modifiait les parametres
biochimiques sanguins par rapport au risque cardiovasculaire de maniere distincte (Perry et al., 2007).
De plus, une étude récente a démontré que la combinaison d'un travail en quart et d'une hypoxie hypobare
chronique intermittente liée a la haute altitude (comme par exemple pour les mineurs entre 2600 et 3600
metres d'altitude, avec des jours de repos a moins de 800 meétres) induisait un risque cardiovasculaire
plus élevé par rapport aux travailleurs exposés uniquement au travail posté en quart (Pizarro-Montaner
et al., 2020). Enfin, une augmentation de la fréquence cardiaque induite par la restriction de sommeil
pourrait étre potentialisée par une exposition a I’hypoxie, qui pourrait étre due a une diminution de la
réponse adaptative du tonus vagal (Westphal et al., 2021).

Ces observations suggerent que la restriction de sommeil associée a I'exposition a I'hypoxie
peut augmenter le risque cardiovasculaire et la survenue d'événements cardiovasculaires, déja favorisés

par la diminution de la PO tissulaire.
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9.3.1.3 Réponses inflammatoires et métaboliques

La restriction de sommeil, telle qu'induite expérimentalement ou dans le contexte d'un som-
meil court habituel, s'est avérée augmenter les marqueurs pro-inflammatoires systémiques et tissulaires
dans le cerveau (cytokines, chimiokines et protéines de la phase aigué telles que la CRP). Le systéme
nerveux sympathique (SNS) et I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA, de 1’anglais Aypotha-
lamic—pituitary—adrenal axis) sont les principaux systémes effecteurs qui relient les troubles du sommeil
et 'immunité. La restriction de sommeil est associée a 1'activation du SNS et a la libération de noradré-
naline et d’adrénaline dans la circulation systémique, mais la stimulation de 'HPA peut étre altérée dans
une certaine mesure. Ces altérations du SNS et de I'HPA associées aux espéces réactives de 'oxygene
(ROS) et a 'adénosine déclenchent, avec la restriction de sommeil, une activation inflammatoire des
cellules immunitaires situées dans le cerveau et les tissus périphériques via le recrutement de régulateurs
transcriptionnels de I'expression des génes pro-inflammatoires, principalement NF-xB (Irwin et al.,
2019), mais également une présentation antigénique altérée (cellules dendritiques réduites, schéma d'ac-
tivation des cytokines, etc.), une réponse Thl réduite, une réponse Th2 plus élevée et une production
réduite d'anticorps (revu par Besedovsky et al., 2012 et Irwin, 2019). Ceci pourrait augmenter la surve-
nue d'une infection respiratoire déja favorisée par I'hyperventilation et l'air sec lors d'une exposition a
’altitude.

Il est connu que I'hypoxie induit également des réponses inflammatoires et la libération de
cytokines (Wang et al., 2018 ; Lundeberg et al., 2018 ; Kammerer et al., 2020). Il existe une synergie
entre les facteurs de transcription NF-kB et HIF impliqués dans 1'inflammation et I'hypoxie (Bandarra et
al., 2015).

Nous pouvons émettre I'hypotheése qu'un déréglement immunitaire antérieur da a la restric-
tion de sommeil sera préjudiciable en cas d'exposition a haute altitude avec risque de survenue d'un

MAM, lui-méme associ¢ a une inflammation (Wang et al., 2018).

9.3.1.4 Réponses cognitives

Les troubles cognitifs, en particulier 'augmentation du temps de réaction, peuvent étre in-
duits a la fois par la restriction de sommeil et I'exposition a I'hypoxie aigu€ ou chronique, et potentielle-
ment exacerbés si ces stress sont combinés, partageant éventuellement des mécanismes communs, no-
tamment 1'adénosine cérébrale, 1'inflammation, le stress oxydatif et I'activation de la voie HIF et NF-«kB,
ainsi que des variations du débit sanguin cérébral. En effet, en 1986, il a été décrit qu'il y avait une
interaction significative entre la privation de sommeil et I'altitude (3810 metres simulés par des mélanges

gazeux) qui était renforcée par l'augmentation de la charge de travail lors d’une tache de performance
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complexe (Mertens et al., 1986) : lorsque les sujets étaient privés de sommeil (une nuit), les perfor-
mances ¢étaient significativement inférieures et une plus grande diminution des performances se produi-

sait en altitude.
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10 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Les réponses physiologiques d’une exposition a une hypoxie aigué environnementale sont
maintenant bien connues mais variables selon les individus. Cette variabilité individuelle mérite d’étre
¢tudiée au regard de facteurs génétiques chez les habitants de plaine, non adaptés a la vie en haute alti-
tude. Mieux comprendre la variabilité de la réponse individuelle au stimulus hypoxique apparait comme
un ¢lément déterminant pour la préservation de 1’état de santé et la performance opérationnelle des in-
dividus exposés a cet environnement (touristes, trekkeurs, militaires (personnel navigant, parachutistes,

et fantassins des troupes de montagne), etc.).

Par ailleurs, les effets de ’hypoxie ont toujours été considérés isolément chez ’Homme. Or,
en contexte touristique, professionnel ou opérationnel, I’exposition a 1’altitude est souvent associée a
une situation préalable de perturbation du sommeil (jet-lag, missions de nuit, mauvaises conditions de
sommeil, etc.). La combinaison de ce facteur extrinseéque pourrait favoriser la survenue d’incapacités
(en majorant la dégradation des performances cognitives a I’hypoxie), ou encore perturber les réponses
physiologiques et biologiques en favorisant la survenue d’intolérances et de pathologies de haute alti-

tude.

Ainsi, I’objectif principal de ce travail de thése est d’identifier des facteurs intrinseques de
vulnérabilité et/ou de tolérance d’une exposition aigué a I’hypoxie, et d’étudier les effets d’une restric-

tion de sommeil sur les réponses a 1’hypoxie aigué chez I’Homme.

-> Les facteurs intrinséques inhérent a la vulnérabilité individuelle seront étudiés au regard

de polymorphismes génétiques d’intéréts ;
- L’impact d’une dette de sommeil sur les réponses a I’hypoxie aigu€ sera également ex-

ploré chez I’Homme, en particulier les réponses cognitives, physiologiques et biologiques

a une altitude simulée de 3500 métres (au niveau du seuil des troubles).
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11 TRAVAIL EXPERIMENTAL

Dans le cadre de ce travail de thése, deux recherches impliquant la personne humaine ont été

réalisées. Le promoteur était la Direction centrale du Service de santé des armées.

Etude n°1 :

Sensibilité individuelle a I’hypoxie et polymorphismes génétiques

« GENERICH »

Cette étude avait pour objectif d’évaluer la relation entre les polymorphisme rs4786504
HMOX?2 et rs4680 COMT, et les réponses au test d’effort en hypoxie développé et validé par le Profes-
seur Richalet. L’objectif secondaire était d’évaluer la relation entre le sommeil et les profils de tolérance

a ce test d’effort en hypoxie.

Etude n°2 :

Effet d’une restriction aigué de sommeil sur les réponses a I’hypoxie

« HYPSOM »

Cette étude avait pour objectif d’évaluer I’impact d’une restriction aigu€¢ de sommeil sur

les réponses cognitives, physiologiques et biologiques a I’hypoxie aigué.
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11.1 ETUDE 1 « GENERICH »

Dans les populations des plaines, la vulnérabilité, ou sensibilité individuelle a I’hypoxie d’al-

titude est largement méconnue et mérite d’étre explorée.

Dans les années 1980, un test permettant de prédire la susceptibilité a développer une patho-
logie de haute altitude a été mis au point par le professeur Richalet sur une cohorte de plus de 1000
patients (Richalet et al., 2012). Ce test d’effort en hypoxie, qui reproduit en laboratoire un effort de
randonnée au sommet du Mont-Blanc, est utilisé en consultation de médecine de montagne comme
référence pour évaluer la susceptibilité a développer une grave pathologie de haute altitude. Ce test, qui
mesure la réponse venitlatoire a I’hypoxie normobare poikilocapnique, permet d’évaluer la chémosen-
sibilité¢ individuelle a I’hypoxie et prédire la réponse cardio-ventilatoire et la désaturation artérielle en

oxygene au cours d’une hypoxie.
11.1.1 Hypotheses et objectifs

A notre connaissance, aucune ¢tude n’a examiné I’éventuelle implication des génes codants
HMOX2 ou COMT dans les réponses physiologiques a I’hypoxie aigu€, qui impliquent la chémosensi-
bilité et une activation du systéme nerveux autonome. De méme, aucune étude n’a porté sur la relation
entre le sommeil sur la tolérance a ’altitude, alors que sommeil et tolérance a I’hypoxie ont des méca-
nismes physiologiques (régulation de la ventilation) et des conséquences pathologiques intriquées

(MAM).

L’objectif de la premiére partie de cette étude était d’analyser I’association entre le polymor-
phisme mononucléotidique rs4786504 HMOX? et la chémosensibilité évaluée par les réponses ventila-
toires au test d’effort en hypoxie dans une population européenne de sujets vivant au niveau de la mer.

Nous nous sommes ensuite intéressés au polymorphisme mononucléotidique
rs4680 COMT, qui influence I’activité enzymatique de la COMT, une enzyme dégradant les catéchola-
mines. Certes, COMT n'est pas considéré comme un gene candidat de premier plan (par rapport aux
genes régulés par le facteur induit par ’hypoxie (HIF) qui orchestrent la réponse transcriptionnelle a
I’hypoxie). Nous I’avons testé secondairement en relation avec 1’activation du systéme nerveux auto-
nome (SNA) et son influence sur ’augmentation de la libération de catécholamines et I’augmentation
de la fréquence cardiaque apres détection de la diminution en O> par les cellules glomiques des corps

carotidiens.
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L’objectif de la seconde partie était de mettre en évidence une association entre les réponses
au test d’effort en hypoxie et la durée et I’architecture du sommeil des participants la nuit précédant et
la nuit suivant le test. Nous avons émis [’hypothése qu’il pourrait exister un pattern prédictif de la ré-

ponse au test d’effort en hypoxie dans le sommeil.

11.1.2 Matériels et méthodes

11.1.2.1 Type d’essai

Il s’agissait d’une étude multicentrique (menée a ’IRBA et au Centre principal d’expertise
médicale du personnel navigant (CPEMPN)), prospective, qui entrait dans le cadre des recherches im-
pliquant la personne humaine de type interventionnelle a risques et contraintes minimes (RIPH2).
L’étude comportait des prélévements sanguins et salivaires, et la réalisation d’un test d’effort avec utili-

sation de dispositifs médicaux conformes a des conditions d’utilisations courantes.

Apres une premiere analyse de notre protocole par le comité de protection des personnes
Sud Méditerranée III en juillet 2019, nous avons obtenu un avis favorable en novembre 2019 (Annexe

IIT). La période d’inclusion s’est déroulée d’octobre 2020 a avril 2022.

11.1.2.2 Schéma d’étude

L’étude comportait un seul groupe de sujets volontaires sains qui a réalisé la séquence sui-

vante (Figure 34) :
Nuit 1 Critére de jugement principal Nuit 2
Jo Jour J1 J2
Nuit JO — J1 } { } ]i Nuit J1 — J2
Visite d’inclusion Visite pré-test Préléevements Test d’effort Visite post-test Visite de fin de suivi
Remise du bandeau Récupération du sanguin et en hypoxie  Remise du Récupération du bandeau
bandeau salivaire bandeau
(&5 o z
~_=!'
) X

Figure 34. Schéma d’étude de I’expérimentation « GENERICH ».
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- Jour JO : visite médicale d’inclusion ;
- Nuit du jour JO au jour J1 : enregistrement ambulatoire du sommeil & domicile (Nuit 1) ;
-Jour J1:
- visite médicale pré-test ;
- réalisation du test d’effort en hypoxie, prélevement sanguin (2 tubes de 5 mL) et recueil de cel-
lules de 1’épithélium buccal ;
- visite médicale post-test ;
- Nuit de jour J1 au jour J2 : enregistrement ambulatoire du sommeil a domicile (Nuit 2) ;

- Jour J2 : visite de fin de suivi.

Toutes les procédures ont été menées conformément a la Déclaration d'Helsinki et aux pro-

tocoles institutionnels.

11.1.2.3 Sujets

Le recrutement des volontaires militaires ou civils a été réalisé par les investigateurs et
expérimentateurs participant a I’étude. Les sujets ont été recrutés par appel a volontaires par voie d’an-
nonce et par affichage au sein de I'IRBA et du CPEMPN, mais également dans les Universités de I’Es-

sonne, les structures militaires et les structures des sapeurs- pompiers de la région parisienne.

Les sujets inclus dans 1’étude étaient de sexe masculin ou féminin (hors phase lutéale, la
réponse ventilatoire est en effet modifiée au cours du cycle menstruel (Richalet et al., 2020)) ; agés de
18 a 45 ans, indemnes de toute pathologie ou de toute prise en charge médicamenteuse « participant sain
» (déterminé lors de la visite médicale d’inclusion avec examen médical) ; affiliés ou ayant droit d’un
régime de sécurité sociale ; ayant préalablement a 1’étude donné par écrit leur consentement apres avoir

¢été informés des modalités et des objectifs de I’analyse génétique réalisée.

N’ont pas €té inclus dans I’étude, les sujets de sexe féminin en phase lutéale ; présentant un
IMC > 30 (majoration du risque d’hypoventilation); présentant une pathologie médicale active
(cardiologique, rénale, hépatique, cutanée, neurologique, etc.), un antécédent de pathologie active
inférieure a 3 mois, ou prise médicamenteuse (hors contraceptifs oraux) ou une anomalie lors de
I’examen médical ; ayant effectu¢ un séjour en haute altitude (> 3500 métres) durant les 3 derniers mois,
en raison d’une possible pré-acclimatation ; déclarant une contre-indication absolue ou relative a un
séjour en haute altitude ; ayant une contre-indication médicale a la pratique d’activités sportives ; ayant
une allergie cutanée a 1’éthanol modifi¢é ou a la capsaicine ; portant un pacemaker ou implants

ferromagnétiques ; présentant un mauvais capital veineux ; présentant un trouble du sommeil constaté
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par questionnaire (questionnaire d’Index de Qualité du Sommeil de Pittsburgh avec un score > 5) ; ne
bénéficiant pas d’un régime d’assurance maladie ; présentant une altération médicalement établie de ses
fonctions cognitives ou incapables majeurs (sous tutelle, curatelle ou sauvegarde de la justice) ; en arrét

maladie ; refusant de réaliser le test génétique de détermination des polymorphismes.

Tous les participants volontaires ont fourni un consentement éclairé écrit avant leur

participation. La participation était indemnisée.

11.1.2.4 Criteres d’évaluation

Les criteres d’évaluation étaient :
- Les fréquences de répartition T/T, C/T et C/C du polymorphisme rs4786504 HMOX2 parmi les
réponses physiologiques des participants au test d’effort mis au point par le professeur Richalet ;
- Les fréquences de répartition G/G, G/A et A/A du polymorphisme rs4680 COMT parmi les réponses
physiologiques des participants au test d’effort en hypoxie ;
- Les interactions des polymorphismes rs4786504 HMOX?2 et rs4680 COMT selon les réponses des
participants au test d’effort en hypoxie ;
- Les modifications de la durée de sommeil total (quantité) et de la répartition du sommeil dans les
différents stades (architecture de sommeil) de la nuit précédant et suivant le test selon les réponses au

test d’effort en hypoxie.

11.1.2.5 Test d’effort en hypoxie

La réponse ventilatoire a I’hypoxie a I'effort était le critere de jugement principal de la pre-
micre partie de 1’étude. Elle a été évaluée grace au test développé et validé par le professeur Richalet
(2012) et largement utilisé dans les centres européens de consultation en médecine de montagne (Ri-
chalet et al., 2021). Il permet de tester les chémorécepteurs périphériques au stress hypoxique aigu et
donc d'explorer la chémosensibilité périphérique. Au cours de ce test (Richalet et al., 2021), les sujets
ont été exposés aux quatre premieres phases successives de 4 minutes de 1) repos en normoxie, 2) repos
en hypoxie normobare au masque (FiO2 = 0,115 correspondant a une altitude simulée d'environ 4800
metres), 3) exercice sous-maximal en hypoxie (environ 30 % de la puissance aérobie maximale, ce qui
équivaut a 40 a 50 % de la fréquence cardiaque (FC) de réserve, en se basant sur la valeur maximale
théorique de la FC) et 4) exercice en normoxie a la méme intensité (Figure 35). Dans notre protocole,

nous n'avons pas réalisé la 5°™ phase en normoxie.
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Figure 35. Test d’effort en hypoxie,

Evolution du débit ventilatoire (VE, courbe bleue), de la fréquence cardiaque (FC, courbe rouge) et de la satura-
tion pulsée en oxygene (SpO», courbe orange), de la fraction inspirée en oxygene (FiO., courbe et points bleus)
au cours des 4 phases du test (Marchandot et Fabries, 2021).

La température de la piéce a été maintenue a 22°C. L'hypoxie normobare a été obtenue au
masque en utilisant un mélange gazeux avec ajout d’azote médical (Altitrainer, SMTEC ®). Des filtres
antibactériens pour spiromeétres ont été utilisés pour tous les sujets. Le test a été réalisé sur un cycloer-

gometre a freinage électrique (Excalibur, Lode ®) (Figure 36).

-

Figure 36. Réalisation du test d’effort en hypoxie au laboratoire d’exercice de I'IRBA (© Deslais, Didier).
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Le débit ventilatoire (VE, en L.min—1), la FC (en battements par minute (bpm)) et la satura-
tion artérielle en oxygene (SpO2) (%) ont été mesurées avec un chariot métabolique (CPET Quark,
Cosmed ® équipé d’un capteur de SpO2> Nonin ® qui était positionné au niveau du lobe de l'oreille,
préalablement vasodilaté (Dolpic, PharmUp ®)). Les pressions artérielles systolique et diastolique
(SBP-DBP, de I’anglais systolic et diastolic blood pressure) ont ét¢ mesurées a chaque phase (Tango
M2, SunTech ®). L’électrocardiogramme a été surveillé pendant le test d’effort (Case, GE healthcare
®). Un second capteur de SpO> assurait une double surveillance de cette variable physiologique (Radi-
cal-7, Masimo®). Les 2 oxymétres de pouls utilisés répondent a la norme ISO 80601-2-61 qui porte sur
les exigences particuliéres pour la sécurité de base et les performances essentielles pour les oxymetres

de pouls électromédicaux.

Les réponses ventilatoire et cardiaque a I’hypoxie (respectivement HVR et HCR, de I’anglais
hypoxic ventilatory and cardiac response) et la désaturation (DSa0.) ont été calculées, respectivement
a l'effort (e) et au repos (r), en utilisant les valeurs moyennes du VE, de la FC et SaO, mesurées lors des

plateaux de la derni¢re minute des différentes phases :

Exercise HVR = AVE. / DSaOz./ Body weight*100 (L.min-1.kg-1)
Resting HVR = AVE, / DSaOx:/ Body weight*100 (L.min-1.kg-1)
Exercise HCR = AHR. / DSaO». (min-1.%-1)

Resting HCR = AHR; / DSaO»; (min-1.%-1)

DSa0; at exercise = ASaOa (%)

DSa0; at rest = ASaOa; (%)

Parmi ces critéres, la réponse ventilatoire a 1'exercice hypoxique (exercice HVR ou HVR¢)
s'est révélée étre le meilleur prédicteur indépendant d'une mauvaise tolérance a la haute altitude avec un

seuil fixé < 0,78 L.min-1.kg-1 (Richalet et al., 2018).

Ces criteres calculés permettent d’établir un score clinicophysiologique pour la détection des
sujets susceptibles de développer une forme grave de pathologie liée a la haute altitude. Il faut pour cela
y ajouter des données relatives au séjour a venir (ascension rapide et situation géographique) et des
caractéristiques des sujets (antécédents de pathologie grave de haute altitude, age, sexe féminin, entrai-
nement physique régulier en endurance, antécédents de migraine). Le seuil de positivité du score est

modulé selon la notion de s¢jours antérieurs en haute altitude (Figure 37).
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Avec séjours Sans séjours

documentés précédents documentés précédents
en haute altitude en haute altitude

Antécédents de SHAI 2,5

Montée rapide prévue (> 400 m/nuit) 2 2

Antécédents de migraine vraie 1,5

Localisation géographique (Ladakh, Aconcagua, Mt Blanc) 1 0,5

Entrainement régulier en endurance 0,5 1

Age <46 ans 0,5

Sexe féminin 0,5

RVH. < 0,68 L/min/kg 3 3

0,68 <RVH, < 0,95 L/min/kg 1 1

RCHe <0,72b/min/% 1

RCH. <0,95b/min/% 1

ASae >24% 2

24%> ASae. >19% 1

Valeur seuil du score correspondant a un risque élevé 5 HAD)

SHAI': «severe high altitude illnesses»: MAM sévere ou OPHA ou OCHA; RVHe : réponse ventilatoire a ’hypoxie a l’exercice; RCHe :
réponse cardiaque a ’hypoxie a l’exercice ; ASae : désaturation a I’exercice en hypoxie.

Figure 37. Score de prédiction de la susceptibilité a la pathologie grave de haute altitude (Richalet et al., 2015).

11.1.2.6 Biologie et génotypage

Un total de 10 ml de sang a été prélevé au niveau de la veine antécubitale et stocké dans
notre laboratoire pour analyse.

Un systéme automatisé (XN-L, Sysmex ®) a été utilisé pour déterminer la concentration
plasmatique d'hémoglobine (Hb) (g/dL) et le taux d'hématocrite (%).

Les déterminations des polymorphismes rs4786504 HMOX?2 et rs4680 COMT ont été ef-
fectuées a 'IRBA en utilisant la technologie Loop-mediated isothermal amplification — Melting Curve
(LAMP-MC). Elle consiste en une lyse de cellules de sang total suivie de I'amplification de la séquence
cible a une température constante autour de 65°C en utilisant simultanément trois jeux d'amorces, une
polymérase a forte activité de déplacement de brin en plus d'une activité de réplication et une sonde
spécifique de la mutation d’intérét couplée a un fluorophore (Drogou et al., 2020). La détection des
génotypes mutants homozygotes ancestraux, hétérozygotes et homozygotes mutés est réalisée par ana-
lyse de la courbe de fusion aprés amplification (Figure 38). Les tests LAMP-MC ont été réalisés en
utilisant les kits a fagon HMOX2 et COMT (LaCAR ® MDX, Li¢ge, Belgique). Un controle positif et
un controle négatif ont été fournis. Les échantillons, les controles et les réactifs ont été décongelés a
température ambiante et les réactions ont été préparées avec 5 pL de sang ou de contrdle, dans 1 mL de
tampon de lyse. Aprés 10 min d'incubation a température ambiante, 5 uL de I'échantillon lysé ou du
contrdle ont été ajoutés a 20 uL. de tampon de réaction par puits. Chaque single nucleotid polymorphism
(SNP) a été détecté grace a I’utilisation d’un tampon de réaction, contenant tous les réactifs spécifiques
a son amplification et a sa détection. Une barrette de 8 puits, contenant 6 échantillons inconnus et 2
témoins, a été brievement centrifugée puis placée dans l'analyseur (LC-Genie IIITM v3.17). Apres
I'é¢tape d'amplification de 40 min a 65°C, le mélange a été refroidi a 35 °C pour permettre I’hybridation

de la sonde marquée au fluorophore. Ensuite, des courbes de fusion ont été générées dans la plage de
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température de 35 a 80 °C avec une vitesse de rampe de 0,2 °C/s. L'augmentation de la température
induit la séparation du fluorophore de son désactivateur (quencheur) et la génération d'un signal de fluo-
rescence. Selon la conception de chaque sonde SNP, la présence ou l'absence de mutation diminue la

température de déshybridation de la sonde.

rs4680 COMT
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Figure 38. Courbes de fusion LAMP des échantillons de sang pour le SNP rs4680 COMT.

Les signaux des sujets homozygotes sont représentés par des lignes jaunes (A/A ou Met/Met) et bleues (G/G ou
Val/Val), les signaux des sujets hétérozygotes (G/A ou Met/Val) sont représentés par des lignes vertes. Les lignes
rouge et rose correspondent respectivement aux contrdles positif et négatif (adaptée de Drogou et al., 2021).

11.1.2.7 Enregistrement ambulatoire du sommeil

Plusieurs outils ont été utilisés pour I’enregistrement des données sommeil, critere de

jugement de la seconde partie de cette étude :

- Agenda de sommeil

11 était renseigné par le sujet pour la nuit précédant et la nuit suivant la réalisation du test. I

a été récupéré lors de la visite de fin de suivi.

- Bandeau connecté a électrodes séches

Un composant essentiel de 1’étude précise du sommeil est 1’enregistrement en continu de
Pactivité électrique cérébrale (EEG). Des dispositifs innovants développés ces derni¢res années
permettent ce monitoring a domicile. Le bandeau Dreem® en fait partie. Il se présente sous la forme

d’un bandeau qui se positionne sur la téte avec lequel le sujet s’équipe en se couchant (Figure 39).
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Figure 39. Sujet équipé avec le bandeau Dreem ® (www.dreem.com).

Il est composé d’¢lectrodes séches qui s’appliquent sur le front et le cuir chevelu et
permettent un enregistrement EEG tout au long de la nuit. Il comporte également un accéléromeétre

(Figure 40).

O Microphone

A microphone to detect breathing

irregularitios

@ Accelerometer
N Front EEG Sensors
A 3D acceloromaeter to measure
6 EEO sensors (260 Hz): P, F8, FM, head position and respiratory rate

01, 02 and the ground in Fp2

A Pulse Sensor

A pulse sensor to monitor heart rote

Figure 40. Composants du bandeau Dreem ® (www.dreem.com).

Ce dispositif a été validé pour 1’étude du sommeil (Arnal et al., 2020). Les chercheurs ont
ainsi la possibilité de récupérer les données brutes acquises sur un serveur sécurisé dédi¢ a I’'IRBA. Elles
sont traitées par un algorithme qui a ét¢ validé en laboratoire (Arnal et al., 2020) et permet I’obtention

d’un hypnogramme. Les paramétres enregistrés sont présentés dans la Figure 41.
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Sleep Architecture Definition
Parameters

Total Recording time  Total time from lights out to

(min) lights on
Total sleep time Time spent in different
(TST) (min) stages of sleep

Sleep latency (min)  Time from start of recording,
“lights out’, to the start of
first epoch of sleep.

REM latency (min) Time from first epoch of
sleep to first epoch of stage

REM
Wake after sleep Stage wake recorded after
onset (WASQO) sleep onset until end of

recording, “lights on.”

Arousal Index Total number of arousals x
60/TST (min)

Sleep efficiency (%)  TST x 100/Total recording

time
Stage Percentage
Wakefulness in sleep 5% of the night
Stage N1 2%-5% of sleep
Stage N2 45%-55% of sleep
Stage N3 5%-15% of sleep

Stage R (4-6 episodes) 20%-25% of sleep

Figure 41. Parameétres enregistrés avec le bandeau Dreem ®.

11.1.2.8 Analyses statistiques

Le logiciel statistique Jamovi ® (version 1.6.23.0) a été utilisé pour les analyses statistiques.

Le seuil de significativité a été fixé a 0,05.

11.1.2.8.1 Partie 1 : Réponses physiologiques, variables biologiques et poly-

morphismes génétiques

A des fins descriptives, nous avons calculé les fréquences génotypiques pour chaque poly-
morphisme individuellement.

Pour tester les associations génotype-phénotype, nous avons considéré les résultats physio-
logiques mesurés et calculés (au repos et pendant 1'exercice, en normoxie et en hypoxie) et les résultats
biologiques (hémoglobine et hématocrite). Pour 'association avec HMOX?2 (deux modalités, génotypes
T/T — C/T vs. C/C), nous avons utilisé le test t de Student (n > 30) ou le test t de Welch (selon I'homo-
généité de la variance évaluée par le test de Levene). Pour l'association avec COMT (trois modalités,

génotypes G/G vs. G/A vs. A/A), nous avons préalablement vérifié I'hypothese de normalité a 1'aide d'un
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test de Shapiro-Wilk, et nous avons utilis¢é une ANOVA a un facteur suivi d'un test post-hoc de Tukey
pour identifier les différences entre les génotypes. De plus, les caractéristiques cliniques, les niveaux
d'entrailnement en endurance et les paramétres hémodynamiques sont présentés pour mettre en évidence
I'homogénéité de I'échantillon d'étude.

Nous avons effectué une analyse du chi-2 et calculé les rapports de cotes avec leur intervalle
de confiance a 95 % (IC 95) pour tester la relation entre le polymorphisme HMOX?2 et les phénotypes
physiologiques en tenant compte des seuils validés de ’HVR a I'exercice, de ’'HCR a l'exercice, de
DSaOs a I'exercice et la valeur du score de Richalet.

Pour tester 1'association entre le score de Richalet calculé et les paramétres hématologiques,
nous avons utilisé le test t de Student (n < 30) apres avoir testé la normalité de leur distribution (test de
Shapiro-Wilk) ou le test t de Welch selon 'homogénéité de variance (évaluée par le test de Levene). Les
caractéristiques cliniques ont également été testées pour mettre en évidence 'homogénéité des deux
sous-groupes selon le score de Richalet.

Afin d'évaluer l'association entre les polymorphismes HMOX2 et COMT sur les paramétres
calculés HVR, HCR et DSaO; au repos et pendant I'exercice, nous avons utilis¢ une ANOVA a deux
facteurs (niveaux fixes HMOX2 et COMT).

Le nombre de sujets porteurs du génotype T/T étant faible (n = 9), nous avons analysé les
porteurs homozygotes mutés C/C du polymorphisme HMOX?2 versus les porteurs de I’allele 5 (T/T et
C/T groupés).

11.1.2.8.2 Partie 2 : Sommeil et réponses physiologiques

Dans un premier temps, les variables ont été étudiées une a une, et la normalité des variables
quantitatives a été recherchée par le test de Shapiro-Wilk.

Dans un second temps, les variables appariées et indépendantes ont été comparées deux a
deux grace au test t de Student. Lorsque les conditions d’application n’étaient pas réunies, des tests non
paramétriques ont été utilisés (Wilcoxon Whitney, Welch’s).

Dans un troisiéme temps, une analyse multivariée par corrélation de Pearson a été réalisée
pour les variables quantitatives.

Enfin, pour une variable binaire a expliquer, nous avons réalis¢ une analyse par régression
logistique. Pour I’analyse du pourcentage de variation des variables continues des données sommeil, ces
variables ont été exprimées en pourcentage de variation par rapport a la valeur témoin Nuit 1 comme
suit :

) value Night 2 — value Night 1
Normalized value = - x 100
value Nuit 1
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11.1.3 Partie 1 « vulnérabilité individuelle » : Résultats et discussion

Cette partie de la these a fait I’objet de la publication d’un article original (Fabries et al.,

2022) (Annexe II).

11.1.3.1 Résultats concernant les réponses physiologiques, les variables bio-

logiques et les polymorphismes génétiques

11.1.3.1.1 Association entre rs4786504_HMOX2 et les réponses physiolo-

giques lors du test d'effort hypoxique

La fréquence allélique pour le polymorphisme mononucléotidique rs4786504 HMOX?2 est
donnée dans le Tableau 1. La prévalence génotypique de ce SNP est similaire aux données du projet
« 1000 Genomes - référence GRCh38 » pour la population européenne (http://www.international-

genome.org, dernier acces le 15/04/2022).

Genetic polymorphisms n 1000 Genomes - European Age Male
Genotypes
(chromosome:location) (%, [IC 95]) (%) (Years) (%)
154786504_HMOX2 T/T (ancestral) - C/T 44 (52.4 [41;63]) 49.5 27.7 + 6.44 84.1
(16:4537693) crc 40 (47.6 [37:59]) 50.5 26.9 + 6.96 87.5
134680_COMT G/G (ancestral) 30 (35.7 [26:47]) 32.9 26.5+6.36 86.6
(22:19.963.748) A/G 36 (42.9 [32;54]) 47.1 27.8+7.52 83.3
A/A 18 (21.4 [13:32]) 26.4 27.7 +5.46 88.8

MEAN =+ SD. * p <0.05

Tableau 1. Distribution génétique des polymorphismes HMOX2 et COMT dans notre population et dans la base
de données « 1000 génomes » (Fabries et al., 2022).

Les caractéristiques cliniques et physiologiques des 84 sujets inclus selon les génotypes

rs4786504 HMOX?2 sont présentées dans le Tableau 2.

Il n’y avait pas de différence significative entre les deux groupes sur le sexe, I’age, la taille,
le poids, I’indice de masse corporelle (IMC), le niveau d’endurance, les parameétres hémodynamiques au
repos (pressions artérielles systolique et diastolique), le taux d'hémoglobine (Hb) et le taux
d'hématocrite. Il n’y avait pas de différence entre les valeurs de la saturation en oxygene, de la fréquence
cardiaque et de la ventilation pendant la normoxie et I'hypoxie normobare, au repos et pendant I'exercice

sous-maximal.
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rs4786504_HMOX2 rs4680_COMT
- H - Total population

C/T-T/T Cc/IC P G/IG G/A A/A P
n=44 n=40 n=30 n=36 n=18 n=84
Clinical characteristics
Male (%) 37 (84.1) 35(87.5) 0.656 26 (86.7) 30(83.3) 16 (88.8) 0.845 72 (85.7)
Age (years) 27.7+6.4 269+7 0.561 265+16.4 278+7.5 27755 0.71 273+6.7
Height (cm) 1.8+0.1 1.8+0.1 0.455 1.8+0.1 1.8+0.1 1.77+0.1 0.948 1.8+0.1
Weight (kg) 74.1+11.3 73.2+9.5 0.694 728 +12.1 74+9 74.3+10.7 0.879 73.6+10.4
BMI 234+28 235+26 0.868 23.1+3 23.7+2.7 235+2.1 0.659 235+2.7
Endurance (%) 50 45 0.737 46.7 44.4 555 0.737 47.6
SBP at rest normoxia (mmHg) 1244 +12.3 1282+ 14 0.185 1247+ 15.2 125.1+12.5 131.1+ 10.2 0.126 126 +13.2
DBP at rest normoxia (mmHg) 76.8 +8.7 76.5+10.7 0.898 759 + 10 77+1.5 77.2+11.1 0.889 76.6+9.7
Biological characteristics
Hemoglobinb (g/dL) 148+1.1 15+1 0.373 15+1.2 147+09 15+1.2 0.582 149+1.1
Hematocrit (%) 427+3.6 43.1+28 0.579 434+35 428+2.6 424+38 0.596 429+32
Physiological characteristics
Sa02 (%
Rest (normoxia) 98.7+0.5 98.7+0.5 0.98 98.8+0.5 98.7+0.4 98.8+0.5 0.527 98.7+0.5
Rest (hypoxia) 88.8+4.5 88.7+4.8 0.898 88.6 +4.4 87.6+4.5 91.2+43%* 0.024 88.7+4.6
Exercise (normoxia) 97.9+0.8 97.6+1 0.231 97.9+0.8 97.5+1 98+0.9 0.108 97.8+9
Exercise (hypoxia) 76.9+6.9 76.4+6.1 0.723 773+58 758+7.2 77.3+6.2 0.611 76.7+6.5
Heart rate (min-1)
Rest (normoxia) 79.5+14.6 77.8 +14.6 0.615 80.5+13.6 754+ 142 823+ 16.1 0.201 78.7+14.5
Rest (hypoxia) 90.9 +16.5 91.5+17.1 0.869 93.1+15.7 88.2+16.4 93.8+18.7 0.383 91.2+16.7
Exercise (normoxia) 100+11.3 103+ 12.1 0.27 103 +12.7 100 + 10.9 102+11.9 0.617 101 +11.7
Exercise (hypoxia) 120+ 12.8 124+123 0.237 123+12.8 120+ 11.9 124 +13.7 0.377 122+ 12.6
Ventilation (L.min-1)
Rest (normoxia) 10.7+3.6 103+3.7 0.62 10.6 £3.6 10.5+3.5 10.5+4.1 0.998 10.5+3.6
Rest (hypoxia) 13.2+44 13.8+4.3 0.527 13.7+42 129+3.7 142+57 0.598 13.5+43
Exercise (normoxia) 21.5+58 21.5+5.6 0.957 21.2+538 208+4.2 235+7.38 0.409 21.5+5.7
Exercise (hypoxia) 29.4+10.2 31.8+8.2 0.245 30.5+8.7 293+6.7 329+ 14 0.547 30.5+9.3
Power output at exercise (W) 45.8+22.9 45+26.9 0.874 435+27 459+219 47.8+27.5 0.864 454+248
Calculated parameters
DSa0: at rest (%) 9.9+43 10.1+4.38 0.897 10.2+4.3 11+44 7.6+4.2 % 0.027 10+4.5
DSa0: at exercise (%) 21+6.6 21.2+59 0.852 20.6+5.7 21.7+6.9 20.7+6 0.778 21.1+6.2
Resting HCR (min-1.%-1) 1.3+0.7 1.6+ 1.1 0.134 1.3+£0.8 131 1.8+1 0.156 1.4+£09
Exercise HCR (min-1.%-1) 1+03 1+03 0.777 1+0.2 09+0.3 1.1+04 0.3 1+0.3
Resting HVR (L.min-1.kg-1) 04+04 0.8+1.2 0.042 0.6+1.1 0.3+0.2 1£1.1%* 0.031 05+04
Exercise HVR (L.min-1.kg-1) 0.5+04 0.7+0.5 0.043 0.7+0.5 05+03 0.7+0.6 0.41 0.6+04

MEAN = SD. * p <0.05 COMT A/A vs G/A

Tableau 2. Caractéristiques cliniques, biologiques et physiologiques des sujets selon les polymorphismes HMOX2 et COMT.
Les données pour I'ensemble de la population se trouvent dans la derniére colonne a droite.

IMC, indice de masse corporelle ; SaO,, saturation en oxygene ; DSa0,, différence de saturation en oxygéne ; HCR : réponse cardiaque hypoxique ; HVR :
réponse ventilatoire hypoxique ; * en gras p < 0,05 (Fabries et al., 2022).
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Il existe une association significative entre le SNP rs4786504 HMOX?2 et les réponses
ventilatoires hypoxiques (HVR) calculées au repos et a 1'exercice sous-maximal. Comparativement aux
porteurs de l'allele T, les homozygotes mutés C/C ont des réponses ventilatoires plus élevées a I'hypoxie

au repos (p = 0,042) et a I'exercice sous-maximal (p = 0,043). Les réponses individuelles sont présentées

dans la Figure 42.

N

Resting HVR

Exercise HVR

;
» P,
X '

T/T-Cmn c/C
rs4786504_HMOX2

T/T-CIT cic
rs4786504_HMOX2

Figure 42. Valeurs individuelles des réponses ventilatoires hypoxiques (A) au repos et (B) a l'effort (HVR,
L.min-1.kg-1), respectivement, en fonction du polymorphisme mononucléotidique rs4786504 HMOX?2.

Le carré représente la valeur moyenne ; * p < 0,05 (Fabries et al., 2022).

Il n'y a pas de relation entre le SNP et les différences de saturation en oxygeéne (DSa0O2) ou
les réponses cardiaques hypoxiques calculées (HCR) au repos, ni a I'exercice (Tableau 2). Cependant,

une tendance est observée concernant I’HCR au repos, plus élevée pour les homozygotes mutés C/C que
pour les porteurs de l'allele T (p = 0,134).

Le Tableau 3 présente les résultats de I’analyse du chi-2 entre les génotypes HMOX?2 et les
parametres calculés : 62 % des sujets avec une HVR faible a I’effort (< 0,78 L.min-1.kg-1) sont porteurs
de l’alléle T. En revanche, seuls 24 % des sujets avec une HVR ¢élevée a I’effort étaient porteurs de

I’alléle T (chi-2=9,16 ; p=0,002 ; OR = 5,2 [1,69 ; 16,03]).
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HMOX2

n Chi-square y OR [IC 95]
T/T - C/T C/C
>0.78 L.min-1.kg-1 21 24% 76%
Exercise HVR
<0.78 L.min-1.kg-1 63 62% 38% 9.16 0.002 5.2 [1.69 ;16.03]
>0.84 min-1.%-1 56 52% 48%
Exercise HCR
< 0.84 min-1.%-1 28 54% 46% 0.02 0.8 1[0.43;2.66]
<22 % 41 60% 40%
DsaO2 at exercise
>22% 43 44% 56% 2.31 0.1 0.5[0.21;1.22]
<55 65 52 % 48 %
Richalet’s score
>55 19 52 % 48 % 0 0.98 0.99 [0.36 ;2.76]

Tableau 3. Tableau de contingence montrant la corrélation entre les génotypes rs4786504 HMOX?2 et les para-
metres calculés.

HVR, réponse ventilatoire hypoxique ; HCR, réponse cardiaque hypoxique ; DsaO,, différence de saturation en
oxygene ; * en gras p < 0,05 (Fabries et al., 2022).

Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre les génotypes et ’HCR a I’exercice, la
DsaO; a I’exercice ou le score de susceptibilité a développer une pathologie de haute altitude (chi-2 <

3,84).

11.1.3.1.2 Association entre rs4680 _COMT et les réponses physiologiques
lors d'un test d'effort hypoxique

La fréquence des alléles pour 1'allele 1s4680 COMT est donnée dans le Tableau 1.

Il n’y avait pas de différence significative entre les trois groupes sur le sexe, 1’age, la taille,
le poids, I’indice de masse corporelle (IMC), le niveau d’endurance, les paramétres hémodynamiques au
repos (pressions artérielles systolique et diastolique), le taux d'hémoglobine (Hb) et le taux d'hémato-
crite. Ils sont également similaires concernant les valeurs de fréquence cardiaque et la ventilation mesu-

rées pendant la normoxie et I'hypoxie au repos et pendant I'exercice sous-maximal (Tableau 2).
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Il existe une association significative entre le polymorphisme et ’HVR au repos (Tableau
2). Les sujets porteurs du génotype homozygote muté A/A (Met/Met) ont une réponse ventilatoire hy-

poxique plus élevée que les porteurs G/G homozygotes ancestraux (Val/Val) et G/A hétérozygotes (p =

0,031). Les réponses individuelles sont présentées dans la Figure 43.

IS

Resting HVR
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G/G G/A A/A

G/G G/A A/A
rs4680_COMT

rs4680_COMT

Figure 43. Valeurs individuelles des réponses ventilatoires hypoxiques (A) au repos et (B) a l'effort (HVR,
L.min" kg"), respectivement, en fonction du polymorphisme mononucléotidique rs4680 COMT.

Le carré représente la valeur moyenne ; * p < 0,05 (Fabries et al., 2022).

Les sujets porteurs du génotype homozygote muté A/A ont également une DSaO> au repos
plus faible que les sujets porteurs hétérozygotes G/A et homozygotes G/G (p = 0,027) (Tableau 2). La
saturation en oxygene mesurée au cours de 'hypoxie au repos des homozygotes A/A est supérieure a
celle des deux autres groupes (p = 0,024). Concernant I’HCR, il y a une tendance entre la réponse au

repos. La réponse cardiaque a I’hypoxie des sujets mutés A/A a une tendance supérieure aux G/A et G/G
(p =0,156).

Enfin, il n'y avait pas d'interaction significative entre les polymorphismes HMOX2 et COMT
sur les paramétres calculés HVR, HCR et DSaO; au repos et a I'exercice (p > 0,05).
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11.1.3.1.3 Parametres hématologiques et score pour la détection des sujets
a haut risque de pathologie grave de haute altitude
Les deux groupes de sujets (identifiés comme « Tolérants » ou « Sensibles » au score cli-
nico-physiologique de détection des sujets a haut risque de pathologie grave d'altitude, respectivement

<5,5et>5,5, sont identiques en termes de répartition par sexe, age, taille, poids et IMC (Tableau 4).

Richalet'
ichalet's score Total

<55 >55 p
n=65 (77.4 %) n=19(22.6 %) n=84 (100 %)

Male (%) 58(89.2) 14 (73.7) 72 (85.7) 0.131
Age (years) 273+6.6 272+7.1 273+6.7 0.949
Height (cm) 1.8+0.1 1.8+£0.1 1.8+£0.1 0.542
Weight (kg) 73.6 £10.1 73.9+11.6 73.6 £10.4 0.896
BMI 233+25 23.8+32 235+2.7 0.494
Hemoglobin (g/dL) 15+1.1 14.4 £ 0.7 149 +1.1 0.007
Hematocrit (%) 43.3+3.3 41.6£2.5 42.9+3.2 0.039

MEAN + SD

Tableau 4. Caractéristiques cliniques et biologiques selon le score de Richalet.
IMC, indice de masse corporelle ; * en gras p < 0,05 (Fabries et al., 2022).

Le taux d'Hb est significativement plus faible dans le groupe « Sensibles » ayant un score
supérieur 5,5 (p = 0,007), ainsi que le taux d'hématocrite (p = 0,039), par rapport au groupe « Tolérants »

avec un score inférieur a 5,5.

11.1.3.2 Discussion concernant les réponses physiologiques, les variables bio-

logiques et les polymorphismes génétiques

Il s'agit de la premiere étude dans un groupe relativement important d’européens vivant au
du niveau de la mer a associer le polymorphisme rs4786504 HMOX?2 a des réponses ventilatoires hy-
poxiques au repos et a I'exercice, évaluées a partir du test d’effort en hypoxie. Ce test évalue la chémo-
sensibilité individuelle & I’hypoxie aigué. De plus, le polymorphisme rs4680 COMT, codant COMT,
une enzyme impliquée dans la dégradation des catécholamines, est également associé a une différence

des réponses physiologiques au repos (HVR au repos ; DSa0; et SaO» au repos). Enfin, dans cette étude,
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le taux d'Hb est associé au score de détection des sujets a haut risque de pathologie grave de haute

altitude.

Polymorphisme mononucléotidique rs4786504_HMOX?2 et réponses ventilatoires a I’hypoxie

Le polymorphisme rs4786504 HMOX?2 semble étre directement impliqué dans la chémo-
sensibilité au niveau des cellules glomiques en modulant les réponses ventilatoires a 1'hypoxie, ou HO-
2 est considéré comme le "capteur d’O;" dans le "chémosome" des cellules glomiques de type 1 des
corps carotidiens (Williams et al., 2004 ; Prabhakar et al., 2018) (Figure 14). Il a été démontré in vitro
que le rs4786504 HMOX?2 est associé a une activité régulatrice variable de I’expression &’ HMOX2, celle
de l'allele C étant significativement plus élevée que celle de l'allele T (Yang et al., 2016) (Figure 25).
Cela est probablement dii au fait que l'alléle T n'a qu'une seule liaison Sp1 au lieu de 2 dans la région
régulatrice du géne (boite tata) (Yang et al., 2016).

Nos résultats montrent que les porteurs de 1'allele T (T/T et C/T), avec une expression plus
faible de HMOX2, ont des HVR au repos et a 1'effort sous-maximal inférieures a celles des homozygotes

mutés C/C (Figure 44).

La distribution de fréquence des alleles dans notre échantillon est conforme aux données

attendues de la base de données « 1000 Genomes ».

L’ HVR a l'effort est présentée comme le meilleur facteur prédictif indépendant de la surve-
nue de pathologies sévéres de haute altitude (MAM sévere, cedémes cérébral et pulmonaire de haute
altitude) avec un seuil défini < 0,78 L.min-1.kg-1. Dans notre étude, les porteurs de 1'allele T ont une
HVR a l'effort plus faible et un risque plus élevé de pathologies de haute altitude (chi-2 = 9,16 ; OR =
5,2[1,69 ; 16,03]) (Tableau 3).

Nos résultats sont conformes aux études montrant une HVR émoussée chez les animaux
knock-out HO-2 7~ (Adachi et al., 2004) (Figure 13) et les données issues des populations tibétaines
adaptées a la haute altitude qui présentent une ventilation basale augmentée au repos (Beall et al., 1997 ;

Wu et al., 2006 ; Beall et al., 2007).
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Figure 44. (A) Représentation schématique de la signalisation de I'héme oxygénase-2 dans la détection de I'hy-
poxie par le corps carotidien ou apparaissent les hypothéses de 1’étude « GENERICH », et (B) calcul des ré-
ponses ventilatoires hypoxiques au repos et a l'exercice en fonction du polymorphisme
rs4786504 HMOX2:T>C.

AVm, variation du potentiel de membrane ; CNS, systéme nerveux central ; ANS, systéme nerveux autonome ;
BP, pression artérielle ; HVR, réponse ventilatoire hypoxique (Fabries et al., 2022).
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Nous ajoutons maintenant des informations sur l'influence génétique d’HMOX?2 dans la ré-
ponse a I'hypoxie aigué, complétant 1'étude de Yang et al. (2016) sur 1'adaptation a 1'hypoxie chronique
dans la population tibétaine, qui avait mis en évidence le role de rs4786504 HMOX?2 sur le métabolisme

de I'héme, chez les hommes tibétains en particulier.

HMO0OX2, hémoglobine et hématocrite

Nos résultats n'ont montré aucune différence significative entre les niveaux d'Hb dans les
deux groupes de porteurs de rs4786504 HMOX?2 (porteurs de ’allele T vs. C/C)

Chez les hommes tibétains, les porteurs de 1'allele C ont des taux d'Hb inférieurs a ceux des
porteurs T/T (~ 18 contre 21 g/dL) (Yang et al., 2016). Chez les femmes avec des taux d'Hb inférieurs
(~16-17 g/dL), il n'y a pas de différence. Ces taux (masculins et féminins) sont tous supérieurs a ceux
de notre échantillon, en raison d'une exposition chronique a I'hypoxie avec sécrétion d'érythropoiétine
(EPO). Le mécanisme physiologique possible de la baisse des taux d'Hb chez I'Homme serait basé sur
l'activité de HO-2 pour dégrader I'héme en biliverdine, CO et Fe?*. Cette activité pourrait étre déclenchée
a partir d'un seuil d'Hb afin de prévenir le mal chronique des montagnes dans les populations adaptées a
la haute altitude, avec I'implication éventuelle de cofacteurs (comme le statut Fe** par exemple). Grace
a d'autres études, ce seuil possible d'Hb pourrait étre défini autour de 20 — 21 g/dL, seuil fixé pour le
diagnostic de la maladie de Monge (Ledn-Velarde et al., 2005).

Par ailleurs, le taux d'Hb dépend également de la pression d'oxygeéne dans les tissus. Les
sujets ayant une réponse ventilatoire adaptée a I'hypoxie auront une moindre diminution de la pression
d'oxygene tissulaire, moins de sécrétion d'EPO et donc un plus faible taux d'Hb. Sous stress hypoxique

chronique, tous les porteurs du génotype C/C seraient ainsi protégés de la maladie de Monge.

Chémoréflexe et HO-2 « capteur d’oxygeéne » au sein du « chémosome »

Nos résultats sont cohérents avec le role de HO-2 en tant que "capteur d'O," dans le "ché-
mosome" des corps carotidiens humains comme premicre étape des réponses hypoxiques (Prabhakar et
al., 2018) et nécessitent une confirmation dans des échantillons plus importants. Dans de futures études,
les mécanismes moléculaires responsables de la régulation de la ventilation en relation avec 1’activité d’
HO-2 pourraient étre mieux explorés et compris. Cela permettra également de prendre en compte la
variabilité interindividuelle, en particulier sur ’"HVR au repos. En effet, ’"HVR au repos est supérieure
a4 L.min-1.kg-1 pour deux porteurs C/C de rs4786504 HMOX?2 (Figure 42 ; A). Un stress mental anti-
cipatoire a pu contribuer a élever ’'HVR au repos, sans avoir d'impact sur ’HVR a I’exercice (Figure

42 ; B) (Burtscher et al., 2022).
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Le lien fonctionnel entre ce polymorphisme HMOX?2 et la susceptibilité individuelle a la
pathologie grave de haute altitude doit également étre confirmé dans de larges cohortes avant de pouvoir
considérer ce polymorphisme comme un marqueur prédictif avant exposition. Ces résultats seront d'au-
tant plus intéressants que les nouvelles technologies moléculaires permettent de déterminer le polymor-
phisme d'un individu en une seule étape et en moins d'une heure, a 1’aide d’un appareil miniaturisé,
directement a partir d'un échantillon de sang ou de salive, et sans extraction d’ADN (Drogou et al., 2020 ;
Notomi et al., 2000 ; Chakraborty et al., 2017). Ce polymorphisme pourrait ainsi étre déterminé lors des

consultations de médecine de montagne.

Cependant, dans notre étude, nous ne pouvons pas exclure que d'autres SNP d’ HMOX?2 puis-

sent étre fonctionnels.

Polymorphisme mononucléotidique rs4680_COMT et réponses au test d’effort en hypoxie

Le polymorphisme fonctionnel rs4680 COMT module l'activité de la catéchol-O-méthyl
transférase (COMT), une protéine dont l'activité enzymatique entraine la dégradation des catéchola-
mines. Lors d'un exercice maximal, les porteurs du génotype muté A/A (Met/Met) présentent une activité
enzymatique plus faible, des niveaux de catécholamines accrus et donc une activité du systéme nerveux
autonome (SNA) plus élevée que les hétérozygotes G/A (Val/Met) ou les ancétres homozygotes G/G
(Val/Val) (Ghimire et al., 2012).

En hypoxie aigué, le SNA et le systéme catécholaminergique jouent un rdle direct dans 'aug-
mentation de la FC aprés détection de la diminution en O par les cellules glomiques (Figure 8), et
influencent également indirectement la réponse ventilatoire (Asano et al., 1997 ; Richalet et al., 2016).
En effet, une augmentation progressive de I’activité sympathique a été constatée chez 'Homme lors
d'une exposition a haute altitude, et cette augmentation s'est avérée corrélée a 1'augmentation du débit
ventilatoire (Asano et al., 1997).

Nos résultats montrent des différences significatives entre les réponses physiologiques au
« seul » stress hypoxique pendant la phase de repos selon les génotypes COMT. Les porteurs du géno-
type homozygote A/A muté ont une HVR au repos plus élevé, une saturation en oxygene mesurée plus
¢levée et une moindre désaturation en oxygene au repos en hypoxie, par rapport aux sujets hétérozygotes
G/A. Nous avons également observé une tendance a une réponse hypoxique cardiaque au repos plus

élevée (p = 0,156), qui demande a étre confirmée dans un échantillon plus important.

Néanmoins, il n'y a pas de différence significative liée au polymorphisme COMT au cours

des deux phases d'exercice sous-maximal (normoxique et hypoxique), et méme s'il y a une influence
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significative des polymorphismes HMOX2 et COMT individuellement sur ’HVR au repos, et une ten-
dance sur I’HCR au repos, il n'y a aucun effet significatif de la combinaison des polymorphismes
(HMOX2 et COMT) sur les parametres calculés HVR, HCR et DSa0O». Le manque d'interaction entre ces
polymorphismes pourrait s'expliquer par le faible effectif des sous-groupes (3 profils géntoypiques

COMT et 2 profils génotypiques HMOX?2).

Susceptibilité a la pathologie de haute altitude et taux d’hémoglobine et d’hématocrite

La tolérance a I’hypoxie chronique nécessite des augmentations contrdlées des taux d'Hb
pour prévenir le mal chronique des montagnes (Petousi et al., 2014 ; Beall et al., 1987). Actuellement,
de nombreuses études explorent la relation entre les niveaux d'Hb et la survenue de maladies de haute
altitude dans les populations qui y vivent (Beall et al., 1998).

Concernant I'hypoxie aigué, I'accent est plutot mis sur 1'étude de 1’affinité élevée de 1’hémo-
globine pour I’oxygéene et la tolérance a l'exercice (Yalcin et al., 2012 ; Dominelli et al., 2020). En 2009,
Richalet et al. ont présenté des résultats entre 1'affinité de 'hémoglobine pour 1’oxygene (Sa0») et les
réponses ventilatoires chez les sujets vivant au niveau de la mer : les sujets avec une bonne réponse
ventilatoire (HVR+) avaient des taux de SaOx plus élevés et une DSaO» plus faible au repos et a l'effort
en hypoxie par rapport aux sujets avec une réponse ventilatoire plus faible (HVR-).

Dans notre étude, les taux d'Hb et d'hématocrite étaient significativement plus élevés chez
les sujets identifiés comme étant a faible risque de graves pathologies de haute altitude (score < 5,5)
(Richalet et al., 2012 ; Richalet et al., 2021). Ce score clinico-physiologique a été validé par un consen-
sus européen pour détecter les sujets a haut risque de graves pathologies de haute altitude (Lhuissier et
al., 2012 ; Richalet et al., 2021), avec une sensibilité de 87,3% et une spécificité de 73,1% chez les sujets
sans expérience préalable a la haute altitude (Richalet et al., 2021). Si nos résultats concernant les taux
d'Hb et d'hématocrite sont confirmés dans des cohortes plus importantes, ces deux criteres, facilement
accessibles lors d'une consultation de médecine de montagne, pourraient étre pris en compte dans la
validation d'un nouveau mod¢le de score clinico-physiologique et biologique.

Ainsi, pour les populations vivant au niveau de la mer, les bons répondeurs a 1'hypoxie se-
raient les sujets ayant une bonne réponse ventilatoire (HVR+), une moindre DSaO- a I'hypoxie et des
taux d’Hb et d'hématocrite plus élevés. En comparaison, dans les populations vivant en haute altitude,
le stress hypoxique chronique induit des taux ¢levés d'Hb et les expose au mal chronique des montagnes
(maladie de Monge) et a ses complications (Léon-Velarde et al., 2005). Les sujets bien adaptés a la vie
en altitude seraient ceux ayant une bonne réponse ventilatoire, une meilleure SaO> et une augmentation
« contrdlée » de 1'Hb et de I'hématocrite ; ainsi les populations tibétaines présentent ces caractéristiques
contrairement aux populations andines qui sont plus susceptibles a la maladie de Monge (Beall et al.,

1997 ; Beall et al., 2007).
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11.1.4 Partie 2 « sommeil » : Résultats et discussion

Cette partie de la theése a fait I’objet d’un travail de thése de médecine générale :
- Vincent Marchandot et Pierre Fabries. Prédiction et prévention de la pathologie d’altitude : une place

pour le sommeil ? Université Paris-Saclay, Faculté de médecine, 2021.

11.1.4.1 Résultats concernant I'étude du sommeil et les réponses physiolo-
giques

11.1.4.1.1 Description de la population

39 sujets pour lesquels nous avions I’ensemble des données ont été inclus dans les analyses,
dont 36 hommes et 3 femmes (dge moyen : 27,4 + 6,45 ans ; taille : 1,77 + 0,07 cm, poids : 76,1 £+ 9,89
kg et IMC : 24,2 £2,32).

11.1.4.1.2 Données subjectives et architecture de la Nuit 1 et de la Nuit 2 de
I'ensemble des sujets

La valeur moyenne observée au questionnaire d’Index de Qualité de Sommeil de Pittsburgh

était de 3,16 + 1,44.

Nous avons observé une différence significative entre la durée habituelle des nuits de som-
meil déclarée sur le cahier d’observation et la durée totale de la nuit 1 déclarée sur I’agenda du sommeil
(p = 0.003). La moyenne des temps de sommeil des nuits expérimentales 1 était plus faible, par rapport
a la valeur habituelle des nuits (414 + 95 minutes vs. 471 + 53 minutes, p = 0,003).

Il n’y avait pas de différence significative entre les temps totaux de sommeil déclarés des
Nuits 1 et 2 sur ’agenda du sommeil, par rapport aux données enregistrées par le bandeau Dreem ®. Les

valeurs sont présentées dans la Figure 45.
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Figure 45. Comparaison du temps total de sommeil (TST) en minutes entre I’agenda et le bandeau (tst) pour la
Nuit 1 et la Nuit 2 (Marchandot et Fabries, 2021).

L’architecture du sommeil de la premicre et de la seconde nuit expérimentale de

I’ensemble des sujets est présentée sur le Tableau 5.

Night 1 Night 2 p
TST (min) 429.84 + 60.45 431.35 + 64.54 0.370
SEI 90.11 £ 6.89 92.70 £3.98 0.056
SOL (min) 16.37 £10.29 11.32 £ 6.52 0.002 **
LPS 25.65 £ 8.003 24.882 £9.03 0.001 ***

WAKE (min) 49.50 + 34.87 36.03 £+ 18.31 0.016 *
Micro arrousal index 8.58 +2.87 8.03+2.70 0.166
WASO (min) 28.84 +26.27 21.66 + 14.86 0.221
NREM (min) 317.38 +49.36 309.41 + 49.46 0.408
% NREM 73.94 1+ 6.18 71.96 + 7.05 0.042 *

- N1 (min) 28.72 + 10.81 28.03 + 9.61 0.421
% N1 6.71 +2.47 6.44 +1.78 0.906

- N2 (min) 220.57 + 42.04 194.79 + 42.89 0.447
% N2 46.63 + 6.99 45.11 + 6.90 0.202

- N1 + N2 (min) 231.63 + 44.69 213.80 + 62.38 0.207
% N1 +N2 53.70 + 7.71 51.78 + 7.08 0.151

- N3 (min) 88.09 + 30.54 86.59 + 24.77 0.784
% N3 20.59 + 7.06 20.41 +6.21 0.876
REM (min) 112.46 + 30.28 121.94 + 36.52 0.05 *
% REM 26.06 + 6.18 28.04 + 7.05 0.042 *

Tableau 5. Comparaison des parameétres du sommeil pour I’ensemble des sujets entre Nuit 1 et Nuit 2.

TST, total sleep time (temps de sommeil total) ; SEI, sleep efficiency (efficacité du sommeil) ; SOL : sleep onset
latency (temps de latence du sommeil) ; LPS : latency to persistent sleep, wake : éveils ; WASO, wake after
sleep onset (durée des éveils aprés endormissement) ; NREM, non-rapid eye movement (sommeil lent) ; N1,
stade 1 du sommeil lent [éger ; N2, stade 2 du sommeil lent léger ; N3, stade 3 du sommeil lent profond ; REM,
rapid eye movment (sommeil paradoxal) ; * en gras p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001 (Marchandot et
Fabries, 2021).

Parmi les données acquises par le bandeau Dreem ®, nous avons observé une diffé-
rence significative dans les pourcentages de sommeil paradoxal (REM) et de sommeil lent (NREM)

entre les deux nuits (p = 0,042). Le pourcentage de sommeil paradoxal (REM) était plus élevé lors de la
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seconde nuit de sommeil (Tableau 5). Nous avons également observé une différence significative dans
les durées d’éveil, de latence d’endormissement et de latency to persistent sleep (LPS) (p = 0,016, p =

0,002 et p = 0,001, respectivement). Lors de la seconde nuit, ces durées étaient inférieures (Tableau 5).

11.1.4.1.3 Analyse au regard des résultats au test d’effort en hypoxie

Pour I’analyse des données du sommeil au regard des résultats au test d’effort en hypoxie,
nous avons dans un premier temps séparé notre échantillon en deux sous-groupes : « Tolérants » vs.
« Sensibles ». Les sujets inclus dans 1’étude n’avaient pas de s¢jours documentés en haute altitude. Apres
calcul du score de susceptibilité (seuil a 5,5), nous avons observé 25 « Tolérants » et 14 « Sensibles ».
Il n’y avait pas de différence significative entre les groupes sur I’age, la taille et le poids. Le Tableau 6
présente les valeurs moyennes des réponses ventilatoires, cardiaques et les variations de saturation a

I’exercice en hypoxie.

RVHe RCHe DSaE
Profil de susceptibilité n Score total
(L/min/kg) (bpm/min/%) (%)
« Tolérants » 25 3,50 + 1,78 0,695 + 0,531 1,070 £ 0,347 | 21,50 + 5,98
« Sensibles » 14 6,64 + 0,46 0,435+ 0,255 0,829 + 0,154 | 27,50 + 5,46

Tableau 6. Paramétres du test d’effort en hypoxie selon les profils de tolérance.

RVH,, réponse ventilatoire a I’hypoxie a I’exercice ; RCH., réponse cardiaque a I’hypoxie a I’exercice ; DSaE,
désaturation a 1’exercice en hypoxie (valeurs moyennes + écart-type) (Marchandot et Fabries, 2021).

Les données sommeil enregistrées pendant les Nuits 1 et 2 sont présentées dans le Tableau
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Night 1 Night 2
Tolerant Sensitive p Tolerant Sensitive p

TST (min) 428.64 £ 64.14 430.71 £ 54.32 0.921 446.48 £+ 67.92 414.731 £+ 53.76 0.155
SEI 90.57 + 4.82 89.53 + 8.91 0.642 92.85 +3.61 91.95 + 4.86 0.564
SOL (min) 15.32 4+ 9.50 16.96 + 11.36 0.656 10.44 £+ 5.58 12.00 £+ 7.955 0.489
LPS (min) 23.75 £ 25.70 24.114+19.21 0.962 12458 £7.12 19.692 + 15.75 0.137
WAKE (min) 45.77 £ 24.85 51.96 £ 46.35 0.651 3544 + 18.27 35.92 + 17.04 0.936
Micro arrousal index 8.84 +£2.70 7.77 £3.09 0.279 7.98 +£2.34 7.87 £3.29 0.915
WASO (min) 26.36 + 18.25 30.82 £ 35.08 0.666 21.58 £ 14.56 21.96 +14.30 0.940

NREM (min) 324.09 £ 47.15 307.43 £49.73 0.319 323.81 + 48.47 291.46 + 44.25 0.048 *
% NREM 75.88 + 5.56 71.24 +5.99 0.024 * 72.96 + 7.83 70.28 + 5.38 0.263
- N1 (min) 28.98 £ 11.39 27.29 £ 9.66 0.649 28.19 £ 9.41 27.85 +£9.44 0.917
% N1 6.72 £2.39 6.47 +£2.56 0.775 626+ 1.71 6.68 + 1.86 0.497

- N2 (min) 206.27 +43.84 190.71 + 37.14 0.279 205.98 + 28.60 175.12 + 36.35 0.033 *
% N2 48.05 £ 6.64 44.27 £ 6.68 0.105 46.20 + 6.83 42.22 £+ 6.68 0.097

- N1 + N2 (min) 234.17 £ 47.63 181.82 + 67.70 0.412 234.17 £+ 47.63 181.82 + 67.70 0.008 **
% N1 +N2 52461 +7.192 49.51 £6.72 0.223 5246 +7.19 49.51 £6.72 0.231
- N3 (min) 88.84 + 28.88 89.43 + 89.50 0.955 89.65 + 28.60 88.50 + 21.42 0.964
% N3 21.11 £ 7.55 20.50 £ 6.56 0.808 20.50 £ 7.25 21.38 £4.46 0.694
REM (min) 104.55 + 30.18 123.29 + 27.30 0.068 122.67 £ 43.18 123.27 £ 26.81 0.964
% REM 24.12 + 5.56 28.76 + 5.99 0.024 * 27.04 £ 7.83 29.72 £ 5.38 0.228

Tableau 7. Comparaison des parameétres du sommeil « Tolérants » vs. « Sensibles » pour les nuits 1 et 2.

TST, total sleep time (temps de sommeil total) ; SEI, sleep efficiency (efficacité du sommeil) ; SOL, sleep onset latency (temps de latence du sommeil) ; LPS,
latency to persistent sleep ; wake : éveils ; WASO, wake after sleep onset (durée des éveils apreés endormissement) ; NREM, non-rapid eye movement
(sommeil lent) ; N1, stade 1 du sommeil lent 1€ger ; N2, stade 2 du sommeil lent 1éger ; N3, stade 3 du sommeil lent profond ; REM, rapid eye movement
(sommeil paradoxal) ; * en gras p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (Marchandot et Fabries, 2021).
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Lors de la premiére nuit, nous avons mis en évidence une différence significative entre les
deux sous-groupes sur le pourcentage de sommeil lent (NREM) et paradoxal (REM) (p = 0,024). Les
sujets du sous-groupe « Tolérants » avaient un pourcentage de sommeil lent (NREM) plus élevé que le

sous-groupe « Sensibles ».

Lors de la seconde nuit, nous avons mis en évidence une différence significative entre ces
sous-groupes sur la durée de sommeil lent (NREM), de sommeil stade N2 et la durée cumulée stades
N1+N2 et (p = 0,048, p = 0,033 et p = 0,008, respectivement). Les sujets du sous-groupe « Tolérants »
avaient des durées de sommeil lent (NREM), N2 et N1+N2 plus longues que les sujets du groupe « Sen-

sibles ».

Proportionnellement, il n’y avait pas de différence significative dans les variations de ces

paramétres entre la Nuit 1 et la Nuit 2 au sein des groupes.

11.1.4.1.4 Analyse par corrélations linéaires entre les variables quantitatives
Ensuite, nous avons réalisé une analyse par corrélation linéaire entre les différentes variables
continues enregistrées pendant les Nuits 1 et 2, et le score total au test d’effort en hypoxie. Une valeur

¢levée de ce score est associée a une susceptibilité augmentée a la pathologie de haute altitude (Tableau
8).

Richalet’s test total score Correlation « Night 1 » Meanr | Correlation « Night 2 » Mean r
TST (min) -0.351 * -0.397 *
NREM (min) -0.362 * -0.336 *
% NREM -0.120 0.030
- N1 (min) - 0.002 - 0.027
% N1 0.078 0.173
- N2 (min) - 0.286 - 0.404 *
% N2 - 0.225 -0.204
- N1 + N2 (min) -0.222 - 0.436 **
% N1 +N2 -0.121 0.121
- N3 (min) 0.019 0.035
% N3 0.087 0.209
REM (min) -0.014 - 0.240
% REM 0.120 - 0.030

Tableau 8. Résultats de I’analyse par corrélation linéaire entre la valeur du score d’effort en hypoxie et les para-
metres sommeil (Nuit 1 et Nuit 2).

TST, total sleep time (temps de sommeil total) ; NREM, non-rapid eye movement (sommeil lent) ; N1, stade 1
du sommeil lent léger ; N2, stade 2 du sommeil lent 1éger ; N3, stade 3 du sommeil lent profond ; REM, rapid
eye movment (sommeil paradoxal) ; * en gras p < 0,05, ** p < 0,01 (Marchandot et Fabries, 2021).

Nous avons mis en évidence une relation négative de faible intensité entre la valeur totale

du score au test d’effort en hypoxie et les durées totales de sommeil et de sommeil lent (NREM) des
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deux nuits. Plus le score était élevé lors du test d’effort en hypoxie (sensibles), plus les durées totales de

sommeil et de sommeil lent (NREM) étaient faibles (Tableau 8).

11.1.4.1.5 Analyse par régression logistique
Enfin, nous avons réalisé une analyse par régression logistique binomiale avec la variable a

expliquer « résultats au test d’effort en hypoxie » en fonction de la variable explicative « proportion de

sommeil lent (NREM) de la premiére nuit expérimentale » .

Le pourcentage de sommeil lent (NREM) lors de la nuit 1 était associé aux « Tolérants » au
test d’effort en hypoxie avec une spécificité de 81,8 % et une sensibilité de 50,0 % (p = 0,037) (Figure
46).

Sensitivity
[=]
o

1 - Specificity

Figure 46. Courbe ROC (receiver operating characteristic) illustrant la relation existant entre la sensibilité et la
spécificité du modéle (Marchandot et Fabries, 2021).

11.1.4.2 Discussion concernant I’étude du sommeil et les réponses physiolo-
giques

Dans I’ensemble, notre étude a mis en évidence une différence d’architecture du sommeil de
la Nuit 2 par rapport a la Nuit 1. La proportion de temps passé en sommeil paradoxal (REM) au cours
de la Nuit 2 était plus importante. Cette nuit était également marquée par une diminution de la latence
d’endormissement et de la durée des éveils. Il n’y avait pas de différence entre les durées totales de

sommeil déclarées et enregistrées par le bandeau.
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Selon les groupes « Tolérants » vs. « Sensibles », nous avons observé une différence d’ar-
chitecture du sommeil des deux nuits. Les sujets « Tolérants » avaient une quantité de sommeil lent
(NREM) plus importante au cours de la nuit précédant (proportion) et de la nuit suivant le test (durée).

Il existait une corrélation négative entre la tolérance évaluée par le test d’effort en hypoxie
(diminution du score) et I’augmentation de la durée totale de sommeil et de la durée de sommeil lent au
cours des deux nuits.

Enfin, la proportion de sommeil lent au cours de la Nuit 1 permettait de prédire les « Tolé-

rants » avec une spécificité de 81,8 % et une sensibilité de 50 %.

Relation entre sommeil et susceptibilité a la pathologie d’altitude

Il apparait que les sujets ayant été assignés au groupe « Tolérants » avaient une quantité plus
importante de sommeil lent (NREM) au cours de la Nuit 1 et de la Nuit 2. Les sujets « Sensibles » avaient
une durée plus importante de sommeil paradoxal au cours de la premicre nuit. Ces résultats semblent
indiquer qu’il pourrait exister un lien entre la répartition du sommeil lent et paradoxal, et la susceptibilité

a la pathologie de haute altitude.

Sommeil paradoxal

C’est durant le sommeil paradoxal que de nombreux auteurs font état d’une nette dégradation
de la ventilation (Dauvilliers, 2019). La respiration y est alors souvent décrite comme irréguliere, rapide
et moins efficace. Plusieurs études ont mis en évidence la survenue de désaturations plus importantes au
cours du sommeil paradoxal chez les patients souffrants d’un syndrome d’apnées obstructives du som-
meil (Findley et al., 1985). Dans le cadre des pathologies, les patients atteints de bronchopneumopathie
chronique obstructive présentent des épisodes d’hypercapnie et d’hypoxémie nocturnes durant les phases
de sommeil paradoxal (Coccagna et Lugaresi, 1978 ; Koo et al., 1975 ; Leitch et al., 1976). 1l a été
observé parmi ces patients que les épisodes d’hypoxémie étaient d’autant plus séveres que la durée du
sommeil paradoxal était longue. En outre, des auteurs ont décrit un nombre plus important d’apnées en
sommeil paradoxal (Berssenbrugge et al., 1984). Chez les patients atteints de syndrome des apnées obs-
tructives du sommeil, la durée des apnées obstructives est plus longue dans le stade paradoxal (Findley
et al., 1985). Des hypothéses pourraient proposer une explication a ces phénomenes. La baisse de 1’ac-
tivité des muscles des voies aériennes supérieures lors de ce stade favorise le collapsus de celles-ci. La
diminution du tonus des muscles inspiratoires dégrade I’efficacité de la ventilation. Durant le sommeil
paradoxal, la diminution de la sensibilité des chémorécepteurs serait susceptible de limiter la réponse
ventilatoire secondaire aux stimuli hypocapniques et hypoxémiques (Sullivan et al., 1978).

Il convient alors de se poser la question d’un lien entre la proportion de temps passé en

sommeil paradoxal et le niveau de chémosensibilité chez un sujet sain. La quantité de sommeil paradoxal
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pourrait étre en lien avec la chémosensibilité, et donc avec la réponse ventilatoire au test d’effort en
hypoxie. Cette hypothése pourrait expliquer le fait que les sujets ayant passé plus de temps en sommeil
paradoxal lors de la Nuit 1 correspondent a ceux prédisposés a étre sensibles. Il conviendrait de le con-
firmer avec de plus amples expérimentations incluant notamment un enregistrement des variables ven-

tilatoires pendant le sommeil.

Sommeil lent

Les sujets assignés au groupe « Tolérants » ont une quantité plus importante de sommeil
lent, et des corrélations négatives existent entre la durée totale de sommeil, la durée de sommeil lent et
le score de susceptibilité au test d’effort en hypoxie. Ce score a été validé avec une valeur seuil de 5,5
en I’absence d’antécédents d’exposition a ’altitude. En-deca de cette valeur, le sujet est déclaré « Tolé-
rant », au-dela il est « Sensible » (susceptible de développer une grave pathologie de haute altitude). En
admettant 1’hypothese que la valeur quantitative du score est associée a la vulnérabilité individuelle,
notre étude mettrait en évidence une corrélation entre la tolérance a I’hypoxie et I’augmentation du som-
meil lent lors des deux nuits (plus les durées de sommeil lent étaient élevées, plus la valeur du score était
faible lors du test d’effort en hypoxie (Tableau 8)). Cette corrélation existe également entre la tolérance
au test d’effort en hypoxie et ’augmentation de la durée totale de sommeil.

Aussi, dans un modele prédictif de la réponse au test d’effort en hypoxie, nos résultats mon-
trent que la variable explicative « proportion de sommeil lent en Nuit 1 » permettait de prédire un clas-
sement dans le groupe « Tolérants » avec une bonne spécificité (81,8 %) et une sensibilité de 50 %. Dans
notre modele, la proportion importante de sommeil lent en nuit 1 est un marqueur prédictif d’apparte-
nance au groupe « Tolérants ».

En général, le sommeil lent, qui permet la récupération physique (Léger et al., 2018), pourrait
étre considéré comme marqueur prédictif de la tolérance a I’hypoxie d’altitude. Ce lien sera a confirmer
dans des études spécifiques ou les sujets seront exposés a une hypoxie environnementale suite a des
modifications préalables du sommeil (quantité). L’activit¢ EEG devra étre enregistrée pendant le som-

meil.

Ces relations entre durée totale de sommeil et durée de sommeil lent corrélées au score de
susceptibilité, et notre modele prédictif pourraient étre illustrées de la fagon suivante : un sujet qui dort
peu et passe moins de temps en sommeil lent a un score de susceptibilité plus élevé et serait donc plus
susceptible de développer une grave pathologie de haute altitude. Inversement, les sujets « Tolérants »

dormiraient plus et passeraient plus de temps en sommeil lent récupérateur.
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11.1.4.2.1 Limites

Les différences de durée et d’architecture de la Nuit 2 par rapport a la Nuit 1 observées au
cours de notre étude ne semblent pas liées a la bréve contrainte hypoxique du test. L hypoxie a des effets
sur le sommeil lors des nuits passées en altitude sous une contrainte hypoxique permanente (Bloch et
al., 2015).

Par ailleurs, le port du bandeau enregistrant le sommeil peut étre initialement associé a un
certain inconfort avec géne a I’endormissement et réveils nocturnes. Durant la nuit, certains sujets s’in-
quiétaient du positionnement du bandeau et de 1’acquisition des données. Au fur et a mesure des nuits,
les sujets s habituent au port du bandeau, s’endorment plus vite et se réveillent moins. Dans notre étude,
le raccourcissement de la durée d’endormissement et de la durée totale des éveils lors de la Nuit 2 pour-
raient refléter ce phénomene d’accoutumance au port du bandeau. Le gain lors de la seconde nuit pourrait
se faire au profit du temps de sommeil paradoxal. Ceci serait en accord avec les données de la littérature
qui rapportent une augmentation de sommeil paradoxal au cours des nuits de récupération dans les
troubles du sommeil. Nous n’avons pas de données relatives a une dette chronique ou aigué¢ de sommeil
pour nos sujets. La durée de la premiére nuit était plus courte que la durée déclarée sur le dernier mois,
mais la durée totale de sommeil et ’architecture étaient dans des valeurs jugées normales (durée du

temps de sommeil total et répartition du sommeil lent).
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11.1.5 Conclusion

En conclusion, 1’é¢tude « GENERICH » confirme dans un premier temps la relation entre le
polymorphisme rs4786504 HMOX?2 et les réponses ventilatoires au test d'effort en hypoxie chez des
européens vivant au niveau de la mer, probablement par des variations de la chémosensibilité indivi-
duelle et de I’activité du chémoréflexe. Bien que ces résultats demandent a étre confirmés sur des échan-
tillons plus importants, ils soulignent le rdle majeur de HO-2 en tant que « capteur d'Oz » au niveau des
cellules glomiques de type 1.

Une meilleure compréhension des facteurs génétiques impliqués dans la vulnérabilité indi-
viduelle a I'hypoxie aigué permettra d’améliorer la prédiction et la prévention de pathologies sévéres de

haute altitude.

Aussi, cette étude confirme une association potentielle entre sommeil et susceptibilité a la
pathologie d’altitude prédite a partir des variables physiologiques mesurées et calculées lors du test
d’effort en hypoxie. La mise en évidence d’une relation spécifique entre la durée totale de sommeil, le
sommeil lent, et les réponses au test d’effort en hypoxie démontrerait I'intérét d’introduire les
caractéristiques du sommeil (durée, architecture) en tant que facteur prédictif de la tolérance a I’hypoxie

d’altitude.

Afin d’explorer et confirmer ces derniers résultats, nous avons entrepris une nouvelle étude
dont I’objectif était d’évaluer I’effet d’une diminution de la durée totale de sommeil sur les réponses a

I’hypoxie.
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11.2 ETUDE2 « HYPSOM »

La période d’inclusion de cette étude s’est terminée le 25 janvier 2023. L’ensemble du pro-
tocole expérimental est présenté dans ce document ou seuls les principaux résultats préliminaires dispo-

nibles seront discutés.

Au cours de voyages touristiques, en opérations ou a I’entrainement, I’exposition a 1’altitude
est souvent associ¢e a une dette de sommeil importante.

La combinaison de ces contraintes induit un stress physiologique qui peut favoriser ’altéra-
tion des performances mentales, majorer le risque de survenue d’incapacités et/ou d’intolérances a I’al-
titude, ou encore la survenue de pathologies d’altitude.

Dans le domaine aéronautique, la contre-mesure a I’hypoxie d’altitude est I’utilisation
d’oxygene mais son indication n’est pas systématique entre 3000 et 4000 metres pour les aéronefs non
pressurisés en aéronautique opérationnelle (hors aviation commerciale). Son utilisation dépend de la
durée d’exposition, sans que les normes soient clairement établies. Des incapacités impactant I’état de
santé des militaires peuvent donc survenir des le seuil des troubles a 3500 metres. Ce risque pourrait étre

majoré en cas de combinaison des contraintes.

11.2.1 Objectifs

L’hypothese principale de cette expérimentation est que la dette aigu€¢ de sommeil majore la
dégradation des performances mentales et impacte les réponses physiologiques et la tolérance a 1’hy-

poxie aigué.
L’objectif principal était d’évaluer, chez le sujet sain, I’impact d’une restriction de sommeil

a 3 heures sur les performances attentionnelles (PVT de 10 minutes) en hypoxie normobare, équivalente

a 3500 meétres d’altitude.

Les objectifs secondaires concernaient les réponses cognitives, physiologiques, biologiques

et la tolérance a I’hypoxie, suite a une restriction aigué de sommeil.

Réponses cognitives

Il s’agissait d’évaluer I’impact d’une restriction de sommeil sur la capacité exécutive d’in-

hibition (Go-noGo), la mémoire de travail (N-Back), la réalisation d’une tiche complexe de simulation
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(MATB-II), la capacité¢ d’intégration cognitive visuelle et auditive (onde P300 a I’EEG lors d’un

Oddball) et sur le suivi oculaire et la taille pupillaire lors des taches cognitives.

Réponses physiologiques

Il s’agissait d’évaluer ’impact d’une restriction de sommeil sur la réponse cardio-circula-
toire a I’hypoxie (FC, SpO., contenu périphérique en oxygene (CpO.)) et la réponse ventilatoire a I’hy-

poxie (FR, volume courant (Vt), CO, end-tidal (EtCO2)).

Réponses biologiques

11 s’agissait d’évaluer I’impact d’une restriction de sommeil sur 1’érythropoiése induite par
I’hypoxie (érythropoiétine (EPO), réticulocytes, hémoglobine, diphosphoglycérate (2,3-DPQG)), les ré-
ponses immuno-inflammatoires et endocriniennes a I’hypoxie (globules blancs, lymphocytes, polynu-
cléaires neutrophiles, TNF-a, IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-10, adrénaline et noradrénaline, cortisol, alpha-amy-

lase, testostérone), et sur la réponse métabolique a I’hypoxie (insuline, glycémie).

Tolérance a I’hypoxie d’altitude

Il s’agissait d’évaluer I’impact d’une restriction de sommeil sur les signes fonctionnels de

mauvaise « adaptation » a I’hypoxie (EVA et Lake Louise score).

Enfin, la combinaison des contraintes restriction de sommeil et hypoxie sera analysée au
regard de la tolérance individuelle & I’hypoxie selon les profils de susceptibilité au test d’effort en hy-

poxie et les polymorphismes génétiques HMOX2, COMT et ADORA2A.

11.2.2 Matériels et méthodes
11.2.2.1 Type d’essai
Il s’agissait d’une étude expérimentale, prospective, monocentrique, randomisée, portant sur

des sujets sains.

Cette étude rentrait dans le cadre des recherches impliquant la personne humaine intervention-
nelle hors produit de santé, a risques et contraintes minimes (RIPH2). En effet, les interventions (exposition

a ’hypoxie et restriction de sommeil) sont des conditions couramment observées.
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11.2.2.2 Schéma d’étude
L’étude comportait deux bras contre-balancés avec un design en cross-over : tous les parti-
cipants ont été exposés a I’hypoxie a deux reprises, une premicre fois aprés une nuit habituelle de som-
meil et une seconde fois apres une restriction de sommeil (ou inversement). Deux situations « témoins »
ont permis d’enregistrer les réponses suite a une nuit habituelle ou une nuit de restriction, sans exposition
a ’hypoxie. Les deux bras différaient par 1I’ordre d’exposition aux quatre conditions expérimentales.
Au final, chaque participant a été¢ exposé aux quatre conditions expérimentales suivantes
(Figure 47) :
- en normoxie (FiO2 = 20,9 %) aprées une nuit de sommeil habituel (> 6 heures) [HS-NO, pour habitual
sleep — normoxia] ;
- en normoxie (Fi02 =20,9 %) apres une nuit de sommeil réduite (3 heures) [SR-NO, pour sleep restric-
tion — normoxia) ;
- en hypoxie normobare (FiO2 = 13,2 %, équivalente a une altitude simulée de 3500 metres) apres une
nuit de sommeil habituel (> 6 heures) [HS-HY, pour habitual sleep — hypoxia] ;
- en hypoxie normobare (FiO2 = 13,2 %) aprés une nuit de sommeil réduite (3 heures) [SR-HY, pour

sleep restriction — hypoxial.

Une période wash-out de 7 a 21 jours a été réalisée apres chaque période de restriction de

sommeil et/ou d’exposition a I’hypoxie.

Le sommeil s’est déroulé en normoxie dans les quatre conditions expérimentales.
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Figure 47. Schéma représentant les 4 conditions expérimentales de I’expérimentation « HYPSOM ».

Les 4 points de mesure sont encadrés en rouge a 30 minutes (passage n° 1), 1h30 (enregistrements ventilatoires), 2h15 (MATB-II) et 4h d’exposition

a ’hypoxie (passage n° 2). TIB, time in bed.

110

Wash-out

Wash-out

Wash-out



Aprés une premiére analyse de notre protocole par le comité de protection des personnes le-
de-France VIII en mai 2022, nous avons obtenu un avis favorable en aolit 2022 (Annexe [V). La période

d’inclusion s’est déroulée de novembre 2022 a janvier 2023.

Le protocole de recherche a été enregistré sur la plateforme clinicalTrials.gov : https://www.cli-

nicaltrials.gov/ct2/show/NCT05563688

11.2.2.3 Sujets

Les participants ont été recrutés par appel a volontaires par voie d’annonce et par affichage
au sein de I'IRBA mais également dans les Universités d’Ile-de-France, les structures militaires et les
structures des sapeurs-pompiers de la région parisienne. L affiche de 1’étude a été envoyée par courriel
aux personnes ayant déja participé a I’é¢tude « GENERICH » et ayant accepté d’étre contactées pour
d’autres études. La notice d’information a été fournie aux personnes intéressées pour participer au pro-

tocole.

Ont ét¢é inclus les sujets de sexe masculin ; sains (indemnes de toute pathologie ou de toute
prise en charge médicamenteuse « participant sain » (déterminé lors de la visite médicale d’inclusion))
; agés de 18 et 45 ans ; déclarant une consommation de tabac < 5 cigarettes par jour ou vapotage sans
nicotine ; ayant une activité physique réguliere (entre 1 et 4 heures d’activités physiques par semaine) ;
affiliés ou ayant droit d’un régime de sécurité sociale ; sans contre-indication a la pratique d’un exercice

physique ; ayant donné leur consentement.

N’ont pas été inclus dans 1’étude, les sujets de sexe féminin (compte tenu des différences
connues de la réponse ventilatoire en hypoxie selon les phases du cycle menstruel (Richalet et al.,
2015)) ; présentant un IMC > 30 (majoration du risque d’hypoventilation) ; présentant une pathologie
médicale active (cardiologique, rénale, hépatique, cutanée, neurologique, etc.), un antécédent de patho-
logie active inférieure a 6 mois, ou une déviation significative avec les valeurs normales observées lors
de l’interrogatoire, de I’examen clinique ou de 1’¢lectrocardiogramme (ECG) ; ayant effectué¢ un séjour
en altitude (> 3500 métres) durant les 3 derniers mois (en raison d’une possible pré-acclimatation) ;
déclarant une contre-indication absolue ou relative a un séjour en haute altitude (Richalet et al., 2015) ;
ayant une contre-indication médicale a la pratique d’activités sportives ; ayant une allergie cutanée a
I’éthanol modifi¢ ou a la capsaicine (utilisée comme vasodilatateur au niveau du lobe de 1’oreille) ;
portant un pacemaker ou des implants ferromagnétiques ; présentant un mauvais capital veineux ; pré-

sentant un trouble du sommeil constaté par questionnaire (questionnaire d’Index de Qualité¢ du Sommeil
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de Pittsburgh > 5) ; présentant une durée habituelle de sommeil < 6 heures ; ne bénéficiant pas d’un
régime d’assurance maladie ; présentant une altération médicalement établie de ses fonctions cognitives
(incapables majeurs) ; participant sous tutelle, curatelle ou sauvegarde de la justice ; en arrét maladie ;

personne ne pouvant étre contactée en cas d’urgence.

Tous les participants volontaires ont fourni un consentement éclairé écrit avant leur

participation. La participation était indemnisée.

11.2.2.4 Modeles d’exposition a I’hypoxie normobare et a la restriction de sommeil

Hypoxie normobare

L’exposition a I’hypoxie a été réalisée a I’'[RBA, dans une tente hypoxique normobare (Figure
48) (Sporting Edge ®) qui permet d’exposer les sujets a une atmosphére dont la composition est maitri-
sée, tout en assurant le recueil en continu des données physiologiques (SpO:, fréquence cardiaque, etc.)
et une surveillance visuelle constante. Ces dispositifs sont utilisés par les équipes de recherche, mais
¢galement par les entraineurs sportifs pour les entrainements simulés en altitude. Ils permettent notam-
ment d’abaisser a 13,2 % la F1O», ce qui équivaut a une altitude simulée de 3500 métres.

En plus du systéme SportingEdge ®, nous avons mesuré la composition de 1’air dans la tente
(F107 et FiCOy) a I’aide d’un analyseur de gaz calibré quotidiennement (GA-200, Iworx ®) et relié a un

module d’acquisition (PowerLab, ADInstruments ®).
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Figure 48. Tente hypoxique normobare (Sporting Edge ®) de I'IRBA — vue intérieure et vue extérieure
(© Deslais, Didier).

Restriction de sommeil

La restriction de sommeil correspondait a une période de sommeil réduite avec un temps
pass¢ au lit de 3 heures (03h00 — 06h00). Cette nuit de restriction de sommeil était réalisée dans 1’appar-
tement climatique et sommeil de I'IRBA. Cette unité dispose des capacités de mesure de la qualité de
I’éveil et du sommeil. L’endormissement était identifié a posteriori par un bandeau de sommeil et un
actimetre. Selon les études antérieurement menées dans ['unité, 3 heures passées au lit dans ces condi-
tions permettent d’obtenir dans notre laboratoire une durée de sommeil d’environ 2 heures 45 minutes
(Rabat et al., 2016, Gomez-Merino et al., 2022). L’absence de sommeil n’a pas été un critére d’exclu-
sion.

La comparaison est réalisée avec une période de sommeil dite habituelle avec un temps passé
au lit de 8 heures (22h00 — 06h00).

La durée et la qualité¢ du sommeil ont ét¢ évaluées a 1’aide d’un bandeau de sommeil validé
(Bandeau Dreem® ; Arnal et al., 2020 ; Figure 39), d’un actimétre (Actiwatch ®) et d’un agenda du
sommeil.

De I’arrivée du sujet a 19h00 jusqu’a 03h00 du matin, outre le repas et la toilette, un pro-
gramme d’activités reproductible a été proposé. Une période de repos compensateur avec possibilité de

sieste a été systématiquement réalisée avant que les participants ne quittent le laboratoire en fin de visite.
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11.2.2.5 Criteres d’évaluation

Les différentes mesures ont eu lieu dans la tente a hypoxie normobare (en hypoxie ou nor-
moxie). Le schéma d’étude peut-étre présenté selon quatre points de mesure (cadres rouges sur la Figure
47) :

- « Passage n°1 » a 30 minutes d’exposition a I’hypoxie : réalisation du PVT-10, Oddball, Go-
noGo et N-Back avec enregistrement des variables physiologiques (FC et SpO») ;

- « Enregistrements physiologiques de la ventilation » a 1h30 d’exposition a I’hypoxie (débit
ventilatoire, fréquence respiratoire, volume courant, end-tidal CO», SpO», FC) et prélévements san-
guins ;

- « MATB-II » a 2 heures 15 minutes d’exposition a I’hypoxie : simulateur MATB-II et ques-
tionnaires de tolérance a I’hypoxie (EVA et Lake Louise score) ;

- « Passage n°2 » a 4 heures d’exposition a I’hypoxie, apres le repas : réalisation du PVT-10,
Oddball, Go-noGo et N-Back avec enregistrement des variables physiologiques (FC et SpO») ; ques-

tionnaires de tolérance a I’hypoxie (EVA et Lake Louise score) et prélévements sanguins.

Le premier point de mesure « Passage n°1 » permettra d’évaluer les effets de la combinaison
des contraintes a 30 minutes d’exposition a I’hypoxie. Cette temporalité est justifiée par les mesures
dérogatoires de mise en place de I’oxygene au sein des aéronefs non pressurisés. Le dernier point de
mesure « Passage n°2 » permettra d’évaluer les effets de la combinaison des contraintes a 4 heures
d’exposition a I’hypoxie. Cette temporalité correspond a une exposition prolongée a une hypoxie d’al-

titude terrestre ou dans la cabine peu pressurisée d’un aéronef.

Tests cognitifs :

Test permettant d’évaluer les performances attentionnelles :

Attention soutenue : psychomotor vigilance test de 10 minutes (PVT — 10)

Les performances attentionnelles ont été évaluées grice au Psychomotor Vigilance test
(PVT). Nous avons utilisé une version informatisée de 10 minutes (Khitrov et al., 2014). Le sujet est
assis devant un ordinateur. Il a devant lui un écran avec un compteur de 4 chiffres (0 au départ). Il regoit
la consigne de cliquer le plus vite possible avec le bouton gauche de la souris lorsque le compteur se met
a défiler. Le compteur revient a zéro lorsque le sujet a cliqué. Le temps de réaction (TR, en ms) et la
vitesse de réaction (1/TR) sont calculés pour chaque stimulus. Les stimuli sont déclenchés aprés un

temps de latence variable de 2 a 10 s.
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Dans cette tache le sujet doit répondre le plus rapidement possible a un stimulus (compteur
rouge dont le temps défile) dont la durée de présentation varie en fonction du délai de réponse du sujet
mais n’excede pas 5 minutes. Le délai d’apparition de ce stimulus est aléatoire et oblige donc le sujet a

rester vigilant durant toute la durée de la tiche (10 minutes).

Critéres d’évaluation : temps de réaction, anticipations et /apses ont été enregistrés pour

chacune des sessions de ce test.

Tests permettant d’évaluer les capacités exécutives :

Inhibition motrice : tAche du Go-noGo task

Durant ce test, le sujet doit répondre ou s’abstenir de répondre a 1’arrivée d’un stimulus (une
fleche qui pointe a gauche ou a droite). Apres I’apparition d’une croix de fixation pendant 500 ms, une
fleche apparait pendant 1 seconde. Soit cette fléche pointe a droite et le sujet répond le plus rapidement
possible (« Go ») soit la fleche pointe a gauche et le sujet s’abstient (« no-Go »). La proportion de
présentation est respectivement de 75 % de « Go » et de 25 % de « no-Go ». Le sujet a deux secondes
pour répondre et 1’essai suivant s’engage des que le sujet a répondu permettant ainsi de placer ce dernier
en situation d’automatisation dans ses réponses et ainsi de mesurer la capacité du sujet a inhiber les

réponses non pertinentes (« no-go ») (Rabat et al., 2016, adapté de Sagaspe et al., 2012).

Critéres d’évaluation : temps de réaction, nombre d’omissions, nombre d’erreurs par com-

mission et précision ont été pris en compte dans ce test qui dure 10 minutes.

Mémoire de travail ; tiche de N-back

Dans cette tache le sujet doit soit répondre a la présence d’une lettre cible, déterminée au
début du bloc et qui reste affichée en bas de 1’écran (condition On), soit répondre a une lettre qui était
présentée une (condition 1n) ou deux (condition 2n) essais avant I’essai en cours. Le sujet doit donc en
permanence retenir 1 (1n) ou 2 (2n) lettres en mémoire et réactualiser ce contenu a chaque essai. Plus le

facteur n est grand, plus la charge mnésique pour le sujet est importante (Cohen et al., 1994).

Critéres d’évaluation : temps de réaction, nombre d’omissions ainsi que le nombre d’erreurs

ont été pris en compte dans ce test qui dure 17 minutes.
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Tache de simulation complexe :

Simulateur de vol MATB-II

La batterie de taches multiples MATB-II (multi-attribute task battery) est un simulateur de
vol informatisé, développé par la National aeronautics and space administration (NASA), qui simule
des taches réalistes et complexes liées a l'aviation et exécutées couramment par les pilotes d’avion
(Comstock et Arnegard, 1992 ; Santiaggo, 2011 ; Cegarra et al., 2020). L'exécution simultanée de plu-
sieurs taches est une caractéristique centrale du MATB-II. Le sujet doit réaliser en méme temps avec
des niveaux d’intensité variable une surveillance (détection d’alarmes, monitoring), une gestion dyna-
mique des ressources (resource managment — fuel), la retranscription de données audio (communication)
et un suivi de cible (tracking). Ce simulateur en version francaise est facile d'utilisation par des sujets
non pilotes et adapté a des études en laboratoire. Nous avons utilisé la version 2 du simulateur (MATB-

IT) programmée sous MATLAB (Cegarra et al., 2020) (Figure 49).

Le sujet doit réaliser 3 taches de 12 minutes avec un niveau de difficulté variable : faible (1
éveénement toutes les 10 a 30 secondes), modéré (1 événement toutes les 4 a 10 secondes) et fort (1
événement toutes les 4 secondes ou moins). Entre chaque bloc de 12 minutes, le sujet a 3 minutes de

repos.

Monitoring Tracking
| |

SCHEDULING

1 F2 s Fa MANUAL 000005

COMMUNICATIONS

Call Sign | NASASOH

NAVI 112 500

NAVZ 112 500

CcOM1 126 500

com2 126 500

I

Communications Resource Management

Figure 49. Illustration de la tiche de simulation MATB-II.

Critéres d’évaluation : la variabilité de la position de la cible au tracking par rapport au

centre, le temps de réaction lors de I’apparition d’alarmes, le nombre d’erreurs de retranscription des
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données audio et la performance lors de la gestion des ressources (équilibre de I’alimentation en essence,

chaque réservoir devant étre le plus proche possible de 50 %) ont été pris en compte.

Tests permettant d’évaluer les capacités d’intégration cognitive :

Oddball

Le test du Oddball auditif permet de générer une onde P300 a ’EEG, reflétant les capacités
d’intégration de I’information sensorielle, dans lequel deux stimuli qui différent sur un parametre psy-
chophysique (intensité, durée, tonalité, etc.) sont délivrés avec des probabilités contrastées (80 % pour
le son non-cible et 20 % pour le son cible) (Picton et al., 1992 ; Polich et al., 2007). L’onde P300 (po-
tentiel cognitif évoqué) survient lorsque le participant a détecté un stimulus pertinent dans I’environne-
ment. Généralement, il est demand¢ au participant de porter son attention a la stimulation « rare » et d’y
répondre soit en appuyant sur un bouton, soit en réalisant une opération cognitive déterminée. Dans ce
contexte, 2 sons (non cible grave a 500 Hz et aigu cible a 1000 Hz) sont présentés au sujet avec une
occurrence rare (20 %) et aléatoire pour la stimulation cible a laquelle il doit répondre le plus rapidement

possible en appuyant sur une touche du clavier.

Critéres d’évaluation : ’amplitude et la latence de I’onde P300 (potentiel évoqué) a ’EEG
lors du Oddball (stimulation auditive) ont été enregistrées. Par ailleurs, le PVT-10 permet également de
générer une onde P300 a I’EEG par stimulation visuelle. L’amplitude et la latence de ces P300 « vi-

suelles » ont été enregistrées.

Suivi oculaire et de la taille pupillaire :

Les mouvements oculaires et la taille de la pupille ont été enregistrés pendant les tests co-
gnitifs a 1’aide d’une barre Eye Tracker (Tobii 4c ®). Apres avoir été calibrée, cette barre permet de

recueillir les mouvements des yeux et des pupilles.

Les mouvements des yeux sont des parametres prédictifs de la somnolence ou de la fatigue
mentale aujourd’hui validés (Fafrowicz et al., 2010 ; Morgante et al., 2012). L’utilisation de ces barres

pourrait étre une alternative a I’EEG pour la détection des altérations des performances mentales.

Critéres d’évaluation : les mouvements oculaires, la taille de la pupille, le nombre et la
fréquence de clignements, le nombre et fréquence de saccades lors des tiches cognitives ont été enregis-

trés.
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Questionnaires sommeil :

Index de qualité du sommeil de Pittsburgh

Le Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) est un questionnaire d’auto-évaluation qui évalue
la qualité et les perturbations du sommeil (Buysse et al., 1989). Dix-neuf éléments individuels génerent
sept scores : qualité subjective du sommeil, latence du sommeil, durée du sommeil, efficacité habituelle
du sommeil, troubles du sommeil, utilisation de somniféres et dysfonctionnement diurne. La somme des
scores de ces sept composantes donne un score global. Un score PSQI global supérieur a 5 a donné une
sensibilité¢ diagnostique de 89,6 % et une spécificité de 86,5 % (Kappa = 0,75, p <0,001) pour distinguer

les bons et les mauvais dormeurs.

Questionnaire de typologie circadienne de Horne et Ostberg (Horne et Ostberg, 1976)

Le questionnaire de typologie circadienne demeure le plus utilisé pour mesurer le chrono-
type. Les questions permettent de déterminer si le participant est du type « matin », « soir » ou « inter-

médiaire ».

Variables physiologiques :

Les variables physiologiques ont été enregistrées aux 4 points de mesure : Passages n° 1 et

2, enregistrements ventilatoires et MATB-II (cadres rouges sur la Figure 47).

Un systeme d’acquisition (PowerLab, ADInstruments ®) nous a permis de d’acquérir la fré-
quence cardiaque (électrodes cutanées, DualBioAmp, ADInstrument®), la SpO: (capteur digital, Radi-
cal-7, Masimo ®) et la fréquence respiratoire (ceinture thoracique, ADInstruments ®). Ces données ont
¢été synchronisées aux performances cognitives et aux enregistrements EEG 32 voies (BrainAmp, Brain

Products ®) grace au logiciel Lab Streaming Layer (LSL ®).

Pour I’enregistrement physiologique de la ventilation, nous avons utilisé¢ un chariot métabo-
lique (Quark CPET, COSMED ®), calibré quotidiennement, permettant la mesure des variables venti-
latoires (V&, Vt, FR) et des échanges gazeux (EtCO2) au masque facial ; ainsi qu’un capteur de SpO. /
fréquence cardiaque au niveau du lobe de I’oreille (Nonin ®), préalablement vasodilaté (Dolpic, Phar-

mUp ®).
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En plus de ces mesures dans la tente a hypoxie normobare, un test d’effort en hypoxie (Ri-
chalet et al., 2012) a ét¢é réalis¢ en amont lors de la visite de randomisation afin de déterminer le profil

de susceptibilité du participant a développer une grave pathologie de haute altitude.

Variables biologiques :
A partir des prélévements sanguins réalisés lors des enregistrements ventilatoires (2 1h30

d’exposition a I’hypoxie) et du passages numéro 2 a la suite des tests cognitifs (a 4 heures d’exposition),

seront analysés :

le dosage des marqueurs de 1’érythropoiese : hémoglobine (Hb), réticulocytes, érythropoiétine (EPO),
2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG) ;

le dosage des marqueurs des réponses immuno-inflammatoires et endocriniennes : nombre de globules
blancs (GB), lymphocytes et polynucléaires neutrophiles (PnN) ; concentrations plasmatiques de TNFa,
IL-1PB, IL-6, IL-8, IL-10 ; insuline et glycémie ;

la détermination des polymorphismes génétiques par la méthode LAMP-MC (Drogou et al., 2020) :
HMOX2, COMT et ADORA2A.

Sur les prélevements salivaires (au moment des enregistrements ventilatoires et passage n°2,
ainsi que 15 minutes avant I’entrée et 15 minutes apres la sortie de la tente a hypoxie) nous quantifierons
les concentrations de testostérone, de cortisol et d’alpha-amylase (respectivement marqueurs de la fa-

tigue, du stress et de I’activité sympathique).

Tolérance a I’hypoxie d’altitude :

Evaluation des céphalées de haute altitude

Afin d’évaluer I’apparition de céphalées et leur évolution, nous avons utilis¢ une échelle
visuelle analogique (EVA). Elle permet de mesurer 1’intensité de la douleur sur une échelle allant de 0
a 10. En fonction du score a ’EVA et de ’intensité des symptomes, un antalgique de palier 1 ou 2 a été

propos¢ sur prescription médicale du médecin investigateur ou I’exposition a I’hypoxie a été arrétée.

Echelle Lake Louise Score (LLS)

Le score de Lake Louise permet de diagnostiquer et évaluer la gravité du MAM (Roach et
al., 2018). Il est en pratique recommandé de 'utiliser uniquement apres 6 heures, pour éviter de con-

fondre le mal aigu des montagnes avec des réponses a une hypoxie aigué (des réponses vagales par
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exemple). Dans notre contexte expérimental, bien que les symptomes puissent se développer dans les 6
heures suivant le gain d’altitude a partir de 2500 metres (Basnyat et al., 2003), nous avons mesuré la
valeur du score comme critére de jugement.

Critére d’évaluation : valeur du Lake Louise score.

11.2.2.6 Analyses statistiques préliminaires

Le plan d’analyse statistique comprenait deux étapes. Nous avons dans un premier temps
évalué¢ I’effet d’une restriction aigu€ de sommeil sur les réponses cognitives (critére principal de 1’étude)
et physiologiques a I’hypoxie aigu€. Dans un second temps, nous avons évalué les interactions de ces
réponses en fonction des profils génotypiques du polymorphisme rs4786504 HMOX2.

Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel Jamovi pour R (version 1.6.23.0). Le seuil de

significativité a été fixé a 0,05.

Effet d’une restriction de sommeil sur les performances cognitives et les réponses physiologiques
a ’hypoxie

Sur les performances cognitives (PVT, Go-noGo et N-Back), nous avons effectué¢ des
ANOVA a mesures répétées a 3 facteurs : restriction de sommeil (habituel vs. restriction), exposition a
I’hypoxie (normoxie vs. hypoxie) et passage (n°1 vs. n°2).

Pour les variables physiologiques, nous avons effectu¢ des ANOVA a 2 facteurs : restriction
de sommeil (habituel vs. restriction) et exposition a I’hypoxie (normoxie vs. hypoxie) sur la SpO2, la FC,
le VE, la FR et I’'EtCO, mesurés a 1h30 d’exposition a 1’hypoxie.

En cas d’interaction significative, des tests post-hoc de Bonferroni ont été réalisés pour com-

parer les résultats 2 a 2.

Interactions avec HMOX?2
Le nombre de sujets porteurs du génotype T/T du rs4786504 HMOX? étant faible (n = 3),
nous avons analysé les porteurs homozygotes mutés C/C (n = 7) vs. les porteurs de I’allele T (T/T et C/T

groupés, n = 10 au total), comme lors de notre précédente étude « GENERICH ».
Nous avons ensuite évalué les interactions entre les effets de I’exposition a I’hypoxie et a la

restriction de sommeil avec les profils génotypiques de HMOX?2 sur les performances cognitives (PVT,

Go-noGo et N-Back) et les réponses physiologiques (SpO2 et FC). Pour cela nous avons réalisé une
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analyse linéaire mixte (Fonction REML de R sous Jamovi) avec comme facteur fixe 1’exposition a I’hy-
poxie, la restriction de sommeil, le passage (n° 1 4 30 minutes et n° 2 a 4 heures d’exposition a I’hypoxie)
et le polymorphisme génétique. Un effet aléatoire a été ajouté pour les sujets pour I’exposition a 1’hy-
poxie, la restriction de sommeil et la session car ces mesures ¢étaient répétées. En cas d’effet du poly-
morphisme ou d’une interaction nous avons comparé les résultats entre les différents génotypes en début

et en fin d’exposition a I’hypoxie.

Nous avons enfin évalué la corrélation (test de Pearson) entre le temps de réaction au PVT
et la fréquence cardiaque durant les tests, en prenant comme covariable le polymorphisme d’HMOX2,
et cela dans les 4 conditions expérimentales (sommeil habituel et hypoxie, sommeil habituel et hypoxie,

sommeil réduit et normoxie, et sommeil réduit et hypoxie).

11.2.3 Résultats préliminaires

Participants
17 sujets masculins ont été inclus dans 1’analyse statistique (4ge moyen de 30,9 + 7,4 ans,

taille de 1,80 £ 0,1 cm, poids de 77,1 £ 8,5 kg et IMC de 23,8 = 1,7).

11.2.3.1 « Effet d’une restriction de sommeil »

Réponses cognitives

Les réponses cognitives ont été évaluées en utilisant le PVT de 10 min, puis le Go-noGo de
10 minutes et le N-Back de 17 minutes ; a 30 minutes (passage n°1) et 4 heures d’exposition a I’hypoxie

(passage n°2). Les résultats des ANOVA sont présentés dans le Tableau 9.
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R O )
Hypoxia (H) Sleep restriction (S) Passage (P) HxS HxP SxP HxSx P
F (1, 16) F (1,16) F 1,16 F (1, 16) F(1,16) F (1,16) F (1,16)
Sustained attention (FVT)
Mean RT 0.2 (p =0.62) 55.9 xx* 0@ =0.92) 0.3 (» =0.57) 0.6 (p = 0.44) 1 (p=0.32) 0.4 (p = 0.55)
lapses 2.1 (p =0.15) SIS R 0.1 (p =0.73) 0.1 (p =0.73) 0.1 (»p = 0.80) 1.3 (p = 0.26) 0 (p =0.96)
Minor lapses 0.8 (»p = 0.36) 103.3 ** 0( =0.98) 1.2 (p = 0.28) 0.1 (»p = 0.80) 0.2 (p = 0.63) 0.1 (p =0.75)
o o o o " Inhibition capacity (GopoGo) | T T
RT 9.2 ** 0.5 (@ = 0.45) 19.3 *** 0.7 (p = 0.42) 0@=1 6.3 * 0@ =0.94)
Omm errors 0.9 (p = 0.35) 1.6 (p = 0.24) 3.2 (p =0.09) 0.6 (p = 0.43) 2.1 (p =0.16) 3.5( =0.08) 0 (ip =0.94)
Comm errors 0.6 (p = 0.47) 3.7 ( =0.07) 1.0 (p = 0.33) 0@ =0.93) 2(p =0.18) 0.2 (p = 0.65) 10.324 **
Correct rate 23701y 2300 16wt 022) | 04w m053) | 908G Z038) | 20(T0ln) AT
------------------------------------------------------ Working memory (N-Hack)
0-Back precision 4.696 * 3.9 (p = 0.06) 0.1 (» = 0.80) 0.7 (p = 0.42) 0@ =0.95) 1.1 (»p =0.31) 0.5 @ =0.47)
1-Back precision 5.607 * 6.257 * 0.8 (p =0.37) 3.4 (@ =0.08) 4.2 (p =0.55) 1.3 (p =0.28) 0.4 (p =0.54)
1-Back mean RT 0@ =091 5.601 * 0( =0.99) 8.705 ** 0.4 (p = 0.54) 0.4 (p = 0.54) 1.6 (p = 0.21)
2-Back precision 0.5 (@ =0.48) 0p=1) 2.0 =0.17) 9.793 ** 4.962 * 0.7 (p = 0.40) 0.5 (p =0.49)
2-Back mean RT 1.2 (p = 0.18) 0.5 (p = 0.49) 3.3 (p =0.09) 12.627 ** 0(p =0.94) 0.3 (p = 0.6) 5.958 *
— —

Tableau 9. Analyse ANOVA pour les tests cognitifs PVT, Go-noGo et N-back.

Cases oranges, effet significatif pour 1 facteur ; cases rouges, interaction de 2 ou 3 facteurs. Cadre rouge, double interaction entre hypoxie et restriction de
sommeil (H x S), et triple interaction entre hypoxie, restriction de sommeil et passage (H x S x P) ; RT, reaction time ; * en gras, indique un effet statistique-
ment significatif a p < 0,05, ** a p <0,01, *** a p <0,001 (données non publiées).
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- Attention soutenue (PVT)

L'analyse ANOVA n’a montré qu’un effet significatif du facteur restriction de sommeil sur

le temps de réaction et le nombre de lapses (Tableau 9).

Nous visualisons une dégradation de ces parameétres en restriction de sommeil (points verts

(SR-NO) et points oranges (SR-HY) sur la Figure 50).

PVT
A B
Condition
7.5 1 HS — NO
F\ } £ + } HS — HY
S e S 5.0 1 =
E 250 ‘5 «+ SR-NO
3 & 25 SR — HY
Q &
280 5
i 2 i 2
Passage Passage
MEAN + SE.

Figure 50. Résultats du PVT concernant (A) le temps de réaction (RT, en ms) et (B) le nombre d’erreurs, selon
les passages n°1 et n°2 et les conditions expérimentales.
Points gris, sommeil normal et normoxie (HS-NO) ; points bleus, sommeil normal et hypoxie (HS-HY) ; points
verts, sommeil réduit et normoxie (SR-NO) et points oranges, sommeil réduit et hypoxie (SR-HY) (données non
publiées).
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- Capacité d’inhibition (Go-noGo)

Nous avons observé des effets significatifs des facteurs hypoxie et passage, avec une inte-
raction significative entre restriction de sommeil et passage concernant le temps de réaction. Il existait
¢galement une triple interaction significative entre hypoxie, restriction de sommeil et passage sur le

pourcentage d'erreurs de commissions et le taux de bonnes réponses (Tableau 9).

Nous observons une diminution du taux de bonnes réponses et une augmentation du nombre
d’erreurs par commission en hypoxie et restriction de sommeil lors du passage n° 2 (points oranges (SR-

HY) sur la Figure 51).

G-noGo
A B
Condition
) ) HS - NO
0.92 1 . I » HS—HY
@ - @ 204
T 0504 l e L«.m,“ & SR-NO
=t - @ T
o ~=— E o | SR— HY
5 0.88 I E "
86
84
1 2 : 2
Passage Passage
MEAN # SE.

Figure 51. Résultats du Go-noGo concernant (A) le taux de bonnes réponses (en %) et (B) le nombre d’erreurs
par commissions, selon les passages n°1 et n°2 et les conditions expérimentales.

Points gris, sommeil normal et normoxie (HS-NO) ; points bleus, sommeil normal et hypoxie (HS-HY) ; points
verts, sommeil réduit et normoxie (SR-NO) et points oranges, sommeil réduit et hypoxie (SR-HY)) (données non
publiées).
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- Mémoire de travail (N-Back)

Nous avons mis en évidence un effet significatif du facteur hypoxie sur la précision au 0-Back
et 1-Back. Il existait un effet significatif de la restriction de sommeil sur la précision et le temps de réaction
au 1-Back. Une interaction significative entre hypoxie et restriction de sommeil a été retrouvée sur le
temps de réaction aux 1 et 2-Back, et sur la précision au 2-Back. Nous avons enfin mis en évidence une
interaction entre hypoxie et passage sur la précision au 2-Back, et une triple interaction hypoxie, restriction

de sommeil et passage sur le temps de réaction au 2-Back (Tableau 9).

Nous observons une diminution de la précision en hypoxie, restriction de sommeil et passage

n° 2 (points oranges (SR-HY) sur la Figure 52).

N-Back
Precision
A B C
Condition
100 100 4 o
HS-NO
~ 981 X gg | » %47 //, g —
= % o8 l’ < > HS — HY
:-SI 8 ] - _z'fl & o2 +’ & SR—NO
2 9 | a L’ @ 90
o s ot
o ot d T o . i [* -~

1 2 1 2 1 2
Passage Passage Passage

MEAN + SE.

Figure 52. Résultats de la précision (en %) concernant (A) le 0-Back, (B) le 1-Back et (C) le 2-Back, selon les
passages n°1 et n°2 et les conditions expérimentales.

Points gris, sommeil normal et normoxie (HS-NO) ; points bleus, sommeil normal et hypoxie (HS-HY) ; points
verts, sommeil réduit et normoxie (SR-NO) et points oranges, sommeil réduit et hypoxie (SR-HY)) (données non
publiées).
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Réponses physiologiques

Les réponses physiologiques ont été mesurées au repos, pendant 10 minutes, a 1h30 du début
de I’exposition a I’hypoxie lors de I’enregistrement ventilatoire (chariot métabolique). Les résultats de

I’ANOVA sont présentés dans le Tableau 10.

Hypoxia (H) Sleep restriction (S) HxS
F ,16) F @, 16) F @, 16)
SpO2 (%) 207.7 #** 0.3 (p=0.59) 0.2 (p=0.62)
HR (bpm) 40.6 *** 0.2 (p=0.64) 2.0(@=0.18)
VR (L.min-1) 0.7 (p=0.42) 4.31* 2.9 (p=0.08)
RR (/min) 10.7 ** 89* 0.7 (p=41)
EtCO2 (mmHg) 13.2 ** 0.5 (p=0.50) 25(@=0.12)

Tableau 10. Analyse ANOVA pour les variables physiologiques.

Bpm, battements par minute ; EtCO,, end-tidal CO, ; HR, heart rate ; RR, respiratory rate ; VR, venti-
lation rate. Cases oranges, effet significatif pour 1 facteur ; * en gras indique un effet statistiquement
significatif a p < 0,05, ** a p < 0,01, *** a p < 0,001 (données non publiées).

Nous observons un effet significatif du facteur hypoxie sur la SpO», la fréquence cardiaque,
la fréquence respiratoire et le end-tidal CO». 1l existait un effet significatif du facteur restriction de som-
meil sur le débit ventilatoire et la fréquence respiratoire, mais il n’y avait pas d’interaction significative
entre [’hypoxie et la restriction de sommeil. Les valeurs moyennes (£ écart-type) sont présentées dans

le tableau 11.

Conditions SpO2 (%) HR (bpm) VR (L.min-1)  RR (/min)  EtCO2 (mmHg)

HS-NO 99.3+£0.7 56.4+7.7 73+£2.6 11.4+£33 35.0+£4.0
HS-HY 89.3+2.7 61.2+£8.5 7.1+2.1 13.0+3.1 34.0+£3.0
SR-NO 99.7+0.5 559+64 7.5+2.2 12.3+£4.0 353+£35
SR-HY 89.5+3.7 63.0+£6.7 8.1+24 13.4+3.4 33.2+3.3

Tableau 11. Valeurs moyennes des variables physiologiques mesurées selon les conditions expérimentales.

Sommeil normal et normoxie (HS-NO), sommeil normal et hypoxie (HS-HY), sommeil réduit et normoxie
(SR-NO) et sommeil réduit et hypoxie (SR-HY'). Bpm, battements par minute ; EtCO,, end-tidal CO- ; HR,
heart rate ; RR, respiratory rate ; VR, ventilation rate. Valeurs moyennes =+ écart-type (données non pu-
bliées).
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11.2.3.2 Partie 2 « Vulnérabilité individuelle »

Nous présentons dans un premier temps les résultats des analyses ANOVA des réponses
cognitives et physiologiques (passages n° 1 et 2) selon le polymorphisme génétique-
srs4786504 HMOX2. Nous avons ensuite réalisé¢ une analyse par corrélation entre les réponses cogni-

tives et physiologiques selon HMOX?2 dans les 4 conditions expérimentales.

HMO0X2

Analyse par corrélation

Il n’y avait pas de différence sur 1’age, la taille et le poids dans les sous-groupes des géno-

types des polymorphismes HMOX2 C/C (n = 7) vs. C/T et T/T groupés (n = 10).

- Réponses cognitives

Les réponses cognitives ont été évaluées en utilisant le PVT de 10 min, puis le Go-noGo de
10 minutes et le N-Back de 17 minutes ; a 30 minutes (passage n°1) et 4 heures d’exposition a I’hypoxie

(passage n°2). Les résultats des ANOVA sont présentés dans le Tableau 12.

S

Hypoxia (H) x HMOX2 (SNP) Sleep restriction (S) x SNP  Passage (P) x SNP | HxSxSNP | Hx PxSNP S x P x SNP
F 2,32) F 2,32) F (2,32) F (1,32) F 2,32) F 2,32)
Sustained attention (PVT)

Mean RT 0.1 (p =0.78) 5.9 % 02(p=063) |05@=050)|12@=028 0.8 =0.38)

Inhibition capacity (Go-noGo)

Accurency 0.1 (p =0.75) 6.7 * 04(p=053) |03(p=057)[01(p=079 0.1@=0.81)
Comm errors 0.3 (p = 0.61) 5.4 * 03(p=056) |36(p=006)|0p=087) 12@=0.28)
Omm errors 0 (p = 0.88) 12.47 *#* 0.7(»=040) | 0(p=092) [0.1(p=074) 02 =0.64)

Working memory (N-Back)

2-Back accurency 0(p =0.93) 0.7 (p = 0.42) 5.0 * 4.0 * 0.6 (p =0.47) 0.1 (p = 0.46)

Physiological variables

SpO2 1.2 (p = 0.28) 1.1 (p = 0.29) 22(p=0.14) |L11(p =0.29) 3.4% 0 (p = 0.94)
HR 0.8 (p = 0.40) 0 (p = 0.96) 0.4 (p = 0.54) 7.0 * 1.4 (p = 0.24) | 4.0 * (p = 0.05)
—

Tableau 12. Analyse ANOVA pour les tests cognitifs PVT, Go-noGo et N-back, et les variables physiolo-
giques (saturation pulsée en oxygene (Sp0O»), fréquence cardiaque (HR)).

Cases rouges, interaction de 2 ou 3 facteurs. Cadre rouge, triple interaction entre hypoxie, restriction de
sommeil et HMOX?2 ; * en gras, indique un effet statistiquement significatif a p < 0,05, *** a p <0,001
(données non publiées).
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Concernant I’attention soutenue (PVT), il existe une interaction significative entre les fac-
teurs restriction de sommeil et HMOX?2 sur le temps de réaction moyen. Nous visualisons des temps de

réaction allongés pour les sujets porteurs de 1’allele ancestral T (points verts sur la Figure 53 ; A et E).

Concernant la capacité d’inhibition (Go-noGo), cette méme interaction significative a été
retrouvée entre les facteurs restriction de sommeil et HMOX?2 sur la précision, les erreurs par commis-
sion et par omission. Nous visualisons une moindre précision et des taux d’erreurs plus élevés pour les

sujets porteurs de I’alléle T (points verts sur la Figure 53 ; B, C, F et G).

Enfin concernant la mémoire de travail (N-Back), il existe des interactions significatives
entre les facteurs passage et HMOX2, et entre hypoxie et sommeil et HMOX?2 sur la précision. Nous vi-
sualisons une moindre précision au 2-Back pour les sujets porteurs de 1’alléle T (points verts sur la Fi-

gure 53 ; D et H).
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Figure 53. Résultats des tests cognitifs selon le polymorphisme HMOX?2 et les passages (n° 1 et 2).

Temps de réaction (RT) au PVT (A et E) (en ms), précision au Go-noGo (B et F) (en %), nombre d’erreurs par

commission au Go-no-Go (C et G) et précision au 2-Back (D et H) (en %).

Points bleus, 1s4786504 HMOX2 C/C ; points verts, 1s4786504 HMOX2 T/T et C/T. HS/NOR, habitual sleep —
normoxia ; SR/NOR, sleep restriction — normoxia ; HS/HYP, habitual sleep — hypoxia ; SR/HYP, sleep restric-
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- Réponses physiologiques

Les résultats présentés ici concernent les réponses physiologiques (SpO: et fréquence car-
diaque) mesurées au cours des tests cognitifs PVT, Go-noGo et N-Back, lors des passages n°l et n°2 a

30 minutes et 4 heures d’exposition a 1’hypoxie, respectivement (Tableau 12).

Concernant la SpO3, I'analyse ANOV A a montré une triple interaction significative entre les
facteurs hypoxie, passage et HMOX2. Lors du passage n°2 en hypoxie, les valeurs de SpO> étaient plus
faibles pour les porteurs de 1’allele ancestral T par rapport aux sujets homozygotes C/C (89,3 = 0,5 vs.
91,1+ 0,7 % ; p=0,039).

Concernant la fréquence cardiaque, il existait des triples interactions significatives entre les
facteurs restriction de sommeil, passage et HMOX? ; et entre hypoxie, restriction de sommeil et HMOX2.
Nous observons des valeurs moyennes de fréquence cardiaque plus basses pour les sujets porteurs de

I’allele T, et une moindre augmentation en hypoxie et restriction de sommeil (points noirs (T/T — C/T)

sur la Figure 54).
Habitual sleep Sleep restriction
A B
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80 4 80 4 c/C
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Figure 54. Résultats de la fréquence cardiaque (hr) selon le polymorphisme HMOX?2 et la normoxie ou 1’hy-
poxie, en sommeil normal (A) et restriction de sommeil (B).

Points gris, rs4786504 HMOX?2 C/C ; points noirs, rs4786504 HMOX2 T/T et C/T (données non publiées).
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Analyse par corrélation

Nos résultats montrent une corrélation linéaire positive entre le temps de réaction au PVT et

la fréquence cardiaque durant ce test selon HMOX2 dans les 4 conditions expérimentales (Figure 55).
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Figure 55. Corrélations linéaires entre le temps de réaction moyen au PVT (RT) et la fréquence cardiaque (hr),

selon HMOX2, dans les 4 conditions expérimentales.

Courbe verte, rs4786504 HMOX2 T/T et C/T ; courbe bleue, rs4786504 HMOX?2 C/C (données non publiées).

En sommeil normal, les sujets porteurs de la version homozygote mutée C/C présentent un

temps de réaction plus court par rapport aux sujets porteurs de 1’allele ancestral T du

154786504 HMOX?2. Cette différence est majorée en restriction de sommeil ou le temps de réaction

s’allonge pour les sujets porteurs de I’allele T, de fagon corrélée a une augmentation de la fréquence

cardiaque.
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11.2.4 Discussion

Effet d’une restriction de sommeil sur les performances cognitives en hypoxie

D’apres nos résultats préliminaires, une nuit de restriction de sommeil de 3 heures n’affecte
pas I’attention soutenue au cours d’une exposition hypoxique au seuil des troubles a 3500 métres d’alti-
tude simulée. En revanche, les fonctions exécutives sont atteintes par la combinaison de ces contraintes,
et par la durée d’exposition a I’hypoxie. La restriction de sommeil affecte la mémoire de travail en
hypoxie, d’autant plus que la charge mnésique est élevée (temps de réaction allongés aux 1 et 2-Back et
précision diminuée au 2-Back), et que 1’exposition a 1’hypoxie se prolonge (diminution de la précision
au 2-Back selon le passage). La capacité d’inhibition est impactée par la restriction de sommeil lorsque
I’exposition a I’hypoxie est prolongée (majoration des erreurs par commission et dégradation du taux de
bonnes réponses).

En ce qui concerne les variables physiologiques, il n’y a pas d’interaction entre I’hypoxie et
la restriction de sommeil. Nos résultats confirment 1’effet hypoxie significatif pour la saturation en oxy-
gene, la fréquence cardiaque et I’end-tidal CO,. De fagon originale, la restriction de sommeil impacte la

fréquence respiratoire et le débit ventilatoire a I’hypoxie.

Vulnérabilité individuelle

Concernant la vulnérabilité individuelle, la mémoire de travail en hypoxie est impactée par
la restriction de sommeil selon les profils génotypiques du polymorphisme rs4786504 HMOX?2 (dimi-
nution de la précision au 2-Back pour les sujets porteurs de ’allele T).

Concernant les variables physiologiques, nous retrouvons une triple interaction entre ’hy-
poxie et la restriction de sommeil avec le polymorphisme HMOX?2 sur la fréquence cardiaque (valeurs
de fréquence cardiaque plus basses pour les sujets porteurs de 1’all¢le T) ; et un effet de ’hypoxie et de
la durée d’exposition sur la SpO; selon HMOX2 (SpO- plus basse pour les sujets porteurs de 1’allele T

en hypoxie lors du passage n° 2).

Sommeil, performances cognitives et HMOX2

Nos résultats confirment 1’effet connu de la restriction de sommeil sur I’attention soutenue
¢valuée par le PVT (allongement du temps moyen de réaction, augmentation du nombre de /apses). De
fagon originale, notre étude a mis en évidence un effet du polymorphisme rs4786504 HMOX?2 sur ces
réponses (allongement des temps de réaction), mais également sur la capacité d’inhibition (diminution
de la précision et augmentation des erreurs par commission et omission au Go-noGo). Il existe ¢galement
une corrélation linéaire positive entre le temps de réaction au PVT et la fréquence cardiaque selon les
génotypes HMOX?2 dans les 4 conditions expérimentales. Les sujets porteurs de I’alléele T ont des temps

de réaction moyens rallongés par rapport aux porteurs homozygotes mutés C/C en sommeil habituel
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(normoxie et hypoxie). Cette différence est majorée par la restriction de sommeil, que ce soit en nor-
moxie ou en hypoxie.

De précédentes études ont montré une relation entre le temps de réaction et la PaO; : une
diminution de PaO, est associée a un temps de réaction plus long (Williams et al., 2019). Au niveau
périphérique, la PaO; est surveillée en permanence par les chémorécepteurs (Prabhakar et al., 2018),
situés a la base des arteres carotides internes qui assurent, avec les artéres vertébrales, la vascularisation

du cerveau (Figure 56).
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Figure 56. Vascularisation artérielle du cerveau et des méninges.

Le corps carotidien et 1’artére carotide interne sont encadrés en rouge (adaptée de Netter, 2019).

A ce niveau, plusieurs études suggerent le role de I’HO-2 comme « capteur d’oxygene ».
Des ¢études récentes ont montré que les sujets porteurs de I’allele C du rs4786504 HMOX?2 présentent
une meilleure affinité de 1’hémoglobine pour 1’oxygene (Yang et al., 2016), et nous avons mis en évi-
dence des différences de réponses ventilatoires a I’hypoxie (Fabries et al., 2022), qui pourraient étre en
partie dues a une sensibilité accrue a la disponibilité d’oxygeéne et une meilleure réactivité du chémoré-

flexe pour les sujets porteurs du génotype homozygote muté C/C. Les cellules neuronales étant trés
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sensibles a la disponibilité en oxygene, nous pouvons alors suggérer que les sujets porteurs de la muta-
tion C/C assureraient une meilleure oxygénation cérébrale et auraient de meilleures performances co-
gnitives en restriction de sommeil (meilleure saturation en oxygéne et augmentation de la fréquence
cardiaque). Ils seraient « bons répondeurs » au PVT sous cette contrainte (moindre diminution des temps
de réaction). Inversement, les sujets porteurs de 1’allele T auraient un temps de réaction plus long. Pour
ces sujets, des valeurs plus basses de fréquence cardiaque en restriction de sommeil et une moindre
¢lévation en hypoxie, potentiellement médiées par une moindre activation du chémoréflexe, ne suffi-
raient pas a mettre a disposition suffisamment d’oxygeéne aux cellules neuronales. Ils seraient ainsi

« mauvais répondeurs » au PVT sous cette contrainte.
L’ensemble de ces résultats préliminaires sera enrichi au regard des variables cogni-

tives, physiologiques, biologiques et moléculaires décrites dans le protocole et toujours en cours

d’analyse.
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12 DISCUSSION GENERALE

Nous avons fait le choix d’explorer la vulnérabilité individuelle a ’hypoxie chez ’Homme
au regard de facteurs intrinseques liés a des polymorphismes génétiques. La premiére réponse a 1’hy-
poxie est I’augmentation de la ventilation. Cette réponse, variable d’un individu a 1’autre, a été mise en
relation avec la survenue d’intolérance a I’altitude. La réponse ventilatoire a I’hypoxie aigué€ est d’abord
médiée par les corps carotidiens, sensibles aux variations de PaO>. A ce niveau, I’héme oxygénase-2
(HO-2) est positionnée comme étant le « capteur d’oxygene » (Prabhakar et al., 2018). Des travaux ont
¢été menés en ce sens sur modele de souris transgénique (Adachi et al. 2004), mais a notre connaissance,

cette hypothese n’a pas été confirmée chez ’Homme.

Dans la premicre partie de ce travail, nous avons mis en évidence, chez des sujets européens
vivant au niveau de la mer, une relation entre les réponses ventilatoires a I’hypoxie et le polymorphisme
mononucléotidique fonctionnel rs4786504, du géne HMOX2 codant I’HO-2 (Fabries et al., 2022). Les
sujets porteurs de la version homozygote mutée C/C, qui présentent une expression plus importante du
gene (Yang et al., 2016), ont des réponses ventilatoires au repos et a I’effort en hypoxie majorées par
rapport aux sujets porteurs de 1’alléle ancestral T. Par ailleurs, les sujets porteurs du génotype C/C se
trouvent dans le groupe a faible susceptibilité de développer de graves pathologies de haute altitude, et

sont donc considérés comme tolérants a ce stress environnemental.

Apres avoir étudié la vulnérabilité individuelle a I’hypoxie, nous nous sommes ensuite inté-
ressés a I’impact, encore méconnu, de la dette de sommeil sur les réponses a I’hypoxie aigué€. Cette
combinaison de contraintes survient fréquemment, quelle que soit la population concernée (profession-

nels ou touristes).

Afin de répondre a cette problématique, nous avons dans un premier temps rédigé une revue
narrative de la littérature au cours de laquelle nous avons examiné les réponses physiologiques, biolo-
giques et cognitives a la dette de sommeil, a I’hypoxie environnementale et a la combinaison de ces
contraintes (Fabries et al., 2022). Nous avons ainsi identifié¢ des points d’interférences qui nous ont con-
duit a formuler des hypotheses sur les effets respectifs et combinés de la restriction de sommeil et de
I’hypoxie. La combinaison de ces contraintes pourrait en particulier impacter les performances cogni-
tives (attention soutenue et mémoire de travail) et la tolérance a ’altitude (risque de survenue de mal
aigu des montagnes) (Figure 33).

Afin de vérifier nos hypotheses, nous avons mené une seconde expérimentation chez

I’Homme. Les résultats préliminaires nous permettent d’emblée de mettre en évidence une dégradation
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des performances cognitives concernant la mémoire de travail et la capacité d’inhibition lorsque les
contraintes se combinent, dés 3500 métres (au niveau du seuil des troubles entre les zones de compen-
sation compléte et incompléte) apres une seule nuit réduite a 3 heures de sommeil. De plus, nous mettons

en évidence des différences de réponses individuelles selon le polymorphisme d’ HMOX?2.

Enfin, de fagon originale, il apparait que le polymorphisme mononucléotidique
rs4786504 HMOX?2 module les réponses a la restriction de sommeil, contrainte connue pour dégrader
les performances cognitives. Dans cette condition, nous avons mis en évidence une relation entre les
performances d’attention soutenue, la fréquence cardiaque et les profils génotypiques d’HMOX2. Ceci
pourrait étre en partie expliqué par le role de « capteur d’Oz » de I’HO-2. Le chémoréflexe entrainerait
une augmentation de la fréquence cardiaque plus importante chez les sujets porteurs de I’allele C du
154786504 HMOX2, qui ont par ailleurs des valeurs de SaO» plus élevées que les sujets porteurs de
I’allele ancestral T. Les cellules neuronales sont trés dépendantes de la disponibilité en oxygeéne. Une
diminution de la PaO; étant d’ailleurs associée a une augmentation du temps de réaction (Williams et

al., 2019).

La présence de ’alléle C muté du rs4786504 HMOX?2 pourrait ainsi s’avérer bénéfique pour
les sujets porteurs, mieux a méme de faire face aux contraintes environnementales et/ou opérationnelles
(hypoxie, dette de sommeil), seules ou combinées, par une sensibilité accrue a la diminution d’oxygene
et une activation plus importante du chémoréflexe. A I’inverse, les porteurs de 1’alléle ancestral T se-
raient plus vulnérables a I’exposition de ces contraintes, du fait d’une moindre activation du chémoré-
flexe. Si ces liens sont démontrés, I’identification d’un tel profil pourrait permettre d’améliorer la pré-
diction et la prévention des incapacités et des pathologies de haute altitude par la mise au point de re-
commandations et de contre-mesures personnalisées afin de préserver 1’état de santé de toutes les per-
sonnes exposées. En plus des régles hygiéno-diététiques et des recommandations actuelles en contexte
d’altitude terrestre ou aéronautique, des stratégies d’extension de sommeil avant exposition a I’hypoxie,
la prescription d’une chimioprophylaxie, ou encore la mise en place précoce d’une supplémentation en
oxygene au sein des aéronefs pourraient étre envisagées, selon les facteurs individuels intrinséques et la
combinaison a d’autres contraintes (fatigue, restriction de sommeil, période d’entrainement, mission de

nuit, etc.).
Ces observations acquises sur des sujets sains exposés a des contraintes environnementales

donnent un éclairage nouveau sur les patients présentant des pathologies qui impliquent le chémoréflexe

dans leurs mécanismes physiopathologiques (Figure 57), telles que le syndrome des apnées obstructives
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du sommeil, I’hypertension artérielle neurogéne et I’insuffisance cardiaque congestive (Prabhakar,

2022).

Hypoxia

CB neural activity [ Increased CB neural activity ]

= 0 !

[ Increased breathing ]

Figure 57. Présentation schématique des voies de signalisation associées a la détection de 1'O; par les cellules
glomiques de type I du corps carotidien (CB), impliquant l'interaction entre trois gaz - O,, monoxyde de carbone
(CO) et sulfure d’hydrogene (H»S) - et leur impact sur 'activité neuronale du corps carotidien et la respiration.

CSE, cystathionine y-lyase; HO-2, héme oxygénase-2 (Prabhakar, 2022 ; adaptée de Yuan et al., 2015).

Dans ces pathologies, un chémoréflexe majoré joue un role délétere sur la survenue de com-
plications. Si le lien entre les différences de sensibilité et d’activité du chémoréflexe avec le polymor-
phisme mononucléotidique rs4786504 HMOX2 qui module I’expression d’HMOX?2 et/ou I’activité en-
zymatique d’HO-2 est clairement démontré dans de nouvelles études, cela permettra d’envisager une
prise en compte de ce facteur génétique dans I’histoire évolutive de ces pathologies. Des profils a risque

de complications pourraient ainsi étre identifiés, afin de mieux les prévenir.

Syndrome des apnées obstructives du sommeil (SAOS)

Le SAOS est un trouble respiratoire trés répandu qui touche 20 a 30 % des hommes et 10 a
15 % des femmes (Peppard et al., 2013 ; Dempsey et al., 2010), dont I’hypoxie intermittente (IH) est la
manifestation caractéristique. Les souris knock-out HO-2 présentent un SAOS, qui pourrait étre prévenu
par un blocage de la synthése de H>S (Prabhakar et al., 2020 ; Peng et al., 2017). En effet, I'hypersensi-
bilit¢ du corps carotidien a I'hypoxie provoquée par I'lH, I'augmentation de 'activité sympathique et
I'hypertension sont prévenues par un blocage pharmacologique de la syntheése de H»>S (Peng et al., 2017).

Dans ce cas, les sujets porteurs de 1’allele C muté du rs4786503 HMOX2 pourraient étre

identifiés comme étant a risque de complications a type d’hypertension artérielle.
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Par ailleurs, la physiopathologie du SAOS pourrait, en partie, impliquer une balance entre
deux molécules gazeuses CO et H>S au niveau des corps carotidiens (Peng et al., 2017 ; Wollman et
Fregosi, 2023). A ce niveau, la production de CO dépendante de '0; a partir de HO-2 médie la réponse
hypoxique du corps carotidien en régulant la génération de sulfure d’hydrogéne (H>S) (Figure 14) (Prab-
hakar et al., 2018). Apres avoir démontré que D’activité enzymatique de HO-2 serait en lien avec le
niveau d’expression d’HMOX?2 selon son polymorphisme rs4786504 HMOX2, nous pourrions envisa-

ger I’identification de profils a risque de SAOS, dans I’objectif de personnaliser la prise en charge.

Hypertension artérielle neurogéne

Le chémoréflexe du corps carotidien est augmenté en cas d'hypertension neurogene (Fisher
et Paton, 2012). Sur un modéle rongeur de cette pathologie, une hypersensibilité a I'hypoxie des corps
carotidiens et des niveaux ¢élevés de H,S dans le corps carotidien sont observés (Peng et al., 2014). Le
blocage pharmacologique de la synthése de H»S abaisse la pression artérielle chez ces rats (Peng et al.,
2016).

De méme, les sujets porteurs de I’allele C muté d’ HMOX2 pourraient étre identifiés a risque

d’hypertension artérielle neurogene.

Insuffisance cardiaque congestive (ICC)

Les patients atteints d'insuffisance cardiaque congestive présentent une activité nerveuse
sympathique élevée, qui contribue a I’évolution de la pathologie et expose aux complications (mortalité)
(Schultz et al., 2013 ; Shutlz et Li, 2007). L'augmentation du chémoréflexe du corps carotidien contribue
de maniére importante a I'augmentation de l'activité nerveuse sympathique dans les modeles expérimen-
taux d'insuffisance cardiaque congestive (Del Rio et al., 2013). L'inhibiteur de la synthése d’H»S nor-
malise I'hypersensibilité du corps carotidien a I'hypoxie et prévient I'augmentation de I’activation sym-

pathique dans les modéeles expérimentaux d'insuffisance cardiaque congestive (Del Rio et al., 2013).

Ainsi dans le cadre de la physiopathologie, la présence de I’allele C du polymorphisme
rs4786504 HMOX2 exposerait les patients porteurs a un risque de survenue de complications des pa-

thologies mettant en jeu le chémoréflexe.
L’identification de facteurs intrinséques génétiques permettrait d’orienter les recherches

pour proposer de nouvelles thérapeutiques, ciblées dans ce cas sur I’activité de I’héme oxygénase-2 et

du chémoréflexe.
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13 CONCLUSION

En conclusion, ce travail permet apporte des informations originales sur les facteurs intrin-

séques et extrinseques impliqués dans les réponses et la tolérance a I’hypoxie chez ’Homme :

- Parmi les facteurs intrinseéques, une relation a ét¢ mise en évidence entre le polymorphisme
154786504 HMOX?2, les réponses ventilatoires a ’hypoxie et la tolérance a la pathologie
d’altitude ;

-> Parmi les facteurs extrinséques, nous avons mis en évidence qu’une nuit de restriction de
sommeil a 3 heures impacte les réponses cognitives dés 3500 métres d’altitude simulée. I1
existe par ailleurs une vulnérabilité individuelle selon le polymorphisme génétique du poly-

morphisme rs4786504 HMOX?2.

Notre travail apporte ainsi des arguments en faveur du role central de ’héme oxygénase-2
(HO-2) comme « capteur d’Oz » au niveau de chémorécepteurs périphériques chez ’Homme. En hy-
poxie, la réponse ventilatoire est en lien avec le polymorphisme rs4786504 HMOX?2 (lui-méme lié au
niveau d’expression du géne codant I’HO-2 (Yang et al., 2016)). En restriction de sommeil, ce polymor-
phisme pourrait également étre en lien avec la performance cognitive a une tache d’attention soutenue,

elle-méme associée au niveau de PaOs.

Une meilleure connaissance et compréhension de ces facteurs intrinséques et extrinséques
impliqués dans les réponses et la tolérance a I’hypoxie pourraient permettre de prédire et prévenir les
incapacités et la survenue de pathologies de haute altitude, ouvrant la voie vers la mise en place de
recommandations et de contre-mesures, personnalisées, dans I’objectif de préserver 1’état de santé des

personnels exposés a I’altitude.
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14 PERSPECTIVES

Nous présentons dans un premier temps les perspectives a court terme centrées sur I’analyse
de I’ensemble des variables de I’étude « HYPSOM » qui s’est achevée avec I’inclusion du 17°™ et der-
nier sujet volontaire sain le 25 janvier 2023. Nous exposons ensuite I’intérét de mener de futures études

sur I’héme oxygénase-2 et la chémosensibilité, ainsi que des études sur la voie adénosinergique.

14.1 POURSUITE DE L’ANALYSE « HYPSOM »

Les données acquises lors de 1’étude « HYPSOM » qui restent a analyser sont :

- les données de performance acquises au cours de la tiche de simulation complexe MATB-
IT et la capacité d’intégration cognitive (onde P300 a I’EEG durant le Oddball auditif ou la
stimulation visuelle du PVT) ;

- la tolérance a I’altitude au niveau du seuil des troubles suite a une nuit de restriction de
sommeil (EVA, Lake Louise score) ;

- les profils biologiques ;

- les données des enregistrements EEG du sommeil ;

- les profils de tolérance selon le test d’effort en hypoxie et les polymorphismes de COMT
et ’ADORA2A.

Dans notre revue narrative de la littérature (Figure 33 ; Annexe I), nous avions formulé des
hypothéses sur les effets d’une restriction de sommeil sur les réponses a I’hypoxie, en particulier les
réponses cognitives et la tolérance évaluée au travers du risque de survenue de MAM. Les résultats
préliminaires montrent des effets cognitifs des le seuil des troubles situé a 3500 metres, apres une seule
nuit réduite a 3 heures de sommeil. L’analyse EEG permettra d’explorer ces effets dans le but d’évaluer
la capacité d’intégration cognitive (onde P300).

L’étude des réponses biologiques et physiologiques recherchera en particulier 1’existence
d’une majoration des marqueurs du stress et des marqueurs d’intolérance qui pourraient étre objectivée
par ’EVA et le Lake Louise Score.

Enfin, nous analyserons I’ensemble de ces données au regard de facteurs intrinseéques afin
d’identifier des profils de tolérance et/ou de vulnérabilité a cette combinaison de contraintes (réponses
au test d’effort en hypoxie et au regard de polymorphismes génétiques COMT et ADORA2A, seuls ou

combings).
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14.2 HEME OXYGENASE-2

14.2.1 Chez ’'Homme

Nous pouvons émettre I’hypothése que le géne HMOX2, porté par le chromosome 16p13.3

(Figure 58), pourrait contenir plusieurs mutations en lien avec la tolérance a I’hypoxie d’altitude.

Chromosome 16 - NC_000016.10
[ 4425865 p [ 4538773 p

DNRJAS LOC124903636 CDIP1
LOC1278582975 HHOX2 ¥
LOC127382976 LOC125146390
NHRAL1 LOC127582973
LOC127582977 LOC127882979

Figure 58. Géne HMOX?2 sur le chromosome 16 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=Details-
Search& Term=3163; consultée le 22 février 2023).

Nous pourrions ainsi séquencer HMOX2 afin de mettre en évidence un ou plusieurs autres
polymorphismes mononucléotidiques dans de larges cohortes humaines exposées a I’hypoxie d’altitude
(Richalet et al., 2021). Ces polymorphismes pourraient étre en lien, seuls ou regroupés au sein d’haplo-
types, avec la tolérance a I’hypoxie d’altitude évaluée par les réponses au test d’effort en hypoxie (en
particulier la réponse ventilatoire a I’exercice) et/ou I’apparition de graves pathologies lors d’expositions
a la haute altitude (Lake Louise score, OCHA et/ou OPHA). Ce séquengage pourrait étre réalisé¢ au
Centre National de Recherche en Génomique Humaine d’Evry avec qui nous collaborons depuis 2019

(Erblang et al., 2019).

14.2.2 Activité de I’héme oxygénase-2 sur lignées cellulaires

Nous émettons 1’hypothese que I’activité enzymatique de la protéine héme oxygénase-2 sera
différente selon I’alléle T (ancestral) ou C (muté) du rs4786504 HMOX?2.

Afin de répondre a cette hypothése, une étude dont I’objectif serait de mesurer 1’activité
protéique d’HO-2 sur des lignées cellulaires HEK923T et/ou HeLLa mutées sur le SNP d’ HMOX2, pour-
rait étre menée. Nous compléterions ainsi les travaux de Yang et al. (2016) qui avaient eu recours a ce
modele pour mesurer 1’expression d’ HMOX?2 selon le rs4786504 (Figure 25). L’activité de la protéine
dans les lignées ancestrales ou mutées serait mesurée a 1’aide de la technique mise au point par Liem et
al. en 2015 (Figure 59). Nous nous attendons a une moindre activité enzymatique dans le groupe des

cellules porteuses de 1’allele ancestral T.
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Figure 59. Activité HO dans des cellules humaines, en particulier HEK293T (2"* barre) et HeLa (5™ barre)
(adaptée de Liem et al., 2015)

14.2.3 Evaluation de la chémosensibilité sur modéle animal

Enfin, nous émettons I’hypothése que la chémosensibilité¢ des chémorécepteurs périphé-
riques (et donc I’activation chémoréflexe (Figure 8)) est modulée en amont par ’héme oxygénase 2
(Figure 57).

Afin de confirmer cette hypothése, nous pourrions avoir recours a une lignée de souris knock-
out HO-2 - (comme Adachi et al., 2004) avec des plasmides CRISPR/Cas9 KO spécifiques de HMOX?2
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.®). Apres transfection du plasmide dans le noyau, 1'inactivation de ce
gene (niveau d’expression) devra étre évaluée par des techniques semi-quantitatives de Western-blot en

utilisant des anticorps dirigés contre des acides aminés d’HO-2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.®) (Fi-

gure 60).
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Figure 60. Analyse Western blot de l'expression de I'héme oxygénase-2 dans les lysats de cellules entieres HEL
92.1.7 (A) et HeLa (B) (Anticorps Héme Oxygénase 2 (B-3): sc-17786.) (adaptée de Santa Cruz Biotechnology,
Inc.®).
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Ensuite, la chémosensibilité des corps carotidiens de ces modéles murins transgéniques
pourrait étre évaluée par des techniques patch clamp (permettant 1’étude des variations du potentiel de
membrane) selon la méthode décrite par Yamaguchi et al. (2004) pour 1’étude spécifique des cellules

glomiques des corps carotidiens de souris (Figure 61).
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Figure 61. Le courant K voltage-dépendant des cellules glomiques de souris est sensible a I’hypoxie (150 vs.
165 mmHg).

(A) Le courant K voltage-dépendant évoqué par une impulsion test de - 80 a + 60 mV a été inhibé de manicre
réversible par une Iégere hypoxie. L'inhibition était réversible. (B) Données récapitulatives de huit cellules ; * p
< 0,01 significativement différent selon le témoin et la récupération. Il n'y a pas de différence statistique entre le

témoin et la récupération (adaptée de Yamaguchi et al., 2003).

Nous supposons que les cellules glomiques des animaux knock-out HO-2 - auront une
moindre inhibition en hypoxie vs. les animaux wild-type. Les souris HO-2 - pourraient méme ne pas
présenter de différence significative entre les valeurs mesurées en hypoxie vs. la situation témoin et la
récupération, qui témoignerait d’'une moindre, voire d’une absence de chémosensibilité des corps caro-

tidiens de ces animaux knock-out.

Ceci apporterait des informations complémentaires sur les mécanismes impliqués dans la

réponse ventilatoire hypoxique émoussée des souris HO-2 7~ (Adachi et al., 2004) (Figure 13).

14.3 ETUDE DE LA VOIE DE SIGNALISATION DE L’ ADENOSINE

D’apres la littérature, il existerait un point d’interférence majeur entre les réponses a I’hy-
poxie aigué (via la co-signalisation HIF et NF-kB) et a la restriction de sommeil (identifiée comme
marqueur de la pression de sommeil) qui pourrait impliquer la voie adénosinergique. Le niveau d’adé-
nosine a ainsi été mis en relation avec la réponse ventilatoire a I’hypoxie (Drumm et al., 2004) et la
survenue de syncope chez les apnéistes (Joulia et al., 2013). Par ailleurs la café¢ine, inhibiteur non-sélectif

des récepteurs de I’adénosine, améliore les performances cognitives en restriction de sommeil (Urry et
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Landolt, 2015). Les effets de la caféine seraient également susceptibles d’améliorer la tolérance a 1’alti-
tude (Hackett, 2010), de méme que la théophylline (Fischer et al., 2000), autre antagoniste spécifique
des récepteurs de 1’adénosine. Dans une population particuliére, en néonatologie, la caféine est égale-
ment utilisée dans le traitement des apnées du prématuré, avec une action centrale et périphérique au

niveau pulmonaire et au niveau des chémorécepteurs selon leur maturité (Abdel-Hady et al., 2015).

Dans notre revue de la littérature (Annexe I), nous avons émis des hypothéses impliquant la
voie de I’adénosine sur les réponses cognitives, physiologiques et la tolérance a I’hypoxie suite a une
dette de sommeil. Afin de vérifier ces hypothéses, il conviendra de réaliser une étude chez I’Homme
dont I’objectif principal sera d’évaluer I’effet de la combinaison des contraintes sur la voie de 1’adéno-
sine. Les critéres d’évaluation concerneront la voie adénosinergique, notamment les niveaux plasma-
tiques d’adénosine, mais également 1’expression des ARNm de ses récepteurs, voire 1’activité enzyma-
tique du CD73 plasmatique (Song et al., 2017). Cette étude randomisée en cross-over sera semblable a
notre seconde étude « HYPSOM » (Figure 47), en ajustant les niveaux de contrainte (sommeil et hy-
poxie). La littérature montre en effet une augmentation de la disponibilité en récepteurs A; de 1’adéno-
sine au niveau cérébral chez ’Homme aprés une nuit de privation totale de sommeil (Elmenhorst et al.,
2007). Song et al. ont eux-mémes montré en 2017 une augmentation de la concentration plasmatique
d’adénosine chez I’Homme en hypoxie, mais aprés 16 jours a 5260 metres, avec une augmentation de
I’activité enzymatique du CD73 observée des le premier jour a cette méme altitude. Les résultats con-
cernant nos critéres d’évaluation de la voie de I’adénosine seront a corréler aux réponses cognitives,

physiologiques et a la tolérance a I’hypoxie, suite a une dette de sommeil.

Si le lien entre 1’adénosine et la tolérance a I’hypoxie, seule ou combinée a une dette de
sommeil, est établi, il conviendra alors de se poser la question de la place d’un inhibiteur des récepteurs
a ’adénosine comme contre-mesure, en particulier la caféine qui semble par ailleurs améliorer la symp-
tomatologie en altitude (Hackett, 2010). L’indication pourrait alors étre personnalisée selon les facteurs
de tolérance a I’altitude et les polymorphismes génétiques fonctionnels des récepteurs de 1’adénosine

(comme par exemple ADORA2A).
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15 TRAVAUX REALISES DURANT CETTE THESE

Ce travail de theése a fait ’objet de publications et communications orales et affichées lors
de congrées nationaux et internationaux. Il m’a par ailleurs permis d’installer et mettre en ceuvre le labo-
ratoire d’hypoxie normobare individuelle et collective a I’Institut de recherche biomédicale des armées
a Brétigny-sur-Orge.

En plus de ma formation continue, j’ai eu ’opportunité de participer a d’autres projets de
recherche de I’'IRBA ; et d’effectuer des activités d’enseignement, d’encadrement, et d’expertise dans le
domaine de la physiologie intégrée centrée sur le milieu aéronautique. En 2020, une mission en opération
extérieure a Barkhane comme médecin-chef de la base aérienne projetée de Niamey (Niger) m’a permis

d’enrichir ma connaissance du milieu aéronautique et de ses contraintes pour le personnel navigant.

15.1 EN RAPPORT AVEC LE SUJET DE THESE

15.1.1 Articles publiés

- Fabries P, Drogou C, Sauvet F, Nespoulous O, Erkel MC, Marchandot V, Bouaziz W,
Lepetit B, Homm-Hornez AP, Malgoyre A, Koulmann N, Gomez-Merino D, Chennaoui M. The HMOX2
polymorphism contributes to the carotid body chemoreflex in European sea-level residents by regulating
hypoxic  ventilatory responses. Front Med (Lausanne). 2022 Nov 3;9:1000786. doi:
10.3389/fmed.2022.1000786. PMID: 36405624; PMCID: PMC9669423.

- Fabries P, Gomez-Merino D, Sauvet F, Malgoyre A, Koulmann N, Chennaoui M. Sleep
loss effects on physiological and cognitive responses to systemic environmental hypoxia. Front Physiol.

2022 Dec 12;13:1046166. doi: 10.3389/fphys.2022.1046166. PMID: 36579023; PMCID: PMC9792101.

15.1.2 Communications orales
15.1.2.1 En congrés international

- Pierre Fabries, Vincent Marchandot, Mathias Guillard, Danieclle Gomez-Merino, Catherine

Drogou, Fabien Sauvet, Anne-Pia Hamm-Hornez, Olivier Nespoulous, Alexandra Malgoyre, Natahlie
Koulmann, Mounir Chennaoui. Individual vulnerability to hypoxia: relationship between sleep (quantity
and quality) and high-altitude tolerance evaluated by hypoxic testing. 1°* International Conference of
Aerospace Medicine (ICAM), 2022. Paris, France.

- Pierre Fabries, Danielle Gomez-Merino, Fabien Sauvet, Alexandra Malgoyre, Nathalie

Koulmann, Mounir Chennaoui. Sleep loss effects on physiological and cognitive responses to systemic
environmental hypoxia. Présentation orale acceptée au symposium « Soldiers at High Altitude ». 6" In-

ternational congress on soldier’s physical performance (ICSPP), 2023. London, United Kingdom.
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15.1.2.2 En congrés national
- Présentation des travaux de these lors des journées des doctorants de I'IRBA (2018, 2021
et 2022) et de la journée de rentrée de I’ED 566 (2022).
- Vincent Marchandot, Pierre Fabries, Mounir Chennaoui, Fabien Sauvet, Mathias Guillard,
Catherine Drogou. Prévention et prédiction de la pathologie d’altitude : une place pour le sommeil ?
15¢me Journée des assistants et des internes de ’Ecole du Val-de-Grace (JASSINT) de la Société
francaise de médecine des armées (SFMA), 2021. Paris, France.
- Abstract : Médecine et Armées Vol. 48 No. 2. Numeéro spécial : Journées des assis-
tants et des internes, Editions des archives contemporaines, Coll. «Revue Médecine
et  Armées», France, ISBN : 9782813004802, 175p., doi
https://doi.org/10.17184/eac.9782813004802.

- Pierre Fabries, Catherine Drogou, Danielle Gomez-Merino, Fabien Sauvet, Olivier Nes-

poulous, Marie-Claire Erkel, Benoit Lepetit, Anne-Pia Hamm-Hornez, Alexandra Malgoyre, Nathalie
Koulmann, Mounir Chennaoui. Variabilité individuelle génétique a [’hypoxie : association entre le po-
lymorphisme HMOX? et la chémosensibilité. 16®™ JASSINT de la SFMA, 2022. Paris, France.
- Prix de la meilleure présentation de la session « Facteur humain ».
- Abstract : Médecine et Armées Vol. 48 No. 2. Numeéro spécial : Journées des assis-
tants et des internes, Editions des archives contemporaines, Coll. «Revue Médecine
et  Armées», France, ISBN : 9782813004802, 175p., doi
https://doi.org/10.17184/eac.9782813004802.

15.1.3 Communications affichées
- Présentation lors de la journée de rentrée de I’ED 566 (2021).
15.1.3.1 En congrés international

- Pierre Fabries, Catherine Drogou, Danielle Gomez-Merino, Fabien Sauvet, Olivier Nes-

poulous, Marie-Claire Erkel, Benoit Lepetit, Anne-Pia Hamm-Hornez, Alexandra Malgoyre, Nathalie
Koulmann, Mounir Chennaoui. Genetic vulnerability to hypoxia : association bewtween HMOX2 poly-
morphism and chemosensitivity evaluated by hypoxic testing. 15 ICAM, 2022. Paris, France.

- Pierre Fabries, Catherine Drogou, Danielle Gomez-Merino, Fabien Sauvet, Olivier Nes-

poulous, Marie-Claire Erkel, Benoit Lepetit, Anne-Pia Hamm-Hornez, Alexandra Malgoyre, Nathalie
Koulmann, Mounir Chennaoui. Individual vulnerability to hypoxia: impact of an HMOX?2 single nucle-
otide polymorphism on chemosensitivity in Caucasians. Acceptée au 6" ICSPP, 2023. London, United
Kingdom.

146



15.1.4 Encadrements

Etudiant de master 1

- Tuteur de stage de M. Théo Pinalie, é¢tudiant en master 1 STAPS : Entainement et optimi-
sation de la performance sportive (EOPS), Université Paris-Saclay, Evry, depuis 2023.
Titre du mémoire : « Shaping of Sleep Data Acquired with an Innovative Device During Human Re-

search and Exploratory Study of Automated Artefact Detection. »

Etudiants en médecine

Projet « GENERICH »

- Interne des hopitaux des Armées (IHA) Vincent Marchandot (Hopital d’Instruction des
Armées (HIA) Percy, Clamart)
Titre de la these d’exercice : Prédiction et prédiction de la pathologie d’altitude : une place pour le som-
meil ?

Soutenue le 29/10/2021 (mention trés honorable, prix de thése, médaille de bronze)

Projet « HYPSOM »

- IHA Louis David (HIA Clermont Tonnerre, Brest)
Titre de la thése d’exercice : Prévention de la pathologie d’altitude : impact de la restriction de sommeil
sur I’incidence du mal aigu des montagnes,

Depuis novembre 2022.

- IHA Paco Clavé (HIA Sainte-Anne, Toulon)
Titre de la thése d’exercice : Comportement et préférences alimentaires en altitude : optimisation des
apports énergétiques,

Depuis novembre 2022, co-encadrement avec le Dr Keyne Charlot (U. PEACE).

- Aspirant médecin Ulysse Comte (Ecole de Santé des Armées, Bron)
Titre du mémoire de mastere spécialisé en santé des armées : Effet d’une restriction aigiie de sommeil

sur les réponses a I’hypoxie : exploration des fonctions exécutives de la mémoire de travai

15.1.5 Elaboration de ’outil de recherche a 'IRBA
Installation du laboratoire hypoxie normobare de I'IRBA (hypoxie individuelle au masque
Altitrainer ® et collective en tente SportingEdge ®) et des chaines de mesure physiologiques, neurophy-

siologiques et cognitives dédiées (Figures 36 et 48).
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Mise au point des sondes ADNi Tagman ® custom afin de déterminer le single nucleotid

plymorphism rs4786504 HMOX?2.

15.2 EN PARALLELE DU TRAVAIL DE THESE

15.2.1.1 Participation a d’autres études
- Chef de projet a financement BIOMEDEF MRH1-0727 « Monitoring physiologique et
neurophysiologique du pilote de chasse » (2020 — en cours) avec le Dr Mounir Chennaoui.

- Membre du groupe des investigateurs de la recherche « PERCAF ».

15.2.1.2 Article publiés

- Quiquempoix, M.; Drogou, C.; Erblang, M.; Van Beers, P.; Guillard, M.; Tardo-Dino, P.-
E.; Rabat, A.; Léger, D.; Chennaoui, M.; Gomez-Merino, D. and Fabien Sauvet; on behalf of the Percaf
Investigator Group (Philippe Colin, Benoit Lepetit, Cyprien Bourrilhon, Pierre Fabri¢s, Rodolphe Dorey

and Bruno Schmid). Relationship between Habitual Caffeine Consumption, Attentional Performance,
and Individual Alpha Frequency during Total Sleep Deprivation. Int. J. Environ. Res. Publi-
cHealth2023,20,4971. https:// doi.org/10.3390/ijerph20064971

15.2.1.3 Articles acceptés

Drogou C, Sauvet F, Erblang M, Leger D, Thomas C, Chennaoui M, Gomez-Merino D.,

Investigators group (Cyprien Bourrilhon, Philippe Colin, Aurélie Trignol, Marie Claire Erkel, Pierre
Fabries, Benoit Lepetit, Haik Ayounts, Lise Mateo, Pierre Emmanuel Josse, Rodolphe Dorey, and Bruno
Schmid). Effects of acute caffeine intake on Insulin-like Growth Factor-1 responses to total sleep dep-
rivation: interactions with COMT polymorphism, a randomized, cross over study. Lifestyle Genom.

2023 Jun 6. doi: 10.1159/000529897. Epub ahead of print. PMID: 37279709.

15.2.1.4 Communications orales
- P. Fabries, O. Nespoulous, B. Lepetit, D. Maquilon, A. Malgoyre, M. Chennaoui, N. Koul-
mann, S. Montmerle-Borgdorff. Effets des variations aigués du volume sanguin central sur la réponse
a l'orthostatisme (baroréflexe et fonction cardio-vasculaire). 13*™ JASSINT de la SFMA, 2018. Paris,
France.
- Abstract : Médecine et Armées Vol. 48 No. 2. Numéro spécial : Journées des assis-
tants et des internes, Editions des archives contemporaines, Coll. «Revue Médecine
et  Armées», France, ISBN : 9782813004802, 175p., doi
https://doi.org/10.17184/eac.9782813004802
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- Fabries P. Monitoring du pilote de chasse : intérét et enjeux pour la sécurité aérienne.
Journée de développement professionnel continu de médecine aéronautique « Forces — TAP »
(SFMA), 2021. Paris, France.

- Fabries P, Nespoulou O, Chennaoui M. An innovative and progressive pedagogical ap-
proach for aeromedical centrifuge training based on active trainee participation. 1* ICAM, 2022. Paris,

France.

15.2.1.5 Communications affichées

- P. Fabries, O. Nespoulous, B. Lepetit, D. Maquilon, A. Malgoyre, M. Chennaoui, N. Koul-
mann, S. Montmerle-Borgdorff. Effets des variations aigués du volume sanguin central sur la réponse
a lorthostatisme (baroréflexe et fonction cardio-vasculaire). 18%™¢ Journée clinique de médecine
aéronautique de I’Hopital d’Instruction des Armées Percy, 2018. Clamart, France.

- Pierre Fabries; Olivier Nespoulous; Alexandra Malgoyre; Mounir Chennaoui; Nathalie
Koulmann; Stéphanie Montmerle-Borgdorftf. Effects of acute changes in central blood volume on the
response to orthostatism (baroreflex and cardiovascular function). 3*% Congress of Physiology and
Integrative Biology (CPBI) and 86th Congress of French Physiological Society (SFP), 2019. Mont-
pellier, France.

- Abstract :  Acta  Physiol 2019, 227,  S720, 1748-1708.
https://doi.org/10.1111/apha.13389.

- Fabien Sauvet, Killian Soulabail, Christiane Cavell, Pierre Fabries, Vincent beauchamp,
Pascal Van Beers, Mathias Guillard, Danielle Gomez-Merino, Mounir Chennaoui, Impact of boarding
on the aircraft carrier Charles de Gaulle on Navy pilots’ sleep parameters. Interst of a connected head-
band for sleep recording. 1 ICAM, 2022. Paris, France.

- Chaufer M, Fabries P, Sauvet F, Meunier C, Gras D, Chennaoui M. French defence avia-

tion medical permanent working group. Organization and activities. 1 ICAM, 2022. Paris, France.

15.2.1.6 Activités d’enseignement

Au profit du SSA

Chargé d’enseignement au Centre de formation en médecine aéronautique de I’Ecole du Val-
de-Grace pour les cours de physiologie aéronautique : altitude, hypoxie et moyens de protection ; acci-
dents de décompression ; accélérations, siége, équipements et abandon de bord ; ambiances thermiques
; microgravité ; actualités en médecine et physiologie aéronautiques.

- Brevets de médecine aéronautique de défense (BMAD) 2019, 2020, 2021 et 2022 : 13 heures de cours

/an;
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- Brevets internationaux de médecine aé¢ronautique (BIMA) 2019, 2020, 2021 et 2022 : 9 heures de cours
/an;

- Brevets supérieurs de médecine aéronautique 2021 et 2022 : 2 heures de cours / an ;

- Certificat de médecine appliquée au parachutisme (CMAP) 2021 : 4 heures de cours ;

- Certificat d’infirmier.e convoyeur.se de I’air 2018, 2019, 2020, 2021 et 2022 : 4 heures de cours / an ;
- Militaires, infirmier.es et technicien.nes des hdopitaux des armées 2020, 2021 et 2022 : 4 heures de

cours / an.

Jury d’examen
Epreuves de physiologie lors des BMAD (2019, 2020, 2021 et 2022), BIMA (2019, 2020,
2021 et 2022) et CMAP (2021).

Au profit des Forces

- Depuis 2017, formateur en instruction aé¢ro-médicale aux effets des accélérations aéronau-
tiques en centrifugeuse humaine au profit du personnel navigant de I’Armée de 1’ Air et de I’Espace, de

I’aéronavale, de la Direction générale de I’armement et des praticiens du Service de santé des Armées.

Au profit des étudiants civils
-De 2019 a2 2020

Ecole frangaise d’orthopédie et de massage (cumul d’activité a titre accessoire) :
Cours, travaux dirigés et examens de physiologie cardio-vasculaire aux étudiants de 2 et 3m°
années (30 heures de cours / an).

- Depuis 2021
Université Paris — Saclay (Unité mixte de recherche (UMR) LBEPS) :
Cours de physiologie « Exercise in altitude » au profit d’étudiants de Master 1 international
(2 heures de cours / an).

- Depuis 2022
Université Claude Bernard Lyon-1 — Faculté de médecine Lyon-Est :
Cours de physiologie « Hypobarie, hypoxie » dans le cadre de ’'UELV « Prise en charge
médicale d’urgence en environnement hostile » au profit d’étudiants civils en 4, 5 et 6™

années de médecine (2 heures de cours / an).
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15.2.1.7 Activités d’expertise

- Task Force « Recueil, Analyse, Propositions Techniques et Scientifiques » Covid-19
de PIRBA
Tardo-dino P-E, Valentino S., Gomez-Merino D., Fabries P. ; Rapport « Le surfactant peut-il étre une
thérapeutique utilisable dans le SDRA, dans un contexte de COVID ? Analyse bibliographique du
26/03/2020 » ;

- Aeromedical working group de ’OTAN (Board air)
Représentant France suppléant et pilote de 5 accords de normalisation (STANAG), depuis 2018.

15.2.1.8 Formation continue

- Attestation de formation a I’expérimentation animale : conception et réalisation de procé-
dures — rongeurs /lapin, Ecole nationale vétérinaire d’Alfort, 2018 ;

- Ecole d’été de santé publique et d’épidémiologie de Bicétre : méthodologie de base en
statistique et épidémiologie, Université Paris-Sud, 2018 ;

- Diplome inter-universitaire de pédagogie médicale, Sorbonne-Université, 2019 ;

- TagMan Genotyping with 7900 HT training, ThermoFisher scientific, 2029 ;

- Diplome inter-universitaire de physiopathologie de 1’exercice et explorations fonction-
nelles de 1’effort, Université Sorbonne Paris Nord, 2021 ;

- Diplome universitaire d’intelligence artificielle appliquée en santé, Université Paris Cité,

2022.
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In the course of their missions or training, alpinists, but also mountain combat
forces and mountain security services, professional miners, aircrew, aircraft and
glider pilots and helicopter crews are regularly exposed to altitude without
oxygen supplementation. At altitude, humans are exposed to systemic
environmental hypoxia induced by the decrease in barometric pressure
(<1,013 hPa) which decreases the inspired partial pressure of oxygen (PIO,),
while the oxygen fraction is constant (equal to approximately 20.9%). Effects of
altitude on humans occur gradually and depend on the duration of exposure
and the altitude level. From 1,500 m altitude (response threshold), several
adaptive responses offset the effects of hypoxia, involving the respiratory
and the cardiovascular systems, and the oxygen transport capacity of the
blood. Fatigue and cognitive and sensory disorders are usually observed
from 2,500m (threshold of prolonged hypoxia). Above 3,500 m (the
threshold for disorders), the effects are not completely compensated and
maladaptive responses occur and individuals develop altitude headache or
acute altitude illness [Acute Mountain Sickness (AMS)]. The magnitude of
effects varies considerably between different physiological systems and
exhibits significant inter-individual variability. In addition to comorbidities,
the factors of vulnerability are still little known. They can be constitutive
(genetic) or circumstantial (sleep deprivation, fatigue, speed of ascent.). In
particular, sleep loss, a condition that is often encountered in real-life
settings, could have an impact on the physiological and cognitive responses
to hypoxia. In this review, we report the current state of knowledge on the
impact of sleep loss on responses to environmental hypoxia in humans, with the
aim of identifying possible consequences for AMS risk and cognition, as well as
the value of behavioral and non-pharmacological countermeasures.
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sleep, altitude, physiology, acute mountain sickness, cognition
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1 Introduction

Climbing to altitude involves a non-linear decrease in
barometric pressure, which leads to a decrease in inspired
oxygen partial pressure (PIO,) and, subsequently, a decrease
in oxygen partial pressure (PO,) at each point in the oxygen
transport cascade (alveolar, arterial, tissue and venous blood)
(Hurtado, 1964). The effects of altitude occur gradually and
depends of the duration of exposure and altitude level. The
reduction in PO, results in several physiological responses
over a period of minutes to weeks after the initial exposure
(Luks, 1985; Marotte, 2004; Bartsch and Gibbs, 2007; Burtscher
et al, 2019). These responses are intended to promote
acclimatization of the individual to compensate for hypoxic
conditions. However, most unacclimatized subjects (50%-—
85%) traveling to an altitude between 4,500 and 5,000 m
above sea level will develop acute mountain sickness (AMS)
or experience symptoms (Maggiorini et al., 1990; Bartsch and
Swenson, 2013). Maladaptive reactions to high altitude present as
one of three forms of acute altitude illness, namely AMS
(combining headache with gastrointestinal symptoms, fatigue/
weakness, dizziness and/or sleep disturbances, at different levels
of severity), high altitude cerebral edema (HACE) or high
altitude pulmonary edema (HAPE) (Linde et al, 2017; Luks
et al., 2017). Exposure to high altitude also induces cognitive
impairments, fatigue, headaches and sleep disorders (e.g.,
Cheyne-stoke breathing, increased wake after sleep onset and
sleep onset latency, decrease in total sleep time) (Beaumont et al.,
2007; de Aquino Lemos et al., 2012; Heinzer et al., 2016),
sometimes linked to the environmental conditions of trekking
(jet lag due to travel, sleeping in high-altitude refuges, departure
at night or very early in the morning, cold weather), similar to an
isolated, confined and extreme (ICE) environment (Zivi et al.,
2020).

More and more lowlanders people are exposed to high
altitude either for pleasure (mountaineering) or for work
(military, high mountain guides, etc.), and would therefore be
concerned by the importance of avoiding sleep deprivation/loss
before altitude exposure. Indeed, sleep is considered crucial for
the maintenance of physiological and psychological functions.
Numerous human studies have shown that sleep deprivation
(SD), whether total or partial, induces physiological and
psychological disturbances, increases perceived fatigue, impairs
cognitive functions (e.g., sustained attention, decision making,
executive functions, etc.) and generally deteriorate physical
capacity (Killgore, 2010; Arnal et al., 2015; Troxel et al., 2015;
Rabat et al., 2016; Grandou et al., 2019). Given the critical role of
sleep in regulating physiological systems, it can be hypothesized
that sleep debt prior to exposure to high altitude could disrupt
physiological responses, and increase the risk of developing AMS.
The objective of this brief narrative review is to show that sleep
deprivation can influence respiratory, cardiovascular and
cognitive responses to environmental hypoxia, in relation to
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the risk of AMS. Our review does not target sleep pathologies
involving sleep loss or fragmentation.

2 Physiological and cognitive
responses to sleep loss

Sleep is a fundamental physiological need for human life. For
most individuals, sleep occupies between 20% and 40% of a 24-h
day and provides multiple restorative functions for the body and
brain. It affects temperature regulation and many systems such as
the autonomic nervous system, the cardiovascular and
respiratory systems, the immune system, etc. (Colten and
Altevogt, 2006; Besedovsky et al., 2012; Sowho et al., 2014). It
regulates endocrine function and synaptic homeostasis, while
playing an important role in immune and inflammatory control,
metabolism and tissue repair (Copinschi et al., 2014; Eugene and
Masiak, 2015; Irwin, 2015; Chennaoui et al., 2020; Lange et al.,
2022). Sleep also improves reaction time and memory recall
through its role in synaptic homeostasis, and reduces mental
fatigue (Copinschi et al., 2014; Eugene and Masiak, 2015; Irwin,

2015; Chennaoui et al.,, 2020; Lange et al., 2022).

2.1 Cardiovascular, inflammatory and
metabolic responses

The known forms of sleep loss have been defined as total SD,
chronic sleep restriction (also sometimes referred to as partial
SD), and sleep fragmentation or disruption (Reynolds and Banks,
2010). Total SD is the suppression of sleep for a given period of
time (at least one night) and it has been widely researched in
laboratory protocols. Sleep restriction is a reduction in sleep time
below an individual’s usual amount, or the regular amount of
sleep needed to maintain optimal performance.

SD has been found to lead to several biological consequences,
such as autonomic dysregulation, increased oxidative stress, or
altered endocrine and inflammatory responses (Mullington et al.,
2009; Chennaoui et al., 2011; Irwin et al., 2016; Atrooz and Salim,
2020). Studies on both humans and rodents have shown that SD
and sleep restriction are often associated with small and
the of the
neuroendocrine stress systems, i.e., the autonomic sympatho-

temporary increases in activity major
adrenal system and the hypothalamic-pituitary adrenal axis
(HPA) (Meerlo et al., 2008). Indeed, levels of norepinephrine
and epinephrine have been found significantly enhanced after
partial SD in the late night (awake from 0300 to 0600 h), and
plasma cortisol levels over the 1,800-2,300 h period were 37%
and 45% higher on the day following acute partial SD (sleeping
from 0400 to 0800 h) and total SD than on the previous day in
healthy male volunteers (Leproult et al., 1997; Irwin et al., 1999).
However, divergent findings have also been reported and

discrepancies could be due to experimental conditions and/or
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frequency of blood sampling. In addition, epidemiological and
experimental studies have confirmed that SD is associated with
increased blood pressure (BP) in healthy subjects, and adverse
cardiovascular events (Sauvet et al., 2010; Liu and Chen, 2019).
Sleep loss is considered as a risk factor for cardiovascular events
mediated by endothelial dysfunction, and hormonal and
inflammatory responses. Indeed, endothelial dysfunction is
currently recognized as a key early factor in the development
of atherosclerosis, and is associated with numerous risk factors
for cardiovascular disease, including hypertension, coronary
artery disease, vascular calcifications, heart failure with
preserved ejection fraction, sudden death and the metabolic
syndrome (Anderson et al., 1995; Davignon and Ganz, 2004).
In laboratory experimental protocols, acute total SD or repeated
partial deprivation (also named sleep restriction) cause
significant increases in cardiac and peripheral sympathetic
modulation, associated with mild and subclinical endothelial
dysfunction and increased arterial stiffness in healthy young
male subjects (Sauvet et al., 2010; Dettoni et al., 2012; Sunbul
et al., 2014; Sauvet et al., 2015). It has been suggested that SD-
related endothelial dysfunction is triggered by factors such as
sympathetic activation and low-grade inflammatory responses.

Sleep is thought to play an important role in blood sugar
control. Recurrent sleep restriction has been shown to have
deleterious effects on carbohydrate metabolism and endocrine
function (Spiegel et al., 2009). Sleep restriction also increased the
the
and cardiovascular

levels of inflammatory mediators, contributing to

development of metabolic disorders
diseases. Recurrent sleep restriction induces metabolic and
endocrine alterations leading to increased hunger and
appetite, and weight gain (e.g., increased ghrelin levels,
decreased leptin levels, decreased glucose tolerance, decreased
insulin sensitivity, increased evening cortisol concentrations.)
(Spiegel et al., 2004; Bayon et al., 2014). In healthy subjects, SD
can also cause an increase in white blood cells and other markers
of inflammation to levels associated with the future development
of cardiovascular diseases (Mullington et al., 2009). Subclinical
increases in plasma concentration or expression in blood cells of
the proinflammatory cytokines interleukin-6 (IL-6) and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), and C-reactive protein (CRP)
were found during acute total SD and also during sleep restriction
(Meier-Ewert et al., 2004; Chennaoui et al.,, 2011; Irwin et al.,
2016; Sauvet et al., 2017). Cellular inflammatory signaling is
activated due to the activation of nuclear factor-Kappa B (NF-
kB), the key transcriptional control pathway in the inflammatory

signaling cascade (Irwin et al., 2008).

2.2 Respiratory responses

The regulation of breathing is ensured by sensors, control
centers and effectors (Berger and Nadel, 1988; Braman, 1995).
Two categories of sensors control breathing: sensory receptors
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and chemoreceptors. The latter are sensitive to variations in the
concentration of oxygen, carbon dioxide and hydrogen ions in
the blood. They send impulses to the control centers (located in
the brainstem) which adapt the ventilation by acting on the
effector organs (the respiratory muscles) (Braman, 1995).

The influence of SD on respiratory motor output has been
poorly investigated. In the basal state for humans under eupneic
conditions, it has been repeatedly demonstrated that one night of
SD does not alter the functions of the ventilatory system: there is
no change in ventilation or gas exchange (Chen and Tang, 1989;
Spengler and Shea, 2000; Rault et al., 2020).

In contrast, when changing the gas composition of the
inspired air in order to assess adaptive capacities, an altered
ventilatory response to hypercapnia and to hypoxaemia was
described following one night of SD (Schiffman et al., 1983;
White et al.,
reproduced the hypercapnic ventilator response to SD in
humans (Leiter et al, 1985; Spengler and Shea, 2000). In
Spengler and Shea (2000) demonstrated that SD per se does
not reduce the sensitivity of central chemoreceptors and have

1983). However, several authors have not

suggested that associated confounding factors may be involved.

However, total SD has been found to decrease skeletal muscle
endurance (the diaphragm and intercostal muscles) (Martin,
1981; Roberts et al., 2019), with a contradictory effect on
maximal oxygen consumption, which is not or only slightly
but significantly decreased (Horne and Pettitt, 1984; Plyley
et al, 1987). The mechanisms behind the impairment of
endurance performance after sleep loss are still unclear. With
respect to effects of SD on the endurance of the ventilatory
muscle function, a recent study in healthy subjects with normal
diaphragm function has evidenced that one night SD reduces
respiratory motor output by altering its cortical component with
a subsequent reduction (50%) in inspiratory endurance (Rault
et al., 2020). Thus, these authors suggested that impaired sleep
triggers severe brain dysfunction that could precipitate
respiratory failure. Their subsequent work demonstrated that
SD abolished vagal tone response to inspiratory load, possibly
contributing to a higher heart rate during the inspiratory loading
trial and reduced inspiration endurance (Westphal et al., 2021).

2.3 Cognitive responses

Sleep loss is known to impair multiple neurobehavioral
functions, such as reaction time for sustained attention and
inhibition and working memory for executive functions,
including in athletes, and induce daytime sleepiness, despite
motivation to prevent these effects (Van Dongen et al., 2003;
Reynolds and Banks, 2010; Basner et al., 2013; Vitale et al., 2019).
In addition, SD may limit the benefits of sleep for memory
there
differences in the degree of decline in cognitive performance

consolidation. However, are large interindividual

over the course of SD, depending on the task and performance
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metric under consideration (Killgore, 2010; Hudson et al., 2020).
There are interindividual, trait-like phenotypic differences
related to neurobehavioral deficits during SD, such that some
individuals are minimally affected by sleep deprivation
(i.e., resilient) and others are highly affected (i.e., vulnerable)
(Van Dongen et al., 2004; Goel et al., 2009; Killgore, 2010).

The specific areas of the brain that are vulnerable to SD were
studied using functional magnetic resonance imaging (fMRI) and
positron emission tomography (PET) (Basner et al., 2013). Early
studies using PET revealed a reduction in metabolic rate in the
thalamic, parietal, and prefrontal regions during prolonged SD of
24-72 h. Reduced fronto-parietal activation during lapses on a
visual selective attention task has been evidenced after one night
of acute total SD, using blood oxygenation level dependent fMRI.
Sleep-deprived vulnerable individuals showed a reduction in
frontoparietal signaling while resilient individuals showed a
tendency to increase fronto-parietal activation. In the human
brain, PET studies also evidenced a down-regulation of striatal
D2/D3 dopamine receptors and an increase of the serotonin
receptor binding potential in a variety of cortical regions.
Changes in cerebral blood flow (CBF) were also demonstrated
after a day of wakefulness, sleep and SD (Basner et al., 2013;
Elvsashagen et al, 2019). Finally, functional connectivity
alterations have been evidenced following SD using resting-
state functional connectivity (Chee and Zhou, 2019).

It is now known that one of the brain neuromodulators that
may be involved in SD-induced changes in cognitive functioning
is the adenosine system and its dynamically regulated receptors,
which is considered an important sleep-regulating substance
(Bjorness and Greene, 2009; Elmenhorst et al, 2017).
Adenosine is a metabolic intermediate of adenosine tri-
phosphate (ATP). Adenosine can cross the blood-brain barrier
and has neuromodulatory properties; it is involved in sleep
promotion and suppression of arousal with increased daytime
wakefulness. Studies from Elmenhorst et al. (2007) team
demonstrated in vivo that SD resulted in increased adenosine
Al receptor (A;R) availability and high individual AR
availability is related to a low sleep pressure and good
cognitive performance (Elmenhorst et al., 2017). Further
evidence for a role of adenosine in modulating sleep pressure
and the associated variation in wakefulness and attention stems
from the effects of the adenosine receptor antagonist caffeine that
attenuates neurobehavioral consequences of SD (Urry and
Landolt, 2015; 2021a).
endogenous factors are thought to contribute to the cognitive

Erblang et al, Finally, several
consequences of severe sleep deficits including the growth
(GH/IGF-1) trophic
system, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), hormones,
and cytokines (Kreutzmann et al., 2015; Chennaoui et al., 2020).

There are also genotype-dependent interindividual differences in

hormone/insulin-like growth factor-1

phenotypic neurobehavioral responses to sleep deprivation or
restriction (Bodenmann et al., 2012; Erblang et al., 2021b; Casale
and Goel, 2021).
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3 Physiological and cognitive
responses to systemic environmental
hypoxia

Exposure to high-altitude environments above 3,000 m for
periods ranging from several hours to days presents a challenge
to the human body due to the gradual reduction in barometric
pressure and subsequent reduction in oxygen pressure, resulting
in a series of important physiological responses (respiratory,
cardiovascular, cerebrovascular, hematological and metabolic)
that enable individuals to tolerate hypoxia and ensure tissue
oxygen supply (Luks, 1985; Cogo, 2011). The physiological
responses are mediated through chemosensitivity on the
carotid bodies (CB) and intracellular signaling by hypoxia-
inducible factors (HIFs), whereas others occur in a HIF-
independent manner. The absence or excess of these hypoxia-
induced  physiological responses are responsible for
maladaptative responses and primary altitude illnesses,
foremost among them AMS (Klocke et al, 1998; Bartsch
et al., 2004; Burtscher et al., 2021). However, the prevalence of
AMS is highly dependent on the study setting: for Luks et al.
(2017) it varies between 40% and 90%, depending on altitude and
individual susceptibility, in unacclimatized individuals ascending
more than 500 m per day at altitudes of 4,500-6,000 m, whereas
it is ~25%-40% when passively ascending at 3,000-3,500 m.
Hypoxia also has detrimental neurobehavioral effects for
unacclimatized humans: alterations in cognitive function,
mood and sleep quality occur after a high-altitude climb
(Bahrke and Shukitt-Hale, 1993; Ainslie et al., 2013; Lombardi
et al., 2013; McMorris et al., 2017). Interestingly, it has recently
been shown that AMS and sleep disturbances differentially
influence cognition and mood during rapid ascent (in a
hypobaric chamber) to 3,000 and 4,050 m: the presence of
AMS impacted mood while poor sleep impacted cognition
(Figueiredo et al., 2022).

3.1 Respiratory and cardiovascular
responses

Systemic exposure to hypoxia is an important physiological
stimulus that induces adaptive (homeostatic) responses: acute

oxygen sensing is necessary for the activation of
cardiorespiratory reflexes that allow individuals to survive in a
hypoxic environment (Lépez-Barneo et al, 2016). CB

chemoreceptors, located at the bifurcation of carotid arteries,
are sensors of arterial O,, CO,, and pH (Kumar and Prabhakar,
2012). These peripheral receptors function in cooperation with
central chemoreceptors in the brain that monitor CO,-pH or O,
(Lindsey et al., 2018). Decreased arterial O, levels increase CB
sensory nerve activity (Kumar and Prabhakar, 2012). The
chemosensory reflex from the CB is a major regulator of
breathing (hyperventilation) and sympathetic nerve activity
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cerebrospinal fluid pH, and hematocrit, but can be collectively
summarized in terms of the relative strengths of four key built-in
reflexes, i.e., hypoxic cerebral vasodilatation, hypocapnic cerebral
vasoconstriction, hypoxic and hypercapnic ventilatory responses.
In addition to these reflex responses, which are most likely
adjusted during the acclimatization process, the CBF is also
influenced by a myriad of other hypoxia-induced changes
including adenosine, angiogenesis, oxide, blood
viscosity/hematocrit, HIF, endothelial growth factor (VEGF),
and free radicals (Ainslie and Subudhi, 2014; Hoiland et al,,
2018).

nitric

3.1.4 Respiratory, cardiovascular and
cerebrovascular responses and AMS

Several factors for susceptibility to AMS have been identified
including a history of previous AMS, the speed of ascent (Hsu
et al,, 2015; Poudel et al., 2022), baseline SpO, (Guo et al., 2014;
Boos etal., 2016b), age, sex (Hou et al., 2019), smoking (Vinnikov
et al,, 2016a), obesity (Ri-Li et al., 2003), the studied population
(e.g., mine workers) (Vinnikov et al, 2014), and individual
susceptibility (Schneider et al., 2002).

Among the physiological factors for AMS, it has been
hypothesized that people with a blunted hypoxic ventilatory
response (HVR) would be more likely to suffer from AMS
than those with a fast HVR, such as AMS-resistant people.
Chemosensitivity parameters (high hypoxia desaturation and
low HVR at submaximal exercise) were shown to be
independent predictors of AMS in a large population
undergoing outpatient altitude medicine consultation (Richalet
et al,, 2012). Thus, AMS-susceptible subjects have a lower HVR
compared with their AMS-resistant counterparts (Moore et al.,
1986; Nespoulet et al., 2012).

Increased sympathoadrenal activity has been implicated in
the pathogenesis of AMS; during an 8-h exposure to normobaric
hypoxia (12% O,, equal to 4,600 m) subjects who developed AMS
had significantly higher arterial epinephrine concentrations
(Kamimori et al., 2009). In addition, individuals with AMS,
and not those without AMS, had higher BP levels and BP
load changes after an ascent to 3,700 m altitude (Chen et al.,
2022). In this study, excessive BP load variations are associated
with AMS, and BP load was suggested to be an effective indicator
of systemic circulation status in AMS patients. On the other
hand, it should be noted that chronic and intermittent exposure
to hypoxia does not induce an increase in BP (in healthy miners)
(Vinnikov et al., 2016b).

Changes in vascular endothelial cell function may also act as
an important early warning sign and diagnostic index and play an
important role in the occurrence and development of AMS. In
the Boos et al. (2016a) study, ET-1 and SpO, were demonstrated
independent predictors of both AMS and its severity, however,
the overall risk prediction was relatively weak.

Finally, no significant relationship was found between
changes in CBF (or velocity) and AMS, and the question
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could still be asked (Ainslie et al., 2008; Smirl et al., 2014;
Subudhi et al, 2014). Indeed, an increased CBF may
contribute to the development of AMS in the face of other
risk factors (e.g., metabolic/genetic profile, sleep, exercise)
(Ainslie and Subudhi, 2014).

3.2 Cellular, inflammatory and metabolic
responses

Inflammation plays a key role in the physiological response
to several hypoxic stress conditions including high altitude
exposure. At the cellular level, hypoxia can induce the
expression of several inflammatory mediators that signal tissue
damage and initiate survival responses (Eltzschig and Carmeliet,
2011). However, while hypoxia-induced inflammation can play a
protective role by initiating an immune response and promoting
tissue healing, it can also contribute to several high-altitude
pathologies, particularly in the context of chronic hypoxia
(Pham et al.,, 2021). Several studies have shown increases of
pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1f, and IL-6) plasma
levels or mRNA expression in humans exposed to high altitude
(3,860 m) (Song et al., 2016; Lundeberg et al., 2018; Kammerer
et al.,, 2020; Pham et al., 2021).

The main regulators of the transcriptional response to
hypoxia and inflammation involve the HIF and NF-«B
pathway, and adenosine may play a role at the interface
(Eltzschig and Carmeliet, 2011; Bartels et al., 2013; Bowser
et al, 2017). Cellular adaptations to hypoxia rely on HIF,
which is inactive when oxygen is abundant but is activated in
hypoxic conditions (Eltzschig and Carmeliet, 2011). HIF is a
heterodimeric complex consisting of one of the oxygen-regulated
a-subunit isoforms (HIF-la, HIF-2a or HIF-3a) and the
constitutively expressed subunit HIF-1p (Semenza, 2010).
HIF-1 controls acute adaptation to hypoxia, while HIF-2 and
HIF-3 activity begins later, during prolonged hypoxia, allowing
transient switching between HIF proteins (Koh and Powis, 2012).
When HIF-1 levels decrease, those of HIF-2 and HIF-3 increase,
and the shift from HIF-1 signaling to that of HIF-2 and HIF-3 is
important to enable adaptation of the endothelium to prolonged
hypoxia. Under normoxia, de novo synthesized cytoplasmic HIF-
a is regulated by hydroxylation performed by prolyl hydroxylases
(PHDs) (Dzhalilova and Makarova, 2020).
conditions, HIF-a and HIF-f subunits translocate to the

In hypoxic

nucleus, where they bind as heterodimers to a hypoxia
response promoter element (HRE), inducing transcription of
numerous genes, including those of NF-«B and toll-like receptors
(TLRs) (Bartels et al., 2013). Still in hypoxia, the activity of HIF-
degrading PHDs drops, the rate of degradation of inhibitor-
kappa B (IKK) of kinase I-kappa B (IkB) increases, releasing the
repression of NF-kB and allowing it to translocate to the nucleus
at higher rates and to upregulate the expression of inflammatory
genes as well as the HIF protein (Eltzschig and Carmeliet, 2011).
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There are significant differences between individuals in the
degree to which expression of various HIF-regulated genes
was induced by hypoxia, with an induction pattern common
to all genes (Brooks et al., 2009). Individual variability in the
expression of HIF and its dependent genes in response to hypoxic
or inflammatory stimuli is, at least in part, due to genetic
polymorphisms (van Patot and Gassmann, 2011; Zhang et al.,
2014). It has been recently demonstrated in healthy participants,
that an subacute (<24h) and prolonged (72h) exposure to
sedentary hypobaric hypoxia (direct ascent to 3,830 m)
transiently increased HIF-1a mRNA levels peaking after 24 h,
whereas HIF-2o0 mRNA levels increase after 72 h, and the NF-«xB
mRNA levels remained unchanged (Malacrida et al,, 2019). In
this study, only the circulating protein concentration of IL-1p
increases slightly and transiently after 24h of exposure to
hypobaric hypoxia.

The HIF pathway is also involved in cellular metabolism and
contributes to the suppression of oxidative metabolism (Murray
et al,, 2018). In high altitude populations, fatty acid oxidation is
abandoned in favor of a metabolism adapted to the lower oxygen
availability. Genetic variants underlie these
(Horscroft et al., 2017; Murray et al., 2018).

In recent decades, several studies have provided evidence that

adaptations

hypoxia/HIF signaling is closely related to adenosine signaling
(in acute and chronic lung injury, for example) (Eltzschig and
Carmeliet, 2011). At the cellular level, adenosine can be
transported into the cell by equilibrative nucleoside transports
(ENTs), and adenosine activates adenosine receptors (AR,
AyAR, AR, A34R) playing a crucial role in different cells and
organs. Under normoxic conditions, adenosine has a high affinity
for adenosine receptors and ENTs. Under hypoxia, the release of
extracellular ATP/adenosine diphosphate (ADP) increases, HIFs
promote extracellular adenosine accumulation through
inhibition of ENTs, and HIFs activate adenosine receptors,
thereby modulating tissue barriers and inflammatory response
(Li et al., 2020). Animal and human studies have shown that
adenosine levels increase after exposure to hypoxia (Liu et al,
2016; Song et al., 2017). In Drumm et al. (2004) demonstrated in
humans that plasma adenosine concentrations during an hypoxic
condition are significantly correlated with HVR, indicating a
possible role of endogenous adenosine in the regulation of

breathing.

3.2.1 Cellular, inflammatory and metabolic
responses and AMS

The higher levels of inflammatory biomarkers and the one of
the circulating epinephrine were found associated with
symptoms of AMS (Kamimori et al, 2009; Lundeberg et al.,
2018; Wang et al., 2018; Kammerer et al., 2020). Moreover, it has
been shown that acting pharmacologically on adenosine, a
catabolite of ATP, improves the AMS: theophylline, an
adenosine A; and A, receptor inhibitor, was found to
improve AMS during exposure to chamber decompression to
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a simulated altitude of 4,500 m (Fischer et al., 2000). However,
the exact biological mechanism involved in AMS remains to be
elucidated.

The susceptibility to AMS is related to genetic background.
Comparison of symptom scores and physiological parameters
between subjects (healthy young non-Tibetan Chinese men
residing in the plains) at 500 m and 3,700 m (airplane ascent)
showed that the rs4953348 polymorphism of the EPASI gene
(encoding HIF-2a) significantly correlated with SaO, level and
AMS (Yu et al, 2016). Several studies have also shown
associations of single nucleotide polymorphisms in the NOS3
gene [encoding the nitric oxide synthase 3 which produces nitric
oxide (NO) and is involved in vascular smooth muscle
relaxation] with AMS susceptibility (Wang et al, 2010;
Hannemann et al., 2021).

3.3 Cognitive responses

Hypoxic conditions at high altitude can have adverse effects
on the cognitive performance of human subjects (Virués-Ortega
et al., 2004; Yan, 2014; McMorris et al., 2017). In the 1930s, the
first observation of cognitive disorders under hypoxia was
reported by studying reaction times when performing
cognitive tasks (Fleming, 1933). Many studies concerning the
effects of high altitude on cognitive functions have been
published in different populations such as climbers, trekkers,
military personnel, flight crews and high-altitude residents
(Abraini et al., 1998; Shukitt-Hale et al., 1998; Hill et al., 2014;
Nation et al., 2017; Shaw et al., 2021). Although there are
differences in the types of hypoxia exposure, duration,
modality,
consistently reported. Hypoxia at medium and high altitudes

and severity, neurocognitive impairments are
results in cognitive and psychomotor deficits (e.g., learning,
reaction time, decision making, and certain types of memory)
(Virués-Ortega et al., 2004; Wilson et al.,, 2009; Petrassi et al.,
2012; Yan, 2014; McMorris et al., 2017).

The cognitive performance under acute exposure to altitude
has been investigated on subjects during high altitude expedition
or during simulated altitude chambers in laboratory. In Kramer
et al. (1993) evidenced that the climbers’ rate of learning in new
skills was impaired relative to that of the control subjects during
and after ascent to 6,194 m of altitude. The deficits occurred in
perceptual as well as semantic memory tasks. In a recent study, in
2015, Davranche et al. (2016) reported deleterious consequences
on information processing in terms of speed and accuracy during
4 days exposure to 4,350 m of altitude. Slower reaction time
occurs in the early hours of exposure, which is no longer
detectable after 2 days, while decision errors were higher than
at sea level during the entire sojourn. The acute exposure to high
altitude in hypoxic chambers also negatively impacts cognitive
capacities. In military personnel, mood and cognitive/ motor

performance are affected during a 4.5h exposure to three
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different levels of hypobaric hypoxia (500 m, 4,200 m, and
4,700 m), and the severity of the effects increases significantly
at 4,700 m compared to 4,200 m (Shukitt-Hale et al., 1998). In
this study, the administered tasks required cognitive processes
inherent in many real-world tasks such as maintaining sustained
attention, applying prior knowledge to problems, processing
spatial and verbal information, performing mathematical
calculations and decision making. Further, among specific
cognitive task components, mathematical calculation and
auditory monitoring appeared particularly vulnerable in
military personnel exposed to acute moderate (5,486 m) and
severe (7,620 m) hypobaric hypoxia (Beer et al., 2017). During
and at the cessation of a brief (15 min) exposure to a high-
altitude (6,096 m) simulation in a hypobaric chamber, a
predominant impairment of learning and memory occurs,
associated with slight distortions of visual and perceptual
organization, and a relative preservation of basic visual and
2017). In addition,
participants failed to form and consolidate (i.e., encode) new

auditory attention (Nation et al,
information into memory. Recently in Pramsohler et al. (2017)
evidenced that the cognitive part of reaction time was impaired
after sleeping one night at simulated 3,500 m and 5,500 m in
comparison with sea level, while no changes were detected in the
motoric part of reaction time. Finally, the systematic review and
meta-regression analysis of McMorris et al. (2017) showed that
acute hypoxia negatively affect cognition, whether it involves
central or non-executive perception/attention or short-term
memory. Low PaO, (35-60 mmHg) was the main predictor of
cognitive performance, regardless of whether exposure occurred
under hypobaric or normobaric hypoxic conditions.

In summary, the cognitive impairments associated with
acute and gradual altitude exposure were schematized in the
Wilson et al. (2009) review and remain relevant: decreased
altitudes up
2,000-3,000 m, impairments in psychomotor abilities at

complex reaction time at medium to
3,000-4,000 m, impairments in working memory and
learning at 4,000-6,000 m, and hallucinations at extreme
altitudes above 7,500 m. The study by Kryskow et al. (2013)
illustrated one of the above points by showing that simple
the task  of

disassembling and reassembling a weapon was unaffected

psychomotor performance in military
between 2,500 and 4,300 m, whereas complex psychomotor
performance (i.e., rate of fire with a rifle) was degraded at
4,300 m, and this was most likely due to an increase in
sleepiness (Kryskow et al., 2013).

In the central nervous system, neurons are very sensitive to
the availability of oxygen (Bailey et al., 2017), and failure of
synaptic transmission can be observed within minutes of acute
hypoxia (Corcoran and O’Connor, 2013). The acute effects of
hypoxia on synaptic transmission are mediated primarily by
alterations in ion fluxes across membranes, presynaptic effects
of adenosine and other actions at glutamatergic receptors

(Corcoran and O’Connor, 2013). Several mechanisms are
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involved in the cognitive impairment after both acute and
chronic hypoxia, such as glycolysis, the rapid increase of
brain adenosine and related activation of receptors, oxidative
stress, calcium overload and inflammation, but substantial
differences exist in response to these in two hypoxia
conditions (Massaad and Klann, 2011; Chen et al., 2018;
Wang et al, 2022). With respect to adenosine receptors,
genetic inactivation of A,, receptors in a model of mice
prevented spatial memory impairment in an acute hypobaric
hypoxia (7 days to 8,000 m) (Chen et al., 2018). During chronic
hypoxia, the mechanisms of oxidative stress and inflammation
are somewhat different from those of acute hypoxia, and some
signaling pathways mediated by transcription factors are
involved (Wang et al, 2022). In addition, there are also
mechanisms acting specifically in the chronic stage of
hypoxia, with adaptive responses. These involve an increase
in Hb concentration and hematocrit (after upregulation of
erythropoietin), angiogenesis, and adaptive mitochondrial
responses.

Finally, the brain is a high-flow organ that depends on acute
increases in regional blood flow and oxygen supply to sustain
increases in neuronal activity, a process known as neurovascular
coupling. Partial pressure of carbon dioxide in arterial blood and/
or acid-base status (i.e., alkalosis) was found to influence not only
cerebrovascular hemodynamics but also cognitive performance
(Friend et al., 2019; Leacy et al.,, 2019).

4 Physiological and cognitive
responses to hypoxic hypoxia after
sleep loss

Data from the first two chapters of this review show that SD
and exposure to environmental hypoxia influence respiratory/
cardiovascular and metabolic/inflammatory/hormonal responses
(Spengler and Shea, 2000; Mullington et al., 2009; Chennaoui
et al., 2020). These different points of interference between SD
and responses to hypoxia make it possible to formulate
hypotheses on the alteration of physiological tolerance, the
risk of AMS, and the deterioration of cognitive performance,
when these two constraints are combined (Figure 1). In this
sense, Figueiredo et al. (2022) demonstrated that AMS symptoms
have a greater negative impact on mood while poor sleep has a
greater negative impact on cognition, in unacclimatized
lowlanders exposed to either 3,000 m or 4,050 m for 20 h in a
hypobaric chamber.

4.1 Respiratory responses and AMS

In the recent study by Rault et al. (2020) and Anderson
et al. (1995), progressive reduction of cortical contribution
to respiratory motor output was associated with SD-related
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with unaffected

diaphragmatic contractile function. Thus, SD could have a

decrease in inspiratory endurance,

negative impact on  physiological responses to

e.g, the
physiological ventilatory response. In 2007, it was shown

environmental hypoxia, desensitization of
that respiratory muscle strength (assessed by maximal
inspiratory pressure) is transiently reduced during the 4-
day progressive ascent to 4,559 m in the Italian Alps, with
values always remaining within an acceptable range to avoid
true muscle fatigue, and without reports of severe AMS
(Fasano et al., 2007).

As the ventilatory response to hypoxia appears to be linked to
the adenosinergic system, it is possible that this system, or even
its genetic determinism, has an impact on ventilatory adaptations
during the combination of stressors, SD plus hypoxia exposure.
We therefore postulated that lack of sleep prior to ascent would
have an additional deleterious effect on the acute and sustained
ventilatory response to hypoxia and could increase the risk
of AMS.
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4.2 Cardiovascular responses and AMS

Some studies have shown that insufficient sleep can disturb
cardiovascular responses to environmental hypoxia in healthy
humans. In the animal model, subchronic and chronic exposure
to intermittent hypoxia combined to SD was found to modify
biochemical blood parameters relative to cardiovascular risk in
distinct ways (Perry et al., 2007). Moreover, a recent study
demonstrated that the combined exposure to a rotational
work with a chronic intermittent hypoxia due to altitude (e.g.,
for mining workers) (between 2,600 and 3,600 m above sea level
and off duty days at <800 m) induced a higher cardiovascular risk
compared with workers exposed to rotational work shift alone
(Pizarro-Montaner et al.,, 2020). Finally, a potentiation of the
increase of heart rate induced by SD and by an inspiratory
loading task as observed in hypoxia, which may be due to a
reduced adaptive response of vagal tone (Westphal et al., 2021).

These observations suggest that SD associated with exposure
to hypoxia can increase cardiovascular risk and the occurrence of
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cardiovascular events, already favored by the decrease in tissue
PO,. We also hypothesize that the increase in blood pressure
following SD would favor the occurrence of AMS, this pathology
being associated with higher blood pressure values.

4.3 Inflammatory and metabolic
responses and AMS

SD is associated with an increase in the level pro-
inflammatory markers in blood (CRP but also cytokines,
chemokines) and tissues (e.g., in the brain). SD also reduces
the Thl response and increases the Th2 response, alters the
presentation of the antigen by the reduction of dendritic cells and
reduces the production of antibodies (Besedovsky et al., 2012;
Irwin, 2019). The sympathetic nervous system (SNS) and HPA
are main effector systems that link sleep disturbances and
immunity. DS is associated with SNS activation and systemic
catecholamine release, but to some extent HPA stimulation may
be impaired. Alterations in SNS and HPA associated with
reactive oxygen species and adenosine trigger inflammatory
activation of brain and tissue immune cells through the
activation of transcriptional regulators of pro-inflammatory
gene expression (primarily NF-kB) (Irwin, 2019). Yet, hypoxia
is also known to induce inflammatory responses and cytokine
release (Lundeberg et al., 2018; Wang et al., 2018; Kammerer
et al., 2020). Furthermore, there is significant crosstalk between
the transcription factors NF-xB and HIF
inflammation and hypoxia (Bandarra et al., 2015). Therefore,

involved in
we can hypothesize that a prior pro-inflammatory state (even
low-grade) due to SD will be detrimental upon exposure to high
altitude with the risk of developing AMS, itself associated with
inflammation (Wang et al., 2018).

4.4 Cognitive responses

Cognitive impairments, particularly increased reaction time,
may be induced by both SD and exposure to acute or chronic
hypoxia, and potentially exacerbated or recovery delayed if these
stresses are successively accumulated, sharing possibly common
mechanisms including brain adenosine, inflammation, oxidative
stress, and activation of the HIF and NF-kB pathway. Indeed, in
1986, it was described that there was a significant interaction
between SD and altitude (simulated by gas mixtures, 3,810 m)
that was enhanced by increasing workload in a complex
performance task (Mertens and Collins, 1986). When the
subjects were sleep deprived (one night), performance was
significantly lower, and the greatest decrement in performance
occurred at altitude. It therefore seems relevant to limit sleep
deprivation before exposure to environmental hypoxia, or even
to create a sleep capital for oneself. Our previous results showed
that “banking” about 1 h of sleep during the seven nights prior to
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total sleep deprivation limits the degradation of sustained
attention in healthy subjects, and the “banking sleep” concept
emerged (Arnal et al., 2015; Axelsson and Vyazovskiy, 2015;
Yarnell and Deuster, 2016; Walsh et al., 2020). It has even been
shown that “banking sleep” is beneficial for motivation during
cognitive tasks and fatigue in healthy young adults with normal
sleep patterns (Ritland et al., 2019; Mantua et al., 2021), and that
it is feasible in healthy, free-living young adults, who are
habitually short-sleepers, underlying the utility of including
sleep hygiene guidelines in public health messages (Al Khatib
et al., 2018). The influence of other behavioral countermeasures
used to prevent the deleterious effects of SD (napping, blue-
enriched light, caffeine consumption) on cognition (Arnal et al.,
2015; Faraut et al,, 2017; Faraut et al., 2020; Erblang et al., 2021a)
would merit investigation with the goal of mitigating the
potential exacerbation induced by the combination of SD and
hypoxia stressors. The very first recommendation for people who
will be exposed to hypoxia (professionally or recreationally)
would be not to be in SD before the exposure, at least with
respect to cognitive performance.

In addition, in order to propose personalized countermeasures,
differences in responses associated with genetic polymorphisms
should also be taken into account. Several genetic polymorphisms
related to adenosine receptors (ADORA2A), inflammatory
biomarker (TNF-a), or catecholamine functioning (COMT),
have been associated with neurobehavioral resilience and
vulnerability to SD (Casale and Goel, 2021), and other
polymorphisms related to hypoxia tolerance such as HMOX2
(implicating possible adaptive regulation of Hb levels at high
altitude), and hypoxia-induced AMS such as mutations in HIF
2 (EPASI) (Yang et al., 2016; Yu et al., 2016; Fabries et al., 2022). It
will thus be interesting to further investigate genetic influences on
the combined stressors of SD and hypoxia.

4.5 Practical recommendations for
operational military personnel

Military personnel in particular (mountain combat forces,
security and emergency services, helicopter crews, pilots) may be
acutely exposed to altitudes at the threshold for acute hypoxia
disorders (3,500 m), being sleep deprived, sometimes even
associated with additional constraints (climatic, nutritional,
psychological, physical and mental). This can have deleterious
consequences on their cognitive and psychomotor operational
performances, alone or in groups, with a one-off risk of AMS, but
also a medium and long-term risk of metabolic and
cardiovascular diseases in the event of repeated missions
without adequate recovery.

Awareness of the multiple consequences (physiological and
operational) of sleep deprivation and hypoxia in military
personnel has become essential prior to missions at altitudes
in the range of 3,000-4,000 m, knowing that the risk of AMS may
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be present. The development of sleep interventions, such as sleep
extension, is important to limit cognitive impairment and
hypoxia-related fatigue, and improve motivation.

With respect to high altitude-related AMS risk, gradual
the
recommendations are to avoid abrupt ascents to altitudes

ascent is cornerstone of prevention, and current
higher than 3,000 m (sudden increases of greater than 600 m
should be avoided) and to spend 2 or 3 nights at 2,500-3,000 m
before further ascent. In addition, the physical exhaustion had to
be avoided and a high-carbohydrate diet may benefit to the
metabolic demand of exercise at high altitude, and may aid in
acclimatization (Klocke et al., 1998; Hill et al., 2011; Luks et al.,
2017). In the aeronautical context, to improve flight safety, pilots
and crewmembers flying on unpressurized aircraft could receive
oxygen supplementation from the first 30 min at pressure
altitudes above 3,048 m [COMMISSION REGULATION (EU),
2013; Code of Federal Regulation, 2022; NATO, 2017], in
particular when personnel are exposed to a combination of
operational constraints (night flights, training periods for
parachutists, fatigue, etc.) or during repeated exposures.
Finally, all of these recommendations should be tailored to

individual intrinsic factors.

5 Conclusion

To our knowledge, this review is the first to present data in
healthy humans regarding the effects of sleep loss and exposure
to environmental hypoxia on their most common physiological
and cognitive responses in relation to the risk of AMS, and to
hypothesize a potentiation of these effects in a sleep-deprived
individual during high altitude exposure. In this regard, a recent
study evaluating the latest version of the Lake Louise AMS score
in a cohort of 484 high altitude hikers emphasizes the item “sleep
restriction” as a contributor to AMS diagnosis (Richalet et al.,
2021). Therefore, our future laboratory protocols should assess
the impact of sleep deprivation/restriction on physiological and
cognitive responses (i.e, those defined in this review) to
prolonged acute normobaric hypoxia, using counterbalanced
cross-over designs. There is also a need to investigate
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This study investigates whether a functional single nucleotide polymorphism
of HMOX2 (heme oxygenase-2) (rs4786504 T>C) is involved in individual
chemosensitivity to acute hypoxia, as assessed by ventilatory responses, in
European individuals. These responses were obtained at rest and during
submaximal exercise, using a standardized and validated protocol for exposure
to acute normobaric hypoxia. Carriers of the ancestral T allele (n = 44) have
significantly lower resting and exercise hypoxic ventilatory responses than C/C
homozygous carriers (n = 40). In the literature, a hypoxic ventilatory response
threshold to exercise has been identified as an independent predictor of severe
high altitude-illness (SHAI). Our study shows that carriers of the T allele have
a higher risk of SHAI than carriers of the mutated C/C genotype. Secondarily,
we were also interested in COMT (rs4680 G > A) polymorphism, which may
be indirectly involved in the chemoreflex response through modulation of
autonomic nervous system activity. Significant differences are present between
COMT genotypes for oxygen saturation and ventilatory responses to hypoxia
atrest. In conclusion, this study adds information on genetic factors involved in
individual vulnerability to acute hypoxia and supports the critical role of the «
O, sensor > - heme oxygenase-2 - in the chemosensitivity of carotid bodies
in Humans.

KEYWORDS

acute hypoxia, exercise, chemosensitivity, heme oxygenase-2, genetics, individual
vulnerability, high altitude illness, Europeans
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Introduction

The ascent to high altitude exposes to decreased oxygen
partial pressure due to the decrease of barometric pressure,
inducing physiological responses such as increased ventilation
and heart rate (HR), dedicated to maintain arterial oxygen
saturation, blood pressure and homeostasis (1, 2). However,
high altitude illness (HAI) intolerance can manifest as high
altitude headaches, acute mountain sickness (AMS), high
altitude cerebral edema (HACE) or high altitude pulmonary
edema (HAPE) to varying degrees (3, 4). This depends
on the altitude reached, the speed of ascent, the length
of stay, and also intrinsic and genetic factors (I, 5).
Thus, individual low chemoresponsiveness, implying decreased
alveolar oxygen and increased hypoxemia, was found associated
with acute high altitude intolerance (6-8). In case of long-
term maladaptation, chronic mountain sickness can also be
explained by maladjusted chemosensitivity (9, 10). Individual
chemosensitivity to hypoxia can be assessed by the hypoxic
exercise test, developed and validated by Prof. Richalet et al.
(11), which measures the ventilatory response to poikilocapnic
hypoxia during submaximal exercise (i.e., simulating the effort
of walking to the summit of Mont Blanc) (11). The ventilatory
response to exercise at sea-level involves different determinants
(12). These include information from peripheral and central
chemoreceptors, muscle demand and generated metabolic
changes, as well as ventilatory fatigue, breathing patterns and
changes in ventilation/perfusion ratios. In the Richalets test,
in healthy subject, the intensity and duration (30% maximal
oxygen uptake, ~4 min) of exercise in hypoxia appear to be
too low to modify the muscular metabolic balance, and to
generate a ventilatory fatigue or to set up the hypocapnic
inhibition mechanisms of hypoxic hyperventilation. The level
of endurance training is one of the inputs influencing the
responses to exercise in hypoxia, particularly in terms of oxygen
saturation. The reproducible exercise test of Richalet et al.
(11) allows the assessment of individual chemosensitivity to
hypoxia through the calculation of exercise hypoxic ventilatory
response (HVR) and hypoxic cardiac response (HCR), which
are independent of altitude and exercise intensity (13). Low
values of exercise HVR (<0.78 L/min/kg), low exercise HCR,
and high values of changes in arterial oxygen saturation during
exercise (DSa0;), were independent predictors of severe HAI
(SHALI) (11). Clinical characteristics and trekking conditions are
added to the measured physiological parameters to establish the
score that detects subjects at high risk for severe high-altitude
illness (14).

Carotid body (CB) chemoreceptors located at the bifurcation
of carotid arteries, and composed of type 1 and type 2 cells,
are sensors of arterial Oy, CO3, and pH (15). The type 1
glomus cells have a nerve connection and are called “sensor
units”. They are the first step of the chemoreflex: an increase
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in nerve discharge is observed in hypoxia with a rapid increase
in ventilation and HR through activation of the autonomic
nervous system (ANS) (15). Several signaling pathways are
thought to function as a “chemosome” within these cells to detect
and mediate the response to hypoxia, with the predominant
pathway being heme oxygenase (HO)-2, a carbon monoxide
(CO)-producing enzyme considered as the primary O; sensor
(16, 17) (Figure 1A). The activity of this enzyme depends on the
presence of O, to degrade heme into biliverdin, Fe?T, and CO
(18). Besides regulating plasma hemoglobin (Hb) concentration
through heme degradation, HO-2 is involved in the hypoxic
chemoreflex of carotid bodies by reducing CO production,
which would lead to inhibition of potassium channels and then
CB sensory nerve activity. HO-2 is a protein encoded by the
HMOX2 gene carried by chromosome 16. A study on HMOX2
knockout mice thus showed a blunted hypoxic ventilatory
response (19).

While more and more people go to high altitude for
leisure or professional activities, few studies have explored
the part of genetic factors involved in acute tolerance to
hypoxia in Caucasians (20-22), and only one using the
Richalet’s test (23). In contrast, many studies have associated
genetic polymorphisms with chronic adaptation in high-altitude
populations, such as in the Andes and Tibet (2, 24). Most
of the results concern intracellular responses downstream or
upstream of the hypoxia inducible factor (HIF) (25-27). In
2010, Simonson et al. (28) identified HMOX2 as one of the top
HIF-independent candidate genes of high altitude adaptation
in Tibetans. This was subsequently confirmed (29, 30). Tibetan
population has thus acquired several key adaptive traits to cope
with low oxygen conditions, such as increased ventilation at rest
(31, 32), improved blood oxygen saturation levels, and lower
Hb levels (33, 34). Recently, a functional HMOX2 rs4786504
T>C polymorphism encoding the HO-2 protein was identified
in relation to tolerance to high altitude adaptation in male
Tibetans: carriers with the C allele at rs4786504 displayed lower
Hb level as compared with the T allele carriers (35). These
authors also demonstrated in vitro that the C allele could
increase the expression of HMOX2, presumably leading to a
more efficient degradation of heme which could contribute to
maintaining a relatively lower Hb level at high altitude.

To our knowledge, no studies have examined the possible
involvement of the gene coding for HO-2 in physiological
responses to acute hypoxia. The objective of this study was to
analyze the association between the rs4786504_HMOX2 single
nucleotide polymorphism (SNP) and chemosensitivity assessed
by the ventilatory responses to the hypoxic exercise test (11)
in an European sea-level residents population (Figure 1A). We
also focused secondarily on the catechol-O-methyl transferase
(COMT) SNP rs4680, which influences the enzymatic activity
of COMT, a catecholamine-degrading enzyme. Admittedly,
COMT is not considered a top candidate gene (compared
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nervous system; CNS, central nervous system.

(A) Hypotheses using the schematic representation of the heme oxygenase-2 (HO-2) signaling in the detection of hypoxia by the carotid body:
the main hypothesis is based on the association between rs4786504_HMOX2 polymorphism and breathing (i.e., exercise hypoxic ventilatory
response (HVR)) through HO-2 (blue circle, arrow), and the secondary hypothesis between rs4680_COMT and HVR through ANS activation and
catecholamine release (orange circle, arrow); and (B) main finding regarding calculated resting and exercise hypoxic ventilatory responses as a
function of rs4786504_HMOX2 T>C. In the schematic representation, the different steps of the chemosensitivity are: (1) Hypoxia, (2) O, sensing
“chemosome”, (3) closure of potassium channels, (4) cellular depolarization, (5) opening of calcium channels and increase of cytosolic Ca®*
concentration, (6) neurotransmitters release and (7) information to central nervous system. AVm, membrane voltage change; ANS, autonomic

with genes in the hypoxia-inducible factor (HIF) pathway
that orchestrate the transcriptional response to hypoxia).
We tested it secondarily in relation to autonomic nervous
system (ANS) activation and its influence on increased HR
and catecholamine release after detection of O, depletion by
glomus cells (36) (Figure 1A). The rs4680_COMT markedly
affected enzyme activity, protein abundance, and protein
stability (37). It is generally accepted that rs4680 is the main
source of individual variation in human COMT activity (38)
and it is associated with higher catecholamine response to
exercise (39).
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Materials and methods

Protocol

From 2019 to 2022, 84 healthy European sea-level residents
under 45 years of age were included without a history of
migraine or HAI, or high-altitude exposure in the past 3
months. We included subjects without sleep disturbances,
verified by the Pittsburg sleep quality index <5 (40). Included
women performed the protocol during the follicular phase
of the menstrual cycle, because of physiological responses
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to hypoxic exercise depend on the ovarian cycle (41). The
protocol was approved by the CPP SUD MEDITERRANEE
III on 07 November 2019 (approval no.: 2019.10.03 bis
_19.07.29.38738). All procedures were conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki and institutional protocols.
All participants provided written informed consent before
participation. Subjects were included at the French Armed
Forces Biomedical Research Institute—IRBA—Brétigny-sur-
Orge (Fr-91220) or at the Aeromedical Center—CPEMPN—
Percy Military Hospital—Clamart (Fr-92140).

Laboratory testing

In our study, the hypoxic ventilatory response at exercise was
the main outcome. It was assessed through the test developed
and validated by Professor Richalet (2012) and used extensively
(42). It allows testing chemoreceptors to acute hypoxic stress
and exploring peripheral chemosensitivity. During this test used
in European centers for mountain medicine consultation (14),
the subjects are exposed to the first four successive phases
of 4min of rest in normoxia, rest in normobaric hypoxia
with a mask (FiOp = 0.115 corresponding to an altitude
of about 4800m), submaximal exercise in hypoxia (about
30% of maximal aerobic power which equals to 40-50% of
HR reserve based on the value of theoretical maximal HR)
and submaximal exercise in normoxia at the same intensity.
We did not carry out the 5th phase in normoxia which
allows to obtain the decrease in power output. Room air
temperature was maintained at 22°C. The normobaric hypoxia
was obtained by using a mixture of gases in the mask (Altitrainer,
SMTEC ®). Antibacterial filters for spirometers were used
for all subjects. The exercise was performed on an electrically
braked cycloergometer (Excalibur, Lode ®). Minute ventilation
(L.min~ 1), HR (bpm) and arterial oxygen saturation (SaO3) (%)
were measured with a Quark CPET, Cosmed ® device and a
Nonin ® sensor at the level of the earlobe previously vasodilated
(Dolpic, PharmUp ®). Systolic and diastolic blood pressure
(SBP-DBP) were measured at each phase (Tango M2, SunTech
®). Hypoxic ventilatory and cardiac responses (HVR and
HCR) and desaturation (DSaO;) were calculated, respectively
at exercise (e) and at rest (r), using the mean values of minute
ventilation (VE, L/min), HR and SaO, during the last minute of

the different phases:

Exercise HVR = AVE, / DSa03¢/Body weight*100 (L.min-
1.kg-1)

Resting HVR = AVE, / DSaOy,/Body weight*100 (L.min-
Lkg-1)

Exercise HCR = AHR, / DSaOj, (min-1.%-1)
Resting HCR = AHR; / DSaOy, (min-1.%-1)
DSaO, at exercise = ASaO»e (%)

DSa0; at rest = ASaO»yy (%)
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Among these criteria, the ventilatory response to hypoxic
exercise (exercise HVR) has been shown to be the best predictor
of poor tolerance to high altitude with a threshold fixed
<0.78 L.min-1.kg-1. These results also allow the calculation
of a clinicophysiological score for the detection of subjects
with high risk for severe high-altitude illness (a score >
5.5). The score included history of SHAI, rapid ascent,
geographical location, female sex, regular endurance physical
activity and exercise HVR, exercise HCR and DSaO; at exercise
(11, 14, 43).

Sample collection, biology and
genotyping

A total of 10mL of blood was collected from the
antecubital vein and stored in our laboratory for analysis. An
automated system (XN-L, Sysmex ®) was used to determine
the plasma Hb concentration (g/dL) and the hematocrit
level (%).

Determinations of rs4786504_HMOX?2 and rs4680 _COMT
polymorphisms were performed at IRBA using LAMP-MC
technology. LAMP-MC consists in a lysis of cells from whole
blood followed by the amplification of the target sequence at a
constant temperature around 65 C using simultaneously three
sets of primers, a polymerase with high strand displacement
activity in addition to a replication activity and a fluorophore-
labeled probe (44). Detection of homozygous wild, heterozygous
and homozygous mutant genotypes is performed by melting
curve analysis after amplification. LAMP-MC assays were
realized by use of the customized HMOX2 and COMT kit
(LaCAR MDX, Lieége, Belgium). A positive control and a
negative control were supplied. Samples, controls and reagents
were thawed at room temperature and the reactions were set
up with 5 pL blood or control, or one swab, in 1 mL of
lysis buffer. After 10 min of incubation at room temperature,
5 WL of the lysed sample or control were added to 20
L reaction buffer per well. The SNP was detected by a
specific reaction buffer, containing all reagents specific for the
amplification and detection. The 8 wells strip, containing 6
unknown samples and 2 controls, was briefly centrifuged and
then placed in the analyzer (LC-Genie III'TM v3.17). Following
the 40 min amplification step at 65C, the mix were cooled
down to 35C to allow fluorophore-labeled probe annealing.
Then melting curves were generated in the temperature range
of 35-80C with ramp rate of 0.2 C/s. The increasing of
temperature induces the separation of the fluorophore from
the quencher and the generation of a fluorescence signal.
According to the design of each SNP probe, the presence or the
absence of mutation decreases the dehybridization temperature
of probe.
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TABLE 1 Genetic distribution of HMOX2 and COMT polymorphisms in our population and in the data base of 1000 genomes.

Genetic polymorphisms
(chromosome: location)

rs4786504_HMOX2 (16:4537693)

Genotypes

T/T (ancestral) - C/T

n (%, [IC 95])

44 (52.4 [41;63])
40 (47.6 [37;59])
30 (35.7 [26; 47])
36 (42.9 [32; 54])

18 (21.4 [13; 32])

c/c
rs4680_COMT (22:19.963.748) G/G (ancestral)
A/G
A/A
Mean & SD.
Statistics
For descriptive purposes, we calculated genotype

frequencies for each individual polymorphism. To test
genotype-phenotype associations, we considered measured
and calculated physiological outcomes (at rest and during
exercise, in normoxia and hypoxia), and biological outcomes
(hemoglobin and hematocrit). For the association with HMOX2
(two modalities, T/T-C/T vs. C/C genotypes), we used the
student’s t-test (n > 30) or Welch’s t-test (depending on the
homogeneity of variance assessed by the Levene test). For
association with COMT (three modalities, G/G, G/A, A/A
genotypes), we previously check the normality assumption
using a Shapiro-Wilk test, and we used a one-way ANOVA
followed by a Tukey post-hoc test to identify differences
between genotypes. In addition,
endurance training levels, and hemodynamic parameters are

clinical ~characteristics,
presented to highlight the homogeneity of the study sample.
We performed a Chi-square analysis and calculated odds
ratios with their 95% confidence interval (IC 95) to test
the relationship between the HMOX2 polymorphism and
physiological phenotypes considering validated thresholds of
exercise HVR, exercise HCR, exercise DSaO;, plus Richalets
score value. To test the association between the calculated
Richalet score and hematological parameters, we used
the student t-test (n < 30) after testing the normality of
their distribution (Shapiro-Wilk test), or the Welch’s ¢-test
(depending on the homogeneity of variance assessed by
the Levene test). Clinical characteristics were also tested to
highlight the homogeneity of the two subgroups in the Richalet’s
score. In order to assess the association between HMOX2
and COMT polymorphisms on the calculated parameters
HVR, HCR, and DSaO; at rest and during exercise, we
used a two-way ANOVA (HMOX2 and COMT fixed levels).
Because the number of subjects with the T/T genotype was
low (n = 9), we analyzed the homozygous C/C mutated
carriers of the HMOX2 polymorphism vs. the carriers of
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1000 Genomes - European Age Male (%)
(%) (years)
49.5 27.7 £ 6.44 84.1
50.5 26.9 £ 6.96 87.5
32.9 265+ 6.36 86.6
47.1 27.8£7.52 83.3
26.4 27.7 £5.46 88.8

the T allele (C/T 4 T/T), in order to respect the conditions
for the application of statistical tests, in particular the chi-
square. The statistical software Jamovi ® version 1.6.23.0
was used.

Results

Association between rs4786504_HMOX2
and physiological responses during
hypoxic exercise testing

The allele frequency for allele of rs4786504_HMOX2 is given
in Table 1. The genotype prevalence of this SNP is similar to
the 1000 Genomes Project data for European population on the
GRCh38 reference assembly (https://www.internationalgenome.
org, last access the 15/04/2022). The clinical and physiological
characteristics of the 84 included subjects according to the
rs4786504 genotypes are given in Table 2. The two groups
(C/T-T/T, C/C) are similar in gender distribution, age, height,
body weight, body mass index (BMI), endurance training,
hemodynamics parameters (SBP and DBP), Hb and hematocrit
levels. They are similar in measured oxygen saturation, HR
and ventilation during normoxia and normobaric hypoxia, at
rest and during submaximal exercise. There is a significant
relationship between the HMOX2 SNP and calculated hypoxic
ventilatory responses (HVR) at rest and submaximal exercise.
Compared to T allele carriers, C/C mutated homozygous have
higher ventilatory responses to hypoxia at rest (p = 0.042) and
at submaximal exercise (p = 0.043) (Figure 1B). The individual
values of ventilatory responses to hypoxia are presented
in Supplementary Figures 1A,B. There are no relationships
between the SNP and differences in oxygen saturation (DSaO;)
or calculated hypoxic cardiac responses (HCR) nor at rest nor at
exercise. However, a tendency is observed in the HCR at rest,
which seems to appear higher for mutated homozygous C/C
than for T allele carriers (p = 0.134).
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= e The results of the chi-square analysis between HMOX2
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e} ! pi H g p f subj h 1 HVR (<0.78 L
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2 o P 1.kg-1) are T allele carriers. In contrast, only 24% of subjects with
g a high exercise HVR carried T allele (Chi-square = 9.16; p =
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_‘% genotypes and exercise HCR, DSaO; at exercise and Richalet’s
a E B8 o33 é score (chi-square < 3.84).
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Discussion

This is the first study in a relatively large group of European
sea-level residents to associate the HMOX2 polymorphism with
hypoxic ventilatory responses at exercise and rest in the acute
hypoxia functional test that assesses individual chemosensitivity.
Secondarily, the COMT polymorphism, an enzyme involved in
catecholamines degradation, is also associated with responses at
rest (i.e., resting HVR; DSaO2 and SaO2 at rest).

The rs4786504_HMOX2 polymorphism appears to be
directly involved in chemosensitivity at the glomus cell level
by modulating ventilatory responses to hypoxia, and HO-2
is considered the “Oy sensor” in the “chemosome” of type
1 glomus cells of carotid bodies (Figure 1A) (16, 17). The
rs4786504_HMOX2 has been shown in vitro to be associated
with variable HMOX2 regulatory activity, with that of the C allele
being significantly higher than that of the T allele (35). This is
likely because the T allele have just one Sp1 binding instead of 2
in the tata box gene regulatory region (35).

Our results show that homozygous C/C carriers, with
higher expression of HMOX2 (35), have higher submaximal
exercise and resting HVR than T allele carriers (Figure 1B). The
distribution of allelic frequencies in our sample is consistent
with the expected data from the 1000 Genomes database in
Europeans. Exercise-induced HVR is presented as the best
independent predictor of the occurrence of SHAI (severe AMS,
HACE, HAPE) with a defined threshold when exercise-induced
HVR is low <0.78 L.min-1kg-1. In our study, C/C carriers
reach this value at rest and submaximal exercise does not affect
the response (p = 0.806). Further studies would be interesting
on rs4786504_HMOX2 in C/C carriers with higher intensity
exercise during hypoxia to increase the exercise HVR above
the baseline value of 0.78 L.min-1.kg-1. We also showed that
C/C carriers are at lower risk of SHAI than T allele carriers
(Chi-square = 9.16; OR = 5.2 [1.69; 16.03]). Our results
are in line with studies showing blunted HVR in knock-out
animals HMOX2-/- (19), and increased resting ventilation on
chronically adapted Tibetan population (31, 34, 45). We now
add scientific information on the genetic influence of HMOX2
on the response to acute hypoxia, complementing the study by
Yang et al. (35) on adaptation to chronic hypoxia in the Tibetan
population, which highlighted the role of rs4786504_HMOX2
on heme metabolism. Our results showed no significant
difference in Hb levels in the two rs4786504_HMOX2 carrier
groups. In male Tibetans, carriers of the C allele have lower Hb
levels than T/T carriers (~18 vs. 21 g/dL) (35). In female with
lower Hb levels (~16-17 g/dL), there is no difference. These
levels (male and female) are all higher than ours, due to chronic
exposure to hypoxia with erythropoietin (EPO) secretion. The
possible physiological mechanism for lowered Hb levels in male
would be based on the activity of HO-2 to degrade heme to
biliverdin, CO and Fe?t, from a Hb threshold, in order to
prevent chronic mountain sickness in populations adapted to

10.3389/fmed.2022.1000786

high altitude, with the involvement of cofactors (possibly Fe2t
status for example). Through further studies, this possible Hb
threshold could be defined around 20-21 g/dL, the threshold
set for the diagnosis of Monge’s disease (46). Hb level is also
dependent on tissue oxygen pressure. Subjects with a ventilatory
response adapted to hypoxia will have a smaller decrease in
tissue oxygen pressure, less EPO secretion, and a lower Hb level.
Under chronic hypoxic stress, all carriers of the C/C genotype
would therefore be protected from Monge’s disease.

The herein presented results are consistent with the role
of HO-2 as an “Oy sensor” in the human carotid bodies
“chemosome” as the first step of hypoxic responses (17) and
require confirmation in larger samples. This will also allow
to take into account the inter-individual variability and to
confirm our results, in particular on the resting HVR, illustrated
by the Supplementary Figure 1A. Indeed, the resting HVR is
higher than 4L.min-1.kg-1 for two C/C HMOX2 carriers.
Anticipatory mental stress may have contributed to elevating
resting HVR, without impacting the ventilatory response to
hypoxia during submaximal exercise (Supplementary Figure 1B)
(47). In future studies, the molecular mechanisms responsible
for the regulation of ventilation in relation to HMOX2 and
HO-2 activities could additionally be better understood. The
functional link between this HMOX2 polymorphism and
individual susceptibility to SHAI needs also to be confirmed in
large cohorts, before it can be considered as a predictive marker
in a mountain consultation. On the other hand, our results are all
the more interesting because new molecular technologies allow
us to determine an individual’s polymorphism in a single step
and in less than an hour, directly from a blood or saliva sample,
and without DNA extraction (44, 48, 49). However, in our study,
we cannot exclude that other HMOX2 SNPs may be functional.

The functional polymorphism rs4680_COMT modulates
the activity of catechol-O-methyl transferase (COMT), a
protein whose enzymatic activity results in the degradation
of catecholamines. At maximal exercise, the A/A (met/met)
mutated genotype’ carriers presented lower enzyme activity,
increased catecholamines levels and thus higher ANS activity
than G/A (met/val) heterozygous or G/G (val/val) ancestral
homozygous (39). In acute hypoxia, the ANS and the
catecholaminergic system play a direct role in the increases of
HR after detection of Oy depletion by glomus cells, and also
indirectly influence the ventilatory response (50, 51). Indeed, a
progressive increase in sympatho-excitation in humans during
exposure to high altitude has been found, and this increase
has been shown to correlate with the increase in VE (50).
Our results show significant differences between physiological
responses to the “hypoxic stress” during the resting phase
according to the COMT genotypes. Mutated A/A homozygous
genotype carriers have a higher resting HVR, higher measured
oxygen saturation and lower calculated difference in oxygen
saturation to hypoxia at rest, than the heterozygous G/A
carriers. We also observed a trend toward a higher resting
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TABLE 3 Contingency table showing the correlation between HMOX2 genotypes and calculated parameters; HVR, hypoxic ventilatory response;

HCR, hypoxic cardiac response; DSaO,, difference on saturation.

HMOX2 Chi-square P OR [IC 95]
N T/T - C/T C/C
Exercise HVR > 0.78 L.min-1.kg-1 21 24% 76%
< 0.78 L.min-1.kg-1 63 62% 38% 9.16 0.002 5.2 [1.69; 16.03]
Exercise HCR > 0.84 min-1.%-1 56 52% 48%
< 0.84 min-1.%-1 28 54% 46% 0.02 0.8 1[0.43;2.66]
DSaO, at exercise <22% 41 60% 40%
>22% 43 44% 56% 231 0.1 0.5[0.21; 1.22]
Richalet’s score <55 65 52 % 48 %
> 5.5 19 52 % 48 % 0 0.98 0.99 [0.365 2.76]
In bold values for respective genotypes and their significant differences.
TABLE 4 Clinical and biological characteristics according to the Richalet’s score; BMI, body mass index.
Richalet’s score Total 4
<55 > 5.5
n =65 (77.4%) n=19 (22.6%) n =384 (100%)
Male (%) 58 (89.2) 14 (73.7) 72 (85.7) 0.131
Age (years) 273+6.6 272+71 273+6.7 0.949
Height (cm) 177+ 8 176 + 8 177+ 8 0.542
Weight (kg) 73.6 £10.1 739+ 11.6 73.6 £10.4 0.896
BMI 233+£25 23.8+3.2 235+27 0.494
Hemoglobin (g/dL) 15+ 1.1 144 +0.7 149+1.1 0.007
Hematocrit (%) 433433 41.6 £2.5 429+3.2 0.039

MEAN = SD. In bold values for respective Richalet’s score and their significant differences.

cardiac hypoxic response (p = 0.156), which needs to be
confirmed with a larger sample size. Nevertheless, there is
no significant difference related to COMT polymorphism
during the two sub-maximal exercise phases (normoxic and
hypoxic), and, even if there was a significant influence of
HMOX2 and COMT polymorphisms individually on resting
HVR, and a trend on resting HCR, there was no significant
effect of the polymorphism’s combination on the calculated
parameters HVR, HCR, and DSaO;. However, the lack of
interaction between HMOX2 and COMT polymorphisms on
these responses during hypoxic exercise may be explained by the
small sample size of each subgroup.

This study shows no association between the HMOX2
polymorphism and Hb level in our sample of European sea-
level residents. We next compared Hb levels according to
detection score for subjects at high risk for SHAIL Tolerance
to acute hypoxia appears logically linked to the level of Hb
and hematocrit, because Hb is the oxygen carrier, while chronic
adaptation require lower increases in Hb levels to prevent
chronic mountain sickness (32, 52). Currently, many studies
are exploring the relationship between Hb levels and the
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occurrence of high altitude illnesses in populations living there
(33). In acute hypoxia there is rather a focus on high Hb
affinity and exercise tolerance (53, 54). In 2009, Richalet et al.
present the results between hemoglobin (SaO) association and
ventilatory responses in sea-level residents. The subjects with
good ventilatory response (HVR+) have higher SaO; levels and
lower DSaO; at rest and during exercise in hypoxia compared
with subjects with lower ventilatory response (HVR-). In our
study, Hb and hematocrit levels were significantly higher in
subjects with low risk of SHAI (i.e., score < 5.5) (11, 37). This
clinico-physiological score has been validated by a European
consensus to detect subjects at high risk of SHAI (13), with a
sensitivity of 87.3% and a specificity of 73.1% in subjects with
no previous experience at high altitude (37). If our results on
Hb and hematocrit levels are confirmed in larger cohorts, these
two criteria, easily accessible during a clinical consultation with
a questionnaire and a hypoxia stress test, could be considered
in the validation of a clinical-physiological and biological score
model. In populations living at sea-level, the good responders
to hypoxia would be subjects with a good ventilatory response
(HVR+), a lower DSa0; to hypoxia and higher Hb and
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hematocrit levels. In comparison, in populations living at
high altitude, chronic hypoxic stress exposes them to chronic
mountain sickness (Monge’s disease) characterized by high Hb
levels, and its complications (46). Subjects adapted to high-
altitude living would be those with a good ventilatory response,
better SaO,, and a controlled increase in Hb and hematocrit
(Tibetan populations have acquired these characteristics unlike
Andean populations, for example) (34, 35).

In conclusion, this study confirms the relationship between
HMOX2 polymorphism and ventilatory responses to the acute
hypoxic exercise test in sea-level European residents likely
through variation of individual chemosensitivity. Although
these results need to be confirmed in larger samples and in
hypobaric rather than normobaric hypoxia, they underline the
major role of HO-2 as an “O, sensor”. A better understanding of
the genetic factors involved in individual vulnerability to acute
hypoxia may improve the prediction of SHAIL
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Informations CPP
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Avis favorable

Cet avis est valable deux ans. Si vous n'avez pas été en mesure d'inclure des participants dans ce délai,
vous pouvez demander au CPP une prorogation de cet avis avant la fin de validité de ce dernier
(voir en ce sens l'article R.1123-26 du code de la santé publique).
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208

26/07/2022
15/03/2022

15/03/2022



DOC - Autres
documents

DON - Données : preuve
de conformité du
traitement des données
INF - Doc Information

INF - Doc Information
INF - Doc Information

INF - Doc Information
JUS - Justification lieux
de recherche

LET - Lettre

PRO - Protocole
PRO - Protocole
PUB - Publicité/affiches

QUE -
Echelles/questionnaires
REP - Courrier de
réponse

REP - Courrier de
réponse

RES - Résumé

RES - Résumé

2022-A00464-39_
Tableau_comparatif V1.0 20220726 _HypSom.pdf
2022-A00464-39_Données_V1.0_20220315_HypSom.pdf

2022-A00464-39_

NIFC Etude_préparatoire_ V1.0 20220315 HypSom.pdf
2022-A00464-39_NIFC_V1.0_20220315_HypSom.pdf
2022-A00464-39_

NIFC Etude_préparatoire_ V1.1 20220726 _HypSom.pdf
2022-A00464-39_NIFC_V1.1_20220726_HypSom.pdf
2022-A00464-39_

Equipement V1.0 20220315 HypSom.pdf
2022-A00464-39 Lettre de saisine_

V1.0 20220315 Hypsom.pdf

2022-A00464-39 Protocole V1.0 20220315 HypSom.pdf
2022-A00464-39 Protocole V1.1 20220726 HypSom.pdf
2022-A00464-39_ Recrutement_

V1.0 20220315 HypSom.pdf

2022-A00464-39_

Questionnaires_V1.0 20220315 HypSom.pdf
2022-A00464-39_

Courrier_Réponse_V1.0 20220407 _HypSom.pdf
2022-A00464-39

_Courrier_réponse_CPP_V1.0_20220726_HypSom.pdf

2022-A00464-39_Résumé_V1.0_20220315_HypSom.pdf
2022-A00464-39_Résumé_V1.1_20220726_HypSom.pdf

209

26/07/2022

15/03/2022

15/03/2022

15/03/2022
26/07/2022

26/07/2022
15/03/2022

15/03/2022
15/03/2022
26/07/2022
15/03/2022
15/03/2022
07/04/2022

26/07/2022

15/03/2022
26/07/2022



