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Introduction
Cadre conceptuel

Histoire de I'oxygene

L'oxygéne moléculaire (0O3) est I'un des éléments les plus importants sur Terre, en
particulier pour les organismes aérobies qui en dépendent pour libérer I'énergie des
molécules a base de carbone. La concentration d'oxygéne dans I'atmosphére est de 20,93 a
20,95 % [1], mais cela a nettement fluctué tout au long de I'histoire[2]. Bien que la Terre ait
4,5 milliards d'années, son atmosphére primitive ne contenait pratiguement aucun O,.
Cependant, au fil du temps, I'oxygene est devenu la principale source d'énergie produite par
les cellules non photosynthétiques, par phosphorylation oxydative mitochondriale. Un
équilibre variable dans la gamme habitable s'est établi et s'est maintenu depuis le début du
Cambrien, il y a 540 millions d'années. Chaque augmentation de la concentration d'oxygéne
dans I'atmosphére s'accompagnait d'une explosion de vie nouvelle, mais les baisses sont
associées a la diminution et a l'extinction des especes. L'oscillation de la concentration
d'oxygene atmosphérique autour d'un niveau qui favorise de maniére optimale le
développement d'organismes multicellulaires est appelée le cycle global de I'oxygene([3].

L'histoire de I'oxygéne remonte a environ 3,5 milliards d'années, lorsque les premieres
formes de vie photosynthétiques ont commencé a produire de I'oxygene par photosynthese.
Pendant des milliards d'années, |'oxygéne produit par ces organismes était principalement
consommé par les réactions chimiques avec les roches et les minéraux terrestres, ce qui
signifie que I'atmospheére de la Terre ne contenait presque pas d'oxygene libre. Il y a environ
2,4 milliards d'années, cependant, des cyanobactéries, également connues sous le nom de «
bactéries bleues », ont commencé a produire de I'oxygene par photosynthése a des niveaux
élevés. Cela a commencé a changer la composition de I'atmosphere terrestre, augmentant
lentement la concentration d'oxygene. Cette période, appelée la grande oxydation, a eu un
impact considérable sur I'évolution de la vie sur Terre, permettant I'émergence de nouvelles
formes de vie qui ont évolué en utilisant I'oxygéne pour produire de |'énergie.

Au fil du temps, la concentration d'oxygéene dans I'atmosphére est restée relativement
stable, oscillant entre environ 15 % et 35 %. Cette plage de concentration d'oxygene est
importante pour la survie de la vie sur Terre car des concentrations plus élevées pourraient
étre toxiques a de nombreux organismes, tandis que des concentrations plus faibles ne
seraient pas suffisantes pour soutenir la vie aérobie. En somme, I'histoire de |'oxygéne est
intimement liée a I'histoire de la vie sur Terre. L'oxygéne a joué un réle déterminant dans
I'évolution de la vie, permettant I'émergence de nouvelles formes de vie et modifiant la
composition de I'atmosphére terrestre.

L'oxygene est un accepteur d'électrons idéal en raison de son potentiel
d'oxydoréduction élevé, ce qui en fait un puits pour la capture d'énergie intracellulaire.
Toutefois, sa réactivité peut également causer des dommages intracellulaires en arrachant
des électrons des macromolécules biologiques. Cela peut entrainer une toxicité de 1'02, qui
est due aux espéces intermédiaires réactives de I'oxygéne (ROS) qui ne sont normalement



éliminées que par des systemes antioxydants cellulaires. Bien que nous comprenions depuis
longtemps le role de 'O, dans la respiration et les mécanismes de défense de la cellule contre
ses effets toxiques, nous sommes maintenant en train de découvrir comment |I'O; et les ROS
agissent en tant que mécanismes de transduction de signal cellulaire pour maintenir
I'noméostasie et s'adapter au stress cellulaire.

Environ 90 a 95 % de I'oxygeéne (02) consommé par |'organisme est utilisé par les
mitochondries pour produire de I'énergie cellulaire grdace a la respiration et a la
phosphorylation oxydative [4]. La phosphorylation oxydative permet de conserver I'énergie
provenant de la dégradation des substrats carbonés présents dans les aliments que nous
consommons, sous forme d'adénosine triphosphate (ATP), celui-ci est essentiel au
fonctionnement cellulaire. Afin de générer de I'ATP par respiration aérobie, I'O; est réduit en
eau au cours d'un processus a quatre électrons sans production de ROS. L'ATP est ensuite
hydrolysé en adénosine diphosphate (ADP) fournissant de I'énergie pour effectuer des
fonctions cellulaires de base, telles que le maintien des gradients ioniques, I'ouverture des
canaux ioniques pour la conduction nerveuse, la contraction musculaire, ainsi que la
croissance, la réparation et la prolifération cellulaire.
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Figure 1 : Processus de phosphorylation oxydative et équilibre du stress oxydant [5].

Le NADH, un produit du cycle de I'acide citrique, est oxydé en NAD* au complexe |, transférant un électron en ubiquinone (Q).
Au complexe Il, le FADH; est oxydé en FAD*, transférant un autre électron a Q. Lorsque Q arrive au complexe Ill, il transfére
ses électrons au cytochrome C (CytoC). Au complexe 1V, les électrons transportés par CytoC sont attirés en oxygéne diatomique
(0,) et, avec I'hydrogene, ils forment de I'eau (H,0). Dans le processus de la chaine de transport d'électrons, les complexes |,
Il et IV pompent les protons de la matrice mitochondriale vers I'espace intermembranaire, créant un gradient de protons
électrochimique et un potentiel membranaire (Ay) sur la membrane interne des mitochondries. Le complexe V (ATP synthase)
utilise le gradient de protons pour permettre aux protons de revenir dans la matrice mitochondriale, synthétisant I'ATP. Les
complexes | et Il sont les principaux sites de production de radicaux libres ; s'ils libérent du superoxyde (0,°~) dans la matrice
mitochondriale, superoxyde dismutase dépendant du manganése (mnSOD) le transformera en H,O,. Ensuite, en fonction de
la spécificité de la cellule, H,0,sera transformé en O, et H,0 par catalase, ou en H,O par la glutathion réductase/glutathion
peroxydase (GR/GPx) ou thiorédoxine réductase/péroxirédoxine (TrxR/Prx), en présence de produits respiratoires (comme le
NADPH,).
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L'énergie sous forme d'ATP est dérivée de |'oxydation des glucides, lipides et protéines
alimentaires. La proportion de glucides, lipides et protéines utilisés pour produire de I'ATP est
spécifique a chaque cellule et chaque organe. Par exemple, les cellules cérébrales adultes (en
condition physiologique) et les érythrocytes utilisent des glucides, tandis que I'énergie
nécessaire a la contraction cardiaque provient principalement de I'oxydation des acides gras
[6-8]. Bien que I'0O; soit nécessaire pour la génération d'ATP aérobie, des ROS peuvent étre
produits en tant que sous-produit du transfert non spécifique d'électrons vers I'O, par des
protéines de transport d'électrons mitochondriales ou par des réactions extra mitochondriales
non enzymatiques[9]. De plus, de nombreuses enzymes endogenes produisant des ROS
utilisent 'O, moléculaire pour leurs réactions. La production de ROS par certains mécanismes
normaux et la plupart des mécanismes pathologiques augmente en fonction de la
concentration d'oxygene dans le tissu, ce qui peut entrainer a la fois des dommages
moléculaires directs et une interférence avec les événements régulateurs redox essentiels
comme décrit plus tard. Une représentation graphique de ['utilisation de I'O; moléculaire par
ces systemes enzymatiques et les conséquences en aval - bonnes et mauvaises - est présentée
dans la figure 2.
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Figure 2 : La double face des thérapies a 'oxygéne.
Les thérapies ciblant les voies associées a I'oxygéne de I’hypoxie a application I'oxygéne hyperbare (OHB) sont utilisées pour

traiter des pathologies chroniques telles que les maladies pulmonaires et I'anémie. Des effets a la fois bénéfiques et néfastes
ont été identifiés pour les deux options de traitement [10].
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Des systémes complexes ont évolué pour permettre une production continue d'ATP
tout en minimisant la production de ROS par le métabolisme normal, car I'O; et ses
intermédiaires sont tres réactifs. Les protéines des complexes respiratoires, par exemple, ne
permettent qu’a 1 a 2 % de 'O, consommé par le systeme de transport des électrons
mitochondriaux de générer des ROS. Cette séquence de réactions d'oxydation-réduction
génere un flux d'électrons a travers les complexes | a IV du systéme de transport des électrons.
Ceci produit une force électromotrice a travers la membrane mitochondriale interne médiée
par I'ATPase, également connue sous le nom de complexe V, pour synthétiser de I'ATP. Au
cours de ce processus, de petites quantités d'oxygéne singulet(10,) et d'anion superoxyde (0;"~
) sont produites principalement au niveau des complexes | et Ill en proportion de la
concentration d'O; locale et de I'état de réduction du transporteur. Bien que de tels ROS
puissent clairement endommager les mitochondries et les organites adjacents en oxydant
I'ADN, les protéines et les lipides, ou en favorisant la formation d'adduits avec I'ADN, les
mitochondries sont protégées par la superoxyde dismutase (SOD2) et leurs propres systemes
de glutathion peroxydase. La petite quantité de I'O;* que les mitochondries produisent est
rapidement convertie en peroxyde d'hydrogéene (H.0;) dont une partie s'échappe dans le
cytoplasme et participe a la transduction du signal intracellulaire. En fait, la majorité de la
recherche sur la signalisation cellulaire induite par les ROS s'est concentrée sur les
changements catalytiques induits par I'oxydation des protéines de signalisation cellulaire par
le H,02[11].

Le métabolisme RedOx

Vue générale

Le "stress oxydatif" est un concept global; il a été défini comme "un déséquilibre entre
les oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, entrainant une perturbation de la
signalisation et du contrdle redox et/ou des dommages moléculaires"[12]. Cette définition
prend en compte les avancées significatives en biologie redox qui ont permis de comprendre
le r6le de la signalisation redox [13-17].

Les oxydants, en tant que messagers secondaires, ont été mis en évidence par de
nombreuses études. La signalisation redox, dénommée eustress oxydatif, est indispensable
pour réguler les processus vitaux en utilisant une quantité physiologique restreinte
d'oxydants. Cependant, un exces d'oxydants qui se répand dans des zones non spécifiques
peut entrainer des dégats aux biomolécules, ce qui constitue la détresse oxydative[12, 18].

Pour assurer une régulation efficace de la fonction cellulaire , il est crucial de maintenir
un équilibre redox physiologique[13, 19-21]. Ce mécanisme ubiquitaire est impliqué dans
divers processus physiologiques comme la formation de matrices extracellulaires, la
cicatrisation des plaies et l'immunité[22-24].
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Source et élimination

Les ROS cellulaires proviennent de diverses sources, leur production et leur élimination
sont rigoureusement régulées pour les maintenir a des niveaux physiologiques. Les principaux
ROS d'importance physiologique sont le radical anion superoxyde (0,°") et le peroxyde
d'hydrogene (H203), qui sont générés séquentiellement. L' O,°~ est produit par des enzymes
spécifiques telles que les NOX [25] ou par les complexes | et Ill de la chaine de transport
d'électrons mitochondriale en réduisant I'O; par un seul électron. Chez I'homme, plus de 40
enzymes génératrices d'0;°"/ H,0; ont été identifiées [26].

Bien que 1'0*” soit produit dans divers organites, ses niveaux stables sont
généralement bas en raison de sa dismutation spontanée et/ou enzymatique en H,0,
catalysée par les superoxydes dismutases (SOD1- SOD2 - SOD3) [27]. Les SOD1 et SOD3
dépendent du cuivre et du zinc (CuZn) et se trouvent respectivement dans le cytosol et a
I'extérieur de la cellule, tandis que la SOD2 dépendant du manganeése (Mn) est située dans la
matrice mitochondriale. Comparé a I' 0,*", H,0, présente une réactivité globale plus faible,
car non radicalaire et plus stable. Cependant, il présente une forte sélectivité pour les groupes
thiol des résidus cystéine. Par ailleurs, parmi les différents types de ROS, H,0, peut traverser
les membranes par diffusion passive ou par transport facilité via des canaux, tels que les
aquaporines[28, 29].

La production directe de H;0, peut provenir d'enzymes telles que NOX4, les
monoamines oxydases et les xanthines oxydases[30, 31]. Cependant, afin de prévenir les
dommages cellulaires permanent I'H,0; doit étre catabolisé. La décomposition de H,0, est
catalysée par la catalase dépendante de I'héme, la glutathion peroxydase dépendante du
sélénium (GPx) [32] et la peroxirédoxine (Prx) [33] contenant des thiols[34-36].

Peroxysome

Réticulum
endoplasmique

Figure 3 : Modélisation en systéme complexe de la voie du stress oxydant et les contres mesures disponibles.



Le peroxyde d’hydrogene H,0;

Le peroxyde d'hydrogene (H20z) est considéré comme le principal ROS impliqué dans
la régulation redox des activités biologiques. Tout comme le calcium (Ca%*)[37], il s'agit d'un
agent polyvalent pléiotrope de signalisation physiologique. Depuis plus de 50 ans, il est connu
gue le H,0; est produit physiologiquement en faible quantité dans les cellules eucaryotes afin
de maintenir une homéostasie cellulaire[38]. Le H,0, est généré dans la gamme nanomolaire
basse (environ 1 a 100 nM) et sous contréle strict en réponse a des signaux métaboliques ou
a divers facteurs de stress tels que des facteurs de croissance, des chimiokines, des facteurs
de stress physiques ou encore |'oxygene[39]. Lorsqu'il est produit dans ces conditions, il peut
avoir un impact significatif dans la régulation des processus biologiques en modifiant |'activité,
la localisation et les interactions des protéines cibles spécifiques. Cependant, le H,0, est
éliminé de maniére efficace par des systémes réducteurs afin de maintenir I'homéostasie
cellulaire et éviter les effets potentiellement nocifs de I'oxydation excessive. Cela conduit a
une oxydation réversible, ce qui modifie I'activité, la localisation et les interactions des
protéines. Cette oxydation est impliquée dans divers processus biochimiques tels que la
prolifération cellulaire, la différenciation, la migration et I'angiogenése[40]. Cet état de bas
niveau de H,0, qui maintient les signalisations physiologiques redox est appelé "eustress
oxydatif"[18, 41].

Les signaux oxydants peuvent atteindre leur cible ultime de maniére directe ou
indirecte via un relais redox qui permet une signalisation précise et spécifique. Les cibles
physiologiques des oxydants agissent comme des commutateurs redox moléculaires dans la
réponse aux stress ou aux perturbations externes. Les oxydants ont une influence majeure en
tant qu'agents de signalisation, car des niveaux modérément élevés d'oxydants
mitochondriaux ont été observés pour améliorer la défense systémique et favoriser la santé
et la longévité, un concept appelé « mitohormése »[42, 43]. Ce concept est une extension du
terme plus large 'hormésis'[44], qui est impliqué dans I'homéostasie redox.

Contrairement aux niveaux physiologiques de H>O, qui sont importants pour la
signalisation, une concentration de H,0; supérieure a la normale (estimée a plus de 100 nM)
peut causer une oxydation non spécifique des protéines. Cette oxydation peut entrainer des
dommages réversibles et irréversibles aux biomolécules, perturbant ainsi I'homéostasie
cellulaire et conduisant finalement a I'apoptose. Ce déséquilibre oxydatif est communément
appelé "stress oxydant".

La détresse oxydative peut causer des dommages a toutes les classes de
macromolécules, affectant ainsi leur fonctionnement. En outre, les produits de ces dommages
peuvent agir comme des signaux oxydants secondaires, tels que la 4-hydroxynonénal et
d'autres aldéhydes réactifs générés lors de la peroxydation lipidique qui peuvent réagir avec
des protéines. Une variété de produits d'oxydation des protéines ont été identifiés, et les
réponses biologiques associées ont été caractérisées. Les dommages oxydatifs a I'ADN ont
également été largement étudiés dans le contexte de la mutagenése et du développement du
cancer, de la méthylation de I'ADN et de la structure de la chromatine. Bien que les preuves
s'accumulent également pour les dommages oxydatifs a I'ARN, I'impact fonctionnel potentiel
n'a pas encore été entierement élucidé.
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Figure 4 : Plages estimées de concentration de H,0, en ce qui concerne les réponses cellulaires : eustress oxydatif et
détresse oxydative.

La plage physiologique intracellulaire s'étend jusqu'a environ 100 nM. Les réponses au stress et I'adaptation se produisent a
des concentrations plus élevées. Une exposition encore plus élevée entraine une réponse inflammatoire, un arrét de la
croissance et la mort cellulaire par divers mécanismes. Les colorations verte et rouge dénotent respectivement des réponses
principalement bénéfiques (eustress) ou délétéres (détresse). Un gradient de concentration estimé de 100 fois de
I'extracellulaire a I'intracellulaire est donné a titre d’orientation approximative ; ce serait 500 fois plus élevé si I'on considére
une concentration de H,0, de 5 uM dans le plasma sanguin[45]. L’exposition expérimentale élevée au H,0; extracellulaire est
indiquée entre parentheses. Le gradient varie en fonction du type de cellule, de I'emplacement a l'intérieur des cellules et de
'activité des puits enzymatiques [26].
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La signalisation cellulaire est finement réglée par la régulation redox

La régulation redox des facteurs de transcription (TFs) est au coeur du contréle des
réponses cellulaires. Plusieurs mécanismes permettent de réguler ces TFs en réponse aux
changements dans |'équilibre redox de la cellule.

Le systéme NRF2-KEAP1

Le systtme NRF2-KEAP1 Nuclear factor ((erythroid-derived 2)-like 2) représente le
modele d'un mécanisme physiologique capteur-effecteur basé sur les thiols, réagissant aux
défis oxydants et contribuant au maintien de I'homéostasie redox chez les eucaryotes[46, 47].
Lorsque les niveaux de ROS augmentent, I'oxydation de KEAP1 induit une modification de sa
configuration, ce qui permet la libération de NRF2 pour sa translocation dans le noyau
cellulaire. NRF2 active ensuite des genes impliqués dans la régulation du stress oxydatif et la
production de cofacteurs pour les réactions redox[48, 49]. La complexité de cette régulation
basée sur les thiols est démontrée par les nombreux groupes thiols de cystéine présents dans
KEAP1, qui réagissent de maniere sélective aux divers oxydants[47, 50, 51].
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Figure 5 : Voie du NRF2 dépendant de H;0,[52].
Dans des conditions non stressées, NRF2 se lie a I'adaptateur KEAP1 sensible a I'oxydoréduction pour étre dégradé. En cas de

stress oxydatif, KEAP1 forme un disulfure intramoléculaire et reloue NRF2. NRF2 est également la cible d'une phosphorylation
inhibitrice par GSK3, via une voie sensible a la régulation par H,0,.
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Le facteur de transcription nucléaire kB (NFkB)

La régulation du facteur de transcription nucléaire kB (NFkB) est complexe[53],
impliquant de nombreuses molécules régulatrices[54]. NFkB est l|'acteur principal de
I'inflammation, qui est associée a une production significative de H,0,. Il n'est donc pas
étonnant que NFkB soit sujet a une régulation redox. L'impact de H,0; sur la fonction de NFkB
est a la fois stimulant et inhibiteur selon le contexte[55]. Le H,02 dans le cytosol peut activer
la voie NFkB par le biais de I'oxydation médiée par le H,0; des kinases de l'inhibiteur de NFkB
(IkB), qui controlent négativement la stabilité de I'lIkB[56]. De plus, H,0; peut influencer
directement NFkB en raison de la présence de cystéines oxydables dans la région de liaison a
I'ADN de NFkB. Dans ce contexte, I'augmentation de la production nucléaire de H,0; a inhibé
la liaison de NFkB a I'ADN, réduisant ainsi son activité transcriptionnelle[57-60].
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Figure 6 : Voie du NF-kB dépendant du H,0,.

Dans des conditions physiologiques, le NF-kB est complexé avec l'inhibiteur IkB et retenu dans le cytoplasme. L'activation
meédiée par redox de la kinase IKK entraine une phosphorylation et une dégradation protéasomale de I'kB, qui libere NF-kB.
Un thiol sensible au rédox dans le domaine de liaison a I'ADN de NF-kB doit étre réduit par Trx nucléaire pour permettre
I'activation. La S-glutathionylation de la sous-unité b de I'IKK entraine l'inactivation de I'IKK et une diminution de I'activité
transcriptionnelle du NF-kB.

17



Le facteur inductible par I'hypoxie 1a (HIF1-a )

Le facteur inductible de I'hypoxique(HIF) est fondamental en tant que régulateur
principal des réponses transcriptionnelles lors de la baisse des niveaux d'oxygene[61, 62].
L'hypoxie, caractérisée par un déficit en oxygeéne, a été associée a une augmentation de la
production d' Oz (et par conséquent de H202) en raison de l'inhibition de la chaine de
transport d'électrons mitochondriale[63].

Dans le méme ordre d'idées, des études ont démontré que |'hypoxie chronique
intermittente, une condition potentiellement mortelle observée dans diverses affections,
dont I'apnée du sommeil (caractérisée par une perturbation de la respiration pendant le
sommeil), active la signalisation redox. Cette activation contribue a déclencher de multiples
réponses a la fois systémiques et cellulaires. Ces réponses incluent des modifications de la
pression artérielle, une libération accrue de neurotransmetteurs et de facteurs
neurotrophiques, ainsi qu'une altération du sommeil et des fonctions cognitives. Ces
phénomenes ont été associés a |'activation de voies de seconds messagers et de régulateurs
de la transcription en réaction a I'hypoxie[64].

Les oxydants sont indispensables dans la stabilisation du HIF1-a pendant I'hypoxie, ce
qui contribue a l'adaptation hypoxique[65, 66]. lls agissent en modulant |'activité des
prolylhydroxylases (PHD2) du HIF1-a, lesquelles servent a détecter la disponibilité de
I'oxygene. Les oxydants interferent également avec la disponibilité du Fe2+ dans le site
catalytique des PHD2, inhibant leur activité et favorisant ainsi la transcription médiée par le
HIF1-a . Par ailleurs, des niveaux élevés de ROS peuvent aussi inactiver PHD2 par le biais de sa
dimérisation dépendante de la régulation redox, stabilisant ainsi HIF1-a méme en présence
d'oxygene[67]. De méme, l'influence des oxydant sur les voies du HIF1-a se manifeste en
conditions de normoxie, ce qui permet de moduler les réponses adaptatives [68-70]. C'est
pourquoi, ce facteur essentiel est responsable de I'homéostasie vasculaire, cellulaire et
métabolique, ainsi que de I'apoptose[71-73]. Ses actions bénéfiques dans la lutte contre les
cellules cancéreuses ont récemment été préconisées[72].
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Figure 7 : Voie du HIF1a dépendant du H,0,.

La prolyl hydroxylase PHDZ2 inactive le HIF1-a, qui est destiné a étre dégradé par le protéasome. PHD2 contient une cystéine

régulée par l'oxydoréduction et est inactivée lors de I'oxydation en formant un homodimére, ce qui permet a HIF1-a de
fonctionner. L'activité de PHD2 est également inhibée de maniére compétitive par les métabolites TCA dérivés des
mitochondries.
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Ces exemples démontrent que l'activité de divers facteurs de transcription est
étroitement dépendante des voies de signalisation redox. Cette régulation redox peut prendre
la forme d'une modification directe du facteur de transcription lui-méme par des
modifications post-traductionnelles oxydatives, ou indirecte, en influengant les protéines avec
lesquelles il interagit.

L’OxInflammation

Le terme "OxInflammation" a été introduit en biomédecine pour souligner la relation
étroite entre la perturbation de I'équilibre rédox et I'homéostasie immunitaire[74].
Fondamentalement, l'inflammation et le stress oxydatif sont interdépendants, chacun étant
nécessaire a l'autre. En d'autres termes, ce sont des facettes d'un méme processus.

Comme nous I'avons mentionné précédemment, il est essentiel pour les cellules de
maintenir un équilibre rédox stable, car toute perturbation dans les échanges d'électrons
entre donneurs et accepteurs d'électrons peut avoir des répercussions majeures sur les
processus métaboliques et peut méme causer des dommages biologiques et des maladies[75].
Les especes réactives de I'oxygene (ROS) et de I'azote (RNS) sont des acteurs majeurs dans ce
processus, agissant également comme acteurs clés de la signalisation cellulaire. Leur
régulation temporelle et spatiale est un mécanisme subtile et complexe. En effet, des niveaux
modérément élevés entrainent des modifications métaboliques, une prolifération cellulaire,
voire une mort cellulaire régulée, tandis que des niveaux excessifs provoquent des Iésions
graves aux membranes cellulaires et aux organites, en particulier les mitochondries, pouvant
conduire a la nécrose. Le résultat final ne dépend pas seulement de la concentration de
ROS/RNS, mais également de I'état du systéeme adaptatif antioxydant, qui est un réseau
complexe de voies moléculaires impliquées dans la régulation de I'équilibre rédox et dans la
défense contre les stress oxydatifs que nous avons déja détaillé.

La réponse inflammatoire est déclenchée par I'activation de facteurs de transcription
sensibles au rédox, tels que le NF-kB des lymphocytes B activées, la protéine activatrice-1 et
les composants de complexes protéiques impliqués dans la régulation de l'immunité innée,
ainsi que les inflammasomes [76]. Quel que soit le chemin emprunté, cela conduit a la
production de cytokines, qui amplifient l'inflammation, principalement par le biais de
réactions rédox. Des cytokines, telles que les interleukines ; IL-6, I'IL-1, I'IL-18, I'lL-33, TNF-a et
I'IL-8 sont toutes capables de générer des ROS/RNS par divers mécanismes, enzymatiques et
non enzymatiques. Les phagocytes, en particulier, possedent des enzymes qui traduisent les
signaux pro-inflammatoires en production de ROS/RNS. La quantité et |'effet de ces espéces
dépendent en grande partie du stimulus initial. Les (NOX), notamment NOX2 et NOX4
présentes dans les phagocytes, ainsi que la myéloperoxydase (MPO), jouent un réle essentiel
dans la réponse immunitaire innée en produisant des ROS/RNS. Cependant, une activation
excessive de ces enzymes dans le cadre d'une inflammation chronique peut entrainer des
effets indésirables contribuant a diverses maladies, en particulier les troubles
cardiovasculaires et neurodégénératifs[77].

L'OxInflammation est de nature systémique et peut se propager entre les organes, ce

qui est particulierement préoccupant dans des maladies neurodégénérative telles que la
maladie d'Alzheimer (MA). La neuroinflammation est I'une des caractéristiques majeures de
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la MA, avec la formation de plaques béta-amyloides et d'enchevétrements neurofibrillaires.
L'activation chronique des microglies, en particulier, est un événement initial dans
I'inflammation du systéme nerveux central (SNC) et peut étre provoquée par divers facteurs,
y compris les especes réactives, les infections et les traumatismes[77]. Une augmentation du
stress oxydatif dans le cerveau est également liée a la MA, en grande partie due a des
dysfonctionnements mitochondriaux, a la formation de ROS/RNS et aux peptides anormaux
associés a la MA, comme les oligomeres AP et la protéine tau[74].

La production excessive de ROS/RNS par des enzymes telles que NOX2 et NOX4 dans
le cerveau est également un facteur clé dans la pathogenése de la MA. Ces enzymes sont
largement exprimées dans le cerveau des patients atteints de MA, en particulier dans les
microglies activées. Leur activité peut contribuer a la neurotoxicité et a I'inflammation du
cerveau[78].

L’inflammation, une réponse biologique

L'inflammation représente la réaction du systéeme immunitaire face a des stimuli
nuisibles, tels que des agents pathogenes, des cellules endommagées, des substances
toxiques ou des radiations [79]. Elle a pour rdole d'éliminer ces stimuli nuisibles et de
déclencher le processus de guérison [80]. Ainsi, I'inflammation constitue un mécanisme de
défense essentiel pour maintenir la santé[81]. En général, lors de réponses inflammatoires
aigués, des événements et des interactions cellulaires et moléculaires se mettent en place de
maniére efficace pour minimiser les dommages ou les infections imminentes. Ce mécanisme
de régulation contribue au rétablissement de I'équilibre tissulaire normal et a la résolution de
I'inflammation aigué. Cependant, si celle-ci n'est pas maitrisée, elle peut évoluer vers une
inflammation chronique, qui peut étre liée a diverses maladies inflammatoires chroniques [82]

Les mécanismes de la réponse inflammatoire

La réponse inflammatoire est I'activation coordonnée de voies de signalisation qui
régulent les niveaux de médiateurs inflammatoires dans les cellules tissulaires résidentes et
les cellules inflammatoires recrutées dans le sang [8]. Bien que les processus de réponse
inflammatoire dépendent de la nature précise du stimulus initial et de sa localisation dans
I'organisme, ils partagent tous un mécanisme commun, que I'on peut résumer comme suit :
1) les récepteurs de la surface cellulaire reconnaissent les stimuli nuisibles ; 2) les voies
inflammatoires sont activées ; 3) les marqueurs inflammatoires sont libérés ; et 4) les cellules
inflammatoires sont recrutées.

L'activation des récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires est un
processus clé dans la réponse inflammatoire. Les structures microbiennes appelées motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) et les motifs moléculaires associés au danger
(DAMP) provenant de I'organisme lui-méme peuvent déclencher cette réponse en activant
des récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR), présents dans divers types de cellules, y
compris celles du systéme immunitaire [83, 84].
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Les familles de PRR comprennent les récepteurs Toll-like (TLR), les récepteurs de la
lectine de type C (CLR), les récepteurs similaires au gene inductible par I'acide rétinoique (RIG)-
I (RLR), et les récepteurs de type NOD (NLR)[85]. Les TLR sont particulierement bien étudiés
et participent activement a l'activation de la réponse inflammatoire. Ils transmettent les
sighaux des PAMP et des DAMP via le facteur de différenciation myéloide 88 (MyD88) et
déclenchent une cascade de signalisation intracellulaire conduisant a la translocation
nucléaire de facteurs de transcription tels que NF-kB, AP-1 ou IRF3[86, 87].

Les récepteurs TLR, notamment TLR4, sont impliqués a la fois dans les réponses
inflammatoires aux infections et aux lésions tissulaires, suggérant des similitudes entre les
réactions inflammatoires infectieuses et non infectieuses. Ainsi, |'activation des récepteurs de
reconnaissance des motifs moléculaires est un mécanisme clé dans la régulation de la réponse
inflammatoire[88, 89].

Les voies inflammatoires sont les moteurs principaux dans le développement de
nombreuses maladies chroniques et partagent des médiateurs inflammatoires ainsi que des
voies de régulation communes. Ces voies sont activées en réponse a des stimuli
inflammatoires tels que les produits microbiens, les cytokines (comme I'IL-1B, I'IL-6 et le TNF-
a), qui interagissent avec des récepteurs spécifiques tels que les TLR, I'IL-1R, I'IL-6R et le TNFR
[90]. L'activation de ces récepteurs déclenche des voies de signalisation intracellulaires
essentielles, notamment les MAPK, NF-kB et JAK-STAT. Ces mécanismes sont les piliers dans
la médiation de I'inflammation en réponse a des facteurs infectieux tels que les bactéries, les
virus et d'autres micro-organismes [91-93].
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Figure 8 : Signalisation TLR.

~

Les voies dépendantes de MyD88 et dépendantes de TRIF sont présentées. La signalisation via les TLR active le systéme
intracellulaire cascades de signalisation qui conduisent a la translocation nucléaire de AP-1 et NF-kB ou IRF3, qui régule la

réponse inflammatoire [94].
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La voie du NF-«kB

Le facteur de transcription NF-kB est un acteur clé dans divers processus biologiques,
y compris l'inflammation, la réponse immunitaire, la survie cellulaire et I'apoptose (mort
cellulaire programmée)[95]. La famille NF-kB est composée de cing facteurs de transcription
apparentés : P50, p52, RelA (p65), RelB et c-Rel [96, 97]. L'activation de NF-kB est déclenchée
par divers stimuli, tels que des composés dérivés de pathogenes, des cytokines inflammatoires
et diverses enzymes [98, 99]. Normalement, NF-kB est inhibé dans le cytoplasme par des
protéines appelées IkB . Les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR)
activent la kinase IkB (IKK) via des mécanismes de signalisation similaires, comprenant deux
sous-unités kinases (IKKa et IKKB) et une sous-unité régulatrice (IKKy). L'IKK régule I'activation
de NF-kB en phosphorylant I'lkB. Cette phosphorylation conduit a la dégradation de I'lkB par
le protéasome, libérant ainsi NF-kB pour sa translocation dans le noyau cellulaire, ou il active
la transcription des genes [100]. Cette voie de signalisation régule la production de cytokines
pro-inflammatoires et le recrutement de cellules inflammatoires, vecteur essentiel dans la
réponse inflammatoire.
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Figure 9 : Voie inflammatoire du NF-kB.

Cette voie est déclenchée par les TLR et les cytokines inflammatoires, telles que le TNFa et I'lL-1, conduisant a l'activation de
complexes RelA/p50 qui régulent I'expression des cytokines inflammatoires. La signalisation NF-kB nécessite des sous-unités
IKK qui régulent I'activation de la voie NF-kB par phosphorylation IkB. [94]
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La voie des MAPK

La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) est une cascade de réactions
biochimiques essentielle a la régulation des réponses cellulaires face a divers stimuli. Ces
stimuli comprennent le stress osmotique, les mitogénes (substances stimulant la division
cellulaire), les chocs thermiques et les cytokines inflammatoires telles que I'lL-1, le TNF-a et
I'IL-6. Les MAPK dirigent ces réponses cellulaires et influencent des processus vitaux tels que
la prolifération cellulaire, la différenciation, la survie et I'apoptose [90, 101].

Dans les cellules mammiferes, cette famille de MAPK inclut des membres clés tels que :

1. ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2) : Elles sont activées
principalement par des mitogenes et des signaux de différenciation.
2. p38 MAP Kinase: Ces kinases réagissent particulierement aux stimuli inflammatoires

et au stress cellulaire.
3. JNK (c-Jun N-terminales Kinases): Elles sont également activées en réponse au stress

et aux stimuli inflammatoires[102].

Chaque voie de signalisation MAPK comprend au moins trois composants principaux :

une MAPK, une MAPK kinase (MAPKK), et une MAPK kinase kinase (MAPKKK). Les MAPKKK
activent les MAPKK, qui a leur tour activent les MAPK. Par exemple, MKK1 et MKK2 activent
ERK1/2, MKK4 et MKK7 activent JNK, et MKK3 et MKK6 activent p38.
L'activation des MAPK, notamment ERK1/2 et JNK, entraine la phosphorylation et I'activation
de facteurs de transcription dans le cytoplasme ou le noyau de la cellule. Cela déclenche des
réponses cellulaires telles que l'inflammation. Cette cascade de réactions est cruciale pour la
capacité des cellules a réagir rapidement et spécifiquement aux signaux de leur
environnement, assurant ainsi leur adaptation aux conditions changeantes[101, 103, 104].
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Figure 10 : Voie inflammatoire du MAPK.

Cette voie médie la signalisation intracellulaire initiée par des stimuli extracellulaires, tels que le stress et les cytokines. Les
MAPKKK phosphorylent et activent les MAPKK, qui a leur tour phosphorylent et activent les MAPK. La famille des mammiféres
MAPK inclut Erk1/2, INK et p38. Dans la voie Erk1/2, Erk1/2 est activé par MKK1/2, qui est activé par Raf. Dans le parcours
JNK,JNK est activé par MKK4/7, qui est activé par MEKK1/4, ASK1 et MLK3. Dans la voie p38, p38 est activé par MKK3/6, qui
est lui-méme activé par MLK3, TAK et D [94].
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La voie JAK-STAT

La voie JAK-STAT est une voie de signalisation hautement conservée. Elle joue un rdle
crucial dans la régulation de I'expression génique en réponse a divers facteurs extracellulaires,
tels que les cytokines, les facteurs de croissance, les interférons, la leptine et I'hormone de
croissance[105]. Cette voie permet la transmission directe de signaux extracellulaires vers la
régulation de I'expression génique.

Dans cette voie, les récepteurs associés aux JAK sont activés par leurs ligands, ce qui
entraine leur autophosphorylation ainsi que la phosphorylation réciproque entre les JAK.
Cette phosphorylation crée des sites d'ancrage pour les STAT (Signal Transducers and
Activators of Transcription), qui sont des facteurs de transcription initialement présents dans
le cytoplasme sous forme inactive. Une fois recrutés sur ces sites d'ancrage, les STAT subissent
une phosphorylation suivie de leur dimérisation, ce qui les prépare a étre transposés dans le
noyau cellulaire [106]. Il est important de noter que la phosphorylation de la tyrosine joue un
réle clé dans la dimérisation des STAT et leur liaison a I'ADN[107]. En conséquence, la voie
JAK-STAT permet la conversion directe des signaux extracellulaires en réponses
transcriptionnelles. Par exemple, lorsque les membres de la famille des interleukines 6 (IL-6)
se lient aux récepteurs de la membrane plasmique, cela active les protéines JAK-STAT. Les
protéines STAT transloquées dans le noyau se lient ensuite aux régions promotrices des génes
cibles pour réguler la transcription des genes impliqués dans la réponse inflammatoire[108].

Il est important de noter que la perturbation de I'activité des voies de signalisation
telles que NF-kB, MAPK ou JAK-STAT est associée a diverses maladies, notamment les maladies
inflammatoires, auto-immunes, métaboliques et le cancer [109]. Ces voies de signalisation par
les facteurs de transcription conduisent a la sécrétion de cytokines[110, 111], et de nombreux
facteurs de transcription régulent I'expression de genes impliqués dans l'inflammation, tels
qgue I'lL-1, le TNF-q, I'lL-6 [112], les facteurs de stimulation des colonies (CSF), les interférons,
le facteur de croissance transformant (TGF) et les chimiokines. Cette régulation complexe est
cruciale pour la réponse immunitaire et inflammatoire de I'organisme.
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Figure 11 : Voie inflammatoire JAK-STAT.

Apres la liaison de I'IL-6, le signal est transduit par un récepteur pour activer les JAK, qui activent ensuite les STATs. Les STATs
sont déphosphorylés dans le noyau, conduisant a I'activation des cytokines en aval [94].
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Les marqueurs inflammatoires

Les marqueurs inflammatoires sont des figures clés dans les applications cliniques en
tant qu'indicateurs des processus biologiques, qu'ils soient normaux ou pathologiques, et ils
sont essentiels pour évaluer I'efficacité des interventions thérapeutiques. lls présentent une
grande valeur prédictive dans le contexte des maladies inflammatoires. Leur corrélation avec
les causes et les conséquences de ces affections, telles que les maladies cardiovasculaires, les
dysfonctionnements endothéliaux et les infections, est bien établie[113-118].

L'activation de cellules inflammatoires, notamment les macrophages et les adipocytes,
en réponse a des stimuli, induit la production de cytokines inflammatoires telles que I'lL-1B,
I'IlL-6 et le TNF-a, ainsi que de protéines et d'enzymes inflammatoires. Ces composés se
présentent comme des biomarqueurs potentiels qui peuvent étre utilisés dans le diagnostic
des maladies, la prédiction du pronostic et la prise de décisions thérapeutiques éclairées.
Cette recherche sur les marqueurs inflammatoires revét une importance considérable pour la
médecine, contribuant a une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents aux
maladies inflammatoires et a I'amélioration des soins et de la gestion des patients[119].

Les cytokines inflammatoires

Les cytokines, libérées principalement par les cellules immunitaires telles que les
monocytes, les macrophages et les lymphocytes, occupent une place prépondérante dans la
modulation de l'inflammation. Ces molécules se divisent en deux catégories : les cytokines
pro-inflammatoires, qui favorisent l'inflammation, et les cytokines anti-inflammatoires, qui
I'inhibent. Les cytokines inflammatoires incluent les interleukines (IL), les facteurs de
stimulation des colonies (CSF), les interférons (IFN), le facteur de nécrose tumorale (TNF), le
facteur de croissance transformant (TGF) et les chimiokines. Elles sont produites par les
cellules principalement dans le but de recruter des leucocytes vers le site d'une infection ou
d'une blessure[120].

Ces cytokines sont des piliers dans la modulation de la réponse immunitaire face a
I'infection ou a l'inflammation, et elles régulent elles-mémes le processus inflammatoire par
le biais d'un réseau complexe d'interactions. Toutefois, une production excessive de cytokines
inflammatoires peut avoir des conséquences néfastes, telles que des lésions tissulaires, des
perturbations hémodynamiques, des dysfonctionnements d'organes, et méme le déces[121,
122]. Par conséquent, une compréhension approfondie de la régulation des voies de
signalisation des cytokines est cruciale, car elle pourrait permettre une identification plus
précise de l'inflammation déclenchée par un agent spécifique et ainsi améliorer le traitement
des maladies inflammatoires [120].
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Les protéines et enzymes inflammatoires

Les protéines inflammatoires présentes dans la circulation sanguine, notamment la
protéine C-réactive (CRP), I'haptoglobine, I'amyloide A sérique, le fibrinogéne et I'alpha 1-
acide glycoprotéine [123], ont un impact décisif dans la restauration de I'équilibre biologique
et la suppression de la croissance microbienne, indépendamment des anticorps, en réponse a
des situations telles que des traumatismes, du stress ou des infections [124].

Parallélement, une activation anormale de certaines enzymes, notamment le HMGB1
(high—mobility group box 1), la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx),
la NADPH oxydase (NOX), I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et la cyclooxygénase
(COX)-2, a une influence majeure dans le développement de maladies associées a
I'inflammation, telles que les maladies cardiovasculaires et le cancer [125-128]. Par exemple,
I'HMGB1 extracellulaire exerce ses effets en activant les voies de signalisation associées aux
récepteurs Toll-like (TLR) [129]. Le TLR4 est la principale cible de 'HMGB1 extracellulaire [130],
déclenchant ainsi des cascades de signalisation intracellulaire dépendantes de MyD88, qui
participent a l'activation des voies NF-kB et MAPK. Ce processus entraine la libération de
cytokines inflammatoires telles que le TNF-a et I'IL-13[129].

En médecine, les protéines et enzymes inflammatoires ont trouvé une utilisation
précieuse en tant que biomarqueurs pour détecter l'inflammation, l'infection et les
traumatismes, contribuant ainsi a orienter les décisions cliniques.

Les autres marqueurs inflammatoires

Les systemes de défense antioxydants, tels que les enzymes antioxydantes, ont une
influence majeurs dans la régulation du stress oxydatif. Un stress oxydatif élevé peut induire
la production de substances telles que les espéces réactives de I'oxygene (ROS), le
malondialdéhyde (MDA), la 8-hydroxy-2-désoxyguanosine (8-OHdG) et les isoprostanes[126,
131]. Ces composés ont la capacité d'activer divers facteurs de transcription, notamment NF-
kB, AP-1, p53 et STAT, ce qui peut entrainer une augmentation de |'expression des genes liés
aux facteurs de croissance, aux cytokines inflammatoires et aux chimiokines [132].

Le stress oxydatif est étroitement lié a la pathogenése de nombreuses maladies, ce qui
fait des produits issus du stress oxydatif des marqueurs précieux pour évaluer la réponse
inflammatoire, contribuant ainsi a une meilleure compréhension des mécanismes sous-
jacents a diverses affections et a la détection précoce des processus inflammatoires en
médecine.

Les types de cellules dans les réponses inflammatoires

La réponse inflammatoire est orchestrée par un réseau complexe de divers types de
cellules. Les macrophages, les monocytes et d'autres cellules activées sont indispensables
dans les réponses locales aux lésions tissulaires et aux infections. Lorsque les cellules
épithéliales et endothéliales sont endommagées, elles liberent des facteurs déclenchant une
cascade inflammatoire ainsi que des chimiokines et des facteurs de croissance qui attirent les
neutrophiles et les monocytes. Les neutrophiles sont les premiers a étre attirés sur le site de
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la Iésion, suivis des monocytes, des lymphocytes (y compris les cellules NK, T et B) et des
mastocytes[133]. Les monocytes peuvent se transformer en macrophages et en cellules
dendritiques, et ils sont recrutés par chimiotactisme dans les tissus endommagés. Les
anomalies des cellules immunitaires associées a l'inflammation sont impliquées dans de
nombreuses maladies, notamment I'asthme, le cancer, les maladies inflammatoires
chroniques, I'athérosclérose, le diabete, les maladies auto-immunes et dégénératives.

Les neutrophiles, en plus de cibler les micro-organismes, peuvent également
endommager les cellules et les tissus de I'h6te[134]. lls sont des acteurs clés de la réponse
inflammatoire, contribuant a activer les lymphocytes T et a attirer les monocytes et les cellules
dendritiques[135]. Les macrophages ont un réle central dans le déclenchement, le maintien
et la résolution de l'inflammation en présentant des antigenes, en phagocytant et en
modulant la réponse immunitaire grace a la production de cytokines et de facteurs de
croissance. Les mastocytes, situés dans le tissu conjonctif et les surfaces épithéliales, sont des
effecteurs de l'inflammation, libérant divers médiateurs inflammatoires.

De plus, les plaquettes ont été identifiées comme ayant un impact sur les processus
inflammatoires, de I'athérosclérose aux infections, en interagissant avec les cellules
inflammatoires et en contribuant aux réponses inflammatoires. La réaction de phase aigué
(RPA) est la premiére réaction a une infection ou a une blessure, et il a été démontré que les
plaguettes sont déterminantes dans son déclenchement. Les cellules immunitaires amplifient
et maintiennent la RPA en libérant des médiateurs inflammatoires locaux apres avoir été
recrutées par des stimuli inflammatoires[136].

La résolution de I'inflammation

Pour empécher la progression d'une inflammation aigué vers une inflammation
chronique persistante, la réponse inflammatoire doit étre supprimée afin d'éviter de nouvelles
|ésions tissulaires. La résolution de Il'inflammation est un processus bien géré impliquant la
production de médiateurs contrélée dans I'espace et dans le temps, au cours de laquelle les
gradients de chimiokines sont dilués au fil du temps.

Les globules blancs circulants finissent par ne plus percevoir ces gradients et ne sont
plus recrutés sur les sites de la lésion. Un déréglement de ce processus peut conduire a une
inflammation chronique incontrolée[137]. Les processus de résolution de l'inflammation qui
rectifient I'homéostasie tissulaire comprennent la réduction ou l'arrét de l'infiltration
tissulaire par les neutrophiles et I'apoptose des neutrophiles épuisés, la contre-régulation des
chimiokines et des cytokines, la transformation des macrophages de cellules classiquement
activées en cellules alternativement activées, et le début de la cicatrisation[138, 139].

L'inflammation chronique survient lorsque les mécanismes inflammatoires aigus ne
parviennent pas a éliminer les lésions tissulaires[140] et peut conduire a une série de
maladies, telles que les maladies cardiovasculaires, I'athérosclérose, le diabéte de type 2, la
polyarthrite rhumatoide et les cancers[141].
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L’Interleukine 6

L'interleukine-6 (IL-6), initialement reconnue comme un facteur de différenciation des
cellules B[142], s'est avérée étre une cytokine aux roles multiples, influencant la réponse de
la phase aigué de l'inflammation, I'hématopoiese, le maintien de la masse osseuse et
musculaire, I'activité du systéeme nerveux central et le métabolisme. Sécrétée par divers types
cellulaires, tels que les leucocytes, les adipocytes et les myocytes, I'lL-6 agit a |la fois de maniere
autocrine, paracrine et endocrine[143, 144].

Moléculairement, I'IL-6 utilise trois voies de signalisation intracellulaire : la voie
classique, la trans-signalisation et la signalisation en grappe. Bien que traditionnellement
considérée comme une cytokine pro-inflammatoire, I'IlL-6 démontre également des fonctions
régénératrices et anti-inflammatoires, en particulier lorsqu'elle est sécrétée par le muscle
squelettique pendant l'activité physique[145, 146].

Les effets métaboliques de I'lL-6 sont variés, contribuant a la susceptibilité au diabéte
de type 2 tout en favorisant des processus anti-diabétogénes[147]. Malgré ses effets
contradictoires, I'lL-6 régule également d'autres processus, tels que I'hypertrophie musculaire
et la remodelage osseux. Une perspective évolutive suggére que I'lL-6 a évolué pour moduler
I'allocation d'énergie en réponse au stress métabolique dans divers tissus, expliquant ainsi ses
effets diversifiés[148].
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Figure 12 : Les effets pléiotropes de I'IL-6.

IL-6, qui se compose d'un ensemble de quatre hélices, est une cytokine maitresse qui exerce divers effets biologiques. En plus
de provoquer l'inflammation, la fiévre, la cytokinémie et la tumorigenése, I'IL-6 régule le métabolisme, le renouvellement
osseux et I'nématopoieése, et est essentielle pour I'immunité innée et adaptative. Dans le foie, I'IL-6 contribue a la régénération
tissulaire, a I'équilibre lipidique et a l'induction de la réponse de phase aigué. Cette cytokine favorise également la polarisation
des macrophages de I'état pro-inflammatoire M1 a un phénotype anti-inflammatoire M2 et est nécessaire a la prolifération
de I'épithélium intestinal. IL-6 = interleukine-6. RANKL = ligand activateur du récepteur du facteur nucléaire kB. VEGF = facteur
de croissance endothélial vasculaire.[149]
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Fonctions métaboliques

Catabolisme

Anabolisme

Induit la lipolyse et la libération d'acides gras
libres a partir des adipocytes et du muscle
squelettique [150-152].

Augmente la sécrétion d'insuline/régule la
production de GLP-1 [153-155].

L'administration chronique contribue a
I'insulinorésistance dans le foie, les tissus
adipeux et musculaires [156-158].

L'administration aigué augmente la
sensibilité a l'insuline dans le muscle[159,
160].

Induit la sécrétion de cortisol [161, 162].

Augmente la sécrétion d'hormone GH de
I'hypophyse[163].

Augmente la glycémie pendant I'exercice
[164].

Peut augmenter |'absorption d'acides gras
dans le muscle squelettique [165, 166].

Fonction immunitaires

Pro-inflammatoire

Anti-inflammatoire

Améliore la différenciation des lymphocytes
B et la production d'anticorps [142].

Régule le trafic des neutrophiles sur le site
d'infection en diminuant la production de
chimiokines et en augmentant |'apoptose
[167].

Oriente la différenciation des cellules T vers
les profils TH2 et TH17 tout en inhibant Ila
formation de TH1 et de Treg [168-171].

Inhibe les cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a et IL-1B) et augmente la production
de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et IL-
1RA) [162, 172, 173].

Régule la production de protéines de la
phase aigué (protéine C-réactive, amyloide
sérique A, fibrinogéne) et I'élévation de la
température corporelle [174, 175].

Sensibilise les macrophages a la polarisation
M2 et renforce le phénotype M2 [176].

Stimule la production de cellules souches
hématopoiétiques et de cellules myéloides
dans la moelle osseuse [177, 178].

Régule la réparation des tissus et la
régénération de I'épithélium intestinal et du
foie [179, 180].

Agit comme un agent chimiotactique pour
les monocytes, les macrophages et les
lymphocytes T [181, 182].

Fonctions musculo-squelettiques

Catabolisme

Anabolique

Favorise la dégradation des protéines
musculaires lorsqu'il est élevé de maniére
chronique [183, 184].

Hypertrophie musculaire squelettique via la
prolifération et la différenciation des cellules
satellites [185].

Induit la différenciation ostéoclastique et est
associée a la perte osseuse résultant du
retrait des cestrogenes [186].

Induit une différenciation ostéoblastique
précoce et pourrait favoriser la formation
osseuse [187].

Figure 13 : Choix d'impacts de I'IL-6 sur divers systémes organiques dans I'ensemble du corps.

L'IL-6 présente une diversité de fonctions métaboliques, immunitaires et musculosquelettiques contradictoires,
largement dépendantes de la durée d'élévation des niveaux d'IL-6. A I'exception des effets immunologiques, les
impacts décrits sont principalement observés lors de I'administration d'IL-6 chez des individus en bonne santé,
qu'ils soient humains ou animaux.
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L’oxygene comme stimulus d’information

Le « Normobaric oxygen paradox » (NOP)

Les réactions cellulaires vitales requiérent impérativement la présence d'oxygéne.
Toutefois, lorsque la quantité d'oxygene dissoute dans le sang est inférieure a la normale, on
parle d'hypoxémie. Cette condition peut entrainer une mauvaise oxygénation des tissus et des
organes périphériques, occasionnant une hypoxie, c'est-a-dire un déséquilibre entre I'offre et
la demande d'oxygene[188]. En cas de persistance, cette situation peut causer un stress
hypoxique, qui peut affecter la fonctionnalité des organes et méme entrainer une déficience
fonctionnelle permanente[189]. Pour éviter ce type de dommages, I'hypoxie induit
I'expression génique cellulaire de protéine, favorisant plusieurs processus visant a améliorer
I'apport en oxygéne. Il s'agit notamment de l'angiogenese, de la prolifération et de la
différenciation des cellules souches, de la protection et de la réparation des cellules, ainsi que
de l'apoptose. La plupart de ces processus sont régulés par l'activité de facteurs de
transcription connus sous le nom de facteurs inductibles par I'hypoxie (HIF)[190].

L'oxygéne est largement utilisé comme traitement pour prévenir ou remédier a
I'hypoxie en milieu clinique, notamment dans les unités de soins intensifs (USI), étant donné
son faible colt et son innocuité [191]. Toutefois, I'hyperoxémie n'est pas systématiquement
évaluée. En réalité, la surveillance de I'hypoxémie se fait généralement a I'aide de la saturation
périphérique en oxygeéne (Sp02), qui ne permet pas de détecter un niveau excessif d'oxygene.
Par conséquent, I'administration d'oxygene n'est pas fréquemment ajustée pour atteindre la
normoxie. Ainsi, de nombreux patients de I'USI peuvent étre exposés a des épisodes
d'hyperoxémie (Pa02 élevée), souvent considérés comme plus tolérables par les cliniciens que
I'hypoxie.

Il convient de souligner que méme une légére hyperoxie peut causer des dommages
chez les patients gravement malades, contrairement a ce qui peut étre supposé a tort. En
effet, des niveaux prolongés d'hyperoxie ont été associés a une augmentation de la mortalité
[192] et a divers effets indésirables tels qu'une réduction de la clairance mucociliaire et de
I'atélectasie [193], une vasoconstriction pulmonaire [194]qui peut aggraver le manque
d'oxygene et provoquer des lésions tissulaires directes [195], ainsi qu'une neurotoxicité [196].
Néanmoins, dans certaines situations médicales spécifiques, comme ['oxygénothérapie
hyperbare [197] ou les manoeuvres de pré-oxygénation pour prévenir I'hypoxie lors
d'interventions invasives telles que la bronchoscopie ou l'intubation oro/nasotrachéale, une
pression partielle élevée d'oxygene peut étre nécessaire [198].

Une tendance actuelle consiste non seulement a viser la normoxie, mais aussi a
recourir a des stimuli hyperoxiques intermittents, impliquant une exposition cyclique a
I'hyperoxygénation [199]. On entend par stimulus hyperoxique intermittent une
concentration élevée d'oxygéne administrée pendant une période limitée, suivie d'un retour
a une concentration d'oxygene plus faible, répété pendant plusieurs jours, voire plusieurs fois
par jour [199, 200]. Il a été démontré que la diminution de la PaO2 a partir d'un état
hyperoxique produit un effet paradoxal, car les cellules réagissent comme si elles étaient en
état d'hypoxie [70, 73]. En effet, Il semble que les oscillations de la concentration d'oxygene
puissent engendrer une hypoxie fonctionnelle et provoquer une réponse au stress hypoxique,
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et ce, méme en l'absence d'une hypoxie prolongée. Ce phénomeéne se manifeste
particulierement avec des fluctuations légéres et cycliques de la pression partielle d'oxygene
[71, 201, 202], et est étroitement associé a une production accrue d'érythropoiétine (EPO)
chez les sujets humains[70, 203].

Il a été suggéré que les effets transcriptionnels de HIF sont principalement influencés
par les changements relatifs de la disponibilité d'oxygéne, plutét que par des valeurs absolues
hypoxiques ou hyperoxiques [204]. Le paradoxe de I’'oxygéne normobare (NOP) ou paradoxe
hyperoxique-hypoxique, selon le contexte, avance que le fait de passer d'une période
d'hyperoxémie a une normoxie serait interprété par les cellules comme une pénurie
d'oxygene, déclenchant potentiellement une cascade de synthése de génes régulée par HIF-
la, y compris la production d'EPO.

Ce paradoxe a été proposé pour la premiere fois en 2006 par Balestra et al. [70]. Dans
cette étude, les auteurs ont constaté que I'exposition intermittente a I'hyperoxie/normoxie
induisait la synthése de I'EPO. Les auteurs ont également observé que |'oxygene hyperbare
(HBO) était un inhibiteur important des taux sériques d'EPO jusqu'a 24 heures apreés le
traitement hyperbare. En 2012, Cimino et ses colléegues ont signalé que la réduction de la
concentration d'O2, des niveaux hyperoxiques aux niveaux normoxiques, pouvait stimuler
I'expression de HIF-1a dans les cellules endothéliales ombilicales humaines [73]. lls ont
également constaté une augmentation de la concentration d'hémoglobine chez des
volontaires sains (n = 24) exposés a des cycles d'hypoxie (FiO20,15) et d'hyperoxie (FiO; 1,0)
tous les deux jours pendant 10 jours (5 séances). Ces études ont confirmé |'hypothése selon
laguelle un stimulus hyperoxique peut reproduire les avantages d'une réponse hypoxique (par
la production ou la non-inhibition de HIF-1a) sans induire un état hypoxique potentiellement
nuisible.

Hadanny et Efrati [205] ont proposé une explication similaire du paradoxe de I'oxygéne
normobare dans une revue récente, mais ont principalement discuté de I'exposition
hyperbare a l'oxygéne. Cependant, il a été suggéré que des expositions intermittentes a
I'oxygéne hyperbare ou normobare produiront des réactions similaires. lls ont mis en évidence
le mécanisme fondamental d'adaptation cellulaire a I'hypoxie, qui est basé sur la disponibilité
des radicaux libres d'oxygene. La clé pour comprendre ce processus réside dans le rapport
entre les ROS et la capacité de récupération. Les différentes étapes de ce phénomene peuvent
étre résumées comme suit :

1. Suite a une exposition a I'hyperoxie, la présence accrue de ROS entraine une
augmentation de |'activité de I'enzyme glutathion synthétase. Cette augmentation de
la capacité de piégeage des molécules permet de maintenir les conditions oxydatives
des cellules sous contréle, empéchant ainsi les dommages potentiels causés par les
espéces réactives a I'ADN et a d'autres processus cellulaires clés.

2. Lors du retour a la normoxie, la normalisation des niveaux d'oxygéne et donc des ROS
est rapidement établie, mais l'activité du pouvoir de piégeage des cellules reste élevée
pendant une période plus longue. Cette activité dépasse la quantité de ROS
normalement produite en présence d'une concentration physiologique d'oxygene.
Ainsi, la présence de piégeurs plus importants que les ROS pourrait entrainer une
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réponse cellulaire de type hypoxie lorsque le stimulus hyperoxique est interrompu.
Moins d’HIF-1a subit alors une dégradation protéasomale, favorisant la transcription
de I'EPO, du facteur de croissance de |'endothélium vasculaire (VEGF) et de tous les
autres génes liés a la cascade HIF.

3. L'exposition hyperoxique cyclique entraine une diminution du rapport ROS/piégeur
jusqu'a ce qu'il devienne progressivement similaire a I'équilibre présent dans des
conditions hypoxiques. Moléculairement, la réduction de I'hyperoxie génére un état
imitant I'hypoxie en diminuant le pourcentage de ROS/capacité de piégeage.

Cependant, ce mécanisme suscite plusieurs critiques. Tout d'abord, diverses études
ont examiné les effets potentiels des ROS sur la régulation complexe des facteurs de
signalisation intracellulaires (FSI) et ont constaté des roéles contradictoires. Certaines
découvertes suggerent que les ROS peuvent stabiliser le HIF en inhibant les protéines
responsables de sa dégradation, tandis que d'autres montrent que les ROS peuvent induire la
dégradation du HIF-1a par la voie du protéasome[206-208]. En outre, la réponse cellulaire a
I'hyperoxie-normoxie est régulée par l'interaction de deux facteurs de transcription, HIF-1a
et NRF2, ainsi que par d'autres facteurs tels que NF-kB et des réactions inflammatoires.
L'équilibre dynamique entre ces facteurs pourrait jouer un role clé dans la régulation globale
du mécanisme [71, 201].

Le mécanisme biologique qui sous-tend le paradoxe de I'oxygeéne normobare ainsi que
les régulations délicates de la réponse cellulaire a I'oxygéne et au stress oxydatif sont
complexes et n'ont pas encore été entierement élucidés. Bien que |'importance des ROS aient
une place prépondérante dans ce mécanisme, de nombreux autres acteurs ont un rble a jouer
dans I'équilibre redox de la cellule et pourraient également expliquer ce paradoxe.
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Figure 14 : Mécanisme du Normobaric Oxygen Paradox (NOP):

Tout d'abord, en normoxie, HIF-1a est constamment produit et détruit sous l'intervention des PHD (prolyl hydroxylases) et de
la FIH (factor inhibiting HIF). Pendant I'hypoxie et I'hyperoxie intermittente, la stabilisation de la protéine HIF-1a dans le
cytosol est améliorée en réprimant l'activité des isoformes 1 a 3 des prolyl hydroxylases (PHDs) et de la FIH (uniquement en
cas d'hypoxie), tandis que la synthése nucléaire est bloquée en inhibant des protéines telles que REST. Par conséquent, pendant
ces états modifiés d'oxygene, I'activation immunitaire semble débuter plus tét que les mécanismes de défense antioxydants,
permettant une cinétique subtile entre l'inflammation et les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), qui jouent un réle similaire
a celui d'un "second messager". Lors du retour a la normoxie, la déstabilisation de HIF-1a par l'intervention des PHD et de la
FIH est retardée en raison de I'activation tardive de la protection antioxydante, laissant la cellule dans un état de "permissive
oxidation". Par la suite, la synthése nucléaire démarre plus t6t, expliquant le phénoméne de rebond observé dans la production
de HIF-1a. NRF2 et NF-kB sont surexprimés aprés une exposition a 100 % d'oxygene, alors qu'a 30 % seulement NRF2 est
stimulé [209].

33



Du Normobaric oxygen paradox (NOP) au Delta de pression partielle d’oxygéne
(DeltOx) : Objectif de la these

Le prix Nobel de 2019 a été décerné a trois chercheurs : William G. Kaelin Jr., Sir Peter
J. Ratcliffe, et Gregg L.Semenza pour leurs découvertes sur la facon dont les cellules
percoivent et s'adaptent a la disponibilité en oxygéne par I'intermédiaire du HIF-1a [210],
constituant ainsi une avancée significative dans le domaine de la médecine hyperbare.
Aujourd'hui, un nouveau domaine de recherche est en émergence, situé entre la
compréhension des mécanismes cellulaires et les avantages thérapeutiques de la médecine
hyperbare. Ce domaine d'étude se concentre sur deux enjeux cruciaux liés a I'utilisation de
I'oxygene : quelle quantité d'oxygéne est optimale et a quelle fréquence devrait-elle étre
administrée? En effet, une gamme étendue de niveaux d'oxygene peut étre employée et, en
fonction de ces niveaux, le nombre de séances doit étre adapté en conséquence.

En fonction de la pression partielle en oxygene dans les tissus, les effets thérapeutiques
de l'oxygénation peuvent varier de la simple substitution de la substance a des niveaux
normaux (environ 30 mmHg a 38 mmHg dans les tissus mous) lorsque I'hyperoxie normobare
est utilisée. Il est a noter que la relation entre la dose et |'effet n'est pas linéaire, mais plut6t
parabolique. Dans des conditions normobares, la pression partielle artérielle doit étre
maintenue dans une plage relativement étroite de 75-100 mmHg. En effet, une augmentation
de la mortalité a été observée chez les patients gravement malades exposés a des niveaux
hypoxiques ou hyperoxiques [211]. En outre, il est bien connu que I'exposition humaine a
I'hyperoxie peut causer une toxicité de I'oxygene, tels que |'effet de Paul Bert sur le cerveau
et I'effet de Lorrain-Smith sur les poumons.

Le dosage de I'exposition hyperbare (pression et temps) ainsi que la fréquence des
répétitions sont actuellement limités par la toxicité pulmonaire et neurologique. Afin de
garantir la sécurité du patient, les unités de toxicité de I'oxygene (OTUs : Oxygen Toxicity
Units) ou les unités de toxicité pulmonaire (UTPDs : Units of pulmonary Toxicity Dose), sont
calculées méme si ces unités sont remises en question dans de nouvelles approches [212-214].
Une exposition permanente a I'oxygéne hyperbare n'est de toute facon pas envisageable en
clinique.
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Figure 15 : Niveaux d'oxygéne et leur utilisation thérapeutique(PO2, pression partielle d'oxygene)[199].
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Afin de perfectionner les protocoles cliniques basés sur ce modele, les études a venir
devraient également se pencher sur les effets "en aval" de I'activation transcriptionnelle de
HIF-1a. Selon I'objectif thérapeutique, |'utilisation d'une hyperoxie légere (de 30 % a 50 %)
pourrait s'avérer plus appropriée [72, 215], tandis que dans d'autres cas, provoquer
intentionnellement un stress oxydant en administrant de I'hyperoxie normobare élevée 100%
FiO2 ou I'hyperoxie hyperbare élevée a treés élevée (140% ou 250% FiO2) pourrait étre une
approche plus pertinente pour obtenir I'effet désiré.

Par exemple, Fratantonio et ses collegues [71] ont observé les réponses au stress
oxydant dans les cellules mononucléées du sang périphérique humain (PBMC) obtenues chez
des individus en bonne santé aprés une exposition d'une heure a différents niveaux d'oxygéne
: une hyperoxie légere correspondant a 30 % d'oxygéne, une hyperoxie élevée a 100 %
d'oxygene, et une hyperoxie tres élevée a 140 % d'oxygene. Leurs résultats ont montré que
I’exposition a 30% de FiO; est percue comme un stress hypoxique, déclenchant I'activation de
HIF-1a et NRF2, mais pas du NF-kB. En revanche, |’exposition a 100% de FiO; est associée a
une augmentation progressive du stress oxydant, entrainant I'activation du Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2) et du nuclear factor-kappa B (NF-kB), ainsi que la synthese
de glutathion (GSH). Suite a une exposition a 140% de FiO,, l'activation de HIF-1a est
completement absente, et la réponse au stress oxydant, caractérisée par |'activation de NF-
kB prédomine. Les niveaux de GSH intracellulaire et de métallopeptidase matricielle 9 (MMP-
9) dans le plasma sont cohérents avec les schémas d'activation des facteurs de transcription
et restent élevés pendant toute la période d'observation de 24 heures. Ces résultats
confirment que, in vivo, le retour a la normoxie aprés une exposition a 30% de FiO; est
interprété comme un déclencheur hypoxique, se manifestant par I'activation de HIF-1a. En
revanche, 100% et 140% d’oxygene induisent une transition vers une réponse au stress
oxydant, caractérisée par l'activation des marqueurs anti-oxydant NRF2 et pro-inflammatoire
NF-kB dans les 24 heures suivant I'exposition.

Cependant, des investigations approfondies sont nécessaires pour déterminer si
I'hyperoxie aigué engendre des adaptations réactives compensatoires spécifiques sur des
périodes plus longues. C’est pourquoi, les recherches a venir devraient explorer les deux
aspects de ce modele : I'exposition a I'oxygeéne (en termes de durée et de concentration en
oxygéne) ainsi que les intervalles de temps entre les sessions d'exposition (expositions
intermittentes) [72, 216].

Ce travail s’est concentré sur I'aspect quantitatif de I'oxygéne afin de comprendre
I’effet des variations de pressions partielles d’oxygéne sur les réactions cellulaires chez le sujet
sain. Il est composé de 3 parties :
1. L'exposition hypoxique normobare légere et élevé (Mhypo 15% 02 & Ehypo 10%)
2. L’exposition hyperoxique normobare léger et élevé (Mhyper 30% & Ehyper 100%)
3. Lexposition hyperoxique hyperbare légeére et élevé (MHyper 140% & EHyper
250%)
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Matériel et méthodes

Protocole expérimental

Aprés avoir donné leur consentement éclairé par écrit, 48 sujets caucasiens non-
fumeurs et en bonne santé (32 hommes et 16 femmes) se sont portés volontaires pour cette
étude. Aucun d'entre eux ne présentait d'antécédents d'anomalies cardiaques ni ne prenait
de médicaments cardio-actifs ou vasoactifs. Toutes les procédures expérimentales ont été
menées conformément a la Déclaration d'Helsinki [217] et approuvées par le Comité d'éthique
du Comité bioéthique pour la recherche et I'enseignement supérieur, Bruxelles (n° B200-2020-
088).

Apres un examen médical visant a exclure toute morbidité latente, les participants ont
été répartis de maniére aléatoire en six groupes de 6 a 8 personnes chacun. Ces groupes ont
été divisés en groupes hypoxie normobare [218](10 % et 15 % de FiO2), hyperoxie normobare
[209] (30 % et 100 % de FiO2) et hyperoxie hyperbare[219] (140 % et 250%)). |l a été demandé
a tous les participants de s'abstenir de tout exercice physique intense pendant les 48 heures
précédant les tests. Aucun nutriment antioxydant (chocolat noir, vin rouge ou thé vert) n'était
autorisé 8 heures avant et pendant I'étude. Les sujets ont également été invités a ne pas
plonger 48 heures avant I'expérience et a ne pas prendre |'avion dans les 72 heures précédant
I'expérience.
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Figure 16 : Organisation du protocole DeltOx.

36



Enrollment

Allocation

Assessment of eligibility and invitation to participate (n=44)

l

Obtain informed consent for :

. Mild Hypoxia (Mhypa) (15% O2) and Extreme Hypoxia (Ehypo) (10%02) exposure (n=8+6))

. Mild Hyperoxia (Mhyper) (30%02) and Extreme Hyperoxia (Ehyper) (100% O2) exposure ( n=6+8)

. Mild Hyperbaric Hy peroxia (MHhyper) (1,45 ATA O2) and Extreme Hyperbaric Hyperoxia
(EHhyper) (2.5 ATA O2) exposure { n=6X2)

. Venous blood collection, saliva and urine at 5 time points, (Pre, 30" Post, 3h, 24 h, 458h)

1 l

| |

! |

Randomly Randomly
Allocated to || Allocated to
Mhypo Ehypo
(n=8) (n=6)

Randomly Randomly
Allocated to Allocated to
Mhyper Ehyper
(n=h) (n=14)

Randomly Randomly
Allocated to Allocated to
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(n=b) (n-6)

Follow-up

oo

w -
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Pre-test at baseline: 30 min pre-exposure (T0)
. Venous blood samples, saliva and urine (n =44)

l

6 different Oxygen exposures for 60 Minutes (n=44)

1

Post test: Sampling 30 min (T1), 2h (T2), 24h (T3) and 48h (T4) after exposure
* Venous blood samples saliva and urine (n = 44)

¥

w

w

Mhypo & Ehypo
Veinous Blood sample on
EDTA and Heparin tubes
n=14):
+  [ROS, TAC]

*  Urine [ Nox, 8Iso-
PG2Fa, IL-6, Neopterin,
Urates]

Mhyper & Ehyper
Veinous Blood sample on
EDTA and Heparin tubes
(n=14):

+  [ROS, TAC, SOD, CAT]

+ Urine [Neopterin,
Creatinine, Urates, IL-
6]

MHhyper & EHhyper
Veinous Blood sample on
EDTA and Heparin tubes
(n=14}
+ [ROS, CAT, SOD, GLY,

GSH, CYS]

+  Urine [ Nox, 8-Iso-

PG2Fa, IL-6, Neopterin,

creatinine]

Figure 17. Flowchart expérimentale.
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Groupe hypoxie normobare (Mhypo 15% 02 & Ehypo 10%)

Quatorze participants ont été soumis a des protocoles d'hypoxie légere (15 %, n = 8)
et d'hypoxie extréme (10 %, n = 6). En ce qui concerne I'age (10% : 34,0 £ 13,7 ans (moyenne
+SD)vs. 15 % :30,9 + 13,8 ans ; p > 0,05), la taille (10% : 168,2 + 11,0 cm vs. 15% : 169,9 + 9,8
cm ; p > 0,05), le poids (10% : 58,7 £ 21,3 kg vs. 15% : 63,8 + 12,2 kg ; p > 0,05), le rapport des
sexes et |'état de santé, les groupes étaient comparables.

De l'air appauvri en oxygéne (pression partielle d'oxygene : 0,1 bar ; 100 hPa, n = 6 et
0,15 bar ; 150 hPa, n = 8) a été administré pendant 1 h au moyen d'un masque orofacial avec
un sac réservoir, en prenant soin d'ajuster et de serrer le masque sur le visage du sujet.

Le gaz hypoxique aux deux niveaux (10 % et 15 %) a été fourni a I'aide d'un générateur
d'hypoxie et réglé pour atteindre le niveau d'oxygéne choisi (HYP 123, Hypoxico-Hypoxico
Europe GmbH, Bickenbach, Allemagne). Les deux niveaux de débit d'exposition ont été
calibrés a l'aide d'un oxymetre (Solo-O2 Divesoft, Halkova, République tcheque) dans le
masque utilisé par le sujet afin de s'assurer que le niveau d'oxygéne souhaité était
atteint.[220]

Groupe hyperoxie normobare (Mhyper 30% & Ehyper 100%)

Apres un examen médical visant a exclure toute comorbidité, les participants ont été
répartis de maniére prospective en deux groupes pour recevoir de I'oxygene a différentes
FiO2. En ce qui concerne I'age (29,9 + 11,1 ans (moyenne * SD)), la taille (168,2 £ 9,37 cm), le
poids (64,4 + 12,3 kg), I'!MC [22,7 + 4,1 kg/m2], le sexe et |'état de santé, les groupes étaient
comparables.

L'oxygene a été administré pendant 1 heure au moyen d'un masque orofacial non respiratoire
avec réservoir, en prenant soin d'ajuster et de serrer le masque sur le visage du sujet. Le
groupe hyperoxie légere a regu 30 % d'oxygéne (pression partielle d'oxygéne (PO2) : 0,3 bar;
300 hPa, n = 6) a partir d'un réservoir de gaz pressurisé avec un débit de gaz réglé a 10 L/min,
tandis que le groupe hyperoxie forte recevait 100 % d'oxygene (PO2 : 1,0 bar, 1000 hPa, n =
8) a partir d'un concentrateur d'oxygene (Newlife Intensity, CAIRE Inc., Ball Ground, GA, USA).

Groupe Hyperoxie Hyperbare (MHyper 140% & EHyper 250%)

Quatorze participants ont suivi les protocoles d'hyperoxie hyperbare légere (1,4 ATA,
n = 6) et d'hyperoxie hyperbare élevée (2,5 ATA, n = 8). L'age (1,4 ATA : 36,0 + 12,3 ans
(moyenne +SD) vs. 2,5 ATA : 38,3+ 13,6 ans ; p=0,75), la taille (1,4 ATA : 174,2 + 13,4 cm vs.
2,5ATA:177,9+6,9cm; p=0,51) et le poids (1,4 ATA: 67,7+ 13,0kg vs. 2,5 ATA:81,8+ 19,0
kg ; p = 0,14) ont été recueillis.
De I'oxygene hyperbare (pression partielle d'oxygene : 1,4 ATA ; 1400 hPa, n = 6, et 2,5 bar ;
2500 hPa, n = 8) a été administré pendant 1 h dans un caisson hyperbare multiplace (Haux-
Starmed 2800, Haux-Life-Support GmbH, Karlsbad-Ittersbach, Allemagne) de ['Hopital
militaire de Bruxelles, Belgique, au moyen d'un masque orofacial étanche relié au systeme de
soupape a la demande Haux-Oxymaster. Une durée de 60 minutes a été choisie pour réduire
le risque de toxicité de I'oxygene.
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Pour chaque groupe, des échantillons de sang et d'urine ont été prélevés avant
I'exposition (TO) et 30 minutes, 2 heures, 8heures, 24 heures et 48 heures aprés la fin de
I'administration d'oxygene. Le protocole initialement prévu et accepté prévoyait un
prélevement sanguin 8 h apres I'exposition ; pour des raisons techniques, cela n'a pas pu étre
réalisé pour le groupe en hyperoxie hyperbare, mais pour étre cohérent avec nos travaux
antérieurs et aussi pour mieux représenter la durée du prélevement, nous avons conservé ce
point temporel dans I'axe X des graphiques. Des expériences antérieures ont montré que les
réponses cellulaires apres différentes expositions oxydatives peuvent se poursuivre pendant
24 heures, voire plus ; nous avons donc décidé de prélever des échantillons de sang jusqu'a
48 heures [71, 73, 201, 221].

Chaque échantillon de sang était constitué d'environ 15 ml de sang humain veineux
prélevé dans des tubes a héparine de lithium et EDTA (Vacutainer, BD Diagnostic, Becton
Dickinson, Italia S.p.A., Milan, Italie). Le plasma et les globules rouges (GR) ont été séparés par
centrifugation (Eppendorf Centrifuge 5702R, Darmstadt, Allemagne) a 1000x g a 4 °C pendant
10 min. Les échantillons de cellules sanguines et de plasma ont ensuite été conservés en
plusieurs aliquotes a -80 °C jusqu'a ce qu'ils soient analysés et décongelés ; une analyse a été
effectuée dans le mois suivant le prélevement. L'urine a été recueillie par miction volontaire
dans un récipient stérile et conservée en plusieurs aliquotes a -20 °C jusqu'a ce qu'elle soit
analysée et décongelée uniqguement avant |'analyse.

Analyse des échantillons sanguins

Détermination des ROS par résonance paramagnétique électronique (RPE)

Un instrument de résonance paramagnétique électronique (E-Scan-Bruker BioSpin,
GmbH, Rheinstetten, Allemagne) en bande X, avec un contréleur de température a 37 °C
interfacé au spectromeétre, a été adopté pour le taux de production de ROS, comme déja
réalisé par certains auteurs[222-225]. Les mesures RPE sont hautement reproductibles,
comme cela a été démontré précédemment[226] La RPE est la seule technique non invasive
adaptée a la mesure directe et quantitative des ROS. En particulier, la technique
spectroscopique (EPRS) est utilisée dans de nombreux domaines d'application, y compris la
biomédecine[227].La fiabilité et la reproductibilité des données RPE obtenues a l'aide de la
méthode RPE micro-invasive adoptée dans cette étude ont déja été rapportées
précédemment[228].

Brievement, pour la détection des ROS, 50 pL de plasma ont été traités avec un volume
égal de CMH (1-hydroxy-3-méthoxycarbonyl-2,2,5,5-tétraméthylpyrrolidine), puis 50 pL de
cette solution ont été placés a l'intérieur d'un tube capillaire RPE en verre dans la cavité du
spectrometre pour l'acquisition des données. Un radical stable CP (3-Carboxy-2,2,5,5-
tétraméthyl-1-pyrrolidinyloxy) a été utilisé comme référence externe pour convertir les
valeurs ROS obtenues en valeurs quantitatives absolues (umol/min). Tous les spectres RPE ont
été générés en adoptant le méme protocole et obtenus en utilisant un logiciel standard fourni
par Bruker (Billerica, MA, USA) (version 2.11, WinEPR System).
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Capacité antioxydante totale

Le dosage de la capacité antioxidante équivalente a l'acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchromane-2-carboxylique (Trolox), une méthode commerciale en kit largement
utilisée, a été utilisé. Brievement, 10 uL de plasma ont été ajoutés en double a 10 uL de
méthyoglobine et 150 pL de la solution de chromogene ; ensuite, les réactions ont été initiées
par I'ajout de 40 uL de H202, comme indiqué dans les instructions (n°® 709001, Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Les mélanges de réactions ont été incubés a température
ambiante pendant 3 minutes, puis lus en mesurant le signal d'absorbance a 750 nm a l'aide
d'un spectrophotomeétre lecteur de microplaques Infinite M200 (Tecan, Grédig, Autriche). Une
courbe d'étalonnage linéaire a été calculée a partir des réactions contenant du Trolox pur.

Superoxide Dismutase (SOD) et Catalase (CAT)

Les niveaux plasmatiques de SOD et de CAT ont été mesurés par dosage
immunoenzymatique (kits ELISA) conformément aux instructions du fabricant.
L'activité de la SOD a été évaluée a I'aide du kit de dosage de la SOD de Cayman (706002) qui
utilise un sel de tetrazolium pour détecter les radicaux superoxydes générés par la xanthine
oxydase et I'hypoxathine.
Une unité de SOD est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour provoquer une
mutation de 50 % du radical superoxyde, mesurée en variation d'absorbance (450 nm) par
minute a 25° et a un pH de 8,0.
L'activité de la CAT a été évaluée a l'aide du kit de dosage Cayman (707002) qui utilise la
fonction peroxydante de la CAT. La méthode est basée sur la réaction de I'enzyme avec le
méthanol en présence d'une concentration optimale de H202.
Le formaldéhyde produit est mesuré par colorimétrie avec Purpald (540 nm) comme
chromogeéne. Une unité de CAT est définie comme la quantité d'enzyme qui provoque la
formation de 1 nmol de formaldéhyde par minute a 25°C.
Tous les échantillons et les étalons ont été lus par un spectrophotomeétre lecteur de
microplaques (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suisse).
Les déterminations ont été évaluées en double et le coefficient de variation inter-essais se
situait dans la fourchette indiquée par le fabricant.

Aminothiols totaux (CYS : cystéine ; CYSGLY : cystéinylglycine et GSH : glutathion)

Les aminothiols totaux et réduits (CYS : cystéine ; CYSGLY : cystéinylglycine ; et GSH :
glutathion) ont été mesurés dans les érythrocytes (pour le GSH) et le plasma (pour le CYS et le
CYSGLY), selon des méthodes validées précédemment [229, 230], a température ambiante
par une analyse CLHP isocratique sur une colonne Discovery C-18 (250 x 4,6 mm I.D, Supelco,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), éluée avec une solution d'un tampon acétate 0,1 M, pH
4,0 méthanol, 81:19 (v/v), a un débit de 1 mL/min. Les intensités de fluorescence ont été
mesurées avec une longueur d'onde d'excitation a 390 nm et une longueur d'onde d'émission
a 510 nm, a l'aide d'un spectrophotometre de fluorescence (Jasco, Tokyo, Japon). Une courbe
d'étalonnage standard a été utilisée pour les échantillons analysés.
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Analyse des échantillons d'urine

Métabolites de I'oxyde nitriqgue (NO2 + NO3)

Les concentrations de NOx (NO2 + NO3) ont été déterminées dans |'urine par une
méthode colorimétrique basée sur la réaction de Griess, a I'aide d'un kit commercial (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA), comme décrit précédemment [231]. Les échantillons ont fait
I'objet d'une lecture spectrophotométrique a 545 nm.

8-Isoprostane (8-1so-PGF2a)

Les niveaux de 8-iso-PGF2a ont été mesurés a l'aide d'un kit d'immuno-essai EIA
(Cayman Chem- ical, Ann Arbor, MI, USA) dans l'urine. Il s'agit d'un biomarqueur pour
I'évaluation des dommages causés par la peroxydation des lipides. Les échantillons et les
étalons ont fait I'objet d'une lecture spectrophotométrique a 412 nm. Les résultats ont été
normalisés en fonction des valeurs de la créatinine urinaire.

Interleukine-6

Les niveaux d'IL-6 ont été déterminés a l'aide du kit ELISA (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA, USA) basé sur la technique du double anticorps "sandwich", conformément
aux instructions du fabricant.
Tous les échantillons et étalons susmentionnés ont été lus a I'aide d'un spectrophotométre
lecteur de microplaques (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suisse). Les
déterminations ont été évaluées en double et le coefficient de variation inter-essais se situait
dans la fourchette indiquée par le fabricant.

Concentrations de créatinine, de néoptérine et d'acide urique

Les concentrations urinaires de créatinine, de néoptérine, d'interleukine 6 (IL-6) et
d'acide urique ont été mesurées par chromatographie liquide a haute pression (CLHP), comme
décrit précédemment [221], a I'aide d'un instrument Varian (pompe 240, échantillonneur
automatique ProStar 410, Spectralab Scientific Inc, Markham, ON, Canada) couplé a un
détecteur UV-VIS (Shimadzu SPD 10-AV, A = 240 nm, Spectralab Scientific Inc., pour la
créatinine et I'acide urique ; et JASCO FP-1520, Aex = 355 nm et a Aem = 450 nm, Spectralab
Scientific Inc., pour la néoptérine).

Apres centrifugation de I'urine a 1500x g a 4 °C pendant 5 min, les procédures de
séparation analytique ont été effectuées a 50 °C sur une colonne analytique Discovery C18 de
5 um (250 x 4,6 mm |.D., Supelco, Sigma-Aldrich, Merck Life Science S.r.l., Milano, Italie) a un
débit de 0,9 mL/min. Les courbes d'étalonnage étaient linéaires sur la plage de 0,125-1
umol/L, 0,625-20 mmol/L et 1,25-10 mmol/L pour les taux de néoptérine, d'acide urique et de
créati- nine, respectivement. Les coefficients de variation inter-essais et intra-essais étaient
<5%.
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Echelle visuelle analogique (EVA)

L'humeur subjective, le bien-étre général/malaise, le repos/la fatigue, les maux de
téte, le sommeil et les nausées ont été évalués a I'aide d'une échelle visuelle analogique (EVA)
de 0 a 100 mm. Ce systéme de notation a déja été suggéré pour évaluer l'inconfort et/ou le
malaise général[232]. Compte tenu de son utilité pour d'autres évaluations cliniques, I'EVA a
été jugée appropriée pour tester la perception subjective des effets de [|'hypoxie
normobare[233, 234].

Analyse statistique

Hypoxie normobare

La normalité des résultats a été vérifiée a l'aide du test de Shapiro-Wilk. Les
comparaisons entre les résultats a différents moments et la ligne de base ont été effectuées
a l'aide de tests ANOVA a une voie a mesures répétées lorsque les résultats avaient une
distribution gaussienne. Dans le cas contraire, un test de Friedman a été appliqué. Les
comparaisons entre les groupes exposés a 10 % et 15 % ont été effectuées a I'aide d'un test t
non apparié (paramétrique) ou d'un test de Mann-Whitney (non paramétrique). Toutes les
données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (ET). Tous les tests statistiques
ont été réalisés a I'aide d'un logiciel statistique standard, GraphPad Prism version 9.5.1. pour
PC (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Un seuil de p < 0,05 a été considéré comme sta-
tistiguement significatif. La taille de I'échantillon nécessaire pour une analyse de variance a
mesures répétées (Friedman) a été calculée a I'aide du logiciel G*power calculator 3.1.9.7
(Heinrich-Heine- Universitat, Dusseldorf, Allemagne) (taille de I'effet = 0,65, erreur alpha =
0,05, puissance = 0,80), et le nombre de participants requis pour cette étude était de six dans
chaque groupe, ce qui correspond a des études antérieures[209].

Hyperoxie normobare

La normalité des données a été vérifiée au moyen du test de Shapiro-Wilk, qui nous a
permis de supposer une distribution gaussienne. Par rapport a la ligne de base (TO-pré-
exposition), les données ont été analysées a l'aide d'une ANOVA a sens unique pour les
mesures répétées, avec un test post hoc de Dunnett pour les comparaisons intragroupes. Un
test t non apparié a été utilisé pour les comparaisons entre groupes. En prenant les mesures
de base comme 100% (T0), les changements en pourcentage ou en pli ont été calculés pour
chaque protocole d'oxygene, ce qui permet d'apprécier I'ampleur du changement plutot que
les valeurs absolues. Toutes les données ont été présentées sous forme de moyenne * écart-
type (ET).

Tous les tests statistiques ont été réalisés a I'aide d'un logiciel statistique standard, GraphPad
Prism version 9.00 pour Mac (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Un seuil de p < 0,05 a
été considéré comme statistiqguement significatif.
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Hyperoxie hyperbare

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide de GraphPad Prism 10 pour Mac (La
Jolla, CA, USA). Les données sont exprimées en pourcentage des valeurs avant exposition. En
prenant les mesures de base comme 100%, le pourcentage ou les changements de pli ont été
calculés pour chaque temps de mesure, ce qui permet d'apprécier I'ampleur du changement
plutét que les valeurs absolues. La différence entre le pourcentage des valeurs avant
exposition et 100 % a été comparée par un test t bilatéral a un échantillon lorsque la normalité
de I'échantillon était atteinte, telle qu'évaluée par les tests de d'Agostino et de Pearson. Dans
le cas contraire, le test non paramétrique de la somme des rangs de Wilcoxon a été utilisé. Les
comparaisons entre les groupes 1,4 ATA et 2,5 ATA ont été effectuées a l'aide du test t non
apparié (paramétrigue) ou du test de Mann-Whitney (non paramétrique). Parallelement, pour
évaluer les différences dans les valeurs de base entre les conditions, une ANOVA a deux voies
a été réalisée avec la pression d'oxygene (1,4 ATA et 2,5 ATA) et le temps apres I'exposition.
Lorsque la sphéricité n'était pas supposée, les effets principaux et les interactions de I'analyse
de la variance (ANOVA) ont été interprétés avec la correction de Greenhouse-Geisser. Les
comparaisons multiples corrigées par Sidak ont été utilisées pour analyser les interactions et
les effets principaux significatifs. Le niveau alpha a été fixé a 0,05. Les données sont présentées
sous forme de moyenne (M) * écart-type (ET). Le niveau de signification a été fixé a p < 0,05.
La taille de I'échantillon requise pour une analyse de variance a mesures répétées a été
calculée a l'aide du logiciel G*power calculator 3.1.9.7 (Heinrich-Heine-Universitat,
Disseldorf, Allemagne) (taille de I'effet = 0,65, erreur alpha = 0,05, puissance = 0,80), et le
nombre requis de participants pour cette étude était de 6 dans chaque groupe, ce qui
correspond a des études antérieures[209].
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Résultats

Cinétique de réponse au stress oxydant apres 60 minutes a différents niveaux
(10 % ou 15 %) d'exposition a I'hypoxie normobare

Résumé :

L'hypoxie aigué (HA) est courante chez les travailleurs en altitude et les pilotes. Les
protocoles d'HA intermittents a faible dose offrent des avantages, mais les effets a long terme
nécessitent une compréhension approfondie. Des variations d'oxygéne inspiré peuvent
influencer des marqueurs comme |I'hémoglobine et I'lL-6. L'incorporation de I'hypoxie dans
I'entrailnement intense a des effets variables sur la performance. Les ROS générées par une
exposition sévere peuvent faciliter la progression de maladies, tandis qu'un programme
d'exposition intermittente gagne en popularité comme traitement. Le meilleur protocole pour
une exposition aigué n'est pas clair. La cinétique des réponses cellulaires a I'hypoxie doit étre
comprise avant d'appliquer des séances intermittentes. Cette étude vise a observer les des
réponses cellulaires apres une exposition unique a des fractions d'oxygene de 10% et 15%.

14 sujets non-fumeurs en bonne santé (6 femmes et 8 hommes, age : 32,2 + 13,3 ans
(moyenne + écart-type), taille : 169,1 + 9,9 cm et poids : 61,6 + 16,2 kg) se sont portés
volontaires pour I'étude. Des échantillons de sang ont été prélevés avant et 30 min, 2 h, 8 h,
24 h et 48 h aprés une exposition hypoxique d'une heure. Le niveau de stress oxydatif a été
évalué en considérant les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), les métabolites de I'oxyde
nitrique (NOx), la peroxydation lipidique et I'inflammation immunitaire par l'interleukine-6 (IL-
6) et la néoptérine, tandis que les systemes antioxydants ont été observés en termes de la
capacité antioxydante totale (TAC) et les urates.

Les données présentées confirment une augmentation significative de la production
d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) lors d'une hypoxie modérée ou extréme sur une courte
période, corroborant des études antérieures. L'augmentation de la production de ROS est plus
rapide et plus importante avec I'augmentation de I'hypoxie, mais les niveaux reviennent pres
de la ligne de base aprés 48 heures de récupération. L'inhibition du complexe | mitochondrial
par I'hypoxie intermittente active le NOx (NADPH oxydase), augmentant ainsi la production
de ROS. Une augmentation de la production de NOx, en particulier apres 2 heures, indique
une activité précoce du NO en tant que captateur de ROS.

Une diminution de I'excrétion urinaire de I'acide urique (UA) aprés une respiration a 15%
d'oxygene suggere une consommation d'UA comme antioxydant. L'UA agit efficacement
comme un éliminateur de radicaux libres. L'augmentation de I'excrétion de créatinine suggere
une augmentation du catabolisme de la créatine, qui pourrait agir comme un protecteur
mitochondrial. L'initiation de 8-iso-PGF2a, un marqueur de la peroxydation lipidique par les
ERO, a été observée a 2 heures. Une stimulation du systéeme immunitaire a été constatée avec
une augmentation de la néoptérine, réagissant rapidement apreés le pic de ROS.

Toutes les contre-mesures rénales semblent avoir un role antioxydant efficace lors
d'expositions hypoxiques courtes. L'hypoxie aigué stimule la production d'IL-6 et la
polarisation des macrophages M1, activant la voie de signalisation NRF2 pour maintenir
I'hnoméostasie redox. Ces résultats suggerent des mécanismes adaptatifs bénéfiques lors
d'expositions hypoxiques courtes.
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Abstract: In this study, the metabolic responses of hypoxic breathing for 1 h to inspired frac-
tions of 10% and 15% oxygen were investigated. To this end, 14 healthy nonsmoking subjects
(6 females and 8 males, age: 32.2 + 13.3 years old (mean =+ SD), height: 169.1 + 9.9 cm, and weight:
61.6 + 16.2 kg) volunteered for the study. Blood samples were taken before, and at 30 min, 2 h,
8 h, 24 h, and 48 h after a 1 h hypoxic exposure. The level of oxidative stress was evaluated by
considering reactive oxygen species (ROS), nitric oxide metabolites (NOx), lipid peroxidation, and
immune-inflammation by interleukin-6 (IL-6) and neopterin, while antioxidant systems were ob-
served in terms of the total antioxidant capacity (TAC) and urates. Hypoxia abruptly and rapidly
increased ROS, while TAC showed a U-shape pattern, with a nadir between 30 min and 2 h. The
regulation of ROS and NOx could be explained by the antioxidant action of uric acid and creatinine.
The kinetics of ROS allowed for the stimulation of the immune system translated by an increase in
neopterin, IL-6, and NOx. This study provides insights into the mechanisms through which acute
hypoxia affects various bodily functions and how the body sets up the protective mechanisms to
maintain redox homeostasis in response to oxidative stress.

Keywords: hypoxia; oxygen biology; cellular reactions; human; oxygen therapy; human
performance; decompression

1. Introduction

Acute hypoxia (AH) is an environmental condition that is regularly encountered, for
example, by mine workers or telescope operators going to high altitudes, or by pilots flying
at high altitudes [1]. Intermittent acute hypoxia is also a therapeutic approach that is of
growing interest in scientific research because of its (often unrecognized) beneficial effects,
as well as its adverse effects. Indeed, low-dose repetitive AH protocols have demonstrated
numerous benefits, such as reducing hypertension [2], reducing inflammation [3], improv-
ing aerobic capacity [4], increasing bone mineral density [5], and improving memory [6-9]
and cardiovascular function [10,11]. Furthermore, the positive effects of low-dose AH

Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 10188. https:/ /doi.org/10.3390/1jms241210188

https://www.mdpi.com/journal/ijms

45



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 10188

20f 14

do not seem to be associated with detectable negative effects, such as systemic inflam-
mation [12]. However, in order to optimize the use of AH as a therapeutic approach, it
is important to maximize its benefits while avoiding any adverse effects. Hypoxia can
have deleterious effects during stroke or cancer [13] and may negatively affect vascular
function [14] or even cause altitude sickness in healthy mountaineers [15]. Of course, these
harmful effects generally result from oxygen deprivation at lower oxygen fractions or for
longer periods [16].

At the same time, it has been shown that intermittent variations in the inspired oxygen
level, whether to hypoxia or hyperoxia, can also lead to multiple effects such as an increase
in hemoglobin [17] or the stimulation of hypoxia-inducible factor 1-alpha, inflammatory
markers such as nuclear factor kappa B and interleukin-6 (IL-6), antioxidant proteins as
nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (NRF2) and micro-RNAs [18].

Some authors have attempted to use hypoxia during training sessions to achieve an in-
creased training benefit [19,20] by coupling high-intensity exercise sessions with simulated
altitude. However, incorporating hypoxia into all high-intensity interval sessions had little
effect on performance compared with normoxia training [21,22]. Other studies suggest that
short-term exposure to hypoxic air during intense training can favorably remodel skeletal
muscle [23-25]. However, there is no visible benefit to endurance performance, particularly
in well-trained athletes [26].

It is known that reactive oxygen species (ROS) and the cellular redox state play a
major role in modulating many signaling pathways. In moderate amounts, ROS are
important for physiological processes, leading to positive cellular adaptive responses, while
large amounts of ROS can damage lipids, proteins, and DNA, and lead to pathological
responses [18]. Therefore, the exposure of healthy individuals or patients to severe hypoxia
could potentially generate high levels of ROS and facilitate disease progression [27]. In
contrast, a training program consisting of 15 to 24 sessions of intermittent exposure to
severe hypoxia has gained popularity as a treatment in patients with a variety of chronic
conditions [28-30]. Currently, the best protocol for acute exposure to severe hypoxia (in
combination with normoxia or hyperoxia) to reach the best outcomes associated with a
beneficial change in the redox status is not known [16,31,32]. Depending on the duration
and severity of the hypoxia exposure, the effects on the different cellular functions can be
positive or deleterious. It is therefore important to understand its kinetics after a single
exposure before implementing intermittent hypoxia sessions for patient treatment or for
training reasons, since the time between sessions is crucial to achieve optimal outcomes
and different cell reactions could be targeted depending on the dose and repetitions [33,34].
The objective of this study is thus to observe the effects of oxy-inflammation over time in
response to a single exposure to normobaric hypoxia at two different inspired fractions of
oxygen (FiO,): 10% and 15%.

2. Results
2.1. ROS and NOx Rate, Antioxidant Response (TAC), and 8-Isoprostane (8-iso-PGF2a) Levels
after One Hour of Oxygen Exposure at an FiO, of 10% and 15%

Both levels of oxygen exposure, severe (10%) and mild (15%), elicited a significant
increase in plasmatic ROS production rate, with a steeper increase and slower reduction
for severe exposure (Figure 1A). Exposure to severe hypoxia produced more ROS than
mild exposure and showed a pattern characterized by a significant increase, with a peak
after 30 min for both 10% hypoxia (0.32 + 0.03 pmol-min~! compared with baseline;
p = 0.0015; size effect = 0.16) and 15% hypoxia (0.27 & 0.02 |,Lmol-min‘1 ; p < 0.001; size
effect = 0.24). This peak plateaus for about 2 h quantity of ROS decreases slowly until
48 h. The difference between the two levels of exposure disappeared after 24 h (p = 0.87).
The antioxidants (TAC) (Figure 1B) decreased, with a nadir at 30 min for the 10% FiO,
group (1.52 + 0.22 mM; p = 0.0017; size effect = 0.50) and at 2 h for the 15% FiO, group
(1.70 = 0.20 mM; p = 0.0010; effect size = 0.2496). Antioxidants decreased more rapidly after
severe hypoxia than after mild hypoxia (p = 0.0191). Notably, 8-isoprostane (pg/mg creati-
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nine) (Figure 1C) followed the exact same trend for both levels of oxygen exposure, with a
peak at 2 h (553 + 199 pg-mg ! creatinine after 10% hypoxia; p = 0.0461; size effect = 0.64 vs.
489 + 161 pg-mg~! creatinine after 15% hypoxia; p = 0.0046; size effect = 0.35). After 48 h, the
values returned to baseline for both levels of exposure (10%: 259 + 91 pg-mg~! creatinine;
p =0.4499 and 15%: 325 + 103 pg-mg ! creatinine; p > 0.9999). Nitric oxide metabolites
(Figure 1D) showed a peak 2 h after acute exposure to 10% oxygen compared with baseline
(516 + 132 uM; p = 0.013; size effect = 0.51), while no significant difference was observed
after exposure to 15% oxygen (p = 0.1303; size effect = 0.27).
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Figure 1. Evolution of ROS production rate (A), antioxidant response (TAC) (B), 8-iso-PGF2a (C),
and NOx (D) after 60 min of mild (15%, n = 8) or severe hypoxia (10%, n = 6). Results are expressed
as mean = SD. TO represents the pre-exposure baseline. Intra-group comparisons between results at
TO and each other time point are represented above and below the respective curves. Inter-group
comparisons between 10% and 15% of oxygen exposure when significant are shown between the two
curves (ns: not significant; *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001).

2.2. Inflammatory Response (IL-6, Neopterin, Creatinine, and Uric Acid) after One Hour of
Oxygen Exposure at an FiO; of 10% or 15%

Interleukin 6 (IL-6) was measured in plasma samples while neopterin, creatinine, and
urates were obtained from urine samples (Figures 2 and 3).
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Figure 2. Evolution of the inflammatory response after 60 min of mild (15%, n = 8) or severe hypoxia
(10%, n = 6) for interleukin-6 (IL-6) (A) and neopterin (B). Results are expressed as mean =+ SD.
TO represents pre-exposure values. Intra-group comparisons between results at TO and each other
time point are represented above and below the respective curves. (ns: not significant; *: p < 0.05;
**: p <0.01;**: p < 0.001).
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Figure 3. Evolution of urinary markers after 60 min of mild (15%, n = 8) or severe hypoxia (10%,
n = 6) for creatinine (A) and uric Acid (B). Results are expressed as mean =+ SD. T0 represents
pre-exposure values. Intra-group comparisons between results at TO and each other time point are
represented above and below the respective curves. Inter-group comparisons between 10% and 15%
of oxygen exposure when significant are shown between the two curves (ns: not significant; *: p <0.05,
**: p <0.01; intragroup: Friedman; intergroup: unpaired f-test).

IL-6 showed a significant increase compared with the baseline, until reaching its peak
at 8 h for the 10% group (2.7 £ 0.57 pg/mL; p = 0.0203; effect size = 0.72). Contrary to
severe hypoxia, mild hypoxia (15%) showed a significant increase from 8 h post-exposure
(2.5 £ 0.28 pg/mL; p = 0.0179), with a peak at 24 h (2.7 & 0.34 pg/mL; p = 0.0001), and
slowly decreased until 48 h.

Neopterin showed a similar trend during the first 30 min for mild (15%) and severe
(10%) hypoxia and reached its peak at 2 h for severe hypoxia (130.6 £ 25.6 umol/mol
creatinine; p = 0.1475; effect size = 0.52) and at 8 h for mild hypoxia (153.0 & 61.1 umol/mol
creatinine; p = 0.0441; effect size = 0.13). The values returned to baseline after 48 h for the
two levels of hypoxia.

Compared with the baseline, creatinine and urates in urine exhibited an opposite
U-shaped response, with creatinine’s acme at 2 h post-exposure (10%: 1.11 £ 0.32 g/L;
p = 0.0192; effect size = 0.17 vs. 15%: 1.68 + 0.47 g/L; p = 0.0488; effect size = 0.10) and
urates’ nadir between 30 min and 2 h for severe hypoxia (10%) (30 min: 4.22 & 0.96 mg/dL;
p =0.3312; 2 h: 4.0 £ 0.78 mg/dL; 0.3427; effect size = 0.13) and between 8 h and 24 h for
mild hypoxia (15%) (8 h: 4.23 & 0.89 mg/dL; p = 0.0041; 24 h: 4.33 + 1.5 mg/dL; p = 0.0084;
size effect = 0.18) (Figure 3).

2.3. Discomfort Perceived—Visual Analog Scale (VAS)

No subject developed malaise, tiredness, headaches, sleepiness, or nausea upon
exposure to one hour of hypoxia, neither with 10% nor with 15% exposure. However,
hypoxia at 10% (equivalent to an altitude of approximately 5700 m) was felt to be less
comfortable than that at 15% (roughly 2500 m altitude) (81.0 & 10.6% of declared discomfort
vs. 12.9 + 5.4% of declared discomfort, respectively; p > 0.001).

3. Discussion

The presented data confirm the results of previous studies by highlighting a significant
increase in ROS production [35-38] during a short period of moderate or extreme hypoxia.
We observed a faster and larger increase in ROS production as hypoxia increased. However,
after 48 h of recovery, ROS levels returned close to the baseline. It is known that the
mitochondrial complex I is inhibited by intermittent hypoxia through the activation of NOx
(NADPH oxidase), thereby increasing the production of ROS [39]. In various situations,
electrons escaping from enzymatic and nonenzymatic reactions initiate the production of
ROS, represented by superoxide anion (O,*~), hydrogen peroxide (H0,), and hydroxide
(HO®) [40]. In an aqueous solution, O,*~ has a half-life of approximately 4 usec, which
gives it the ability to scatter over a distance ranging from 150 to 220 nm [41,42]. Thus,
0,°*" can react at various locations beyond where it is generated and, as a result, can affect
surrounding molecules and organelles more extensively than HO®. However, this distance
is insufficient for extracellularly produced O,*~ to move within a cell. Therefore, O,*~
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generated inside the cell has the ability to damage various cellular components, including
DNA, organelles, and cellular membranes’ phospholipids. Our results are in agreement
with this assumption since we observed an increase in 8-iso-PGF2« 2 h after the two levels
of exposure, slightly delayed after the increase in ROS occurring 30 min after exposure.

It has been demonstrated that acute hypoxic conditions induce mitochondrial
fission [43]. This reduction in mitochondrial fusion is further described in hypoxia-
reoxygenation situations and is caused by decreased ATP production [44]. This adaptation
appears to be a countermeasure to maintaining mitochondrial ROS production at a balanced
level [45]. Furthermore, we observed an increase in NOx production, with a peak after 2h
and still significant after 8 h. Due to its radical nature, the reaction between superoxide
and NO proceeds in a limited manner through diffusion (with a rate constant of k = 1.9 x
1010 M~1s~1) [46], which is faster than the SOD-catalyzed dismutation of superoxide. The
advantage of trapping superoxide ions is to eliminate the radical electrons at an early stage,
thereby halting subsequent radical chain reactions [40]. Indeed, our results suggest that the
peak of NOx at 2 h occurring after the peak of ROS (30 min) indicates an early activity of NO
as a ROS scavenger. This is further confirmed by the nonsignificant changes in NOx during
normobaric hypoxia. This is consistent with previous findings [35], where the activity of
GPX and SOD was not significantly increased after normobaric hypoxia [47]. Considering
the abundant production of NO, the ability of NO to scavenge superoxide appears to be
comparable to the activity of intracellular SOD and may even be more effective. However,
the resulting ONOO- produced from this reaction is a powerful oxidant and is toxic to
cells when produced in excess beyond the antioxidant capacity [48]. However, currently,
new lines of evidence suggest a beneficial action of ONOO-. In the vascular system, for
instance, moderate levels of ONOO- appear to stimulate prostaglandin synthesis and play
a role in cellular signal transduction reactions [49]. Furthermore, under inflammatory con-
ditions, the simultaneous production of NO and ONOO- suggests that the detoxification of
superoxide by NO exceeds the cytotoxic action of ONOO- [50].

Although H>0; was not directly measured, we hypothesize that the increase in NOx,
in particular NO,, may reflect the onset of an adaptive activity by angiogenesis [51].

In this study, we observed a decrease in urinary uric acid (UA) excretion, more clearly
expressed after 15% of oxygen breathing. This suggests a consumption of uric acid as
an antioxidant.

In fact, an evolutionary advantage of UA has been proposed by demonstrating its
strong capacity to eliminate free radicals, making it an excellent scavenger [52]. Studies
have shown that UA contributes up to 60% to the elimination of free radicals in human
serum [53]. Furthermore, the systemic administration of UA has been associated with
an increase in plasma antioxidant capacity, both at rest and after exercise, in healthy
subjects [54,55]. Interestingly, after 48 h, we observed a return to baseline levels, suggesting
that UA plays an antioxidant role without shifting to its function as a pro-oxidant [56].

Moreover, we observed an increase in urinary creatinine excretion, with a zenith 2 h
after exposure to 10% and 15% hypoxia. This suggests an increase in creatine catabolism.
Although the antioxidant mechanism of creatine is not yet fully understood, it has been
shown to contribute to cellular homeostasis, particularly as a mitochondrial protector [57].

In our experimental setting, no muscular activity was present. Therefore, we believe
creatinine excretion is a marker of its antioxidant activity. In fact, it is known that, in
response to acute high-altitude exposures with muscular activity, hyperventilation causes
alkalosis. The kidneys compensate for this alkalosis by excreting excess bicarbonate and re-
taining hydrogen ions to reduce respiratory alkalosis [58]. Our results are then in agreement
with the putative (not yet fully known) mechanism of action of creatine as an antioxidant.
However, it has been shown to increase the activity of antioxidant enzymes and the capa-
bility to eliminate ROS and reactive nitrogen species [59-61]. We indeed found a globally
symmetrical reaction to creatinine on ROS production, NOx, neopterin, and 8-iso-PGF2a.

Interestingly, we observed an increase in the initiation of 8-iso-PGF2«, which is a
marker of lipid peroxidation by ROS [62,63], at 2 h post-exposure. Lipid peroxidation has
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its peak between 2 and 8 h; this relatively late reaction may be understood because of
creatin action (cf. supra).

Our study also showed an immune system stimulation. Indeed, the increasing con-
centration of neopterin can be monitored in medicine to evaluate the level of clinical
inflammation resulting from physical trauma, cardiovascular diseases, cancer, and bacterial,
parasitic, and/or viral infections [64-68]. A rapid increase in neopterin was also observed
(after 2 h) following the ROS peak without pathological reasons since the hypoxic stimulus
was of short duration and no other harmful situations (trauma, cardiovascular diseases, etc.)
were present. This rapid reaction is of interest, as it would counteract the inflammasome
complex favoring the NRF2 pathway, as already shown following mild “oxy-inflammation”
of 60 min [69]. This result is very interesting in the context of preconditioning protocols
with the aim of inhibiting inflammasomes [70].

Interestingly, neopterin modulation is inversely proportional to the importance of
hypoxia. Indeed, we observed a greater increase in neopterin after exposure to 15%
oxygen than after exposure to 10% oxygen. We speculate that a higher hyperoxia-induced
increase in ROS production could contribute to this difference, as already recently shown
in moderate hyperoxia compared with hypoxia (oxy-inflammation) [14].

All the renal countermeasures described seem to have an efficient antioxidant role
in these short hypoxic exposures together with significant TAC variations. This was not
found during longer hypoxic exposures [71].

Acute hypoxia stimulates the production of IL-6 and the polarization of M1
macrophages. IL-6 is increased via the induction of antioxidant response element and
nuclear factor kappa B (NF-kB) [72]. Furthermore, IL-6 (staying significantly high for 48 h)
activates the NRF2 signaling pathway, which allows for the expression of antioxidant genes
and maintains redox homeostasis [73]. Furthermore, it has recently been shown that NRF2
plays a key role in providing the preconditions for normobaric hypoxia to enhance exercise
endurance [74].

4. Limitations
Strengths:

—  This study is, to our knowledge, one of the first to tackle the kinetic responses to a
single short normobaric oxygen exposure at 10% and 15% of FiO»;

- The measurements were taken until 48 h post-exposure and putatively open the
avenue to new possible applications for hypoxic protocols;

—  The electron paramagnetic resonance (EPR) method used for ROS analysis is the actual
gold standard.

Weaknesses:

- The number of subjects was limited, but the sample can be considered homogenous
since all were healthy participants;

—  The analysis was not carried out in the nucleus of the cells but in the plasma. This
could be considered a weakness for some, but it would need a thoroughly different
experimental setting.

5. Materials and Methods
5.1. Experimental Protocol

After written informed consent, 48 healthy nonsmoking Caucasian subjects (32 males
and 16 females) volunteered for this study. None of them had a history of previous cardiac
abnormalities or were under any cardio- or vasoactive medication.

All experimental procedures were conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki [75] and approved by the Ethics Committee approval from the Bio-Ethical
Committee for Research and Higher Education, Brussels (No. B200-2020-088).

After medical screening to exclude any latent morbidity, participants were prospec-
tively randomized into six groups of 6-8 persons each. These groups were divided into
hypoxia (10% and 15% of FiO;), normobaric hyperoxia (30% and 100% of FiO; [34], and
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hyperbaric hyperoxia (1.4 ATA and 2.5 ATA) groups. All participants were asked to re-
frain from strenuous exercise for 48 h before the tests. No antioxidant nutrients, i.e., dark
chocolate, red wine, or green tea, were permitted 8 h preceding and during the study. The
subjects were also asked not to dive 48 h before the experiment and not to fly within 72 h
before the experiment.

Fourteen participants were subjected to mild hypoxia (15%, n = 8) and extreme hypoxia
(10%, n = 6) protocols. As far as age (10%: 34.0 & 13.7 years old (mean =+ SD) vs. 15%:
30.9 £ 13.8 years old; p > 0.05), height (10%: 168.2 £ 11.0 cm vs. 15%: 169.9 &+ 9.8 cm;
p > 0.05), weight (10%: 58.7 + 21.3 kg vs. 15%: 63.8 & 12.2 kg; p > 0.05), gender ratio, and
health status are concerned, groups were comparable.

Oxygen-depleted air (oxygen partial pressure: 0.1 bar; 100 hPa, n = 6 and 0.15 bar;
150 hPa, n = 8) was administered for 1 h by means of an orofacial nonrebreather mask with
a reservoir bag, care being taken to fit and tighten the mask on the subject’s face.

Hypoxic gas at the two levels (10% and 15%) was supplied using a hypoxia generator
and set to reach the chosen level of oxygen (HYP 123, Hypoxico-Hypoxico Europe GmbH,
Bickenbach, Germany). Both levels of exposure flow were calibrated by means of an
oximeter (Solo-O; Divesoft, Halkova, Czech Republic) in the mask used by the subject to
ascertain that the desired oxygen level was reached [34].

Blood and urine samples were obtained before exposure (T0) and 30 min, 2 h, 8 h,
24 h, and 48 h after the end of oxygen administration (Figure 4). Previous experiments
have shown that cellular responses after different oxidative exposures may take up to 24 h
or even more. Therefore, we decided to take blood samples up to 48 h [14,18,69,76].

I Assessment of eligibility and invitation to participate (n= 14) I

|

Obtaininformed consent for :
. 10% and 15% O2 exposure (n= 6 +8)
. Venousblood collectionat TO (pre-exposure) and T1 (30 min), T2 (2h), T3
(8h), T4 (24h) and T5 (48h) post-exposure.

l

Pre-test at baseline T0 =30 min pre-exposure
. Venous blood samples on EDTA and Heparin tubes (n = 14) [ROS, TAC]
. Urine [NOx, 8-iso-PGF2q, IL-6, Creatinine, Neopterin, Uric acid]

|

Oxygen-depleted air exposure
. For 1 hour at 10% (n=6) and 15% (n = 8) oxygen

l

Post test: Sampling 30 min (T1), 2h (T2), 8h (T3), 24h (T4) and 48h (T5)
after exposure
. Venous blood samples on EDTA and Heparin tubes (n = 14)
[ROS, TAC]
. Urine [NOx, 8-iso-PGF2aq, IL-6, Creatinine, Neopterin, Uric acid]

Enrollment

Follow-up

Figure 4. Experimental flowchart.

Each blood sample consisted of approximately 15 mL of venous human blood collected
in lithium heparin and EDTA tubes (Vacutainer, BD Diagnostic, Becton Dickinson, Italia
S.p.a., Florence, Italy). Plasma and red blood cells (RBCs) were separated via centrifugation
(Eppendorf Centrifuge 5702R, Darmstadt Germany) at 1000x g at 4 °C for 10 min. The

51



Int. ]. Mol. Sci. 2023, 24, 10188

8of 14

samples were then stored in multiple aliquots at —80 °C until assayed; analysis was
performed within one month of sample collection.

Urine was collected by voluntary voiding in a sterile container and stored in multiple
aliquots at —20 °C until assayed and thawed only before analysis.

5.2. Blood Sample Analysis
5.2.1. Determination of ROS Using Electron Paramagnetic Resonance (EPR)

An electron paramagnetic resonance instrument (E-Scan—Bruker BioSpin, GmbH,
Rheinstetten, Germany) X-band, with a controller temperature at 37 °C interfaced to the
spectrometer, was adopted for ROS production rate, as already performed by some of
the authors [77-80]. EPR measurements are highly reproducible, as previously demon-
strated [81]. EPR is the only noninvasive technique suitable for the direct and quantitative
measurement of ROS. In particular, the spectroscopic technique (EPRS) is used in many
fields of application, including biomedicine [82]. The reliability and reproducibility of EPR
data obtained using the micro-invasive EPR method adopted in this study have already
been reported previously [83].

Briefly, for ROS detection, 50 uL of plasma was treated with an equal volume of
CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine), and then 50 uL of
this solution was placed inside a glass EPR capillary tube in the spectrometer cavity for
data acquisition. A stable radical CP (3-Carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy) was
used as an external reference to convert the obtained ROS values into absolute quantitative
values (umol/min). All EPR spectra were generated by adopting the same protocol and
obtained by using a standard software program supplied by Bruker (Billerica, MA, USA)
(version 2.11, WinEPR System).

5.2.2. Total Antioxidant Capacity (TAC)

The 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox)-equivalent an-
tioxidant capacity assay, a widely used kit-based commercial method, was used. Briefly,
10 uL of plasma was added in duplicate to 10 pL of metmyoglobin and 150 uL of the
chromogen solution; then, reactions were initiated through the addition of 40 uL of H,O,,
as indicated by the instructions (No. 709001, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Re-
action mixtures were incubated at room temperature for 3 min and then read by measuring
the absorbance signal at 750 nm using an Infinite M200 microplate reader spectropho-
tometer (Tecan, Grodig, Austria). A linear calibration curve was computed from pure
Trolox-containing reactions.

5.3. Urine Sample Analysis
5.3.1. Nitric Oxide Metabolites (NO,+NO3)

NOx (NO,+NO3) concentrations were determined in urine via a colorimetric method
based on the Griess reaction, using a commercial kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), as previously described [84]. Samples were spectrophotometrically read at 545 nm.

5.3.2. 8-Isoprostane (8-iso-PGF2x)

Levels of 8-iso-PGF2o were measured using an immunoassay EIA kit (Cayman Chem-
ical, Ann Arbor, MI, USA) in urine. This is a biomarker for lipid peroxidation and damage
assessment. Samples and standards were spectrophotometrically read at 412 nm. Results
were normalized using urine creatinine values.

5.3.3. Interleukin-6

IL-6 levels were determined using an ELISA assay kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), based on the double-antibody “sandwich” technique in accordance
with the manufacturer’s instructions.

All the above samples and standards were read using a microplate reader spectropho-
tometer (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Switzerland). The obtained values
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were assessed in duplicate, and the inter-assay coefficient of variation was in the range
indicated by the manufacturer.

5.3.4. Creatinine, Neopterin, and Uric Acid Concentrations

Urinary creatinine, neopterin, interleukin 6 (IL-6), and uric acid concentrations were
measured via high-pressure liquid chromatography (HPLC), as previously described [18],
using a Varian instrument (pump 240, autosampler ProStar 410, SpectraLab Scientific Inc.,
Markham, ON, Canada) coupled to a UV-VIS detector (Shimadzu SPD 10-AV, A = 240 nm,
SpectraLab Scientific Inc., for creatinine and uric acid; and JASCO FP-1520, Aex = 355 nm
and at Aem = 450 nm, SpectraLab Scientific Inc., for neopterin).

After the urine centrifugation of 1500x g at 4 °C for 5 min, analytic separation proce-
dures were performed at 50 °C on a 5 pum Discovery C18 analytical column
(250 x 4.6 mm LD., Supelco, Sigma-Aldrich, Merck Life Science S.rl, Milano, Italy)
at a flow rate of 0.9 mL/min. The calibration curves were linear over the range of
0.125-1 pmol/L, 0.625-20 mmol /L, and 1.25-10 mmol /L for neopterin, uric acid, and creati-
nine levels, respectively. The inter-assay and intra-assay coefficients of variation were <5%.

5.4. Visual Analog Scale (VAS)

Subjective mood, general wellness/malaise, restfulness/tiredness, headaches, sleepi-
ness, and nausea were evaluated using a 0-100 mm visual analog scale (VAS). This scoring
system was previously suggested for assessing discomfort and/or general malaise [85].
Based on its usefulness in performing other clinical evaluations, VAS was considered
suitable to test the subjective perception of normobaric hypoxia effects [37,86].

5.5. Statistical Analysis

The normality of the results was verified using the Shapiro-Wilk test. Comparisons
between results at different times and the baseline were carried out using repeated-measure
one-way ANOVA tests when the results had a Gaussian distribution. Otherwise, a Fried-
man test was applied. Comparisons between the 10% and 15% exposure groups were
performed using an unpaired #-test (parametric) or Mann-Whitney (nonparametric) test.
All data are presented as mean =+ standard deviation (SD). All statistical tests were per-
formed using a standard computer statistical package, GraphPad Prism version 9.5.1., for
PC (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A threshold of p < 0.05 was considered sta-
tistically significant. The sample size required for a repeated-measure analysis of variance
(Friedman) was calculated using G*power calculator 3.1.9.7 software (Heinrich-Heine-
Universitit, Diisseldorf, Germany) (effect size = 0.65, alpha error = 0.05, power = 0.80), and
the requisite number of participants for this study was six in each group, which parallels
previous studies [87].

6. Conclusions

A short duration (60 min) of extreme and moderate hypoxia led to a significant increase
in the production of reactive oxygen species (ROS), peaking 30 min after exposure and
slowly recovering after 48 h.

Renal function was astonishingly quickly activated to counteract such hypoxic stimuli,
using the antioxidant action of uric acid and creatinine to counteract ROS and NOx, together
with TAC significant variations.

We also found an increase in lipid peroxidation caused by ROS, starting at 2 h
post-exposure.

Finally, we observed an immune system stimulation through increasing concentra-
tions of neopterin. The rapid increase in neopterin following the ROS peak suggests a
counteraction to the inflammasome complex, favoring the NRF2 pathway. Interestingly,
neopterin modulation is inversely proportional to the importance of hypoxia. These small
variations are very interesting as preconditioning tools.
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Overall, this study provides insights into the mechanisms through which acute hy-
poxia affects various bodily functions and how the body responds to hypoxia-induced
oxidative stress. It also highlights the protective mechanisms that humans have in place to
maintain redox homeostasis in response to environmental stressors.
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Cinétique de la réponse au stress oxydant aprés 60 minutes d'exposition a des
hyperoxies normobares différentes (30% ou 100%).

Résumé :

L'oxygéne, essentiel au développement des organismes aérobies, est également utilisé
en thérapie médicale. Son utilisation s'étend au-dela de la correction de I'hypoxie, explorant
des applications dans le vieillissement, la dégénérescence du cartilage, la prédiabéte et la
neuroprotection. Les fractions d'oxygéne inhalées (FiO2), qu'elles soient hypoxiques ou
hyperoxiques, sont couramment utilisées dans divers contextes, tels que Ia
préconditionnement cardiovasculaire, I'entrainement sportif et les environnements
extrémes. Les especes réactives de l'oxygéne (ROS) agissent comme des signaux dans
I'hnoméostasie cellulaire, mais leur augmentation peut causer un stress oxydatif,
endommageant les composants cellulaires. Le stress oxydatif est lié a l'inflammation, au
systeme immunitaire et au métabolisme. Malgré l'identification de mécanismes, la cinétique
de la réponse cellulaire a différentes pressions partielles d'oxygene reste peu étudiée. Cette
étude vise a décrire cette cinétique aprés une seule exposition a des FiO2 variées (30% et
100%) dans des conditions normobares.

Nous avons examiné les réponses métaboliques a l'inhalation d'oxygéne normobare
pendant 1 heure, avec des fractions inspirées légeres (30%) et élevées (100%). Quatorze sujets
en bonne santé, non-fumeurs (7 hommes et 7 femmes ; age : 29,9 + 11,1 ans, taille : 168,2 +
9,37 cm ; poids : 64,4 + 12,3 kg ; IMC : 22,7 + 4,1), ont été assignés de maniere aléatoire aux
deux groupes. Des échantillons sanguins ont été prélevés avant l'inhalation, a 30 minutes, 2
heures, 8 heures, 24 heures et 48 heures aprés l'exposition unique a l'oxygene. Des
échantillons sanguins ont été prélevés avant l'inhalation, a 30 minutes, 2 heures, 8 heures, 24
heures et 48 heures apres I'exposition unique a I'oxygene. Le niveau d'oxydation a été évalué
par le taux d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et les niveaux d'isoprostanes. Les réactions
antioxydantes ont été observées par la capacité antioxydante totale (TAC), la superoxyde
dismutase (SOD) et la catalase (CAT). La réponse inflammatoire a été mesurée en utilisant
I'interleukine-6 (IL-6), la néoptérine, la créatinine et les urates.

Les résultats indiquent que I'inhalation d'oxygéne induit un stimulus hormétique avec
une augmentation de la production de ROS des 30 minutes aprés I'exposition. Les réponses
varient entre les groupes 100% et 30%, avec des différences statistiques a 48 heures. Les
niveaux d'isoprostanes montrent une peroxydation significative des lipides. L'absence de
réponse antioxydante intracellulaire suggere un état de "permissive oxidation". Les données
soulignent une modulation de la réponse cellulaire a l'oxygéne ciblé, confirmée par
I'expression de microparticules. Des réponses inflammatoires et des changements
métaboliques différenciés entre 30% et 100% d'oxygene sont observés, suggérant une
possible modulation immunitaire. Cette étude met en évidence le concept d'hormese chez les
mammiféres, soulignant la capacité d'adaptation aux stress par des réponses dynamiques de
réparation, de récupération et de toxicité au fil du temps. Les résultats mettent en lumiere
I'importance de comprendre la cinétique des mécanismes cellulaires en réponse a des
expositions variables d'oxygene.
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Abstract: Oxygen is a powerful trigger for cellular reactions and is used in many pathologies,
including oxidative stress. However, the effects of oxygen over time and at different partial pressures
remain poorly understood. In this study, the metabolic responses of normobaric oxygen intake
for 1 h to mild (30%) and high (100%) inspired fractions were investigated. Fourteen healthy non-
smoking subjects (7 males and 7 females; age: 29.9 + 11.1 years, height: 168.2 & 9.37 cm; weight:
64.4 +12.3 kg; BMI: 22.7 £ 4.1) were randomly assigned in the two groups. Blood samples were
taken before the intake at 30 min, 2 h, 8 h, 24 h, and 48 h after the single oxygen exposure. The level
of oxidation was evaluated by the rate of reactive oxygen species (ROS) and the levels of isoprostane.
Antioxidant reactions were observed by total antioxidant capacity (TAC), superoxide dismutase
(SOD), and catalase (CAT). The inflammatory response was measured using interleukin-6 (IL-6),
neopterin, creatinine, and urates. Oxidation markers increased from 30 min on to reach a peak at 8 h.
From 8 h post intake, the markers of inflammation took over, and more significantly with 100% than
with 30%. This study suggests a biphasic response over time characterized by an initial “permissive
oxidation” followed by increased inflammation. The antioxidant protection system seems not to be
the leading actor in the first place. The kinetics of enzymatic reactions need to be better studied to
establish therapeutic, training, or rehabilitation protocols aiming at a more targeted use of oxygen.

Keywords: normobaric oxygen paradox; hyperoxic-hypoxic paradox; hyperoxia; oxygen biology;
cellular reactions; human; oxygen therapy; human performance; decompression; diving

1. Introduction

Oxygen, the third most abundant element in the biosphere, is mostly known for its role
in the development and ability to sustain aerobic organisms [1], and it is administered as a
therapeutic agent [2]. Indeed, oxygen is considered as a cornerstone of modern medical care
within well-defined limits to mitigate adverse effects [3]. Nowadays, oxygen use is not only
limited to counteract hypoxia or restore patient saturation. New research paths have coined
the use of several inhaled oxygen fractions (FiO,) in the physiology of aging [4,5], such as
cartilage degeneration [6], prediabetes [7], or neuroprotection [8]. It must be acknowledged
that variable FiO,, hypoxic or hyperoxic, is already relatively common, for instance, for
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preconditioning in cardiovascular disease [9,10], sports training [11], and before exposure
to challenging environments such as scuba diving [12], high altitude military parachute
freefall [13,14], and space flight activities [15].

Under physiological conditions, unstable molecules derived from oxygen called reac-
tive oxygen species (ROS; i.e., superoxide anions (O2e-), hydroxyl radicals (¢OH), peroxyl
radicals (ROOe), and alkoxy radicals (ROe)), are primary signals to modulate several
pathways involved in homeostasis and cell proliferation/differentiation/survival [16,17].

ROS increase due to environmental and /or chemical stimuli. When ROS increase
and the endogenous antioxidant system (enzymatic and/or non-enzymatic) is perturbed,
oxidative stress is triggered. This results in damage to lipids, proteins, and DNA [18-20].

Furthermore, it is known that oxidative stress, inflammation, the immune system, and
metabolism are intricately intertwined [21,22]. Specific inflammatory cytokines utilize ROS
as part of their signaling cascades, and these can contribute to the development and/or
progression of acute or chronic inflammatory responses [23].

Our previous works highlighted the non-linearity of the dose-response curve, which
makes the definition of an optimal oxygen dose difficult.

Based on the current literature, several factors such as FiO, [11,15,24,25], duration
and frequency [26-28], or pressure of exposure—either normobaric, hypobaric, or hyper-
baric [15,26,29]—may influence the ability to reach a specific clinical or molecular effect.

Although some mechanisms were identified, there is a lack of data regarding the
kinetics of the cellular response to those different oxygen partial pressures.

Therefore, the objective of this study is to describe the kinetics of cell expression in
response to a single exposure at different FiO, percentages (30% and 100%) in normobaric
conditions only.

2. Results
2.1. Reactive Oxygen Species (ROS) Rate and Isoprostane Levels after One Hour of Oxygen
Exposure at a FiO; of 30% or 100%

Both oxygen exposures, 30% and 100%, elicited a significant increase of plasmatic ROS
production rate (Figure 1A). Both responses were similar in amplitude and shape, character-
ized by a significant increase with a peak at 8 h after exposure (30%: 0.24 % 0.01 pmol.min};
100%: 0.25 =+ 0.04 pmol.min™!) followed by a decrease after 30%, reaching a plateau af-
ter 100%. At 48 h, there was a significant difference between oxygen concentrations (30%:
021 =+ 0.01 pmol.min™'; 100%: 0.23 == 0.01 pmol.min™'; p = 0.012, unpaired ! test). Isoprostane
(8-iso-PGF 2a), a biomarker of lipid peroxidation (Figure 1B), followed the same trend for
both oxygen exposures with a peak at 2 h after 30% exposure (498.7 4 99.55 pg.mg™'; 100%:
499.1 + 164.0 pg.mg™'; p = 0.0078). At 48 h the baseline was reached for both exposures (30%:
2664 + 95.67 pg.mg'; 100%: 2812 & 1353 pg.mg'; p = 0.63 and 0.99, respectively).
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Figure 1. Evolution of ROS (A) production rate and isoprostane level (B) after 60 min of mild (30%,
n = 6) or high (100%, n = 8) hyperoxia. Results are expressed as mean =+ SD. TO represents pre-
exposure baseline (ns: not significant; *: p < 0.05, **: p < 0.01, **: p < 0.001; intragroup: one-way
ANOVA; intergroup: unpaired f test).
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TAC (mM)

2.2. Antioxidant Response (TAC, SOD, CAT) after One Hour of Oxygen Exposure at a FiO, of
30% or 100%

Figure 2 illustrates the antioxidant response as a function of blood total antioxidant
capacity (TAC), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) concentration. SOD
and CAT activities were not modified by oxygen exposure (30%: 3.9 + 0.9 U/mL and
25.9 + 7.5 U/mL, respectively; 100%: 4.1 £ 0.9 U/mL and 24.7 + 6.3 U/mL, respectively).
Nonetheless, compared to 100%, after being exposed at 30%, the TAC was significantly
increased 24 h after the end of exposure (3.8 &= 0.5 M vs. 2.9 & 0.3 mM; p = 0.004, unpaired
t test). However, compared to baseline, this difference was not significant (p = 0.32, one-
way ANOVA).

8 B 40 c
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Figure 2. Evolution of the antioxidant response after 60 min of mild (30%, n = 6) or high hyperoxia
(100%, n = 8). (A) Total antioxidant capacity (TAC). (B) Superoxide dismutase activity (SOD).
(C) Catalase activity (CAT). Results are expressed as mean + SD. T0 represents pre-exposure (ns: not
significant, **: p < 0.01; intragroup one-way ANOVA; intergroup unpaired ¢ test).

2.3. Inflammatory Response (IL-6, Neopterin, Creatinine, and Urates) after One Hour of Oxygen
Exposure at a FiO; of 30% or 100%

Interleukin 6 (IL-6) was measured in plasma samples, while neopterin, creatinine, and
urates were obtained from urine samples (Figure 3).

IL-6 followed a similar pattern in both conditions, although with a late higher ampli-
tude after 100% exposure. It was characterized by a significant decrease in concentration
followed by a rebound without returning to the baseline. The nadir was reach after 2 h
(30%: 2.0 £ 1.0 pg/mL; 100%: 3.9 & 2.7 pg/mL; p = 0.017 and p = 0.015, respectively,
one-way ANOVA), while the acme was reached after 24 h (30%: 8.8 & 4.6 pg/mL; 100%:
14.7 & 2.7 pg/mL; p > 0.99 and p = 0.001, respectively, one-way ANOVA).

From 8 h post-exposure and beyond, the two curves significantly diverged (8 h:
p =0.001; 24 h: p = 0.04; 48 h: p = 0.008, unpaired f test).

Neopterin exhibited a similar pattern, although the magnitudes of the changes were
reduced. These changes were not statistically significant.
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Figure 3. Evolution of the inflammatory response after 60 min of mild (30%, n = 6) or high hyperoxia
(100%, n = 8). (A) Interleukin-6 (IL-6). (B) Neopterin. Results are expressed as mean + SD. T0O
represents pre-exposure (ns: not significant; *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001; intragroup: one-way
ANOVA; intergroup: unpaired t test).

Creatinine and urates in urine exhibited opposite U-shaped responses, with a crea-
tinine nadir between 2- and 8-h post-exposure and an urate acme within the same time
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frame (Figure 4), although compared to the baseline, these variations were not statisti-
cally significant (one-way ANOVA). There was, however, a significant difference in the
urate’s kinetics. It was characterized by a stronger initial response after exposure at 100%
(30 min: 25.2 4+ 5.5 mg/dL vs. 15.5 + 3.8 mg/dL, p = 0.03; and 2 h, 35.2 + 7.5 mg/dL vs.
18.7 & 8.5 mg/dL, p = 0.005; unpaired ¢ test).

Creatinin after 60 minutes of different Oxygen levels Urates after 60 minutes of different Oxygen levels
(n=6 30% n=8 100%) (n=6 30% n=8 100%)
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Figure 4. Evolution of urinary markers after 60 min of mild (30%, n = 6) or high hyperoxia (100%,
n = 8). (A) Creatinine. (B) Uric Acid. Results are expressed as mean + SD. T0 represents pre-exposure
(ns: not significant; *: p < 0.05, **: p <0.01; intragroup: one-way ANOVA; intergroup: unpaired ¢ test).

2.4. Percent of Expressed Proteins and Reactive Oxygen Species (ROS) after One Hour of Oxygen
Exposure at a FiO, of 30% or 100%
The magnitude and direction of changes among all results are illustrated in Figure 5.

100%

Figure 5. Heat map of percent changes compared to baseline, derived responses after 60 min of mild
(30%, n = 6) or high hyperoxia (100%, n = 8). Each measurement is compared to baseline (T0), which
was set at 100%. Results are given as mean change.

3. Discussion

Hormesis in mammals is defined as an adaptation capacity to different stresses, which
encompasses dynamic processes of repair, recovery, and toxicity that occur over time [30].
At the most basic level, it is mediated through “dose-response” and “dose-time” combina-
tions to oxidative stress, metabolic changes, and inflammation [31]. This is a well-known
process in pathological situations [32] or ageing. Indeed, the age-related imbalance between
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pro- and anti-inflammatory factors is a recognized etiology for metabolic, cardiovascular,
and neurodegenerative diseases [33].

Until a decade ago, ROS were thought to cause exclusively toxic effects and were
associated with various pathologies [34]; with time, this view has changed, considering
that the presence of ROS in cells indicates that ROS production was evolutionarily selected
in order to achieve certain useful roles [35]. It is now accepted that biological specificity of
ROS action is achieved through the amount, duration, and localization of their production,
as we underline in this study.

More recent data have encouraged us to investigate a new paradigm, namely, to
consider oxygen as a potent stimulus of molecular complex reactions rather than a simple
drug [36].

Several studies exploring the effect of pulsed hyperoxia demonstrated that it is possible
to stimulate the production of hypoxia inducible factor (HIF-1x), which was believed to be
expressed only under hypoxic conditions—hence its name.

This phenomenon is called the “normobaric oxygen paradox” [25,26,37] or the “hyperoxic—
hypoxic paradox” [24] (for a global view of the mechanisms, see Figure 6).

« Ang (VEGF)
« Erythropoeisis (EPO)
« Glycolysis (HK2)

« Mitophagy (BNIP3)
« Iron asis

delayed catabolism +—

Figure 6. Illustration (created with Biorender.com) of the mechanisms involved during the normobaric
oxygen paradox: First, in normoxia, HIF—1a is constantly produced and destroyed by the intervention
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of PHDs and FIH. During hypoxia and intermittent hyperoxia, the stabilization in the cytosol of
HIF -1« protein is improved by repressing the activity of isoforms 1 to 3 of prolyly hydroxylase
(PHDs) and of FIH (only in hypoxia), whereas nuclear synthesis is blocked by inhibiting proteins such
as REST. Therefore, during these altered oxygen states, immune activation seems to start earlier than
antioxidant defenses, allowing subtle kinetics between inflammation and ROS, in their role similar to a
“second messenger”. Upon the return to normoxia, the destabilization of HIF—1a by the intervention
of PHD and FIH is delayed by the late activation of antioxidant protection, leaving the cell in a state
of “permissive oxidation”. Following this, nuclear synthesis begins earlier, explaining the rebound
phenomenon encountered in the production of HIF—1a. NRF2 and NF-kB are overexpressed after
100%, whereas under 30% only NRF2 is stimulated.

During these interventions, the return to normoxia after mild hyperoxia is sensed
as a hypoxic stress without significant NF-kB activation [29]. On the contrary, high and
very high hyperoxia induce a shift toward an oxidative stress response, characterized by
NRF2 and NF-kB activation in the first 24 h post-exposure. These observations suggest a
modulated cellular response to targeted oxygen exposure [29]. This is further confirmed
by microparticle expression under different oxygen partial pressures. All tested exposures
demonstrated significant elevations of CD41, CDé6b, TMEM, and expression and phalloidin
binding, except for 1.4 ATA, which elicited the total opposite response with significant
decreases of all measured parameters [15].

As shown in previous studies, oxygen breathing induced a hormetic stimulus, eliciting
increased ROS production starting from 30 min post-exposure.

Our results suggest that there is no difference in the initial response intensity between
the two groups (100% and 30%). However, after the acme, which is reached 8 h post-
exposure, the kinetics starts to diverge with a between-group statistical difference at 48 h.
In addition, the increase of isoprostanes testifies that the production rate of ROS is already
significant enough to produce lipid peroxidation. This must be considered together with
the kinetics of the antioxidant response of SOD and CAT.

The absence of an intracellular antioxidant response (CAT and SOD), despite the
production of ROS over time, suggests that the cell abides a state of “permissive oxidation”
and might be explained by the fact that some diurnal variations are possible and also
that some circadian rhythms are opposite in males and females for some antioxidants or
enzymes [38]; we may consider that since our group was a mix of males and females, at a
given point some concomitant situations may result in non-statistically significant changes.

The significantly higher total antioxidant capacity for a low level of hyperoxia such
as 30% recorded at 24 h might be caused by food intake. Furthermore, TAC variations are
probably not the most reliable measurement in our experimental setting, given the fact
that we followed the participants for 48 h without diet restriction. Some other hyperoxia-
induced oxidative stress or transient hypoxia resulting from sleep apnea may also increase
myeloid cell recruitment and activation in the lungs. Activated myeloid cells produce
myeloperoxidase (MPO), which oxidizes chloride ions to hypochlorous acid, causing
oxidative damage and even cell dead [39]. This mechanism, even if important, has been
analyzed upon prolonged exposures of several days and may not be preeminent in our
experimental setting.

Our results could be explained by the cellular needs for second messengers, such as
H,0;, as mediators likely to act through NRF2 activation, inducing the release of keap1
expression [40]. Although it is now accepted that HIF-1x is the leading agent in the
regulation of homeostasis during hypoxia [41] and hyperoxia [26], other regulating factors
must be considered, such as NRF2. For instance, repressor element 1-silencing transcription
factor (REST) is a known nuclear inhibitor of HIF-1a synthesis [42]. During exposure to
hypoxia, REST accumulates in the nucleus with a four-fold increase compared to normoxia.
This can be quickly reversed by reoxygenation [43].

To the best of our knowledge, the evaluation of REST in hyperoxia has not yet been
studied. However, keeping in mind that NOP has the capacity to mimic hypoxia [25,36,44]
and is therefore a powerful tool to trigger a hormetic response, it may be used as a reason-
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able hypothesis to suggests that the lower the hyperoxia delta, the longer the permissive
oxidative state, allowing the secondary cellular messengers [45] to potentiate their nuclear
transcription role and trigger a strong and rapid response (within the first 3 h). Indeed,
recent data demonstrate epigenic changes by methylation/demethylation upon gene ex-
pression are related to oxygen homeostasis [46]. The kinetics of these oxygen-induced
activation/deactivation mechanisms are dependent upon enzymatic reactions where the
role of 2-oxoglutarate dioxygenase seems to be decisive [47].

Alternatively, this could be also explained by a slower kinetics of intracellular defenses.
Indeed, we have recently demonstrated that after 30% oxygen exposure, the synthesis of
glutathione is effective only after 24 h, whereas after exposure at 100%, its synthesis and
release occur earlier, approximately 3 h post-exposure [29].

This latter study also demonstrated that the inflammatory response was different
between these two conditions (30% and 100%). Exposure at 30% of oxygen was associ-
ated with a significant increase in NRF2 without a significant increase in NF-kB, while an
exposure at 100% elicited significant activation of inflammatory pathways mediated by NF-
kB [29]. Interestingly, our results are consistent with this observation. First, I1-6 expression
within the first two hours post-exposure can be explained by synthesis repression related to
parallel NRF2 activation [48]. Second, the greater amplitude of IL-6 expression after the ex-
posure at 100% suggests a shift in the cross-linked pathway of NRF2/NF-«B [49]. Although
not significant, neopterin shares a similar pattern from inhibition to overexpression with
a return to baseline within 24 h. Since this molecule is indicative of a pro-inflammatory
with the recruitment of cellular immunity and the induction of apoptosis, its scheme might
suggest the possibility that NOP is able to produce immunomodulation. However, to reach
significant levels of modulation, more sessions will be needed, as has recently been shown
for 30% and 100% FiO, after 5 weeks of regular sessions three times per week [11]. Iso-
prostane changes are parallel for both exposures, and lipid damage follows ROS production
in both percentages (30% and 100%) of administered O,.

Other recent data on platelet (CD41a)-, astrocyte (TMEM119)-, and neutrophil (CD66+)-
related microparticle release after oxygen exposure (30% and 100%) [15] are consistent with
this analysis.

The more potent initial inflammatory response triggered by exposure at 100% is also
confirmed based on uric acid measurements. Circulating uric acid is a major aqueous an-
tioxidant in humans, especially for peroxynitrites (ONOO-) in the hydrophilic environment.
However, uric acid becomes a powerful pro-oxidant under hydrophobic conditions. Uric
acid can induce intracellular and mitochondrial oxidative stress and stimulate expression
of inflammatory cytokines [30].

Finally, although not significant, the creatinine pattern is consistent with other results
of this study, especially ROS and uric acid. Indeed, creatine kinase is inhibited by ROS,
especially H,O, [31], while uric acid acts as an iron chelator in extracellular fluids, which
is a co-factor to creatine kinase activity [30]. Evidently, urates may be related to ROS
generation (particularly under oxidative stress conditions), for example, when interacting
with peroxynitrite, resulting in the formation of active but less reactive products [50].

It can thus be assumed that the observed increase in the ROS level in plasma after
moderate hyperoxia (FiO, of 30%) is associated not with the elevation of oxidative stress but
with the protective mechanism harnessed by the body during the neutralization of highly
reactive peroxynitrite with uric acid [51]. The results obtained by Gu et al. also suggest that
hyperoxia-induced peroxynitrite formation causes endothelial cell apoptosis, disrupting
key survival pathways, and that blocking peroxynitrite formation prevents apoptosis.

Limitations

Strengths:
—  This study is to our knowledge one of the first to tackle the kinetics of responses to a
single normobaric oxygen exposure at 30% and 100% of FiO,.
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—  The measurements were conducted until 48 h post exposure and putatively open the
door to new possible therapeutic outcomes for oxygen administration protocols.

—  The sampling was a standard plasmatic withdrawal, and the analysis is possible in a
usual clinical setting without very specialized machinery or procedures.

Weaknesses:

—  The number of subjects is limited, but the sample can be considered to be homogenous
since all were healthy young students and gender balanced.

—  The analysis was not made in the nucleus of the cells but in the plasma; this could be
considered a weakness for some, but analysis in the nucleus would need a thoroughly
different experimental setting.

4. Materials and Methods
4.1. Experimental Protocol

Fourteen healthy subjects (7 females and 7 males) volunteered for this study, after
approval from the Bio-Ethical Committee for Research and Higher Education, Brussels
(No. B200-2020-088), and written informed consent was obtained. All experimental proce-
dures were conducted in accordance with the Declaration of Helsinki [52].

After medical screening to exclude any comorbidity, participants were prospectively
randomized into 2 groups to receive oxygen at different FiO, (Figure 7). As far as age
(29.9 + 11.1 years old (mean + SD)), height (168.2 £ 9.37 cm) weight (64.4 + 12.3 kg) BMI
[22.7 + 4.1 kg/m?], gender ratio, and health status are concerned, groups were comparable,

Oxygen was administered for 1 h by means of an orofacial nonrebreather mask with a
reservoir with care being taken to fit and tighten the mask on the subject’s face. The mild
hyperoxia group received 30% of oxygen (oxygen partial pressure (PO;): 0.3 bar; 300 hPa,
n = 6) from a pressurized gas tank with a gas flow set at 10 L/min, while the high hyperoxia
group received 100% of oxygen (PO,: 1.0 bar, 1000 hPa, n = 8) from an oxygen concentrator
(NewlLife Intensity, CAIRE Inc., Ball Ground, GA, USA).

Blood and urine samples were obtained before exposure (T0) and 30 min, 2h, 8 h, 24 h,
and 48 h after the end of oxygen administration.

Eachblood sample consisted of approximately 15 mL of venous human blood collected
in lithium heparin and EDTA tubes (Vacutainer, BD Diagnostic, Becton Dickinson, Italia
S.p-a.). Plasma and red blood cells (RBCs) were separated by centrifugation (Eppendorf
Centrifuge 5702R, Darmstadt Germany) at 1000 x g at 4 °C for 10 min. The samples were
then stored in multiple aliquots at —80 °C until assayed; analysis was performed within
one month from collection.

Urine was collected by voluntary voiding in a sterile container and stored in multiple
aliquots at —20 °C until assayed and thawed only before analysis.

4.2. Blood Sample Analysis
4.2.1. Determination of ROS and TAC by Electron Paramagnetic Resonance (EPR)

An electron paramagnetic resonance instrument (E-Scan—Bruker BioSpin, GmbH,
Rheinstetten, Germany) X-band, with a controller temperature at 37 °C interfaced to the
spectrometer, was adopted for ROS production rate and total antioxidant capacity (TAC)
as already performed by some of the authors [53-56]. The EPR measurements are highly
reproducible, as previously demonstrated [57].

Briefly, for ROS detection, 50 uL of plasma were treated with an equal volume of
CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine); then 50 uL of this
solution was placed inside a glass EPR capillary tube in the spectrometer cavity for data
acquisition. A stable radical CP (3-carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy) was used
as an external reference to convert ROS determinations in absolute quantitative values
(umol/min). For TAC, we used the spin trap DPPH- (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), a free
radical compound soluble and stable in ethanol. All operations were performed in the dark
to avoid photochemical effects on DPPH-, and a calibration curve was computed from pure
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Trolox-containing reactions. Finally, an equation was used to calculate the anti-oxidant
capacity expressed in terms of Trolox equivalent antioxidant capacity (TAC, mM).

All EPR spectra were collected by adopting the same protocol and obtained by using
software standardly supplied by Bruker (Billerica, MA, USA) (version 2.11, WinEPR System).

I A of eligibility and invitation to participate (n=14) |
l
E Obtain informed consent for :
'E' (307%02) and (100% O2) exposure ( n=6+8)
H Venous blood collection (T0 preexposure and T1 30 min T2 2h T3 8h T4 24h T5 48h
- postexposure)
g Randomly Randomly
2 Allocated to Allocated to
g 30% 02 100% 02
5 (n=6) (n=8)
Pre-test at baseline T0: 30 min pre-exposure
Venous blood samples on EDTA and Heparin tubes (n=14) [ROS,TAC, SOD,
CAT)
Urine [Neopterin, Creatinine, Urates, IL-6]
o
Z [ 2 different exposures for 60 Minutes (n=14)
i
3
=
Samples analysis
Post test: Sampling 30 min (T1), 2h (T2), 8h (T3), 24h (T4) and 48h (T5) after
exposure
Venous blood samples on EDTA and Heparin tubes (n=14) [ROS,TAC, SOD,
CAT]
Urine [Neopterin, Creatinine, Urates, IL-6]

Figure 7. Experimental flowchart.

4.2.2. Super-Oxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT)

SOD, CAT plasmatic levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA Kkits) according to the manufacturer’s instructions.

SOD activity was assessed by Cayman’s SOD assay kit (706002) that utilizes a tetrazolium
salt for detection of superoxide radicals generated by xanthine oxidase and hypoxathine.

One unit of SOD is defined as the amount of enzyme needed to exhibit 50% dismuta-
tion of the superoxide radical measured in change in absorbance (450 nm) per minute at
25° and pH 8.0.

CAT activity was assessed by Cayman’s assay kit (707002) that utilizes the peroxidic
function of CAT. The method is based on the reaction of enzyme with methanol in presence
of an optimal concentration of H,O,.

The formaldehyde produced is measured colorimetrically with Purpald (540 nm) as
chromogen. One unit of CAT is defined as the amount of enzyme that will cause the
formation of 1 nmol of formaldehyde per minute at 25 °C.

All samples and standards were read by a microplate reader spectrophotometer
(Infinite M200, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Switzerland).

The determinations were assessed in duplicate, and the inter-assay coefficient of
variation was in the range indicated by the manufacturer.

4.3. Urine Sample Analysis
4.3.1. Lipid Peroxidation (8-iso-PGF2«x)

Lipid peroxidation was assessed in urine by competitive immunoassay (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) measuring 8-isoprostane (8-iso-PGF2«) concentration
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following the manufacturer’s recommendations. Briefly, 50 uL of urine was placed in a
well plate with mouse monoclonal antibody.

Therefore, 50 uL of 8-iso PGF2«-tracer and 8-iso PGF2x-antiserum were added and
incubated for 18 h at 4 °C. After washing with buffer, 200 uL of Ellman’s reagent containing
the substrate of acetylcholinesterase was added.

The 8-iso-PGF2« concentrations were determined using a standard curve. Samples
and standards were spectrophotometrically read at wavelengths between 405 and 420 nm.

4.3.2. Interleukin-6

IL-6 levels were determined using the ELISA assay kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), based on the double-antibody “sandwich” technique in accordance
with the manufacturer’s instruction. All the above samples and standards were read
by a microplate reader spectrophotometer (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Mdnnedorf,
Switzerland). The determinations were assessed in duplicate, and the inter-assay coefficient
of variation was in the range indicated by the manufacturer.

4.3.3. Creatinine, Neopterin, and Uric acid Concentrations

Urinary creatinine, neopterin, and uric acid concentrations were measured by the high-
pressure liquid chromatography (HPLC) method, as previously described [58], by a Varian
instrument (pump 240, autosampler ProStar 410) coupled to a UV-VIS detector (Shimadzu
SPD 10-AV, A = 240 nm for creatinine and uric acid; and JASCO FP-1520, Aex = 355 nm and
at Aem =450 nm) for neopterin).

After urine centrifugation at 13,000 rpm at 4 °C for 5 min, analytic separations were
performed at 50 °C on a 5 um Discovery C18 analytical column (250 x 4.6 mm L.D., Supelco,
Sigma-Aldrich) at a flow rate of 0.9 mL/min. The calibration curves were linear over the
range of 0.125-1 umol/L, 0.625-20 mmol /L, and 1.25-10 mmol/L for neopterin, uric acid,
and creatinine levels, respectively. The inter-assay and intra-assay coefficients of variation
were <5%.

4.4. Statistical Analysis

The normality of the data was verified by means of the Shapiro-Wilk test, which
allowed us to assume a Gaussian distribution. Compared to baseline (T0—pre-exposure),
data were analyzed with a one-way ANOVA for repeated measures with Dunnett’s post
hoc test for intragroup comparison. An unpaired # test was used for intergroup comparison.
Taking the baseline measures as 100% (T0), percentage or fold changes were calculated for
each oxygen protocol, allowing an appreciation of the magnitude of change rather than the
absolute values. All data were presented as mean + standard deviation (SD).

All statistical tests were performed using a standard computer statistical package,
GraphPad Prism version 9.00 for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A
threshold of p < 0.05 was considered statistically significant.

5. Conclusions

This study suggests a biphasic response over time characterized by an initial “permis-
sive oxidation” followed by the overexpression of inflammation. The antioxidant protection
system seems not to be the leading actor in the first place. It corroborates the concept that
cellular hormesis is dependent on complex multimodal processes driven by an increase in
ROS, inflammation, metabolism, and probably gene expression. This last point needs to be
better studied, especially the kinetics of enzymatic reactions related to the expression or re-
pression of intracellular molecular biogenesis, since it is for us important to have sufficient
understanding of the exposure/repetition-related leading mechanisms in order to optimize
the outcome. This would allow for the definition of proper training and therapeutic or
rehabilitation protocols aiming at a more targeted use of oxygen.
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Cinétique de la réponse au stress oxydant apres 60 minutes d'expositions a
I'hyperoxie hyperbare a différentes pressions (1,4 ATA et 2,5 ATA).

Résumé :

L'oxygénothérapie hyperbare (HBOT) consiste a inhaler de I'oxygene pur a une
pression atmosphérique augmentée. Selon la Société de médecine sous-marine et hyperbare
(UHMS), cette pression peut étre d'au moins 1,4 atmosphéres (ATA) pour toutes les
indications approuvées. Les séances durent généralement de 1 a 1,5 heure, répétées
guotidiennement, avec des pressions entre 2 et 3 ATA. Bien que des résultats prometteurs
aient été obtenus avec des pressions inférieures (1,5 ATA), les avantages au-dela de 3 ATA
sont limités en raison des effets indésirables. La cinétique exacte des espéces réactives de
I'oxygéne lors de différentes expositions a I'oxygéne hyperbare reste incertaine. Cette étude
vise a explorer les réponses oxydatives, inflammatoires et enzymatiques aprés des expositions
de 60 minutes a deux niveaux d'oxygene hyperbare (1,4 ATA et 2,5 ATA). Le niveau inférieur a
été choisi en raison de son approximation avec I'hyperoxie lors de plongées sous-marines,
tandis que le niveau supérieur représente I'exposition thérapeutique courant

Dans cette étude, les réponses métaboliques aux expositions a I'oxygene hyperbare
pendant 1 heure a 1,4 et 2,5 ATA ont été étudiées. Quatorze sujets en bonne santé, non-
fumeurs (2 femmes et 12 hommes, age : 37,3 + 12,7 ans (moyenne * écart-type), taille : 176,3
+ 9,9 cm, et poids : 75,8 + 17,7 kg) ont participé a cette étude de maniere volontaire. Des
échantillons sanguins ont été prélevés avant et a 30 minutes, 2 heures, 24 heures et 48 heures
aprés une exposition hyperbare hyperoxique d'une heure. Le niveau d'oxydation a été évalué
par la production de ROS, les métabolites de l'oxyde nitrique (NOx) et les niveaux
d'isoprastane. Les réactions antioxydantes ont été mesurées en évaluant la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la cystéinylglycine et la glutathion (GSH). La réponse
inflammatoire a été mesurée en utilisant l'interleukine-6, la néoptérine et la créatinine. Une
courte période (60 minutes) d'hyperoxie hyperbare légére (1,4 ATA) et élevée (2,5 ATA)
conduit a une augmentation significative similaire de la production de ROS et des réactions
antioxydantes.

Les résultats suggérent une production similaire de radicaux libres (ROS) malgré des
doses d'oxygene différentes, soulignant une cinétique dose-dépendante. La vasoconstriction
induite par les ROS est plus prononcée a 2,5 ATA, associée a une augmentation significative
de la créatinine. La diminution des métabolites de I'oxyde nitrique suggere une inactivation
par les anions superoxydes, contribuant a la vasoconstriction. La catalase (CAT) réagit
rapidement au stress oxydatif, avec une augmentation significative et similaire dans les deux
conditions, tandis que la superoxyde dismutase (SOD) reste inchangée. Les niveaux accrus de
ROS stimulent la production de CAT, conduisant a une modulation de la réponse antioxydante
et immunitaire, observée par une augmentation de la neoptérine. La complexité de
I'évolution du glutathion suggere une cinétique adaptative aux ROS élaboré. Ces résultats
offrent un apergu des réponses cellulaires a I'oxygene hyperbare, soulignant des différences
dose-dépendantes entre les expositions.
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Abstract: Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) is a therapeutical approach based on exposure to pure
oxygen in an augmented atmospheric pressure. Although it has been used for years, the exact kinetics
of the reactive oxygen species (ROS) between different pressures of hyperbaric oxygen exposure are
still not clearly evidenced. In this study, the metabolic responses of hyperbaric hyperoxia exposures
for 1hat1.4 and 2.5 ATA were investigated. Fourteen healthy non-smoking subjects (2 females and
12 males, age: 37.3 & 12.7 years old (mean =+ SD), height: 176.3 = 9.9 cm, and weight: 75.8 = 17.7 kg)
volunteered for this study. Blood samples were taken before and at 30 min, 2 h, 24 h, and 48 h
after a 1 h hyperbaric hyperoxic exposure. The level of oxidation was evaluated by the rate of ROS
production, nitric oxide metabolites (NOx), and the levels of isoprostane. Antioxidant reactions
were assessed through measuring superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), cysteinylglycine, and
glutathione (GSH). The inflammatory response was measured using interleukine-6, neopterin, and
creatinine. A short (60 min) period of mild (1.4 ATA) and high (2.5 ATA) hyperbaric hyperoxia leads to
a similar significant increase in the production of ROS and antioxidant reactions. Inmunomodulation
and inflammatory responses, on the contrary, respond proportionally to the hyperbaric oxygen dose.
Further research is warranted on the dose and the inter-dose recovery time to optimize the potential
therapeutic benefits of this promising intervention.

Keywords: oxygen biology; cellular reactions; human; oxygen therapy; human performance; hyperbaric
oxygen therapy; oxygen dose

1. Introduction

Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) is a therapeutical approach based on breathing
pure oxygen (O2) in an augmented atmospheric pressure. According to the Undersea and
Hyperbaric Medical Society (UHMS), this pressure may equal or exceed 1.4 atmospheres
(ATA). However, all current UHMS-approved indications require that patients breathe
near 100% oxygen while enclosed in a chamber pressurized to a minimum of 2 ATA
(https:/ /www.uhms.org/resources/hbo-indications.html) (accessed on 30 June 2023).
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Depending on the protocol, the duration of a single session varies from 1 to 1.5 h
(without considering the time needed to reach the intended pressure, which may take up
to 15 min for pressurization and 15 min for depressurization), the repetition of exposures
varies from one to three times daily, with 20 to 60 therapeutical doses to be administered
depending on the condition [1]. Frequently, this method utilizes pressures between 2 to
3 ATA. Nevertheless, promising results have also been obtained for certain conditions with
pressures less than 2 ATA (1.5 ATA) [2,3], and in some studies, even ‘hyperbaric air’ seems
to be of interest [4]. While some protocols accept the use of 6 ATA (e.g., for the treatment of
gas embolism), little benefit is usually reported from pressures above 3 ATA as this may be
associated with a plethora of adverse effects [5].

Although it has been used for years, the exact kinetics of the reactive oxygen species
between different levels of hyperbaric oxygen exposure are still not clearly evidenced and,
without much scientific evidence, it is common practice to apply HBOT sessions every
24 h [6]. The need for several sessions to reach a relevant effect is likewise commonly
accepted; however, the optimal hyperbaric oxygen levels and the time needed between
each session to optimize cellular responses—such as Hypoxia inducible factor (HIF-1x) or
nuclear factor kappa p (NF-Kp), erythroid related factor 2 (NRF2), cellular vesicles and
microparticles, Caspase 3 [7-10]—are still debated and stand solely on observational clinical
outcomes. Some recent experimental works have been evaluating the effects of different
levels of oxygen on oxidative stress under hypoxic [11-14], normobaric hyperoxic [15-17],
and hyperbaric hyperoxic [4,6-8] conditions. The encouraging, but also challenging, results
lead even to question if some oxygen levels formerly considered as "HBOT sham’ [18] may
be of therapeutic interest [4,7].

The purpose of this study was to investigate oxidative, inflammatory, and enzymatic
reactions following exposures for 60 min at two different (mild or high) levels of hyperbaric
oxygen, 1.4 ATA and 2.5 ATA.

The lower level (1.4 ATA) was chosen because it approaches the level of hyperoxia
that may be reached during some underwater diving exposures but also because the
therapeutical use of such lower oxygen pressures is being debated. The higher level of
hyperbaric hyperoxia is the common average therapeutical exposure.

2. Results
2.1. ROS, NOx, and 8-Isoprostane (8-Iso-PGF2x) Levels after One Hour of Oxygen Exposure at
1.4and 2.5 ATA

Both oxygen exposures, mild (1.4 ATA) and high (2.5 ATA), elicited a significant
increase of plasmatic ROS production rate with a similar kinetic of rise and decrease.
Both oxygen exposures induced a significant increase in ROS production with a peak
after 2 h (0.408 + 0.06 pmol-min—! at 1.4 ATA compared to the baseline, p < 0.001; and
0.406 + 0.06 pmol-min~! at 2.5 ATA, p < 0.01). Two-way ANOVA (time post exposure x
oxygen level) shows a non-significant difference between the two groups (F (4, 52) = 0.86;
p = 0.490) (Figure 1A). This peak plateaus for about 2 h, and then the quantity of ROS
decreases slowly until 48 h without returning to control levels.

Nitric oxide metabolites (Figure 1B) show changes characterized by a significant
decrease; they are the lowest after 2 h for both 1.4 ATA (175.4 & 45.62 uM, p < 0.01) and
2.5 ATA (235.1 + 121 uM, p < 0.001). We observed a reactive increase of nitric oxide
metabolites 24 h after 2.5 ATA exposure (496.9 + 249 uM, p < 0.001). Two-way ANOVA
(time post exposure x oxygen level) shows a non-significant difference between the two
groups (F (4, 52) = 0.855; p = 0.497).

For 8-isoprostane (pg/mg creatinine) (Figure 1C), a faster increase after the 2.5 ATA
exposure is present compared to the 1.4 ATA exposure. These changes reach a peak plateau
2 h after 2.5 ATA (541 & 2 02 pg-mg ! creatinine, p < 0.01) and around 24 h after 1.4 ATA
(560.2 + 2 09 pg:mg ! creatinine, p < 0.001). Two-way ANOVA (time post exposure x
oxygen level) shows a non-significant difference between the two groups (F (4, 52) = 0.905;
p = 0.468).
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Figure 1. Evolution of ROS (plasma) production rate (A), NOx (urine) (B), and 8-iso-PGF2a (urine)
(C) after 60 min of mild (1.4 ATA, n = 6) or high hyperbaric exposure (2.5 ATA, n = 8). Results are
expressed as mean + SD as a percentage of the control value. T0 represents pre-exposure baseline
(ROS: 0.18 + 0.016 pmol-min~1) (Nox: 265.7 + 43.76 uM) (8-iso-PGF2a: 286 + 124). Intra-group
comparisons between results at TO and each other time point are represented above and below the
respective curves. Inter-group comparisons between 1.4 and 2.5 ATA exposure when significant are
shown between the 2 curves (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001).

Unexpectedly, SOD concentration did not show any change during the 48 h following
expositions (Figure 2A). Two-way ANOVA (time post exposure x oxygen level) shows
a non-significant difference between the two groups (F (4, 56) = 0.0266; p = 0.999), con-
trary to the CAT levels that increase rapidly after both exposures (1.4 ATA after 30 min:
32.92 + 11.04 pg/uml, p < 0.05; 2.5 ATA after 2 h: 32.62 & 5.97, p < 0.01), whereas two-way
ANOVA (time post exposure x oxygen level) shows again a non-significant difference
between the two groups (F (4, 52) = 2.47; p = 0.056) (Figure 2B). This increase remained
constant during the 48 h following both exposures.
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Figure 2. Evolution of SOD (plasma) (A) and CAT (B), after 60 min of mild (1.4 ATA, n = 6) or high
hyperbaric exposure (2.5 ATA, n = 8). Results are expressed as mean =+ SD as a percentage of the
control value. TO represents pre-exposure baseline (SOD: 3 + 1.9 U/mL) (CAT: 24 + 53 U/mL).
Intra-group comparisons between results at TO and each other time point are represented above
and below the respective curves. Inter-group comparisons between 1.4 and 2.5 ATA exposure when
significant are shown between the 2 curves (ns: not significant; *: p < 0.05, **: p < 0.01).

2.2. Inflammatory Response (IL-6, Neopterin and Creatinine) after One Hour of Oxygen Exposure
at 1.4 and 2.5 ATA

Interleukin 6 (IL-6) was measured in plasma samples while neopterin and creatinine
were obtained from urine (Figure 3A).

IL-6 shows a significant increase compared to the baseline, presenting its peak at
2 h for the 1.4 ATA group (3.82 & 0.92 pg/mL; p < 0.05) as well as for the 2.5 ATA group
(3.36 +2.31 pg/mL; p < 0.01). Two-way ANOVA (time post exposure x oxygen level)
shows a non-significant difference between the two groups at any time (F (4, 48) = 0.390;
p=0.815).

Although neopterin rose in both groups, this increase was significantly more pro-
nounced after the 2.5 ATA exposure with a peak at 2 h (83.58 & 20 umol/mol creatinine;
p <0.01). This is confirmed by the two-way ANOVA (time exposure x oxygen level) of
F (4,56) = 5.32; p = 0.001. The plateau was also reached after 2 h in the 1.4 ATA group
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(57.28 + 20.8 umol/mol creatinine; p < 0.01). In both groups, values returned to normal

after 48 h (Figure 3B).
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Figure 3. Evolution of the inflammatory response (urine) (IL-6 in (A), neopterin in (B), and creatinine
in (C)) after 60 min of mild (1.4 ATA, n = 6) or high hyperbaric exposure (2.5 ATA, n = 8). Results are
expressed as mean =+ SD as a percentage of the control value. TO represents pre-exposure baseline
(IL-6: 2.818 + 1.028 pg-mL~!; neopterin: 49.62 + 17.79 mol-mol~!; creatinine: 1.1 + 0.68 g-L~1).
Intra-group comparisons between results at T0 and each other time point are represented above
and below the respective curves. Inter-group comparisons between 1.4 and 2.5 ATA exposure when
significant are shown between the 2 curves (ns: not significant; *: p < 0.05, **: p < 0.01).

Similar to neopterin, creatinine (Figure 3C) increased in both groups with a signif-
icantly remarkable effect after the 2.5 ATA exposure (2 h post 1.4 ATA: 1.31 & 0.66 g/L;
p<0.01vs. 2hat2.5ATA: 2.52 + 0.67 g/L; p < 0.01), with a return to the baseline after 48 h.
Two-way ANOVA (time post exposure x oxygen level) shows F (4, 56) = 3.43; p = 0.014.

Cysteinylglycine levels increased rapidly 2 h after 1.4 ATA exposure (11 £ 3.5 pmol- L7},
p <0.05) and 2.5 ATA (8.1 + 3.8 pmol-L~1, p <0.001). Values returned to the baseline after
24 hin the 1.4 ATA group and later and after 48 h in the 2.5 ATA group (Figure 4A). We did
not observe significant changes in both groups with two-way ANOVA (time post exposure
x oxygen level): F (4, 48) = 0.498; p = 0.737.
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Figure 4. Evolution of cysteinylglycine (plasma) and glutathione (RBC) (GSH) after 60 min of
mild (1.4 ATA, n = 6) or high hyperbaric hyperoxia (2.5 ATA, n = 8). Cysteinylglycine (A) and
glutathione (GSH) (B). Results are expressed as mean + SD. TO represents baseline pre-exposure
values (cysteinylglycine: 38.19 + 5.715 umol.L~1; GSH: 894.7 + 176.4 uM). Intra-group comparisons
between results at TO and each other time point are represented above and below the respective
curves. Inter-group comparisons between 1.4 ATA and 2.5 ATA of oxygen exposure when significant
are shown between the 2 curves (ns: not significant; *: p < 0.05, ***: p < 0.001).

We did not observe any significant changes of glutathione concentrations (GSH), except
for a slight decrease 48 h after a 2.5 ATA exposure (918.5 + 171 umol-L~1, p <0.05), and this
is confirmed by two-way ANOVA (time post exposure x oxygen level): F (4, 48) = 0.268;
p = 0.897 (Figure 4B).
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3. Discussion

Our study is, to the best of our knowledge, the first to compare the kinetics of a
one-hour exposure to mild (1.4 ATA) and high (2.5 ATA) hyperbaric oxygen dose in
healthy subjects.

Based on very recent data, we were motivated to explore a new perspective, which
involves viewing oxygen not merely as a conventional drug but rather as a powerful trigger
for complex molecular reactions [19]. Fundamentally, this process operates through the
concepts of ‘dose-response’ and ‘dose-time’, inducing various effects such as oxidative
stress, metabolic alterations, and inflammation [20], a phenomenon widely recognized in
pathological conditions [21].

Just a decade ago, reactive oxygen species (ROS) were primarily believed to induce
harmful effects and were only linked to various pathological conditions [22]. Over time,
this perspective shifted, and it was recognized that the presence of reactive oxygen species
(ROS) in cells suggests that their production may trigger specific beneficial effects [23]. Our
results seem to confirm the reality of such effects at these levels of oxygen breathing.

Firstly, we observed a similar kinetic of plasma reactive oxygen species (ROS) at
1.4 ATA (140 kPa) and 2.5 ATA (250 kPa). The peak production is reached at around 2 h
and remains above the baseline level for 48 h. This similar evolution of ROS between the
two exposures is an intriguing observation, which suggests that despite the very different
oxygen dose, comparable rates of ROS production occur (this is statistically confirmed
by two-way ANOVA). Our results apparently contradict a recent study that assessed the
effect of HBOT on oxidative markers and immune response [6]. Indeed, in this study,
no significant modification of plasma ROS was found following a single HBOT session
of 75 min of breathing 100% oxygen through a tight-fitting facemask at a pressure of
240 kPa (2.4 ATA) with two 5 min ‘air-breaks’ (breathing normal air) and a 10 min pressure
reduction. Our protocol involved a 60 min exposure at 1.4 ATA and 2.5 ATA with 100%
oxygen without any “air-breaks’. Although slightly different, our protocol demonstrates
a significant increase of ROS production already 30 min after the end of the exposure.
While it may be possible that the ‘air-breaks’ that were performed (twice for 5 min) were
sufficient to drastically reduce oxidative stress, our results are not able to confirm this
hypothesis. More research with a different experimental setup would be needed to assess
this difference [24].

Secondly, we observed an increase in creatinine levels; these may be due probably to
the vasoconstriction of renal afferent arterioles caused by reactive oxygen species (ROS);
this constriction is more pronounced (significant two-way ANOVA) for the higher oxygen
exposure (2.5 ATA). The peak of the creatinine increase occurs when nitric oxide metabolite
(NOx) levels are at their lowest (in both exposures). This suggests the following mechanism:
during hyperoxic exposure, the induced vasoconstriction reduces renal or other organs’
in-flow of blood. This decrease in blood in-flow reduces shear stress and, consequently,
the production of nitric oxide (NO). Concomitantly, the bioavailability of NO is reduced
by the presence of ROS that exert a scavenging action, given the fact that there are no
enzymatic mechanisms for NO inactivation, while its biological life after synthesis in
vessels depends on reactions with hemoglobin in the blood, tissue thiols, molecular oxygen,
and the superoxide anion. In conditions of extreme hyperoxia, when there is a sharp
increase in the production of superoxide anions, existing NO can be neutralized by O,*~,
leading to decreases in its tissue condition, a weakening of its basal vasorelaxing action, and
thus to the development of vasoconstriction. Verification of this hypothesis was addressed
some years ago by the Demchenko team by analyzing changes in brain blood flow in
response to alterations in the balance between NO and O,°~ in the brain using hyperbaric
oxygenation, an intravenous administration of superoxide dismutase, and an inhibition of
NO synthase. The vasodilatory effect of superoxide dismutase in hyperbaric oxygenation
was not seen in animals given prior doses of the NO synthase inhibitor [25]. These results
provide evidence that one mechanism for hyperoxic vasoconstriction in the brain consists
of the inactivation of NO by superoxide anions, decreasing its basal vasorelaxing action.
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In fact, during the hyperbaric sessions, without physical activity, only vasoconstriction
is present, shear stress is reduced, and a laminar flow is favored.

Under fully developed laminar flow conditions, much of the released NO/nitrite
remains concentrated in near-wall fluid laminae, in which nitrite levels can accumulate
to vasoactive concentrations in downstream resistance vessels. This local synthesis and
delivery minimizes the washout (wasting) of endogenous NO [26]. The resulting vasodila-
tion lowers regional vascular resistance and, in turn, increases regional blood flow as well
as wall shear stress in the parent branches, which finally creates a positive feedback effect
that causes further local arterial NO release [27]. A certain quantity of NO would thus
be ‘non-circulating” during the HBOT session, explaining the NOx reduction measured
directly after hyperbaric oxygen exposure.

We may then hypothesize that after the hyperbaric session, the locally present NO
will be released in circulation because of the normal ‘everyday-life’ physical activity, and
this could explain its rebound increase after 24 h, persisting up to 48 h. Our results confirm
a previous study that did not find a systemic increase in NO during hyperbaric oxygen
exposures [28].

The increase in reactive oxygen species (ROS) stimulates catalase (CAT) to initiate the
breakdown of H,O; into H,O and O3 [26]. In contrast to normobaric hyperoxia [17], our
study highlights an increase in CAT production in response to oxidative stress. It is worth
noting that CAT exhibits one of the highest turnover rates among known enzymes, with
approximately 40,000,000 molecules per second [29,30]. Unlike other peroxidases, CAT
does not generate free radicals. Paradoxically, oxidative stress induced by hypoxia appears
to be more difficult to cope with than hyperoxia-induced oxidative stress [12].

Generally, as a response, an increased rate of radical production leads to an increment
in the levels of antioxidant enzymes; in fact, CAT showed an increased activity very fast
after the 1 h HBO exposure. SOD activity apparently remained unchanged at the end of
the HBO session and for the next 48 h (no difference for the two-way ANOVA for time
post exposure X oxygen level). Interestingly, at the time of the 15th treatment, a significant
decrement in SOD and CAT activities (—20% each) was observed compared to the 1st
HBO exposure [31]. Other authors found different results showing no variation even after
the 20th hyperbaric session [32]. We do not have a definite explanation for this apparent
contradiction, but it has been proposed that most likely, the species involved in SOD and
CAT inactivation is singlet oxygen and that following several hyperbaric sessions, the
protective reactions against this reactive species may vary.

This stress response includes the transcriptional activation of various genes encoding
antioxidant and detoxification enzymes as an attempt to dampen the deleterious effects of
increased ROS production. Neutrophils could release antioxidant enzymes and particularly
CAT into the extracellular space in order to increase the antioxidant effect surrounding
the neutrophil. This secretion could be important to avoid oxidative damage in tissues
induced by neutrophil ROS generation. Previous studies showed that CAT is colocalized to
the specific granules with peroxisomal and lysosomal proteins such as MPO, hydrolases,
and peroxidases [33]. Sureda and coworkers [34] observed that the presence of CAT in
these granules, in addition to the detected increase in extracellular CAT activity after
neutrophil activation, agrees with the possible existence of antioxidant enzymes released
from neutrophils.

This can explain the increase of plasmatic CAT, and this is further confirmed by
other results showing an activation of the immune system with the significant increase of
neopterin and creatinine. It is worth underlining that the two-way ANOVA calculations for
the oxygen pressure exposure show a difference in both parameters. This seems to show
that oxygen levels have a selective effect on the immune response, which could have been
further confirmed if the CAT difference was significant for both exposures; but the two-way
ANOVA did not quite reach a level of significance (p = 0.056).

If we consider other antioxidant actors, glutathione (GSH) evolution is somehow
complex. Following one of its metabolites, cysteinylglycine (CYSGLY), we see a significant
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increase 2 h after exposure for both oxygen levels (though it is non-significant for oxygen
pressure and time post exposure, according to the two-way ANOVA test). This increase
is not paralleled by a GSH decrease. We understand this situation as a growing activity
of GSH until 2 h post-oxygen. After this peak, a reduction of its metabolite (CYSGLY) is
present until 48 h, where basal levels are again reached (both exposures). This decrease of
GSH (48 h after exposure) can be interpreted either as a reduction of its production or as an
inability of the GSH production to keep up with the ROS still present.

This latter explanation may be the reason behind the mitochondrial dysfunction
present (at least) during the first hyperbaric exposures [35]. Indeed, animal studies show
a reduction of the mitochondrial membrane rest potential during the first one to five
treatments which stimulates the mitochondrial apoptotic pathway and stimulates reactive
biogenesis during the following treatments [28,36].

Contrary to our previous results on normobaric hyperoxia, we observed a direct in-
crease in IL-6, suggesting a stimulation of the NFR2/NF-Kf pathway [37,38]. Additionally,
we observe a simultaneous increase in neopterin production, indicating an immunomodula-
tory role of hyperbaric hyperoxia [39]. Neopterin is generated in response to a y-interferon-
mediated activation of monocytes and macrophages and thus is a direct product of immune
system activation [40,41]. Neopterin has been shown to elicit a cytoprotective action of cere-
bral tissue [42]. This provides an additional argument regarding the effects of hyperbaric
hyperoxia exposure on cognitive improvements [43], and remarkably, both exposure levels
show a significant increase but with a higher effect for 2.5 ATA.

This fact seems to show a dose-response effect that will encourage further research on
the targeted use of oxygen exposures since, for instance, in lower hyperoxia levels (30% and
100% of FiOz), no such increase is observed [17], but it is present during moderate hypoxia
(15% of FiO3) [12]. One other factor to consider is that cellular responses to oxygen are
not necessarily directly proportional to the inspired level of oxygen, as there is not a linear
relationship between alveolar oxygen pressures and the quantity of molecular oxygen
at the cellular (and mitochondrial) level [19]. Factors such as pulmonary gas transfer
efficiency, arterial wall thickness and endothelial ‘health’, and capillary-to-cell distance (as
with an increased extravascular fluid compartment, e.g., local oedema or lower capillary
density in sclerotic tissue) will all play a role in determining how the inspired oxygen
pressure ‘translates’ to an increased or decreased cellular presence of molecular oxygen.
Even though the observed effects may not directly be extrapolated to non-healthy patients,
our observations in young healthy volunteers offer a clue to the dynamic and kinetics
of oxygen-mediated cellular reactions. They show that depending on the oxygen level
breathed, some effects are similar while others are markedly different; each observed effect
clearly has its own ‘dose-dependent’ kinetic.

Limitations
Strengths:

- This study is, to our knowledge, one of the first to investigate the kinetics of responses
to a single short hyperbaric oxygen exposure at 1.4 ATA and 2.5 ATA.

- The measurements were conducted until 48 h post-exposure and putatively open the
avenue to new possible applications for hyperbaric oxygen breathing protocols.

Weaknesses:

- The subject numbers are limited, but the sample can be considered as homogenous
since all were healthy participants.

- The analysis was not made in the nucleus of the cells but in the plasma, red blood
cells, or urine; this could be considered a weakness for some, but it would need a
thoroughly different experimental setting.
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4. Materials and Methods
4.1. Experimental Protocol

After written informed consent, 48 healthy non-smoking Caucasian subjects (32 males
and 16 females) volunteered for this study. None of them had a history of previous cardiac
abnormalities or were under any cardio or vaso-active medication.

All experimental procedures were conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki [44] and approved by the Ethics Committee approval from the Bio-Ethical
Committee for Research and Higher Education, Brussels (N° B200-2020-088).

After medical screening to exclude any latent morbidity, participants were prospec-
tively randomized into 6 groups of 6-8 persons each. These groups were divided into
hypoxia (10% and 15% of FiO,) [12], normobaric hyperoxia (30% and 100% of FiO») [7], and
hyperbaric hyperoxia (1.4 ATA and 2.5 ATA). All participants were asked to refrain from
strenuous exercise for 48 h before the tests. No antioxidant nutrients, i.e., dark chocolate,
red wine, or green tea were permitted in the 8 h preceding and during the study. The
subjects were also asked not to dive 48 h before the experiment and not to fly within 72 h
before the experiment.

Fourteen participants completed the mild hyperbaric hyperoxia (1.4 ATA, n = 6) and
high hyperbaric hyperoxia (2.5 ATA, n = 8) protocols. Age (1.4 ATA: 36.0 = 12.3 years old
(mean + SD) vs. 2.5 ATA: 38.3 £ 13.6 years old; p = 0.75), height (1.4 ATA: 1742 4+ 13.4 cm
vs. 2.5 ATA: 177.9 £ 6.9 cm; p = 0.51), and weight (1.4 ATA: 67.7 £ 13.0 kg vs. 2.5 ATA:
81.8 £ 19.0 kg; p = 0.14) were collected.

Hyperbaric oxygen (oxygen partial pressure: 1.4 ATA; 1400 hPa, n = 6, and 2.5 bar;
2500 hPa, n = 8) was administered for 1 h in a hyperbaric multiplace chamber (Haux-
Starmed 2800, Haux-Life-Support GmbH, Karlsbad-Ittersbach, Germany) of the Military
Hospital Brussels, Belgium, by means of a tight-fitting orofacial mask connected to the
Haux-Oxymaster demand-valve system. A 60 min time was chosen to reduce the risk of
oxygen toxicity.

Blood and urine samples were obtained before exposure (T0) and 30 min, 2 h, 24 h, and
48 h after the end of oxygen administration. The originally planned and accepted protocol
included blood sampling 8 h after exposure (see experimental flowchart—Figure 5); for
technical reasons, this could not be achieved, but to be consistent with our previous works
and also to better depict the sampling duration, we kept this time point in the graphs’
X-axis. Previous experiments have shown that cellular responses after different oxidative
exposures may continue for 24 h and even more; we therefore decided to take blood samples
up to 48 h [8,10,13,45].

Each blood sample consisted of approximately 15 mL of venous human blood collected
in lithium heparin and EDTA tubes (Vacutainer, BD Diagnostic, Becton Dickinson, Italia
S.p.A., Milan, Italy). Plasma and red blood cells (RBCs) were separated by centrifugation
(Eppendorf Centrifuge 5702R, Darmstadt, Germany) at 1000 g at 4 °C for 10 min. The
samples of blood cells and plasma were then stored in multiple aliquots at —80 °C until
assayed and thawed; an analysis was performed within one month from collection. Urine
was collected by voluntary voiding in a sterile container and stored in multiple aliquots at
—20 °C until assayed and thawed only before analysis.

4.2. Blood Sample Analysis
4.2.1. Determination of ROS by Electron Paramagnetic Resonance (EPR)

An electron paramagnetic resonance instrument (E-Scan—Bruker BioSpin, GmbH,
Rheinstetten, Germany) X-band, with a controller temperature at 37 °C interfaced to
the spectrometer, was adopted for the ROS production rate, as already performed by
some of the authors herein [46-49]. The EPR measurements are highly reproducible,
as previously demonstrated [50]. EPR is the only non-invasive technique suitable for a
direct and quantitative measure of ROS. In particular, the spectroscopic technique (EPRS)
finds many fields of application, among which is bio-medicine [51]. The reliability and
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reproducibility of EPR data obtained by the herein adopted micro-invasive EPR method
has been already reported previously [52].

| Assessment of eligibility and invitation to participate (n=14)

l

Obtain informed consent for :
1.4 ATA and 2.5 ATA O, exposure (n = 6+8)
Venous blood collection at 0 (pre-exposure) and 30 min, 2h, 8h, 24h and 48h

post-exposure.

Pre-test at baseline T0 = 30 min pre-exposure
. Venous blood samples on EDTA and Heparin tubes (n=14) [ROS, CYS, G5H,
CAT, 50D, GLY)
. Urine [NOx, 8-is0-PGF2a, IL-6, Creatinine, Neopterin]

|

Hyperbaric Chamber Exposures
. For 1 hour at 1.4 ATA (n=6) and 2.5 ATA (n=8) breathing pure oxygen

|

Post test: Sampling 30 min, 2h, 8h, 24h and 48h after exposure
Venous blood samples on EDTA and Heparin tubes (n=14)
[ROS, CYS, GSH, CAT, SOD, GLY]
. Urine [NOx, 8-is0-PGF2q, IL-6, Creatinine, Neopterin]

Enrollment

Follow-up

Figure 5. Experimental flowchart.

Briefly, for ROS detection, 50 uL of plasma were treated with an equal volume of
CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine), and then 1 mM of
the CMH solution was prepared in a buffer (Krebs-Hepes buffer (KHB) containing a
25 uM deferroxamine methane-sulfonate salt (DF) chelating agent and 5 uM sodium
diethyldithio-carbamate trihydrate (DETC)) at pH 7.4. The plasma was incubated with
CMH (1:1) for 60 s; 50 pL of this solution were placed inside a glass EPR capillary tube in the
spectrometer cavity for data acquisition. A stable radical CP (3-Carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-
1-pyrrolidinyloxy) was used as an external reference to convert ROS determinations in
absolute quantitative values (umol/min). All EPR spectra were collected by adopting the
same protocol and obtained by using software standardly supplied by Bruker (Billerica,
MA, USA) (version 2.11, WinEPR System).

4.2.2. Superoxide Dismutase (SOD) and Catalase (CAT)

SOD and CAT plasmatic levels were measured by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA kits), according to the manufacturer’s instructions. SOD activity was assessed
by Cayman’s SOD assay kit (706002) that utilizes a tetrazolium salt for the detection of
superoxide radicals generated by xanthine oxidase and hypoxathine. One unit of SOD is
defined as the amount of enzymes needed to exhibit 50% dismutation of the superoxide
radical measured in changes in absorbance (450 nm) per minute at 25 °C and at pH 8.0. CAT
activity was assessed by Cayman’s assay kit (707002) that utilizes the peroxidic function of
CAT. The method is based on the reaction of enzymes with methanol in the presence of an
optimal concentration of HyO;. The formaldehyde produced is measured colorimetrically
with Purpald (540 nm) as chromogen. One unit of CAT is defined as the amount of enzymes
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that will cause the formation of 1 nmol of formaldehyde per minute at 25 °C. All samples
and standards were read by a microplate reader spectrophotometer (Infinite M200, Tecan
Group Ltd., Médnnedorf, Switzerland). The determinations were assessed in duplicate, and
the inter-assay coefficient of variation was in the range indicated by the manufacturer.

4.2.3. Total Aminothiols (CYS: Cysteine; CYSGLY: Cysteinylglycine and GSH: Glutathione)

Total and reduced aminothiols (CYS: cysteine; CYSGLY: cysteinylglycine; and GSH:
glutathione) were measured in erythrocytes (for GSH) and plasma (for CYS and CYSGLY),
according to previously validated methods [53,54], at room temperature by an isocratic
HPLC analysis on a Discovery C-18 column (250 x 4.6 mm I.D, Supelco, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), eluted with a solution of a 0.1 M acetate buffer, pH 4.0 methanol,
81:19 (v/v), at a flow rate of 1 mL/min. Fluorescence intensities were measured with
an excitation wavelength at 390 nm and an emission wavelength at 510 nm, using a
fluorescence spectrophotometer (Jasco, Tokyo, Japan). A standard calibration curve was
used for the assayed samples.

4.3. Urine Sample Analysis
4.3.1. Nitric Oxide Metabolites (NO; + NO3)

NOx (NO; + NO3) concentrations were determined in urine via a colorimetric method
based on the Griess reaction, using a commercial kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), as previously described [55]. Samples were spectrophotometrically read at 545 nm.

4.3.2. 8-Isoprostane (8-Iso-PGF2«x)

Levels of 8-iso-PGF2x were measured using an immunoassay EIA kit (Cayman Chem-
ical, Ann Arbor, MI, USA) in urine. This is a biomarker for lipid peroxidation damage
assessment. Samples and standards were spectrophotometrically read at 412 nm. Results
were normalized by urine creatinine values.

4.3.3. Interleukin-6

IL-6 levels were determined using the ELISA assay kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) based on the double-antibody “sandwich” technique, in accordance
with the manufacturer’s instructions.

All the above samples and standards were read by a microplate reader spectropho-
tometer (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Médnnedorf, Switzerland). The determinations
were assessed in duplicate, and the inter-assay coefficient of variation was in the range
indicated by the manufacturer.

4.3.4. Creatinine and Neopterin Concentrations

Urinary creatinine and neopterin concentrations were measured by the high-pressure
liquid chromatography (HPLC) method, as previously described [45], by the Varian in-
strument (pump 240, autosampler ProStar 410, SpectraLab Scientific Inc., Markham, ON,
Canada) coupled to a UV-VIS detector (Shimadzu SPD 10-AV, A = 240 nm, SpectraLab
Scientific Inc. for creatinine; and JASCO FP-1520, Aex = 355 nm and at Aep, = 450 nm,
SpectraLab Scientific Inc. for neopterin).

After urine centrifugation at 1500x g at 4 °C for 5 min, analytic separations were
performed at 50 °C on a 5 um Discovery C-18 analytical column (250 x 4.6 mm I.D., Supelco,
Sigma-Aldrich, Merck Life Science S.r.l., Milano, Italy) at a flow rate of 0.9 mL/min. The
calibration curves were linear over the range of 0.125-1 umol/L and 1.25-10 mmol /L for
the neopterin and creatinine levels, respectively. The inter-assay and intra-assay coefficients
of variation were <5%.

4.4. Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism 10 for Mac (La Jolla, CA,
USA). Data are given as a percentage of pre-exposure values. Taking the baseline measures
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as 100%, the percentage or fold changes were calculated for each measurement time,
allowing an appreciation of the magnitude of change rather than the absolute values. The
difference between the percentage of pre-exposure values and 100% was compared by a
two-tailed one-sample t-test when normality of the sample was reached, as assessed by
the d’Agostino and Pearson tests. Otherwise, the non-parametric Wilcoxon Rank Sum test
was used. Comparisons between the 1.4 ATA and 2.5 ATA groups were performed using
the unpaired t-test (parametric) or Mann-Whitney (non-parametric). In parallel, to assess
differences in the baseline values between conditions, a two-way ANOVA was performed
with oxygen pressure (1.4 ATA and 2.5 ATA) and time after exposure. When sphericity was
not assumed, analysis of variance (ANOVA) main effects and interactions were interpreted
with the Greenhouse-Geisser correction. Sidak-corrected multiple comparisons were used
to analyze significant interactions and main effects. The alpha level was set at 0.05. Data
are presented as mean (M) + standard deviation (SD). The significance level was set at
p <0.05.

The sample size required for a repeated measures analysis of variance was calculated
using the G*power calculator 3.1.9.7 software (Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldorf,
Germany) (effect size = 0.65, alpha error = 0.05, Power = 0.80), and the requisite number of
participants for this study was 6 in each group, which parallels previous studies [17].

5. Conclusions

A short term (60 min) period of mild (1.4 ATA) and high (2.5 ATA) hyperbaric hy-
peroxia leads to a similar significant increase in the production of reactive oxygen species
(ROS), peaking 2 h after exposure and slowly recovering after 48 h, without yet reaching
pre-exposure levels at that time.

Similar physiological reactions seem to be present for both very different oxygen
doses (1.4 and 2.5 ATA) concerning antioxidant coping strategies. Imnmunomodulation
and inflammatory responses, on the contrary, respond proportionally to the hyperbaric
oxygen dose.

Opverall, this study provides insights into the cellular effects of a single exposure of hy-
perbaric hyperoxia, which may either be similar for both doses studied or dose-dependent
(such as the immune system response). A further study of the dynamics and kinetics of
these effects may lead to new insights as to the optimal dose and administration sched-
ule (inter-dose recovery time) to optimize the therapeutic benefits of intermittent oxygen
therapy (either hyperbaric or normobaric). In fact, a more detailed understanding of these
effects is paramount to advancing the clinical use of this promising treatment modality.
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Abbreviations

8-iso-PGF2a  8-isoprostane

ATA Atmosphere absolute

CAT Catalase

CYSGLY Cysteinylglycine

EPR Electron Paramagnetic Resonance
FiO, Inspired Fraction of Oxygen

GSH Glutathione

H20; Hydrogen peroxide

HBOT Hyperbaric oxygen therapy

IL-6 Interleukine-6

NO Nitric oxide

NOx Nitric oxide metabolites

NRF2 Nuclear Factor Erythroid 2 Related—Factor 2
ROS Reactive Oxygen Species

S0D Superoxide dismutase
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Discussion générale

L'hormése chez les mammiféres est définie comme une capacité d'adaptation a
différents stress et englobe des processus dynamiques de réparation, de récupération et de
toxicité qui se produisent sur une durée définie [44]. Au niveau le plus élémentaire, ce
mécanisme est médié par des combinaisons « dose-réponse » et « dose-temps », au stress
oxydant, aux changements métaboliques et a l'inflammation [235]. Il s'agit d'un processus
bien connu en situation pathologique ou de vieillissement [236]. En effet, I’équilibre lié a I'age
entre facteurs pro- et anti-inflammatoires est une étiologie reconnue de maladies
métaboliques, cardiovasculaires ou neurodégénératives [237].

Jusqu'aily a dix ans, nous pensions que les radicaux libres d’oxygénes (ROS) provoquaient des
effets exclusivement toxiques, associées a diverses pathologies [238]. Au fil du temps, le
concept a évolué pour soutenir l'idée selon laquelle la présence de ROS dans les cellules
permettrait des fonctions bénéfiques spécifiques [239]. Il apparait que la spécificité biologique
de I'action des ROS passe par la quantité, la durée et la localisation de la production de ceux-
ci, ce que nous avons pu souligner dans ce travail.

De plus, des données récentes plaident en faveur de I'étude d'un nouveau paradigme qui
consiste a traiter I'oxygéne comme un puissant stimulus des réactions du réseau moléculaire
plutét que comme un simple médicament [199]. Plusieurs études explorant I'effet de
I'hyperoxie aigué ont démontré qu'il était possible de stimuler la production du facteur
inductible par I'hypoxie (HIF-1a) qui était censé s'exprimer uniquement dans des conditions
hypoxiques, d'ou son nom. Ce phénomeéne est appelé « Normobaric Oxygen Paradox » [70,
73, 204].

Lors de ces interventions, le retour a la normoxie aprés une hyperoxie légere (30% FiO3) est
ressenti comme un stress hypoxique sans activation significative du NF-kB [71]. A l'inverse,
une hyperoxie élevée (100% FiO;) et tres élevée (140% FiO;), induisent une réponse
simultanée du stress oxydant et inflammatoire, caractérisé par I'activation respective de NRF2
et de NF-kB au cours des 24 premieres heures suivant |'exposition. Ces observations suggerent
une réponse cellulaire modulée par une exposition ciblée a I'oxygene[71]. Ceci est en outre
confirmé par l'expression de microparticules (MP) sous différentes pressions partielles
d'oxygene. En effet, toutes les expositions testées ont démontré des élévations significatives
de CD41, CD66b, TMEM, de I'expression et de la liaison a la phalloidine. Cependant, pour 1,4
ATA (140% FiO3), la réponse est totalement opposée aux autres expositions avec des
diminutions significatives de tous les parameétres mesurés [220].
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Figure 18 : Variations en pourcentage des MP (Monocytes/Macrophages) aprés 60 minutes de respiration a I'oxygeéne.

Les niveaux d'oxygene inspirés sont indiqués sur I'axe des ordonnée, et les MPs totales ainsi que les sous-types de MPs sont
présentés en abscisse. Le prélevement sanguin a eu lieu 120 minutes apreés les expositions (au total, 48 sujets ont participé a
I'expérience). Les résultats sont exprimés dans la carte thermique en tant que pourcentage de variation entre les valeurs avant
et apres exposition (post /pré *100).

Effet du stimulus hypoxique

Comme le montrent nos études, I'exposition a une pression partielle d’oxygene
modulé, aprés 60min d’exposition, a induit un stimulus, provoquant une production accrue de
ROS a partir de 30 minutes apres I'exposition.

Plus précisément, nous avons observé une augmentation plus rapide et plus importante de la
production de ROS a mesure que I"hypoxie augmentait (10% et 15%). Ceci peut étre expliqué
par I'inhibition par I’hypoxie intermittente du complexe mitochondrial | via I'activation des
NOx (NADPH oxydase), augmentant ainsi la production de ROS [240].Cependant, apres 48
heures de récupération, les niveaux de ROS sont revenus proches de la valeur de base. Il a été
démontré que les conditions hypoxiques aigués induisent une fission mitochondriale[241]. Ce
mécanisme est particulierement observé dans les situations d'hypoxie-réoxygénation et est
causé par une diminution de la production d'ATP[242]. Cette adaptation semble étre une
contre-mesure pour maintenir la production mitochondriale de ROS a un niveau
équilibré[243]. Par ailleurs, nous avons observé une augmentation de la production de NOx
(NO? et NO?), avec un pic aprés 2 h toujours significatif aprés 8 h. En raison de sa nature
radicalaire, la réaction entre le superoxyde et le NO se déroule de maniére limitée par
diffusion (avec une constante de vitesse de k = 1,9 x 1010 M-1s-1) [46] ce qui est plus rapide
gue la dismutation catalysée par la SOD. L'avantage du piégeage des ions superoxydes est
d’éliminer les électrons radicalaires a un stade précoce, stoppant ainsi les futures réactions
radicalaires en chaine [244]. En effet, nos résultats suggerent que le pic de Nox a 2h survenant
apreés le pic de ROS (30 min) indique une activité précoce du NO en tant que piégeur de ROS.
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Ceci est en outre confirmé par le maintien des NOx au cours de I'hypoxie normobare. Les
résultats sont cohérents avec les précédents[245], selon lesquels |'activité du GPX et de la SOD
n'était pas significativement augmentée aprés une hypoxie normobare [246]. Compte tenu de
la production abondante de NO, la capacité du NO a éliminer le superoxyde semble
comparable a l'activité de la SOD intracellulaire et pourrait méme étre plus efficace.
Cependant, le peroxynitrites (ONOQO") résultant de cette réaction est un oxydant puissant et
est toxique pour les cellules lorsqu'il est produit en exces au-dela de la capacité
antioxydante[247]. Mais, actuellement, de nouvelles preuves suggéerent une action bénéfique
d’ONQOOQ'. Dans le systéme vasculaire, par exemple, des niveaux modérés d'ONOQO" semblent
stimuler la synthése des prostaglandines et jouer un réle dans les réactions de transduction
du signal cellulaire[248]. De plus, dans des conditions inflammatoires, la production
simultanée de NO et de ONOO" suggére que la détoxification du superoxyde par le NO dépasse
I'action cytotoxique de ONOO™ [249].
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Figure 19 Chimie biologique du peroxynitrite (adapté de Lucas Liaudet)

Individuellement, les radicaux 02.- et NO. sont modérément toxiques, mais leur proximité entraine immédiatement la
formation d'un oxydant puissant, le peroxynitrite ou ONOO-, non radicalaire. Cette réaction dépend de la capacité de diffusion
de NO. et 02.-, générant ONOO- chaque fois qu'ils se rencontrent. Dans des conditions telles que I'inflammation ou I'ischémie-
reperfusion, ot la formation de NO. et O2.- est augmentée simultanément, des concentrations de ONOO- allant jusqu'a 50-
100 uM par minute peuvent étre produites, avec une demi-vie de 10-20 ms et une capacité de diffusion sur des distances de
5-20 um. L'homéostasie redox est maintenue par divers antioxydants, notamment la SOD, convertissant O2.- en peroxyde
(H202), et la catalase, transformant H202 en eau. H202, non radicalaire, peut étre converti en radical hydroxyl, OH., plus
réactif, en présence de métaux (réaction de Fenton). D'autres antioxydants tels que le glutathion (GSH), I'ascorbate (vitamine
C) et I'a-tocophérol (vitamine E) agissent comme pieges a radicaux. La détoxification de ONOO- implique des molécules
contenant du sélénium, telles que la glutathion peroxydase, la sélénoprotéine P, la sélénométhionine et la sélénocystéine. Le
stress oxydatif ou nitrosatif survient lorsque ces systémes sont dépassés par une production excessive de radicaux oxygénés
ou d'azote.
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Dans diverses situations, les électrons s'échappant des réactions enzymatiques et non
enzymatiques déclenchent la production de RQOS, représentés par I'anion superoxyde (0;°"),
le peroxyde d'hydrogéne (H20;) et I'hydroxyde (HO®)[244]. En solution aqueuse, O2°~ a une
demi-vie d'environ 4 psec, ce qui lui conféere la capacité de se diffuser sur une distance allant
de 150 a 220 nm soit I’équivalent d’environ 11 cellules animales[250, 251]. Cependant, cette
distance est insuffisante pour que I'02°~ produit de maniére extracellulaire puisse se déplacer
a l'intérieur d'une large quantité de cellules. De plus, '02°~ généré a l'intérieur de la cellule est
tres instable ce qui lui favorise une dismutation spontanée tres rapide selon la réaction
suivante [252] :

S0D1

> 0, +H0,  (k=3x10°M"'s" apH 7.4, 25 °C)

20,7 +2H'

Ce mécanisme permet de transformer 1'02°~ en H,0; permettant de limiter les dommages
cellulaires au profit d’un processus adaptatif.

Bien que H;0; n’ait pas été directement mesuré, nous émettons |'hypothése que
I’augmentation des NOx, en particulier du NO3, pourrait refléter I'apparition d’'une activité
adaptative par angiogenese[253].

Ces données confirment les résultats des études précédentes en mettant en évidence une
augmentation significative de la production de ROS [233, 245, 254, 255] pendant une courte
période d'hypoxie modérée ou extréme.

Effet du stimulus hyperoxique

Par ailleurs, nos résultats suggérent qu'il n'y a pas de différence dans l'intensité de la
réponse initiale entre les deux groupes (30% et 100 %). Cependant, aprés |'apogée, qui est
atteinte 8 heures aprées I'exposition, la cinétique commence a diverger avec une différence
statistique entre les groupes a 48 heures. Ce décalage dans la cinétique des ROS peut étre
expliqué par le phénomeéne suivant. L'acide urique, que nous avons mesuré dans le plasma
sanguin, est un antioxydant aqueux majeur chez I'homme, en particulier pour les
peroxynitrites (ONOO~) dans le milieu hydrophile. Cependant, I'acide urique devient un
puissant pro-oxydant dans des conditions hydrophobes. Il peut induire un stress oxydant
intracellulaire et mitochondrial et stimuler |'expression de cytokines inflammatoires [256], ce
gue nous mettons en évidence par la réaction biphasique de I'lL-6. Enfin, bien que non
significatif, le profil de créatinine est cohérent avec les autres résultats de cette étude,
notamment les ROS et I'acide urique. En effet, la créatine kinase est inhibée par les ROS,
notamment H,O, [31], tandis que l'acide urique agit comme un chélateur du fer dans les
fluides extracellulaires, celui-ci est un cofacteur de |'activité de la créatine kinase [30]. De
toute évidence, les urates peuvent étre liés a la génération de ROS (en particulier dans des
conditions de stress oxydatif), par exemple lors de leur interaction avec le peroxynitrite,
entrainant la formation de produits actifs mais moins réactifs [256]. Nous pouvons ainsi
supposer que l'augmentation observée du taux de ROS dans le plasma aprés une hyperoxie
modérée (FiO2 de 30 %) n’est pas associée a I’élévation du stress oxydatif mais au mécanisme
de protection mobilisé par I'organisme lors de la neutralisation du peroxynitrite hautement
réactif avec I'acide urique [257].
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En fait, un avantage évolutif de I'acide urique a été proposé en démontrant sa forte capacité
a éliminer les radicaux libres, ce qui fait de lui un excellent piégeur d’oxydant [258]. Des études
ont montré que I'UA contribue jusqu'a 60 % a I'élimination des radicaux libres dans le sérum
humain [259]. De plus, I'administration systémique d’acide urique a été associée a une
augmentation de la capacité antioxydante du plasma, tant au repos qu’apres I'exercice, chez
des sujets sains [260, 261].
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Figure 20 : Cinétique de I'expression des ROS en fonction de la FiO;:

Les résultats sont exprimés dans la carte thermique en tant que pourcentage de variation entre les valeurs avant et aprés
exposition (post /pré *100)

Un autre fait tres intéressant en hyperbarie, est I'observation d’une cinétique similaire
des espeéces réactives de I'oxygéne (ROS) plasmatiques a 1,4 ATA (140 kPa) et a 2,5 ATA (250
kPa). Le pic de production est atteint vers 2h et reste au-dessus du niveau de base pendant
48h. Cette évolution similaire des ROS entre les deux expositions est une observation
intrigante, qui suggere que malgré la dose d’oxygene trés différente, des taux comparables de
production de ROS se produisent. Cependant, nos résultats contredisent une étude récente
qui a évalué |'effet de I'OHB sur les marqueurs oxydatifs et la réponse immunitaire[262]. En
effet, dans cette étude, aucune modification significative des ROS plasmatiques n'a été
constatée suite a une seule séance d'OHB de 75 min de respiration a 100 % d'oxygéne a travers
un masque facial bien ajusté a une pression de 240 kPa (2,4 ATA) avec deux pauses
respiratoires d'air de 5 min (respiration d'air normal) et une réduction de pression de 10
minutes. Notre protocole impliquait une exposition de 60 minutes a 1,4 ATA et 2,5 ATA avec
100 % d’oxygéne sans aucune « coupure d’air ». Bien que légérement différent, notre
protocole démontre une augmentation significative de la production de ROS déja 30 minutes
aprés la fin de I'exposition. Il est donc possible que les « air-breaks » effectués (deux fois
pendant 5 min) soient suffisants pour réduire drastiguement le stress oxydant. Mais des
recherches supplémentaires avec une configuration expérimentale différente seraient
nécessaires pour évaluer cette hypothese [263]. Parallelement, nous avons observé une
augmentation des taux de créatinine ; ceux-ci pouvant étre dus a la vasoconstriction des
artérioles afférentes rénales provoquée par les especes réactives de I'oxygéne (ROS). Cette
constriction est plus prononcée pour I'exposition a I'oxygene la plus élevée (2,5 ATA).
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Le pic d’augmentation de la créatinine se produit lorsque les métabolites de I'oxyde
nitrique (NOx) sont a leur niveau le plus bas (dans les deux expositions). Cela suggére que lors
d’une exposition hyperoxique, la vasoconstriction induite réduit I'afflux sanguin des reins ou
d’autres organes. Cette diminution du flux sanguin réduit la contrainte de cisaillement et, par
conséquent, la production de monoxyde d’azote (NO). Parallelement, la biodisponibilité du
NO est réduite par la présence de ROS qui exercent une action de piégeage, étant donné qu'il
n'existe pas de mécanismes enzymatiques d'inactivation du NO, tandis que sa vie biologique
apres synthese dans les vaisseaux dépend de réactions avec I'hémoglobine dans le sang, les
tissus, les thiols, I'oxygene moléculaire et I'anion superoxyde. Dans des conditions d'hyperoxie
extréme, lorsqu'il y a une forte augmentation de la production d'anions superoxydes, le NO
existant peut étre neutralisé par les 0;°7, conduisant a une diminution de la biodisponibilité
tissulaire, affaiblissant son action vasorelaxante basale, et donc la vasoconstriction. La
vérification de cette hypothése a été abordée il y a quelques années par I'équipe de
Demchenko en analysant les modifications du flux sanguin cérébral en réponse a des
modifications de I'équilibre entre NO et O,°" dans le cerveau durant une oxygénation
hyperbare, avec I'administration intraveineuse de superoxyde dismutase et d'une inhibition
de NO synthase. L'effet vasodilatateur de la superoxyde dismutase dans I'oxygénation
hyperbare n'a pas été observé chez les animaux ayant recu des doses de I'inhibiteur de la NO
synthase préalablement a I'exposition [264]. Ces résultats prouvent qu'un mécanisme de
vasoconstriction hyperoxique dans le cerveau consiste en l'inactivation du NO par les anions
superoxydes, diminuant ainsi son action vasorelaxante basale.

En effet, lors de nos séances hyperbares, sans activité physique, seule une
vasoconstriction est présente, les contraintes de cisaillement sont réduites et un flux laminaire
est favorisé. Dans des conditions d'écoulement laminaire pleinement développées, une
grande partie du NO libéré reste concentrée dans les lames fluides proches des parois, dans
lesquelles les niveaux de nitrite peuvent s'accumuler jusqu'a atteindre des concentrations
vasoactives dans les zones de résistance en aval. Cette synthése et cette délivrance locales
minimisent le gaspillage du NO endogene[248]. La vasodilatation qui en résulte diminue la
résistance vasculaire régionale et, a son tour, augmente le flux sanguin régional ainsi que la
contrainte de cisaillement des parois dans les branches méres. Ceci crée finalement un effet
de rétroaction positif qui provoque une libération artérielle locale supplémentaire de
NO[265]. Ce surplus de NO serait ainsi « non circulant » lors de la séance d’OHB, expliquant la
réduction de NOx mesurée directement apres exposition hyperbare a I'oxygene. Nous
pouvons alors émettre I’hypothese qu’apres la séance hyperbare, le NO localement présent
sera libéré en circulation en raison de |'activité physique normale de la vie quotidienne, ce qui
pourrait expliguer son augmentation de rebond aprés 24 h, persistant jusqu'a 48 h. Nos
résultats confirment une étude précédente qui n'avait pas trouvé d'augmentation systémique
du NO lors d'expositions hyperbares a I'oxygéne[5].
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Figure 21 : Cinétique de I'expression de la catalase en fonction de la FiO; :

Les résultats sont exprimés dans la carte thermique en tant que pourcentage de variation entre les valeurs avant et aprés
exposition (post /pré *100).

Dans un cadre hyperoxique nous notons une différence importante entre les
conditions normobares et hyperbares. En effet, en condition d’hyperoxie normobare nous
constatons I'absence de réponse antioxydante intracellulaire via la (CAT et SOD), malgré la
production de ROS au fil du temps. Cela suggére que la cellule demeure dans un état «
d’oxydation permissive ». Cet état oxydatif pourrait étre défini comme une tolérance des
mécanismes cellulaires a un niveau modéré de molécule pro oxydante par nécessité de second
messager. Alors que dans les conditions d’hyperoxie hyperbare nous observons une
augmentation significative de la catalase au-dela de 48h. Cette différence suggere encore
I’existence d’un effet seuil dépendant de la quantité d’H,0, nécessaire a la stimulation d’'une
contre mesure antioxydante. En effet, I'augmentation des especes réactives de |'oxygene
(ROS) stimule la catalase (CAT) pour initier la dégradation du H,0, en H,0 et O, [248].

Il convient de noter que la CAT présente I'un des taux de renouvellement les plus élevés
parmi les enzymes connues, avec environ 40 000 000 de molécules par seconde [266, 267].
Contrairement aux autres peroxydases, la CAT ne génére pas de radicaux libres.
Généralement, la réponse a une augmentation du taux de production de radicaux libres est
une augmentation des niveaux d’enzymes antioxydantes. En effet, la CAT montre une activité
accrue tres rapidement apres une exposition d’une heure a HBO.
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Figure 22 Cinétique de I’expression de la SOD en fonction de la FiO;:

Les résultats sont exprimés dans la carte thermique en tant que pourcentage de variation entre les valeurs avant et aprés
exposition (post /pré *100).

L'activité de la SOD est apparemment restée inchangée a la fin de la séance HBO et
pendant les 48 heures suivantes. De facon intéressante, la littérature rapporte qu’au moment
du 15eme traitement, une diminution significative des activités SOD et CAT (-20% chacune) a
été observée par rapport a la 1ére exposition a I'OHB [268]. D'autres auteurs ont trouvé des
résultats différents ne montrant aucune variation méme aprés la 20éme séance
hyperbare[269]. Nous n'avons pas d'explication définitive a cette apparente contradiction,
mais il a été proposé que tres probablement, I'espéce impliquée dans l'inactivation de la SOD
et de la CAT est I'oxygéne singulet (102) et qu'apreés plusieurs séances hyperbares, les réactions
protectrices contre cette espéce réactive peuvent varier. Cette réponse au stress comprend
I'activation transcriptionnelle de divers genes codant pour des enzymes antioxydantes et de
détoxification dans le but d’atténuer les effets délétéres de la production accrue de ROS. En
effet, les neutrophiles pourraient libérer des enzymes antioxydantes et particulierement du
CAT dans l'espace extracellulaire afin d'augmenter [|'effet antioxydant entourant le
neutrophile. Cette sécrétion pourrait étre importante pour éviter les dommages oxydatifs
dans les tissus induits par la génération des neutrophiles de ROS. Des études antérieures ont
montré que la CAT est colocalisée dans des granules spécifiques avec des protéines
peroxysomales et lysosomales telles que la myélopéroxydase, les hydrolases et les
peroxydases [270]. Sureda et ses collegues [271] ont observé que la présence de CAT dans ces
granules, en plus de l'augmentation détectée de I'activité extracellulaire de CAT apres
I'activation des neutrophiles, est en accord avec |'existence possible d'enzymes antioxydantes
libérées par les neutrophiles. Ceci pourrait expliquer I'augmentation de la CAT plasmatique,
et cela est encore confirmé par d'autres résultats montrant une activation du systeme
immunitaire avec une augmentation significative de la néoptérine. Il convient de souligner
que les calculs ANOVA bidirectionnels pour I’exposition a la pression d’oxygéne montrent une
différence dans les deux parametres. Cela semble montrer que les niveaux d'oxygéne de 140%
et 250% de FiO; ont un effet sélectif sur la réponse immunitaire, ce qui aurait pu étre confirmé
si la différence CAT était significative pour les deux expositions ; mais 'ANOVA bidirectionnelle
n'a pas tout a fait atteint un niveau de signification (p = 0,056).
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Figure 23 : Normobaric oxygen paradox (NOP) et réponses cellulaires :

Pendant I'hyperoxie intermittente, la stabilisation de HIF-1a dans le cytosol est favorisée en inhibant les prolyl hydroxylases
(PHDs) et la FIH, tandis que la synthese nucléaire est bloquée par l'inhibition de protéines comme REST. Cela entraine un début
plus précoce de I'activation immunitaire par rapport aux mécanismes de défense antioxydants, créant une cinétique délicate
entre l'inflammation et les especes réactives de I'oxygéne (ROS), agissant comme des "seconds messagers". Au retour a la
normoxie, la déstabilisation de HIF-1a est retardée en raison d'une protection antioxydante tardive, induisant un état de
"permissive oxidation". En conséquence, la synthése nucléaire débute plus tét, expliquant le rebond observé dans la production
de HIF-1a. Apres exposition a 100 % d'oxygene, NRF2 et NF-kB sont surexprimés, tandis qu'a 30 %, seule NRF2 est stimulée.

Nos résultats pourraient s’expliquer par les besoins cellulaires en seconds messagers,
tels que H;0,, comme médiateurs susceptibles d'agir via I'activation de NRF2, induisant la
libération de I'expression de keapl [272]. Bien gu’il soit désormais admis que HIF-1a est le
principal agent de régulation de I’"homéostasie en cas d’hypoxie [273] et d’hyperoxie [73],
d’autres facteurs régulateurs doivent étre pris en compte, comme le NRF2. Par exemple, le
facteur de transcription silencieux de I’élément répresseur 1 (REST) est un inhibiteur nucléaire
connu de la synthése de HIF-1a [274]. Lors d’une exposition a I’"hypoxie, REST s’accumule dans
le noyau avec une multiplication par quatre par rapport a la normoxie. Ceci peut étre
rapidement inversé par la réoxygénation [275]. A notre connaissance, |'évaluation de REST
dans I'hyperoxie n’a pas encore été étudiée. Cependant, en gardant a l'esprit que le
Normobaric Oxygen Paradox (NOP) a la capacité d’imiter I'hypoxie [70, 199, 276] et constitue
donc un outil puissant pour déclencher une réponse hormétique. Il pourrait donc étre utilisé
comme une hypothése raisonnable pour suggérer que plus le delta de I’"hyperoxie est faible,
plus l'oxydation permissive est longue, permettant aux messagers cellulaires secondaires
(H20;) de potentialiser leur réle de transcription nucléaire et de déclencher une réponse forte
et rapide (dans les 3 premiéres heures) [11]. En effet, des données récentes démontrent que
les changements épigénétiques par méthylation/déméthylation lors de I'expression génique
sont liés a I'homéostasie de I'oxygéne [277]. La cinétiqgue de ces mécanismes
d'activation/désactivation induits par I'oxygene dépend de réactions enzymatiques ou le role
de la 2-oxoglutarate dioxygénase semble déterminant [278]. Parallelement, cela pourrait
s’expliquer par une cinétique plus lente des défenses intracellulaires. En effet, nous avons
récemment démontré qu’apres une exposition a 30 % d’oxygene, la synthese du glutathion
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n’est efficace qu’au bout de 24 h, alors qu’apres une exposition a 100 %, sa synthese et sa
libération se produisent plus tét, environ 3 h apres I'exposition [71]. Cette derniére étude a
également démontré que la réponse inflammatoire était différente entre ces deux affections

(30 % et 100 %).
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Figure 24 : Cinétique de I'expression de I'll-6 en fonction de la FiO;:

Les résultats sont exprimés dans la carte thermique en tant que pourcentage de variation entre les valeurs avant et aprés
exposition (post /pré *100).

En effet, I'hypoxie normobare aigué stimule la production d'IL-6, cytokine pro-
inflammatoire, et la polarisation des macrophages M1. L'IL-6 est augmentée via l'induction du
facteur nucléaire kappa B (NF-kB)[279]. De plus, I'lL-6 (restant significativement élevée
pendant 48 h) favorise la voie de signalisation NRF-2 par un rétrocontrole positif qui permet
I'expression de genes antioxydants et maintient I'équilibre rédox [280]. Pour finir, il a été
récemment démontré que NRF2 joue un role clé en fournissant les conditions préalables a
I'hypoxie normobare afin d'améliorer I'endurance a I'effort [281].

Contrairement a I'hypoxie, en condition hyperoxique normobare nous constatons
I'inhibition de I'IL-6 dans les deux heures suivant |'exposition pouvant s’expliquer par une
répression de sa synthese liée a I'activation paralléle de NRF2[282]. La plus grande amplitude
d’expression de I'IL-6 aprés une exposition a 100 % suggere un changement dans la voie de
NRF2/NF-kB [71, 283].
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Figure 25 : Cinétique de I'expression de la néoptérine en fonction de la FiO; :

Les résultats sont exprimés dans la carte thermique en tant que pourcentage de variation entre les valeurs avant et aprés
exposition (post /pré *100).

La concentration croissante de néoptérine peut étre surveillée en médecine pour
évaluer le niveau d’inflammation clinique résultant d’un traumatisme physique, de maladies
cardiovasculaires, de cancers et d’infections bactériennes, parasitaires et/ou virales [64-68].
Nos résultats mettent en évidence que la néoptérine partage un schéma similaire a I'lL-6,
allant de l'inhibition a la surexpression, avec un retour a la ligne de base dans les 24 heures.
Puisque cette molécule est révélatrice d’un effet pro-inflammatoire avec le recrutement de
I'immunité cellulaire et I'induction de I'apoptose, son schéma pourrait suggérer la possibilité
gue le NOP soit capable de produire une immunomodulation. Cependant, pour atteindre des
niveaux de modulation significatifs, davantage de séances sont possiblement nécessaires,
comme cela a été démontré récemment pour 30 % et 100 % de FiO, aprés 5 semaines de
séances régulieres trois fois par semaine [201].

Une augmentation rapide de la néoptérine a également été observée (apres 2 h) suite
au pic de ROS sans raisons pathologiques puisque le stimulus hypoxique était de courte durée
et qu'aucune autre situation nocive (traumatisme, maladies cardiovasculaires, etc.) n'était
présente. Cette réaction rapide est intéressante, car elle contrecarrerait le complexe
inflammatoire favorisant la voie NRF2, comme déja montré suite a de légéres « oxy-
inflammation » de 60 min [71]. Ce résultat est trés intéressant dans le cadre de protocoles de
préconditionnement visant a inhiber les inflammasomes [284]. Il est intéressant de noter que
la modulation de la néoptérine est inversement proportionnelle a I'importance de I’hypoxie.
En effet, nous avons observé une augmentation plus importante de la néoptérine apres
exposition a 15 % d’oxygene qu’aprés exposition a 10 % d’oxygene. Nous pensons qu’une
augmentation plus importante de la production de ROS induite par I’hyperoxie pourrait
contribuer a cette différence, comme cela a déja été démontré récemment dans I’hyperoxie
modérée par rapport a I’hypoxie (oxy-inflammation) [201].

98



Fio, $0D2 $soo1 ¢ o3
Y- &
Ve \ Inflammatory genes lc“ ;g;:
Proliferation
) @ & k= o0

)| -
HIHIE

21| 8

a—!

N

E

2,

N

pH Homeostasis
Mitophagy
O e NOK sl pngiogenesis TNFa 110
100% Metabolism IL-6 -4
@ \ Metastasis / Invasion IL-12 IL-13
IL-1B
. 130% §
'.. i £ immunoregulatory
Y y &Y Pro-inflammatory
i : * Phagocytosis
*» " o~ 4 Phagocytosis 3
e Liron recycling 1 Efferocytosis

4 Foam cell formation
T PPARY signalling

oe, »
bos. P

1 Foam cell formation

—— Stimulates — Inhibits = = o ------ » Regulates

Figure 26 Concept DeltOx : Effet de I’hyperoxie aigué a différentes pressions partielles d’oxygéne.

Lors de ces interventions, le retour a la normoxie apres une hyperoxie légére (FiO, 30%) est ressenti comme un stress hypoxique
sans activation significative du NF-kB. A l'inverse, une hyperoxie élevée (FiO,100%) et trés élevée (FiO,140%), induisent une
réponse simultanée du stress oxydant et inflammatoire, caractérisé par l'activation respective de NRF2 et de NF-kB au cours
des 24 premieres heures suivant I'exposition. Par ailleurs, hyperoxie légere (FiO, 30%) élevée (FiO, 100%) stimulent la
production du HIF-1a contrairement a I’hyperoxie tres élevée (FiO, 140%) qui ne stimule pas le HIF-1a. En cas d'hyperoxie
hyperbare aigué, on observe une augmentation de la production d'IL-6, une cytokine pro-inflammatoire, ainsi que la
polarisation des macrophages M1, stimulées par l'induction du facteur nucléaire kappa B (NF-kB). De plus, I'lL-6 maintient un
niveau élevé pendant 48 heures, favorisant la voie de signalisation NRF-2 par un rétrocontréle positif, ce qui permet
I'expression de génes antioxydants et maintient I'équilibre rédox. En revanche, en condition hyperoxie normobare, I'lL-6 est
inhibée dans les deux heures suivant I'exposition, probablement en raison d'une répression de sa synthése liée a l'activation
simultanée de NRF2. L'amplitude plus élevée de I'expression de I'lL-6 apres une exposition a 100 % FiO, et supérieur suggeére
un changement dans la voie de signalisation NRF2/NF-kB. Pour finir, seules les expositions en hyperoxie hyperbare a 140% et
250% de FiO, permettent la production de la Catalase.
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Conclusion

La conception de |'oxygene moléculaire et de ses effets sur les organismes continue
d'évoluer, dépassant son réle traditionnel de fournisseur d'énergie pour les processus
métaboliques. Les variations d'oxygéne, qu'elles soient en termes de concentration, de
pression, ou de modalités d'exposition, révelent des réponses cellulaires complexes et parfois
paradoxales. De I'histoire géologique de la Terre aux applications thérapeutiques modernes,
I'oxygéne demeure un acteur central.

Suivant I'exposition de sujets sains a des pressions partielles d’oxygene diverses nous
avons mis en évidence une différence en termes de quantité de réaction et de cinétique.
En hypoxie normobare, nous avons noté un pic de ROS a 30min apres une heure d’exposition
sans activation d’'une contre mesure anti oxydante. Par ailleurs, nous notons une
augmentation progressive de I'lL-6 avec un pic a 8h, signifiant une augmentation évolutive et
lente de I'inflammation.

En hyperoxie normobare, nous constatons une augmentation plus tardive de la

production de ROS a 2h apres une heure d’exposition également sans réaction anti oxydante.
De plus, cette exposition est la seule a produire une réponse biphasique de I'interleukine 6
comprenant une inhibition maximum a 2h post exposition et un pic réactionnel avec un
maximum de production a 24h avec un retour a la ligne de base apreés 48h.
En hyperoxie hyperbare, nous avons mis en évidence une augmentation rapide et soutenu
jusqu’a 48 des ROS, sans différence significative entre une exposition d’'une heure a 140% et
250% de FiO,. Cela semble indiquer un effet seuil face a I’exposition excessive d’oxygene. Par
ailleurs, I’hyperoxie hyperbare est la seule modalité qui stimule la production de la catalase
de maniére rapide (pic a 30min) et soutenue au-dela de 48h, démontrant une activation des
mécanismes de protections de I'organisme face a I'action oxydante et néfaste a long terme du
peroxyde d’hydrogéne (H203).

Les nouvelles approches thérapeutiques, notamment dans le domaine de
I'oxygénothérapie hyperbare, mettent en évidence la nécessité de reconsidérer la vision
traditionnelle de Paracelse selon laquelle "la dose fait le poison". Les résultats de diverses
études soulignent que les réponses cellulaires a I'oxygéne ne suivent pas une relation linéaire
prévisible. Nos recherches actuelles remettent en question certaines notions établies,
illustrées par nos études sur les réponses métaboliques, inflammatoires et oxydatives a
différentes concentrations et pressions d'oxygene.

En effet, ce travail révele une réponse biphasique au fil du temps, débutant par une
"oxydation permissive" avec un seuil déclencheur conduisant a une surexpression de
I'inflammation et de I'oxydation, remettant en question le réle prédominant du systéme de
protection antioxydant. Par ailleurs, des réactions physiologiques similaires semblent étre
présentes pour les deux doses d'oxygéne trés différentes (1,4 et 2,5 ATA) concernant les
stratégies d'adaptation antioxydante. Cependant, I'immunomodulation et les réponses
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inflammatoires, au contraire, semblent répondre proportionnellement a la dose d'oxygene
hyperbare.

Ces résultats renforcent l'idée que I'hormese cellulaire résulte de processus
complexes, impliquant une orchestration entre I'augmentation des ROS, l'inflammation, le
métabolisme, et potentiellement I'expression génique. L'importance d'une exploration
approfondie de la cinétique des réactions enzymatiques liées a la biogenese moléculaire
intracellulaire est primordiale pour optimiser les résultats, notamment dans la définition de
protocoles d'entrainement, thérapeutiques ou de réadaptation, visant une utilisation plus
ciblée de I'oxygene.

L'image complexe qui émerge de ces travaux suggere que |'oxygene agit comme un
déclencheur puissant de réponses cellulaires, et qu’'une compréhension approfondie est
cruciale pour envisager les avantages thérapeutiques tout en minimisant les risques
potentiels. Les recherches contemporaines mettent en lumiére la nécessité de considérer la
variabilité des réponses cellulaires a différentes pressions partielles d'oxygene. En fin de
compte, la biologie de I'oxygene reste un domaine de recherche dynamique et fructueux. Les
nouvelles perspectives offertes par les études actuelles ouvrent la voie a des avancées
significatives dans la compréhension de la maniére dont les organismes interagissent avec cet
élément fondamental. A mesure que la recherche progresse, il est clair que la relation entre
les niveaux d'oxygéne et les réponses cellulaires est loin d'étre linéaire, laissant un terrain
fertile pour de futures découvertes passionnantes dans ce domaine dynamique de la
physiologie.
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Résumé :

La compréhension de l'impact de I'oxygéne
sur les organismes révele des réponses
cellulaires complexes. Des études exposant
des sujets sains pendant 1 heure a diverses
pressions partielles d'oxygéne révelent des
différences quantitatives et cinétiques
significatives des réponses cellulaires. En
hypoxie normobare, un pic de radicaux
libres d’oxygéne est observé 30 minutes
apres I'exposition, sans activation
immeédiate de réponses antioxydantes.
L’interleukine-6 augmente progressivement,
atteignant um pic a 8h, reflétant une
inflammation évolutive.

En hyperoxie normobare, la production de
radicaux libres d’oxygéne augmente plus
tardivement. avec une inhibition de
l'interleukine 6 observée 2 heures aprés

Effect of variations in oxygen partial pressures on cellular reactions in healthy subjects.

exposition, suivie d'un pic a 24 heures et
un retour a la ligne de base aprés 48
heures.

En hyperoxie hyperbare, une élévation
rapide et soutenue des radicaux libres
d’oxygene est observe jusqu'a 48 heures,
sans distinction significative entre les
expositions a 140% et 250% de FiO2. La
catalase est rapidement stimulée et
maintenue au-dela de 48 heures,
démontrant une activation des
mécanismes de  protection  contre
l'oxydation. Cette complexité souligne
l'importance d'une exploration approfondie
des mécanismes cellulaires et de la
biogenése moléculaire intracellulaire,
offrant des perspectives prometteuses
pour des avancées dans le domaine de la
physiologie.

Keywords : Oxygen, oxidative stress, inflammation, normobaric oxygen paradox (NOP),

cellular responses.

Abstract Understanding the impact of
oxygen on organisms reveals complex
cellular responses. Studies exposing healthy
subjects during one hour, to various partial
pressures of oxygen reveal significant
quantitative and kinetic differences in cellular
responses. In normobaric hypoxia, a peak of
oxygen free radicals is observed 30 minutes
after exposure, without immediate activation
of antioxidant responses. Interleukin-6
gradually increases, reaching a peak at 8
hours, reflecting evolving inflammation.

In normobaric hyperoxia, the production of
oxygen free radicals increases later, with
inhibition of interleukin-6 observed 2 hours

after exposure, followed by a peak at 24
hours and a return to baseline after 48
hours.

In hyperbaric hyperoxia, a rapid and
sustained elevation of oxygen free
radicals is observed for up to 48 hours,
with no significant distinction between
exposures to 140% and 250% FiO2.
Catalase is rapidly stimulated and
maintained beyond 48 hours,
demonstrating activation of oxidation
protection mechanisms. This complexity
underscores the importance of thorough
exploration of cellular mechanisms and
intracellular molecular biogenesis,
offering promising perspectives for
advances in the field of physiology.
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