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Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de mortalité dans les pays
occidentaux. Alors qu’il existe aujourd’hui une réelle avancée dans le traitement de ces
maladies, l'infarctus du myocarde reste la premiére cause de décés au monde selon
I'’Organisation Mondiale de la Santé et représente encore plus de 10% des déces en France.
L’infarctus du myocarde se définit comme la nécrose (mort) d’'une zone plus ou moins
étendue du muscle cardiaque suite a une occlusion coronaire, provoquant I'ischémie de cette
zone.

A Theure actuelle, le seul moyen de limiter le développement de cette nécrose cellulaire, est de
reperfuser le plus rapidement le territoire ischémié, a 'aide d’agents pharmacologiques ou de
techniques chirurgicales. Cette restauration de la circulation coronaire, aprés un épisode
ischémique, n’est cependant pas sans risque et peut entrainer des lésions réversibles ou non
[1, 2]. Les lésions les plus fréquemment observées suite a une séquence d’ischémie-reperfusion
sont des arythmies ventriculaires, une nécrose des cardiomyocytes et des altérations des
parametres hémodynamiques, de la fonction endothéliale ou du métabolisme énergétique.

Le coeur posséde cependant une capacité remarquable d’adaptation au stress, en induisant des
mécanismes endogeénes de défense qui conduisent a améliorer la récupération du myocarde a
la reperfusion. Cette faculté d’adaptation peut d’ailleurs étre utilisée dans un but protecteur.
Ce phénomene, appelé préconditionnement (PC), consiste a soumettre le coeur a un stress
non létal (ischémie courte, hyperthermie..) capable de le protéger contre un stress prolongé

ultérieur.

Le syndrome d'apnées obstructives du sommeil (SAOS) se caractérise par des arréts de la
respiration, fréquents (plus de dix par heure) et de longue durée (plus de dix secondes),
provoqués par une obstruction pharyngée plus ou moins compléte, entrainant une
diminution de la profondeur du sommeil et une hypoxie (diminution de la saturation en
oxygene). Cette obstruction pharyngée peut étre a I'origine d’apnée (obstruction compléte) ou
d’hypopnée (obstruction partielle provoquant une diminution de plus de 50% du flux

inspiratoire).
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La prévalence du SAOS dans la population d’age moyen est de 4% chez les hommes et de 2%
chez les femmes. Le SAOS est responsable d’'une augmentation du risque cardiovasculaire
(hypertension artérielle, infarctus du myocarde, troubles du rythme ventriculaires et survenue

d’accident vasculaire cérébral).

L’hypoxie est une situation de stress cellulaire dans laquelle les tissus de 1'organisme regoivent
une quantité insuffisante d'oxygéne. Dans le SAOS, cette hypoxie a la spécificité d’étre
intermittente, correspondant a I'alternance répétée d’épisodes d’hypoxie et de réoxygénation.
Cette hypoxie intermittente (HI), composante majeure du SAOS, est a lorigine d'une
hypertension artérielle systémique et d’une augmentation de I'activité sympathique chez le rat
[3].

Alors que la plupart des études indiquent que la prévalence augmente fortement avec I'age, de
récentes observations suggerent que les jeunes patients atteints de SAOS présentent un risque
de mortalité important, qui semble décliner avec I'age (> 50 ans) [4]. Il a été émis I’hypothese
qu'une protection au niveau cardiaque et cérébral pourrait expliquer cette diminution de la
mortalité avec l'age, chez les patients SAOS [5]. Cette protection s’expliquerait par le
développement d'un PC ischémique provoqué par les cycles répétés d’hypoxie-réoxygénation.

Il semble ainsi que I'HI peut avoir des effets bénéfiques et qu'elle n’est pas seulement

responsable d’effets déléteres observés dans le SAOS.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a l'étude des effets, au niveau
cardiovasculaire, d’'une hypoxie intermittente aigué. Cette partie débute par une introduction
sur I'ischémie-reperfusion et le phénoméne de préconditionnement. Elle se poursuit par la
mise en évidence d'un préconditionnement retardé induit par 'HI. Ce travail est présenté

dans deux articles.

La deuxieme partie est consacrée a I'étude des conséquences délétéres d’une exposition
chronique a I'HI, comme celle rencontrée dans la pathologie du SAOS. En particulier, nous
nous sommes intéressés au processus inflammatoire développé suite a une HI chronique chez

la souris. Cette partie débute par une introduction sur les conséquences cardiovasculaires
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associées au SAOS et sur les modeles animaux utilisés pour étudier les conséquences de I'HI
chronique. Elle se poursuit par la présentation des résultats obtenus qui a fait I'objet d’'un

troisiéme article.

- 13-



1** PARTIE : ETUDE DES MECANISMES
CARDIOPROTECTEURS INDUITS PAR L’HYPOXIE
INTERMITTENTE AIGUE
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1 Introduction
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1.1 Ischémie-reperfusion myocardique

1.1.1 Généralités

L’ischémie myocardique se définit comme un déséquilibre entre les besoins, et les apports en
oxygene et nutriments du myocarde. L'ischémie apparait quand le débit sanguin coronaire est
diminué par une obstruction partielle ou totale des vaisseaux et que ce débit devient inadéquat
pour répondre aux besoins du myocarde. Ce déséquilibre survient lorsqu’il y a une
augmentation de la demande en oxygene du myocarde, comme au cours de I'hypertrophie du
ventricule gauche, d'une tachycardie ou simplement d'un exercice musculaire. On observe soit
une augmentation de la demande associée a une réduction des apports en oxygene du
myocarde comme dans le cas de 'angor d’effort, soit une réduction isolée des apports comme
dans I'infarctus. La réduction de la circulation sanguine peut étre due a un rétrécissement des
arteres coronaires, a l'obstruction par un thrombus ou a la présence d’une plaque d’athérome.
Cette ischémie myocardique peut intéresser une région isolée du coeur (infarctus) ou

I'ensemble du muscle cardiaque (chirurgie cardiaque, choc hypovolémique).

1.1.2 L’ischémie myocardique

Le muscle cardiaque a un besoin énergétique de base important pour assurer sa fonction
contractile et subvenir aux besoins de ses systemes cellulaires énergie dépendants. Une
occlusion prolongée peut entrainer I'apparition de lésions, tout d’abord réversibles, mais qui
deviennent rapidement irréversibles si I'ischémie est maintenue, ce qui peut aboutir, alors, a
des modifications hémodynamiques et/ou a des troubles du rythme, mais également évoluer
vers la nécrose de la zone concernée.

Dans les conditions physiologiques, I'énergie provient principalement de l'oxydation des
acides gras (AG), apportés au myocarde par la circulation. La diminution de I'apport en
oxygene provoquée par I'ischémie conduit dans un premier temps a un ralentissement ou a un

arrét total du métabolisme oxydatif et a une stimulation de la glycolyse anaérobie. Celle-ci
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permet de compenser en partie le déficit énergétique, mais la production d’ATP reste
insuffisante pour couvrir I'ensemble des besoins énergétiques du myocarde. Le pyruvate,
produit lors de la glycolyse, ne peut rentrer dans le cycle de Krebs et s’accumule, ce qui
favorise sa transformation en lactate. La conséquence principale de ces lésions précoces est la
diminution de l'activité contractile.

Si l'ischémie se prolonge, la glycolyse anaérobie est diminuée puis arrétée completement, ce
qui conduit a un arrét de la production d’ATP. On observe une accumulation d’équivalents
réduits, de lactate et de protons dans les myocytes a I'origine d'une acidose intracellulaire
provoquant une inhibition des enzymes de la glycolyse et une augmentation du déficit
énergétique. De plus, quel que soit le degré de 'ischémie, le métabolisme oxydatif des AG est
interrompu, ce qui conduit a une accumulation de métabolites intermédiaires qui ont des

effets déléteres sur les membranes cellulaires.

Modifications ioniques et électrophysiologiques

Au cours de lischémie, la diminution de la production d’ATP inhibe la pompe
sodium/potassium (Na*/K*-ATPase), ce qui conduit a une augmentation intracellulaire de
sodium et a une accumulation de potassium a I'extérieur des cellules. D’autre part, 'acidose
active 'échangeur sodium-proton (Na*/H*) qui permet I'élimination des protons, favorisant
ainsi 'accumulation intracellulaire de sodium. Cette surcharge sodique est associée a une
entrée d’eau responsable de 'oedeme intracellulaire. Le gradient anormal de sodium conduit a
I'inversion de I’échangeur sodium-calcium (Na*/Ca?*), ce qui provoque une entrée de calcium
dans les cellules. L’augmentation des taux de calcium intracellulaire entraine des lésions au
niveau des protéines contractiles, favorisant ainsi la contracture ischémique. L’ischémie
entraine donc de nombreuses modifications des gradients ioniques de part et d’autre de la
membrane plasmique. La diminution de la concentration d’ATP provoque également
I'ouverture des canaux potassiques ATP-dépendants (fermés quand les concentrations d’ATP
intra-cellulaires sont élevées), ce qui entraine une accumulation de potassium a 'extérieur de
la cellule. Celle-ci est a 'origine des perturbations électrophysiologiques observées au cours de

I'ischémie. On observe notamment une légeére dépolarisation des cellules en diastole, une

-17 -



diminution de 'amplitude et de la durée des potentiels d’action ainsi qu'une élévation du

segment ST sur I'électrocardiogramme.

1.1.3 Lareperfusion du myocarde ischémique

A Theure actuelle, la reperfusion coronaire est reconnue comme étant la seule méthode
permettant de réduire la taille de l'infarctus, & condition d'étre entreprise suffisamment tot,
ceci est indiscutable aussi bien en clinique que dans les modeles expérimentaux.
Cliniquement, la reperfusion précoce est possible grace au développement de la thrombolyse
et de l'angioplastie. Cette reperfusion permet la récupération du myocarde tant qu’il n’y a pas
eu de lésions irréversibles. Il n'y a aucun doute qu'une reperfusion précoce est le seul moyen
de «sauver » un myocarde ischémique. Cependant, la reperfusion est une "épée a double
tranchant” : la restauration d’un flux sanguin analogue au flux pré-ischémique provoque des
lésions propres a la reperfusion au cours desquelles I'aggravation de la surcharge calcique et la
formation de radicaux libres de 'oxygene jouent probablement un réle important. Ces lésions
sont les arythmies de reperfusion, la sidération myocardique (ou «stunning»), et la nécrose de
reperfusion (accélération de la mort cellulaire).

Lors de la reperfusion, I'apport brutal et massif d’O, conduit a la formation de radicaux libres
de l'oxygeéne (RLO), tres réactifs. Le terme radical désigne toute espéce chimique instable
possédant un électron non apparié ou célibataire. Les especes radicalaires les plus importantes
dans les processus biologiques sont les RLO et I'oxyde nitrique. Il s’agit de I'anion superoxyde
(O77), du radical hydroxyle (OH), des radicaux peroxyles (ROO") ainsi que d’autres especes
non-radicalaires mais tres réactives dérivées de 'oxygeéne, comme le peroxyde d’hydrogene
(H:0,) et I'oxygene singulet ('O.). Les RLO, libérés suite a I'ischémie-reperfusion (Figure 1),
provoquent une inactivation des enzymes et une péroxydation des lipides membranaires a
lorigine de dommages membranaires touchant le sarcolemme, le réticulum sarcoplasmique
(RS) et les mitochondries. On observe au niveau des mitochondries une augmentation de la
perméabilité au calcium, ce qui conduit a une augmentation du calcium au niveau du cytosol.
L’activation du relargage du calcium par le RS, I'inhibition de la pompe Na*/K*-ATPase et la

stimulation de I'échangeur Na*/Ca’" au niveau du sarcolemme provoquent une augmentation
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Figure 1 : Mécanismes possibles de la dysfonction myocardique post-ischémique,

d’apres Bolli [6].

Les arythmies de la reperfusion

Plus 'ischémie est de courte durée, plus des arythmies de reperfusion sont observées.

Bien que les mécanismes responsables des arythmies de reperfusion restent débattus, il semble

que la formation de radicaux libres ainsi que 'excés de calcium soient les principaux acteurs

des arythmies de reperfusion.
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Comme nous 'avons décrit précédemment, la reperfusion est a I'origine d’'une production de
RLO. Il semblerait que la peroxydation des lipides membranaires sous l'effet des RLO
conduise a des perturbations de I’équilibre ionique, ce qui aboutirait a des modifications
électrophysiologiques responsables des arythmies de reperfusion.

Nous avons également vu que suite a I'ischémie, le déficit énergétique conduit a la surcharge
calcique. L’existence d'un exces de calcium libre dans la cellule lors de la reperfusion, ainsi que
d’'importants mouvements calciques, pourraient donc étre a lorigine des arythmies de
reperfusion, via la création d'un courant transitoire entrant calcium-dépendant, lui-méme a
I'origine de post-dépolarisations retardées qui, lorsque leur amplitude est suffisante, peuvent

provoquer des extrasystoles ou des tachycardies ventriculaires.

La sidération myocardique ou «stunning»

Malgré I'absence de 1ésions irréversibles et en présence d’'une perfusion sanguine normale, la
récupération complete du myocarde ischémique peut nécessiter un délai de quelques heures a
plusieurs semaines. La sidération myocardique ou stunning correspond a la phase de
récupération lente de la fonction myocardique au cours de la reperfusion. Ce phénomeéne est
principalement rencontré suite a une ischémie de courte durée suivie d’'une reperfusion. Tout
comme pour les arythmies de reperfusion, les deux hypothéses majeures pour expliquer la
sidération myocardique sont la surcharge calcique et la formation de RLO.

La surcharge calcique intracellulaire peut entrainer des lésions au niveau des protéines
contractiles (activation de protéines kinases ou protéases), provoquant des modifications de la
réponse physiologique normale au calcium. La contractilité du myocarde en est ainsi affectée
aboutissant a la sidération du myocarde.

Les RLO et la surcharge calcique sont intrinsequement liés. En effet, nous avons vu
précédemment que les RLO participent a la surcharge calcique par le biais des dommages

membranaires qu’ils créent au niveau du sarcolemme, du RS et des mitochondries (Figure 1).
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L’infarctus du myocarde

Dans l'infarctus aigu du myocarde, un nombre significatif de cellules cardiaques ischémiques
meurent. Cette mort cellulaire évolue de I'endocarde vers I'épicarde et du centre de la nécrose
vers la périphérie. 50% de la zone ischémique est détruite en 2 heures, 100% en 4 a 6 h. Cette
vitesse est variable d'une espéce a l'autre et au sein d’'une méme espece.

L’ischémie induit une diminution de la distribution d’O, et de I’élimination des métabolites
(Figure 2). Il s’ensuit une perte critique de la quantit¢é d’ATP qui conduit a (1) une
accumulation de calcium, (2) des lésions membranaires provoquées par 'accumulation des
métabolites des AG, la rétention de sodium et d’eau conduisant a 'cedéme et I'éclatement des
cellules, la peroxydation lipidique induite par la formation de RLO lors de la reperfusion, (3)
une inhibition de la pompe Na'/K*-ATPase qui accentue l'accumulation de sodium
intracellulaire, a 'origine de I'cedéme cellulaire. La surcharge calcique qui est ainsi provoquée,
peut activer des phospholipases, a l'origine de la destruction des lipides membranaires,

augmenter la contracture et provoquer des arythmies létales.
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Figure 2 : Mécanismes du développement de 'infarctus d’apres Opie [7].

La gravité des lésions d’ischémie-reperfusion dépend de la durée et de la sévérité de l'ischémie,
ainsi que la taille de la zone ischémique.

Pendant les premieres minutes d’ischémie, les dommages cellulaires restent totalement
réversibles : si la perfusion coronaire est rétablie, il n'y aura pas de nécrose. Les cellules
retrouvent un métabolisme et une fonction normaux dans les heures ou les jours qui suivent
la reperfusion. Si l'ischémie est prolongée (durée supérieure a 30 minutes), les cellules
cardiaques sont irréversiblement endommagées et l'intervalle de temps entre I'épisode
ischémique et la nécrose cellulaire dépend du réseau de collatérales, vaisseaux qui suppléent
lirrigation du myocarde ischémique. Ce réseau est trés variable selon les especes (tres
important chez le cobaye et quasiment inexistant chez le rat) et selon I'age des individus (chez
I’homme ce réseau se développe avec I'age). L’ischémie évolue vers la nécrose en 20 a 60
minutes s’il n’existe pas de collatérales, et ce temps peut aller jusqu’a 2 a 6 heures en présence

de collatérales.
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La zone a risque, qui correspond a la région du myocarde vascularisée par l'artére coronaire

occluse, est un déterminant essentiel du volume final de 'infarctus.

Le myocarde posséde des systemes puissants pour lutter contre, voire prévenir, les
conséquences de l'ischémie et de la reperfusion. Le phénoméne de préconditionnement est
I'illustration de la capacité d’adaptation du myocarde pour limiter 1'agression ischémique, a

condition que celle-ci ne soit pas trop intense et trop prolongée.
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1.2 Le préconditionnement

1.2.1 Généralités

Murry et collaborateurs [8] ont montré que des occlusions coronaires breves (trop courtes
pour provoquer une nécrose myocytaire) réalisées avant une occlusion plus prolongée (de
durée suffisante pour provoquer un infarctus myocardique) pouvaient réduire de fagon
importante (50 a 75 %) la taille finale de l'infarctus. Le fait de rendre le myocarde brievement
ischémique induit une protection endogeéne qui s'exprime lors d'une ischémie prolongée
consécutive. Ce phénomene a été appelé préconditionnement ou PC (traduction de 'anglais
"preconditioning”).

Ce mécanisme, capable d’induire une protection contre les effets délétéres d'une ischémie, a
été tres étudié, et cette cardioprotection a été retrouvée dans toutes les especes étudiées (rat,

souris, lapin, chien, porc) [9] dont ’homme.

Il est reconnu, dans la majorité des espéces, que le PC induit deux phases distinctes de
protection : la premiére, appelée « PC classique», se manifeste pendant 1 a 2 heures apres le
stimulus préconditionnant initial ; la seconde, en revanche, communément appelée «PC
retardé», apparait environ 24 heures apres le stimulus initial et persiste jusqu’a 72 heures [10,
11]. Ce PC retardé semble mettre en jeu d’autres mécanismes que ceux impliqués dans la
premiere fenétre de protection puisquun délai minimum est nécessaire entre le stress
préconditionnant et l'ischémie nécrosante. Dans la suite de ce chapitre, nous nous
intéresserons essentiellement au PC retardé.

Les effets protecteurs du PC sont multiples, le PC ischémique est capable de limiter la taille de
I'infarctus [12], d’améliorer la récupération fonctionnelle post-ischémique, de réduire la
sidération myocardique post-ischémique [13, 14], ainsi que les arythmies de reperfusion [15],

ou encore de préserver la fonction endothéliale coronaire [16].
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Les stimuli initiateurs du PC retardé

La protection retardée contre les 1ésions d’ischémie-reperfusion peut étre induite par divers
stimuli [17]. IIs peuvent étre classés en stimuli non pharmacologiques et pharmacologiques.
Les premiers sont, outre 'ischémie, le stress thermique, la stimulation ventriculaire rapide,
I'exercice et 'hypoxie [25]. Parmi les stimuli pharmacologiques, on retrouve, soit des agents
naturels souvent nocifs, tels I'endotoxine [18], le tumor necrosis factor-o. (TNF-a) [19], les
RLO [20], soit des substances utilisables en clinique, tels des agonistes des récepteurs a
I'adénosine [21], des donneurs de NO [22], des ouvreurs des canaux potassiques ATP-
dependants (Karp) comme le diazoxide [23] ou encore des agonistes des récepteurs aux

opioides [24].

Les mécanismes du PC retardé

Le PC retardé est le résultat d’'une cascade de signalisation cellulaire complexe (Figure 3).
Cette cascade comporte trois étapes principales. Les stimuli (1), stress ou substances
pharmacologiques, induisent des molécules qui déclenchent (« déclencheurs », (2)) la réponse
adaptatrice et 'activation de voies de signalisation générant des «médiateurs» (3), exprimés 24

a 72 heures apres le stimulus, et conduisant a la cardioprotection.
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1.2.2 Préconditionnement hypoxique

Comme nous I'avons vu précédemment, I’hypoxie fait partie des stimuli capables d’induire un
PC retardé contre des 1ésions causées par une séquence d’ischémie-reperfusion. Une hypoxie
continue (HC) de courte durée, suivie d’'une période de réoxygénation, est capable d’induire
un PC classique ou retardé. En effet, une anoxie de 30 minutes (0% d’O,) suivie d’'une heure
de réoxygénation améliore la viabilité des cardiomyocytes de souris placées en condition
ischémique [26]. De plus, une séquence de 10 minutes d’hypoxie suivie de 10 minutes de
réoxygénation induit une cardioprotection immédiate en améliorant la récupération
fonctionnelle post-ischémique et en diminuant la nécrose cellulaire sur le coeur isolé de rat
[27, 28]. LHC peut également induire un PC retardé : des coeurs isolés de souris soumis a ce
stimulus présentent une plus grande résistance a I'infarctus 24 heures apres le stress [29].

Peu de données sont, toutefois, disponibles concernant les effets de 'hypoxie intermittente
(HI) sur la susceptibilité du coeur a I'infarctus. Une étude récente rapporte qu’'une seule heure
d’HI est capable de protéger le coeur isolé de souris soumis 24 heures aprés a une ischémie-
reperfusion (I/R), en améliorant la récupération fonctionnelle post-ischémique et en
diminuant la taille de I'infarctus [30]. Cette étude suggere que I'HI est plus efficace que 'HC

comme stimulus préconditionnant.

1.2.3 Voies de signalisation mises en jeu dans le PC retardé en général

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, 'hypoxie induit un PC retardé résultant
d’une cascade complexe d’éveénements cellulaires indispensables a la cardioprotection (Figure
3). Il existe peu d’études expliquant les voies de signalisation impliquées dans le PC
hypoxique. Nous verrons donc dans ce chapitre, d’'une fagon générale, un certain nombre de
déclencheurs et de médiateurs mis en jeu dans la réponse cardioprotectrice induite par le PC

retardé (ischémique ou pharmacologique).
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1.2.3.1 Les déclencheurs ou «triggers»

Le NO

L’oxyde nitrique (NO) est produit lors de I'oxydation par les NO synthases (NOS) de la
L-arginine en L-citrulline [31]. Cette réaction (Figure 4), catalysée par les NOS, utilisent
plusieurs substrats (le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH) et
I'oxygene) et cofacteurs (la 6(R)-5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (BH4), le flavine adénine
dinucléotide (FAD) et le flavine adénine mononucléotide (FMN)). Trois isoformes de la NOS
ont été identifiées : les NOS neuronale, endothéliale et inductible. La NOS neuronale, ou
nNOS, est exprimée dans les neurones périphériques non-cholinergiques et non-
adrénergiques. Elle entraine une libération de NO calcium-dépendante. La NOS endothéliale,
ou eNOS, est présente a I'état basal dans les cellules endothéliales, mais peut aussi étre
localisée dans d’autres types cellulaires, tels que les cardiomyocytes. Son activation est
dépendante du calcium intracellulaire et peut étre induite par divers mécanismes tels que les
forces de cisaillement générées par le passage des éléments figurés sanguins, 'activation de
protéines G, I’hypoxie ou par certaines substances telles que 'acétylcholine, la bradykinine ou
I'histamine. La NOS inductible, ou iNOS, est calcium-indépendante. Son expression peut étre
induite par les médiateurs de I'inflammation dans différents types de cellules vasculaires, telles
que les cellules endothéliales, les cardiomyocytes et les cellules musculaires lisses, ainsi que
dans les macrophages.

Un inhibiteur non sélectif des NOS, le N“-nitro-L-arginine (L-NA), abolit I'effet protecteur du
PC ischémique sur le stunning myocardique chez le lapin [32] ou sur la réduction de la taille
de 'infarctus [33]. Il semble donc que l'effet cardioprotecteur du PC ischémique implique la
formation de NO. D’autre part, il faut noter qu'un prétraitement avec des donneurs de NO
(nitroglycérine, diethylenetriamine) en absence d’ischémie induit un effet protecteur retardé
contre le stunning et I'infarctus, semblable a I'effet observé pendant le PC ischémique retardé

(34, 35].
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Figure 4: Réaction de syntheése du NO-. BH, : 6(R)-5,6,7,8-tétrahydrobioptérine ; FAD :
Flavine Adénine Dinucléotide ; FMN : Flavine Adénine Mononucléotide ; NADPH

Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate Réduit.

Les radicaux libres dérivés de 'oxygene

Dans les conditions basales, les radicaux libres sont produits en permanence en faible quantité
et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systémes de défense.
Dans ces conditions, la balance antioxydant/prooxydant est en équilibre.

Comme nous 'avons vu précédemment (chapitre 1.1.3), les RLO semblent tres fortement
impliqués dans la formation des lésions de la reperfusion [36]. Lors des premiéres minutes de
reperfusion, la réoxygénation de la zone ischémiée entraine la production importante de RLO,
dans des proportions telles que les systemes de défense semblent dépassés. Ceci est a I'origine
d’un stress oxydant important.

Bien qu'un stress oxydant sévere soit cytotoxique, une production modérée de RLO peut
moduler certaines fonctions cellulaires et déclencher des mécanismes d’adaptation [37].

En effet, le traitement de cceur de lapins par des RLO exogénes, avant une séquence
d’ischémie-reperfusion, provoque un PC retardé contre le stunning [20], de plus le peroxyde
d’hydrogene, administré avant une ischémie prolongée, confére une protection contre les
arythmies de reperfusion chez le rat [38]. La production de RLO semble indispensable au

développement du PC retardé. En effet, 'administration d’antioxydants (superoxyde
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dismutase, catalase) pendant le PC ischémique abolit la protection retardée contre la
sidération myocardique [39] chez le lapin. De plus, le mercaptopropionyl glycine (MPG), qui
est un antioxydant puissant, prévient la protection retardée induite par le PC ischémique
contre l'infarctus du myocarde [40] et les arythmies de la reperfusion [41]. L’effet du MPG a
également été observé dans d’autres PC, comme celui induit par le stress hyperthermique [42]
ou par les donneurs de NO [22]. Malgré leurs effets cytotoxiques, les RLO semblent donc
jouer un role dans linitiation de la cardioprotection retardée induite par ces différentes

formes de PC.

Les opioides

Le terme opioide désigne les substances dont le mode d’action ressemble a celui de la
morphine, malgré des structures chimiques distinctes [43]. Les cellules myocardiques sont
capables de synthétiser, de stocker et de libérer des opioides [44], et ceci de facon plus
importante pendant des stress comme I'ischémie ou 'hypoxie [45]. Le cceur a la capacité de
synthétiser trois types d’opioides ; les enképhalines, les endorphines et les dynorphines [46].
Des récepteurs aux opioides, couplés aux protéines G, ont été identifiés et différenciés en trois
sous-unités : y, ¥, 8. Comme ces opioides sont libérés suite a un stress, il a été suggéré qu’ils
pouvaient étre impliqués dans la réponse protectrice du myocarde contre les lésions
d’ischémie-reperfusion. Wu et collaborateurs ont montré, dans un modele de cardiomyocytes
de rat, une implication des récepteurs x dans la cardioprotection retardée [47]. De plus, Fryer
et collaborateurs, en administrant un agoniste des récepteurs 6 aux opioides, ont diminué, 24
heures apreés l'administration, la taille de [linfarctus. Ils ont également aboli cette

cardioprotection en administrant un antagoniste des récepteurs 81 aux opioides [24].
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1.2.3.2 Voies de signalisation intracellulaire : les protéines kinases

L’activation de kinases semble ensuite étre indispensable a la transduction du signal

cardioprotecteur (Figure 3).

La PKC

La protéine kinase C (PKC) est impliquée dans la genése du PC retardé. L’équipe de Yellon a
montré quun inhibiteur de la PKC abolissait la cardioprotection induite par un PC
ischémique [48] et que I'administration d’un activateur de la PKC était capable d’induire une
cardioprotection 24heures plus tard [49]. L’implication de la PKC dans les mécanismes de PC
retardé est clairement démontrée ; en revanche, la nature des isoformes impliquées souleéve de
nombreuses questions. Une activation (reflétée par la translocation de la protéine vers les
compartiments membranaires) sélective des isoformes € et n de la PKC a été observée dans des
cceurs de lapin soumis a un PC ischémique, sans que I'activité PKC totale ne soit affectée [50].
D’autre part, I'inhibition de la translocation de la PKCe par la chélérythrine bloque le
développement du PC ischémique retardé contre le stunning, alors que l'inhibition de la
translocation de la PKCn n’a aucun effet sur ce parameétre [51]. Il semble donc que c’est
I'isoforme € de la PKC qui soit responsable du développement de la protection retardée. Enfin,
il a été montré qu'un donneur de NO, en I'absence d’ischémie, est capable d’induire un PC
retardé et une activation sélective de la PKCe indispensable au développement de la

cardioprotection [52].

La PI3 kinase

La cascade de signalisation de la kinase phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3K) est activée
en réponse a I'activation d’un grand nombre de récepteurs, notamment les récepteurs couplés
aux protéines G. Cette voie de signalisation participe a un grand nombre de processus

cellulaires en phosphorylant divers substrats. Notamment, il a été montré que la PI3K confere

une protection contre les lésions dues a I'ischémie-reperfusion via la phosphorylation de la
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sérine/thréonine protéine kinase Akt [53]. Plusieurs études suggeérent un role de la PI3K dans
le préconditionnement myocardique. L’utilisation d’un inhibiteur de la PI3K (wortmannin)
empéche 'amélioration de la récupération fonctionnelle déclenchée par le PC ischémique
[54]. De plus, la wortmannin abolit complétement la protection contre 'infarctus 24 heures

apres le PC ischémique dans un modéle in vivo de lapin [55].

Les MAP kinases

En réponse a différents stress, une cascade de sérine/thréonine protéine kinases, regroupées
sous le terme de Mitogen Activated Protein (MAP) kinases, est activée. Ces protéines, qui sont
conservées entre les organismes multicellulaires, phosphorylent les résidus sérine et thréonine
de protéines cibles, affectant ainsi I'expression des genes, la mitose, le métabolisme et la mort
cellulaire [56]. Parmi ces MAP kinases, la p38 MAP kinase et Erk1/2 (aussi appelée p42/44
MAP kinase) ont un role important dans la genése d’'un phénotype cytoprotecteur induit soit
par des agents pharmacologiques soit par le PC ischémique. Il a été montré que le PC
pharmacologique et I'ischémie entrainaient la phosphorylation, et donc I'activation, de la p38
MAP kinase conduisant ainsi a un effet protecteur [57, 58]. Quelques études ont montré

I'implication de Erk1/2 dans le PC induit par 'adénosine [59, 60] et les opioides [61].

Les protéines kinases PKC, PI3K, p38 MAP kinase ainsi que Erk1/2 sont donc impliquées
dans les voies de signalisation du préconditionnement retardé. Cependant, I'implication de
ces protéines dans le PC induit par I'hypoxie restent a définir. Il faut noter que I'on peut
considérer les protéines kinases comme des déclencheurs du PC retardé, quand, en bloquant

leur action avant le PC, on abolit la cardioprotection.
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1.2.3.3 Les médiateurs

Le PC retardé induit une augmentation de la synthése de protéines myocardiques et
contrairement au PC classique, le PC retardé nécessite une augmentation de la synthese de
nouvelles protéines et pas simplement lactivation de protéines pré-existantes [62].
L’amélioration de la tolérance du myocarde a I'ischémie se développe en 12 a 24 heures et
dure 3 a 4 jours [49, 63], ce qui rend possible la synthése et la dégradation de protéines
cardioprotectrices. Plusieurs protéines sont proposées comme médiateurs de la protection
induite par le PC retardé, parmi lesquelles la iNOS, les protéines de stress (Hsp) et les enzymes
antioxydantes. Par ailleurs, il est de plus en plus évident que les canaux Kare sont impliqués
comme médiateurs de la cardioprotection. Sera détaillée dans ce chapitre 'implication de la

iNOS ainsi que des canaux Kare dans le PC retardé.

La NO synthase inductible - iNOS

Plusieurs études montrent que le NO joue un rdle important dans la médiation des effets
cardioprotecteurs induits lors du PC ischémique [22, 64, 65]. Il semble que, dans ces
mécanismes cardioprotecteurs, I'origine du NO soit préférentiellement dépendante de la NOS
inductible (iNOS) puisque I'administration d’'un inhibiteur spécifique de cette isoforme
(aminoguanidine ou 1400W) abolit la protection myocardique induite par le PC ischémique
[32, 64]. De plus, le PC ischémique retardé est associé a une surexpression de la iNOS chez la
souris in vivo [66]. Enfin, il a été montré que les cardiomyocytes de souris expriment
spécifiquement la iNOS pendant le PC retardé [67].

Le mécanisme précis par lequel le NO dérivé de la iNOS protege de 'ischémie reste a élucider,
mais le NO induit 'activation de la guanylate cyclase soluble [68] et de la cyclo-oxygénase de

type 2 [69].
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Les canaux Karp

De nombreuses études suggerent que 'ouverture des canaux potassiques dépendant de TATP
(Kare) représente une étape finale dans la voie de signalisation induisant le PC retardé. I existe
deux sortes de canaux Kare, ceux présents au niveau du sarcolemme (sarcKarp) et ceux
présents au niveau de la mitochondrie (mitoKarp) [70]. Ces canaux sont fermés par 'ATP et
ouverts par les nucléotides diphosphates.

L’ouverture des canaux sarcKarp induit une sortie de potassium (K*) vers le milieu
extracellulaire. 11 se produit alors un raccourcissement du potentiel d’action, une
hyperpolarisation et un relachement de la fibre musculaire. L’implication des canaux Karplors
du PC ischémique a initialement été montrée par Gross et collaborateurs, qui, en utilisant le
glibenclamide, ont bloqué les effets bénéfiques du PC ischémique [71]. Le glibenclamide
bloque a la fois les canaux sarcKarp et mitoKare. A cette époque, 'existence d’un canal Karp au
niveau de la mitochondrie n’avait pas encore été démontrée. Il était donc suggéré que leffet
protecteur du PC ischémique était dt a I'ouverture des canaux sarcKarp. D’un point de vue
mécanistique, il était proposé que cette ouverture provoquait le raccourcissement du potentiel
d’action [72] et une hyperpolarisation cellulaire a I'origine d’'une diminution du contenu
intracellulaire en calcium et d'une préservation du pool d’ATP. Cette théorie fut ébranlée
lorsqu’il a été observé que le PC ischémique ou des ouvreurs des canaux Karp exer¢aient leur
effet cardioprotecteur en I'absence d’un raccourcissement du potentiel d’action [73-75].

Il a ainsi été proposé que des canaux Karp pouvaient exister au niveau de la membrane
mitochondriale [76]. Dans ce cas, I'ouverture du canal provoquerait un flux d’ions K* du
cytosol vers la matrice mitochondriale, entrainant une baisse du potentiel de membrane
mitochondrial et un gonflement de la mitochondrie (I'entrée d’eau est osmotiquement liée a
celle du K*). L’équipe de Garlid est la premiere a avoir suggéré un rdle du canal mitoKarp dans
la cardioprotection [77]. L'implication de ces canaux dans le PC retardé a été démontrée en
utilisant un inhibiteur spécifique des canaux mitoKare, le 5 hydroxydécanoate (5-HD) [78].
Cependant, il reste difficile de répondre a la question: pourquoi I'ouverture des canaux

mitoKarp est-elle cardioprotectrice ?
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A Tétat basal, I'échangeur K*/H* permet l'entrée d'un H+ et la sortie d'un K+ de la
mitochondrie. L'influx et lefflux de potassium (K*) dans la matrice mitochondriale a pour
role principal de réguler le volume mitochondrial [79]. L’ATPase mitochondriale synthétise
de 'ATP grace au potentiel de membrane et au gradient de proton. L’ischémie a plusieurs
conséquences néfastes sur la mitochondrie : diminution du volume matriciel, consommation
d’ATP par I’ATPase mitochondriale, modification du potentiel de membrane, surcharge
calcique.

L’ouverture des canaux mitoKarp induite par le PC ou des agonistes, provoque un influx de K*
qui peut contrebalancer l'activité de I'échangeur K*/H" et conduire a un gonflement de la
mitochondrie [80]. Ce phénoméne empéche la contraction de la matrice mitochondriale,
préservant ainsi le métabolisme énergétique [77]. De plus, 'entrée de charges positives dans la
matrice mitochondriale provoque une diminution du potentiel membranaire, ce qui diminue
la surcharge calcique a l'intérieur de la mitochondrie [81]. Enfin, 'ouverture des canaux
mitoKarp semble étre a 'origine du découplage de la respiration (chaine de transport des
électrons) et de la syntheése d’ATP (phosphorylation par 'ATPase) [82], permettant ainsi
d’économiser les réserves intracellulaires en ATP. La diminution de la surcharge calcique
mitochondriale semble a l'origine d’'une diminution de 'ouverture du pore de transition de
perméabilité (PTP) situé sur la membrane interne de la mitochondrie. Ce phénoméne de
« transition de perméabilité membranaire mitochondriale » est un processus qui conduit
notamment, lorsque le pore est ouvert, a une fuite de molécules proapoptotiques.
Expérimentalement, plusieurs études suggeérent que le PC ischémique peut moduler le PTP au
cours de I'ischémie-reperfusion [83].

Le canal mitoKare joue donc un réle important dans le PC en s’intégrant dans 'ensemble de la
voie de signalisation. En effet, plusieurs études montrent que la phosphorylation, par les
protéines kinases, des canaux ioniques (dont les canaux Karp), contrdle leur activité [84, 85].
Enfin, l'ouverture des canaux Karr semble étre activée par la PKC pendant le PC ischémique
(86, 87].

Il semble donc que la iNOS, la PKC ainsi que les canaux Karp soient des médiateurs

importants de la cardioprotection retardée induite par les diverses formes de PC.
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2 Objectif de ce travail
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L’objectif principal de ce travail de thése a été, dans un premier temps, de mettre en place un
modele de préconditionnement hypoxique. Par la suite, nous avons essayé de déterminer les

mécanismes cardioprotecteurs induits par ce préconditionnement.

Les études et les résultats additionnels mentionnés dans ce manuscrit ne sont pas présentés de
fagon chronologique, mais de fagon mécanistique. Toutes les techniques utilisées dans les
différentes études sont détaillées dans la section matériel et méthodes ci-aprés. La section
résultats regroupe les études qui ont été menées et les résultats additionnels qui ont été
obtenus au cours de ce travail de these.

Dans un premier temps, nous présenterons les résultats de 'étude concernant la mise en place
du modele de PC hypoxique. Nous avons pour cela testé différentes durées et intensités
d’hypoxie intermittente. Nous citerons également des résultats complémentaires nous ayant
permis de valider ce modéle de PC retardé.

Ensuite nous décrirons les voies de signalisation mises en jeu dans la cardioprotection induite
par le PC hypoxique. Par une approche pharmacologique et moléculaire, nous avons d’abord
recherché des déclencheurs du PC hypoxique. Ensuite, nous nous sommes intéressés a
I'implication de la PKC, du NO et de la iNOS, et enfin des canaux Karr comme médiateurs de

la réponse cardioprotectrice induite par 'hypoxie intermittente.
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3 Matériel et Méthodes
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3.1 Matériel biologique

Les expériences d’hypoxie aigué sont réalisées sur des rats males de souche Wistar, et de poids
compris entre 330 et 380 g. Les animaux sont placés dans des conditions constantes de

température et dhumidité avec des cycles de 12 heures de jour/12 heures de nuit; 'acces a

Peau et a la nourriture est libre.

Toutes les expériences ont été approuvées par la Direction des Services Vétérinaires de I'Isére,

France.

Ces expériences ont été menées conformément a la loi frangaise et aux directives des comités

d’éthiques locaux pour la recherche sur I'animal.

3.2 Stress hypoxique

Le stimulus d’hypoxie intermittente (HI) utilisé est le suivant: cycles répétés d'une minute,

composés de 40 secondes d’hypoxie (5% ou 10% d’O,) et de 20 secondes de normoxie (21%

d’0,) (Figure 5).
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Figure 5 : Variation de la teneur O, a 'intérieur des cages (de 21 a 5%) au cours des cycles

d’une minute d’HI.
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Les animaux sont placés dans des enceintes ou la teneur en oxygene (O;) est abaissée par
enrichissement du milieu en azote, c’est une hypoxie normobarique. Les rats sont soumis a
une HI aigué pendant 30 minutes ou 4 heures. Les animaux contrdles, appelés normoxiques,
sont placés dans des enceintes similaires ou la fermeture et 'ouverture des électrovannes ne

controlent qu’une entrée d’air (Figure 6).

Générateur
d’azote Air

1 1

Dispositif de
répartition :
électrovannes

J

Air ou mélange
enrichi en azote

Chambre normoxique : 21% d’O,

Chambre d’exposition
en plexiglas

™ Chambre hypoxique : 5 ou 10% d’O,

Evacuation d’air ou de mélange

oxymetre

Enregistrement continu w
de la teneur en O,

Figure 6 : Représentation schématique du dispositif d’exposition a ’hypoxie intermittente

ou a la normoxie.

Certains rats sont soumis a une hypoxie continue ou l'arrivée d’'un mélange d’air et d’azote
(10% O) est permanente. Tous les animaux sont ensuite replacés dans les conditions standard
de T'animalerie. Le taux d’O, dans les enceintes est contrdlé tout au long du protocole

d’hypoxie avec un analyseur de gaz (ML206 Gas Analyzer, AD Instruments).
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3.3 Ischémie myocardique

3.3.1 Modéle de Langendorff

Vingt-quatre heures apreés I'HI, les rats sont anesthésiés au pentobarbital sodique (60 mg/kg,
voie intrapéritonéale, i.p.) et recoivent une injection par voie intraveineuse d’héparine (500
U/kg, i.v.) afin d’éviter la formation de caillots intra-coronariens lors du prélévement du
coeur. Le cceur est ensuite prélevé et immergé dans une solution de Krebs-Henseleit a 4°C
pour stopper sa contraction. L’aorte est canulée et le coeur perfusé de fagon rétrograde, a
pression constante (100 cm d’eau soit 75 mmHg). Le dispositif de perfusion est constitué d'un
réservoir de liquide relié a un piége a bulles et d’'une enceinte thermostatée pour maintenir le
liquide de perfusion a 37 + 0,5°C.

Le liquide de perfusion est une solution de Krebs-Henseleit composée de :

NaCl 118 mM, KCl 4,7 mM MgSO, 1,2 mM Glucose 11 mM
NaHCO:; 25,2 mM KH,PO,; 1,2 mM CaCl, 2,5 mM EDTA 0,5 mM
Cette solution est tamponnée a pH 7,4 et équilibrée par un mélange gazeux composé de 95%
d’0; et de 5% de CO..

Un ballonnet (Hugo Sachs, n°4) rempli d’eau et relié a un capteur de pression est inséré dans
le ventricule gauche via loreillette gauche pour mesurer la pression développée par le
ventricule gauche (PDVG en mmHg). La pression télédiastolique du ventricule gauche
(PTDVG) est ajustée entre 5 et 10 mmHg par gonflement du ballonnet.

La température du myocarde est maintenue a 37°C et est contrdlée au moyen d’une sonde
thermique insérée dans le ventricule gauche.

La fréquence cardiaque (FC en bpm) et la PDVG sont enregistrées continuellement a 'aide
d’un systeme d’acquisition (PC Lab 4S, AD Instrument). Les dérivées maximum (dP/dt Max)
et minimum (dP/dt Min), représentant un indice de contractilité, sont déterminées tout au
long du protocole. Le débit coronaire (DC exprimé en mL/min/g) est mesuré par recueil de

Peffluent coronaire.

-41 -



Aprés 20 minutes de stabilisation, une ischémie globale de 30 minutes est réalisée. La
reperfusion est rétablie pendant 120 minutes afin de permettre le développement de
linfarctus. Cette durée de reperfusion est communément admise comme étant suffisante chez
le rat pour induire une atteinte cellulaire irréversible.

Durant la reperfusion myocardique, les incidences des tachycardies et/ou fibrillations

ventriculaires, définies selon les critéres des Conventions de Lambeth [88], sont quantifiées.

3.3.2 Traitements pharmacologiques

Perfusion d’inhibiteurs 10 minutes avant I'ischémie dans le liquide de Krebs :

Tableau 1 : concentration des substances pharmacologiques perfusées avant ’ischémie.

Inhibiteurs Concentrations Cibles Références
L-NAME 3uM eNOS, iNOS, nNOS (89]
5-HD 100 uM Canaux Karp mitochondriaux [90]
Paxilline 1 uM Canaux KCa [91]
Aminoguanidine 100 uM iNOS [92]
Chélérythrine 5uM PKC [93]

Injection intrapéritonéale d’inhibiteurs, avant le stress hypoxique :

Tableau 2 : concentration des substances pharmacologiques injectées avant le stress HI.

Inhibiteurs Doses Cibles Références
Wortmannin 15 pg/kg PI3 kinase [94]
Chélérythrine 5 mg/kg PKC [95]

SB203580 1 mg/kg p38 MAP kinase [61]

PD98059 0,5 mg/kg MEK-1 [96]
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3.3.3 Détermination de la taille de ’infarctus

A la fin de la reperfusion, le cceur est débarrassé de ses tissus connectifs et de ses oreillettes
puis congelé a -20°C afin de faciliter sa découpe en tranches transversales de 1 mm d’épaisseur
de I'apex vers la base (5-7 tranches par coeur). Ces tranches sont ensuite incubées 10 minutes a
37°C dans du chlorure de triphenyltetrazolium 1% (tampon phosphate, pH 7,4), puis fixées
dans une solution de formaldéhyde 10%, afin de distinguer le tissu viable du tissu nécrosé. La
taille de l'infarctus est exprimée en pourcentage de la taille des ventricules. Ces superficies

sont déterminées par planimétrie (logiciel Image Tool®, NIH).

3.4 Western immunoblot

3.4.1 Préparation des échantillons

Vingt-quatre heures apres 'hypoxie, les animaux sont anesthésiés au pentobarbital sodique
(60 mg/kg, i.p.) et ils recoivent une administration d’héparine (500 U/kg, i.v.). Les cceurs sont
prélevés rapidement, rincés avec une solution de Krebs-Henseleit et clampés dans de I'azote
liquide a I'aide d’une pince de Wollenberger.

Les échantillons tissulaires congelés sont homogénéisés au polytron (3 fois 20 secondes) dans
10 volumes de tampon de lyse (RIPA). Les homogénats obtenus sont centrifugés 20 minutes a
4°C, a 13 000 rpm. Le surnageant obtenu comprend les protéines totales. Il est aliquoté et

congelé a -80°C en vue du dosage des protéines et des expériences de western blot.

- Tampon de lyse (RIPA):

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% détergent (Nonidet P-40), 0,5% sodium déoxycholate,
une pastille d’inhibiteur de protéases (Complete, Roche®) est ajoutée avant l'utilisation. Le pH

de la solution est ajusté a 7,4.
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3.4.2 Dosage des protéines

La méthode de Pierce, compatible avec la présence de détergent dans les échantillons, a été
utilisée pour la quantification des protéines. Ce dosage est basé sur la réduction du Cu®* en
Cu* par les protéines et la réaction du Cu* avec l'acide bicinchoninique (BCA). Le complexe
coloré BCA-Cu* présente une tres forte absorbance a 562 nm, qui est linéaire avec
I'augmentation des concentrations protéiques.

Une gamme étalon d’albumine bovine est réalisée puis les échantillons sont testés (25 pL
d’échantillons pour 200 uL de réactif). Aprés 30 minutes d’incubation a 37°C avec le réactif kit
de dosage BCA Pierce, la densité optique est mesurée a 562 nm. Les concentrations protéiques

sont exprimées en mg.mL".

3.4.3 Western immunoblot

Des quantités identiques de protéines des surnageants (de 50 a 70 pg) sont séparées sur gel de
polyacrylamide dénaturant (SDS PAGE), 8% pour les protéines de haut poids moléculaire
(PM> 100 kDa) et 10% pour celles de bas poids moléculaire (PM< 100 kDa). Un marqueur de
poids moléculaire ainsi qu'un témoin positif sont mis a migrer simultanément avec les
échantillons. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane PVDF (polyvinylydéne
difluoride) pendant une heure a un ampérage qui varie selon la taille de la membrane (0,8
mA/cm?). Aprés une saturation des sites non spécifiques d’'une heure dans un tampon de
blocage (TBS 1X, Tween 20 0,1% et lait déshydraté écrémé 5%), les membranes sont incubées
avec l'anticorps primaire spécifique (tableau 3) sous agitation, toute la nuit a 4 °C. Puis
I'anticorps secondaire correspondant, couplé a une peroxydase, est mis au contact de la
membrane une heure a température ambiante. La glyceraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase
(GAPDH) est utilisée comme controle de charge. Un systeme luminescent (Uptilight HRP
Blot Chemiluminescent Substrate®, Interchim) est ensuite utilisé pour la mise en évidence
autoradiographique.

La photographie de la membrane est scannée, puis I'intensité de chaque bande est quantifiée

par le logiciel Image ] et exprimée en unité arbitraire.
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Tableau 3 : dilution et tampon de dilution des anticorps primaires utilisés pour les

Western blots.

3.5

L’analyse statistique des résultats est effectuée a 'aide du logiciel Sigma Stat® (version 3.1).
Les parametres hémodynamiques ont fait I'objet d’'une analyse de variance (ANOVA) a 2
facteurs (traitement et temps). Lorsque celle-ci s’est révélée significative, le test de Bonferroni
a été réalisé a posteriori. Concernant les tailles d’infarctus, les données ont été comparées a
I'aide d’une analyse de variance uni-factorielle ou a deux facteurs en fonction des modalités

appliquées aux différents groupes (hypoxie, traitement). Le risque d’erreur de 1°¢ espece o est

Anticorps primaire | Dilution | Tampon de dilution

Akt | 1/1000 BSA 5%

Phospho Akt | 1/1000 BSA 5%

p38 MAP kinase | 1/1000 BSA 5%

Phospho p38 MAP kinase (Thr180/Tyr182) | 1/1000 BSA 5%
Erk1/2 MAP kinase | 1/40000 lait 5%

Phospho Erk1/2 MAP kinase (Thr202/Tyr204) | 1/1000 BSA 5%
iNOS | 1 pg/ml lait 5%

eNOS | 1/1000 BSA 5%

phospho eNOS | 1/1000 BSA 5%

nNOS | 1/1000 BSA 5%

phospho nNOS | 1/1000 BSA 5%
GAPDH | 1/1000 lait 5%

Analyse statistique

fixé a 5% et le degré de significativité est fixé a 5% (p<0,05).
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4 Résultats
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4.1 Mise en place du protocole de PC hypoxique

4.1.1 Etude 1 : L’hypoxie intermittente aigué améliore la tolérance a

Pischémie chez le rat

“Acute intermittent hypoxia improves rat myocardium tolerance to ischemia”

P.C. Béguin, M. Joyeux-Faure, D. Godin-Ribuot, P. Lévy, and C. Ribuot

Journal of Applied Physiology. 99: 1064-1069, 2005.
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Résumé

L’effet protecteur de 'hypoxie a été étudié sur un certain nombre de fonctions physiologiques
impliquant des organes tels que le foie, le cerveau ou le cceur [97].

Au niveau du systéme cardiovasculaire, plusieurs études ont été menées. Il a été observé que
I'hypoxie stimule I'angiogénese dans un modele d’infarctus chronique chez le rat, et ceci de
fagon suffisante pour préserver la fonction contractile [98]. De plus, le préconditionnement
hypoxique améliore la récupération fonctionnelle post-ischémique sur le cceur de rat soumis a
une ischémie globale in vitro [99]. Cette récupération s’accompagne d’'une diminution de la
surcharge calcique classiquement observée a la reperfusion [100]. Xi et collaborateurs [29] ont
montré quune hypoxie de 4 heures était capable de préconditionner le myocarde en
réduisant, 24 heures apres, la taille de l'infarctus sur le coeur isolé de souris. L’hypoxie
continue aigué peut étre considérée comme un PC retardé, cependant, peu de données sont
disponibles concernant les effets de 'HI. Une HI d’une heure seulement est capable de
protéger le cceur isolé de souris soumis, 24 heures apres, a une ischémie-reperfusion (I/R)
[30]. Aucune information concernant I'effet de I'HI aigué sur le développement de I'infarctus
chez le rat n’est disponible. L’objectif de cette étude était donc d’étudier les conséquences de
I'HI aigué sur la susceptibilité myocardique a I'infarctus chez le rat.

Ce travail montre pour la premiere fois qu'une exposition pendant 4 heures a une HI avec
10% d’O; réduit significativement la taille de l'infarctus par rapport au groupe contréle
normoxique. En revanche, un stimulus de 30 minutes ou une hypoxie continue de 4 heures a
10% n’a aucun effet sur la taille de I'infarctus. De plus, une HI de 4 heures a 5% d’O, augmente
la taille de I'infarctus, réduit la PDVG et la récupération fonctionnelle par rapport au groupe
controle. Ces résultats suggeérent que I'HI aigué, selon sa durée et selon son intensité, peut
induire une protection ou avoir un effet délétére sur le myocarde de rat.

Dans cette étude, nous avons également étudié, par une approche pharmacologique, quels
pouvaient étre les médiateurs de cette cardioprotection. Les résultats obtenus serons discutés

ultérieurement dans la section 4.2.2.
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Béguin, P. C., M. Joyeux-Faure, D. Godin-Ribuot, P. Lévy, and
C. Ribuot. Acute intermittent hypoxia improves rat myocardium
tolerance to ischemia. J Appl Physiol 99: 1064-1069, 2005. First
published May 5. 2005: doi:10.1152/japplphysiol.00056.2005.—In
this study, we investigated the influence of depth and duration of
intermittent hypoxia (IH) on the infarct size development in isolated
rat heart. The role of nitric oxide synthase (NOS) and ATP-sensitive
K" (Katp) channel was also studied. Wistar male rats were exposed
to IH [repetitive cycles of 1 min, 40 s with inspired oxygen fraction
(Fio,), 5 or 10%, followed by 20-s normoxia], during 30 min or 4 h.
Another group was exposed to 4 h of continuous hypoxia with 10%
Fio,. Twenty-four hours later, their hearts were isolated and subjected
to a 30-min no-flow global ischemia-120-min reperfusion sequence.
For some hearts, N*-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (a non-
selective inhibitor of NOS) or 5-hydroxydecanoic acid (5-HD) (a
selective mitochondrial Karp blocker) was infused before ischemia.
Infarct size (in percentage of ventricles) was significantly reduced by
prior IH for 4 h (10% Fio,) (21.8 = 3.1 vs. 33.5 = 2.5% in sham
group). This effect was abolished by L-NAME or 5-HD. Infarct size
was not different in groups subjected to either 30 min of IH or to
continuous hypoxia compared with sham group. In contrast, IH for 4 h
(5% Flp,) significantly increased infarct size (45.1 * 3.6 vs. 33.5 =
2.5% in sham group). Acute TH for 4 h with a minimal Fio, of 10%
induced a delayed preconditioning against myocardial infarction in
the rat, which was abolished by NOS inhibition and mitochondrial
Karp channel blockade. Depth, duration, and intermittence of hypoxia
appeared to be critical for cardioprotection to occur.

ischemia-reperfusion: infarction: Kare channel: nitric oxide

CONTINUOUS HYPOXIA (CH) 1s known to be an early precondi-
tioning (PC) stimulus. Thus, in neonatal mouse cardiomyo-
cytes, prior hypoxia (0% O for 30 min and 1 h reoxygenation)
improves cellular viability following lethal ischemia (15).
Moreover, isolated rat hearts submitted to an anoxia (10
min)-reoxygenation (10 min) sequence show a preserved me-
chanical function and a reduced myocardial necrosis following
ischemia-reperfusion (9, 10, 16). CH (10% O for 4 h) is also
able to induce delayed cardioprotection. Indeed, isolated hearts
from mice submitted to this stimulus are more resistant to
infarction, 24 h later (26). Moreover, in a rat model of perma-
nent occlusion, it decreases infarct size as a result of myocar-
dial angiogenesis (22). In contrast, little is known about the
effects of intermittent hypoxia (IH) on heart’s sensitivity to
infarction. A recent study in mice has shown that only 1 h of
[H (5 cycles of 6% O> for 6 min followed by 21% Os for 6
min) is able to prevent myocardial dysfunction and infarct
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injury produced 24 h later by an ischemia-reperfusion sequence
(8). This study suggests that IH is more efficient than CH as a
PC trigger.

Nitric oxide (NO) is today well known as a mediator of
various forms of delayed PC (6). NO formation mediates the
delayed ischemic PC against both myocardial stunning (7) and
infarction in the rabbit (12, 24). Indeed, administration of NO
synthase (NOS) inhibitor 24 h after ischemic PC abolishes the
delayed cardioprotection. The mechanism of hypoxic PC could
be similar to the ischemic one and also implicate NO. Indeed,
the cardioprotective effects of hypoxic and ischemic PC were
described to be not additive, suggesting that they may share the
same signaling pathway (18).

Many studies have shown that high-altitude hypoxia, an-
other model of IH, might have cardioprotective effects against
ischemic injury similar to those observed in ischemic PC.
Indeed, this sort of IH protects myocardium by increasing
coronary circulation and angiogenesis (29) and reduces inci-
dence of arrythmias (2). Among mechanisms underlying this
phenomenon, ATP-sensitive K™ (Ksrp) channels play a criti-
cal role (2, 19). Those channels seem also to mediate the
cardioprotective effect induced by CH in rabbit (3, 4). Katp
channels could also play a role in the acute IH-induced car-
dioprotection.

The aim of the present study was to examine the influence of
1) two depths of 1H, 2) two durations of IH, and 3) the role of
repeated reoxygenation on infarction susceptibility assessed in
isolated rat hearts, 24 h after the hypoxic stress. We also
investigated the role of NOS and Ka1p channel in the mecha-
nism underlying [H-induced cardioprotection. Thus, 24 h after
IH. we tested the effect of the nonselective NOS inhibitor
N®-nitro-L-arginine methyl ester (.-NAME) and the mitochon-
drial Katp channel blocker 5-hydroxydecanoic acid (5-HD) on
infarct size development in the isolated rat heart.

METHODS

This investigation conforms with French law and local ethical
committee guidelines for animal research. The protocol received
approval from the Direction des Services Vétérinaires de ['Isére,
France. Experiments were conducted on adult male Wistar rats
(weight range 330-380 g) from Elevage Janvier (Le Genest-Saint-
Isle, France) housed in controlled conditions and provided with
standard rat chow.

IH protocol. During TH, the animals were housed in custom-made
identical cylindrical Plexiglas chambers (length 28 cm, diameter 10
cm, volume 2.2 liters) with tightly fitted lids. A timed solenoid valve
was used to distribute pure nitrogen to each chamber at a flow that was
adjusted to reduce the ambient inspired oxygen fraction (Fio,) to 5 or
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Fig. 1. Representative trace of the atmospheric changes that occurred during

exposure to intermittent hypoxia (IH). Inspired oxygen fraction (Fio,) was
determined by continuous sampling from the chamber using an Oz analyzer. I[H
was achieved by flushing nitrogen into the chamber until the Oz concentration
reached 10%. Hypoxia was maintained for 40 s. after which oxygen was
flushed into the chamber to reestablish normoxia.

10% for 40 s. This was followed by infusion of compressed air,
allowing a gradual return (over 20 s) of ambient air to a Fio, of 21%.
The 5% depth was chosen to correspond with the O, desaturation
observed in patients with obstructive sleep apnea syndrome. The 10%
depth was chosen arbitrarily to investigate a less severe stress. This
l-min cycle was repeated for 30 min or 4 h. In parallel to nitrogen
distribution, compressed air at the same flow rate was distributed to
sham chambers to submit sham animals to similar noise and airflow
disturbances. A dampening device at the chamber intake was used to
dissipate the airstream, avoiding direct gas jets.

The level of Fio, in the chambers was controlled throughout the
hypoxia protocol by using a Beckman OM11 O, analyzer (Fullerton,
CA). Figure 1 provides an illustration of the Fio, profile produced by
our IH protocol.

Experimental groups. Ten groups were subjected to a protocol
summarized in Fig. 2. Twenty-four hours before the ische-
mia-reperfusion sequence, the rats were placed in the Plexiglas cham-
bers and exposed to the following stimuli.

The following three groups were exposed to 4 h of normoxia or IH:
1)'S 4h group (sham rats; n = 10), normoxic cycles (21% Fio,); 2) IH5
4h group (n = 8), IH cycles with a minimal Fio, of 5% during
hypoxia; 3) IH10 4h group (n = 11), IH cycles with a minimal Flo,
of 10% during hypoxia.

The following four groups infused with different pharmacological
antagonists were previously submitted to 4 h of normoxia or IH. Two
groups were infused with the NOS inhibitor L-NAME [3 pM (28)]
during 10 min before no-flow global ischemia: /) S + L-NAME group
(n = 7). normoxic cycles (21% Fio,): 2) IHI0 + L-NAME group (n =
7), IH with a minimal Fig, of 10% during hypoxia. Two groups were
infused with the mitochondrial Karp channel blocker 5-HD [100 pM,
(11)] during 10 min before no-flow global ischemia: 3) S + 5-HD
group (n = 6): 4) IHI10 + 5-HD group (n = 6).

The two following groups were exposed to a 30-min IH: /) S
30min group (n = 6), normoxic cycles during 30 min (21% Flo,): 2)
IH10 30min group (n = 7), IH cycles during 30 min with a minimal
Fig, of 10% during hypoxia.

in vitro
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One last group was exposed to CH during 4 h with a 10% Fie, (CH
group, n = 7).

Ischemia-reperfusion protocol. Twenty-four hours after IH, the rats
were anesthetized with 60 mg/kg ip pentobarbital sodium and treated
with heparin (500 IU/kg iv). Hearts were rapidly excised and im-
mersed in 4°C Krebs-Henseleit buffer solution (in mM: 118.0 NaCl,
4.7KCl, 2.5 CaCl,, 1.2 KH,PO,4, 1.2 MgS0,, 25.2 NaHCO3, and 11.0
glucose). The aortic stump was cannulated, and the heart was perfused
retrogradely using the Langendorff technique at a constant pressure
(75 mmHg) with oxygenated Krebs-Henseleit buffer, as previously
described (14). A water-filled latex balloon (Hugo Sachs, no. 4),
coupled to a pressure transducer, was inserted into the left ventricular
cavity via the left atrium for pressure recording. Left ventricular
end-diastolic pressure was adjusted between 5 and 10 mmHg. Myo-
cardial temperature was measured by a thermoprobe inserted into the
left ventricle and was maintained constant close to 37°C. After 20 min
of stabilization, no-flow global ischemia was induced by stopping the
perfusion for 30 min. Thereafter, the heart was reperfused for 120
min. Coronary flow (CF) was measured periodically throughout the
ischemia-reperfusion procedure, by collecting the effluent; it was then
expressed in milliliters per minute per gram. Heart rate (HR), left
ventricular developed pressure (LVDP = difference between left
ventricular systolic pressure and left ventricular end-diastolic pres-
sure), and maximal rate of left ventricular pressure rise (dP/dfm.x) and
fall (dP/dfn:,) were continuously recorded (PC Lab 4S, AD Instru-
ments). At the end of the ischemia-reperfusion protocol, the atria were
removed, and the heart was frozen at —20°C for 10 min. It was then
cut into 2-mm transverse sections from apex to base (6-7 slices/
heart). Once thawed, the slices were incubated at 37°C with 1%
triphenyltetrazolium chloride in phosphate buffer (pH 7.4) for 10 min,
fixed in 10% formaldehyde solution, and photographed. Incubation
avoids a possible overestimation of infarct size due to no-reflow
phenomenon. Area of infarcted tissue was measured by using a
computerized planimetric technique (Image Tool for Windows) and
expressed as a percentage of both right and left ventricular area.
According to this method, the necrosis area corresponds to the zone
not stained by the triphenyltetrazolium chloride.

Exclusion criteria. Only hearts with CF = 20 ml/min and LVDP >
70 mmHg at the end of the stabilization period were included in this
study.

Moreover, because of a recording problem for one rat in the S 4h
group, the hemodynamic data represent a mean of 9 points, and the
infarct size data a mean of 10 points.

Materials. All reagents were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France).

Statistical analysis. Hemodynamic and infarct size data are presented
as means £ SE. Infarct size values were compared by using one-way
ANOVA. Hemodynamic data were analyzed by using a two-way
repeated-measures ANOVA. Post hoc multiple comparisons were per-
formed by using Tukey tests. Statistical significance was set at P << 0.05.

Fig. 2. Experimental protocol. Rats were sub-

30minor4h 20 min 30 min

mitted to either normoxia, IH during 30 min or
4 h, or continuous hypoxia (CH). Subse-

120 min quently, all animals were allowed to recover

S

for 24 h. Then, after a 20-min stabilization
| period, a 30-min no-flow global ischemia fol-

stabilization  global ischemia

normoxia cycles (FiO, 21%)
or [H cycles (minimal FiO, 5% or 10%)
or CH (4 h, Fi0, 10%) T

L-NAME (3 uM)
or 5-HD (100 pM) infusion

lowed by a 120-min reperfusion was performed
in vitro. Some hearts were infused with either
N¢-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 3

wM), a nonselective inhibitor of nitric oxide

synthase (NOS), or 3-hydroxydecanoic acid
(5-HD:; 100 pM), a selective mitochondria
ATP-sensitive K™ (Katp) blocker for 10 min
before ischemia.

reperfusion

Infarct size
determination
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Table 1. Hemodynamic parameters of hearis from rats
submitted to two durations of intermittent hypoxia
(10% inspired oxygen fraction)

S 30min TH10 30min S 4h TH10 4h

n 6 7 9 11
CF, %

R15 62%2 665 623 70*6

R60 48*2 50*5 52+4 515

R120 38+5 45+9 413 44+4
HR, %

R15 75*2 6806 816 67x5

R60 106=£5 73+5 896 76+4

R120 93+5 75+6 857 76+5
LVDP, %

R15 S6x11 T7x20 8313 9010

R60 61E8 59+11 74*13 97+ 10

R120 42=38 53%12 50*6 66+7
RPP, %

R15 42=8 5215 65%9 62+9

R60 65x10 46x12 63£9 64+9

R120 409 40£10 43+9 52+7
AP/dtmax, %

R15 52x10 70£20 6110 73+8

R60 6914 62x14 62x10 77x8

R120 52=12 56+13 435 63+6
AdP/dtmin, %

R15 6010 7631 70+11 7710

R60 T1=14 68+18 588 77x9

R120 55=11 45*10 39x4 566

Values are means = SE, expressed as percentage of values at 20 min of
stabilization; n, no. of rats. CF, coronary flow; HR, heart rate; LVDP, left
ventricular developed pressure: RPP, rate-pressure product; dP/dfm.. and
dP/dfmin: maximal rate of left ventricular rise and fall, respectively, expressed
as percentage of stabilization values; R15, R60, and R120: reperfusion at 15,
60, and 120 min, respectively. See METHODs for explanation of groups.

RESULTS

Effects of the duration of IH. Hemodynamic data summa-
rized in Table 1 showed no statistically significant difference in
CF, HR, LVDP, rate-pressure product (RPP), and dP/dtu.x
during stabilization and ischemia-reperfusion periods, what-
ever the group observed. Likely, as observed in Fig. 3, the
infarct size was similar in groups exposed to a 30-min IH
(35.3 = 6.7%) or normoxia (36.5 = 4.0%). However, follow-
ing 4 h of TH, the infarct size was significantly lower in hearts
from rats exposed to 10% Fio, (21.8 = 3.1%) compared with
those from their respective normoxic controls (33.5 = 2.5%).

Effects of the depth of IH. As shown in Table 2 and Fig. 4,
there was no statistically significant difference in all of the
studied hemodynamic parameters 24 h after 4 h of normoxia or
IH (10% O2) or CH (10% O3). In contrast, IH with a minimal
Fio, of 5% induced a decrease in LVDP (Fig. 44) and RPP
(Fig. 4B) and an increase in the infarct size (Fig. 5) (45.1 £
3.6%) compared with the normoxic group (33.5 * 2.5%). Four
hours of CH at 10% Fio, did not modify infarct size (33.4 *
7.0% in CH group) compared with normoxic exposure (Fig. 5).

Effects of pharmacological antagonists’ infusion. Infusion
of L-NAME had no effect on hemodynamic parameters (CF,
HR. LVDP, RPP. dP/ds,.x. and dP/df,,i,). as summarized in
Table 3, nor on infarct size, as illustrated in Fig. 6. However,
5-HD infusion decreased LVDP and dP/dfmax (Table 3) in the
IHI0 + 5-HD group compared with the IH10 4h group at 15
min of reperfusion without altering infarct size (Fig. 6). Ben-
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Fig. 3. Infarct size (I) expressed as a percentage of ventricles (V) assessed
after a no-flow global ischemia (30 min)-reperfusion (120 min) sequence, in
groups exposed for 30 min or 4 h to IH (10% Flio,) or normoxia. O, Individual
values; ®, means = SE. See METHODS for explanation of groups. *P < 0.05 vs.
the other groups using a one-way ANOVA.

eficial effect of PC by 4 h of IH (FIo, of 10%) was abolished
by L-NAME (33.3 * 4.0%) or 5-HD (35.5 = 4.3%) infusion.
DISCUSSION

IH as a PC stimulus. We have demonstrated for the first time

that exposure of rats to brief episodes of IH with 10% O

Table 2. Hemodynamic parameters of hearts from rats
submitted to two depths of hypoxia and to
continwous hypoxia during 4 h

S 4h TH10 4h IH5 4h CH

n 9 11 8 7
CF, %

R15 62+3 T0+6 60+3 70£9

R60 52+4 51£5 49+3 61%9

R120 41x3 44x4 45+7 48=7
HR. %

R15 81+6 67%5 69£8 743

R60 89+6 T6+4 87+3 82+5

R120 85+7 T6+5 87+6 T6+4
LVDP, %

R15 83x13 9010 50+4% 62x9

R60 T4£13 97+10 46+6* 67£8

R120 50£6 66+7 28 k4% 46*6
RPP. %

R15 659 62+9 41*6* 44=x5

R60 63£9 64+9 40*+6* 55%6

R120 43*9 52%7 24+4% 34=3
dP/ditmax, %

R15 61=10 738 464+ 47x8

R60 6210 T7x8 42*6+ 575

R120 43+5 63+6 26+3% 39+5
dP/ditmin, %

R15 7011 77x10 54*x6 49x8

R60 58=8 77x9 41£5% 49x4

R120 39+4 56*6 24+3% 34+4

Values are means * SE, expressed as percentage of values at 20 min of
stabilization; 7, no. of animals. *P = 0.05 vs. S 4h and IH10 4h. P = 0.05
vs. THI0 4h.
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Fig. 4. Effect of the depth of IH on hemodynamic parameters. Hearts from rats submitted to either normoxia, IH (5 or 10% Fio,), or CH during 4 h were perfused
in Langendorff mode with Krebs-Henseleit buffer. After 20 min of stabilization, hearts were subjected to 30 min of no-flow global ischemia followed by 120
min of reperfusion. Left ventricular developed pressure (LVDP: A), rate-pressure product (RPP; B), and maximal rate of left ventricular pressure rise (dP/dfmax:
C) and fall (dP/dfmin: D). expressed as percentage of values at 20 min of stabilization, were monitored continuously. §P << 0.05, IHS5 4h group vs. S 4h group

and IH10 4h group. £P = 0.05 vs. TH10 4h group.

induced protection against myocardial infarction, induced by
total and global ischemia and reperfusion in isolated perfused
heart, 24 h later. We have also demonstrated that exposure to
CH during the same duration and depth had no effect. This
second observation is in contrast with previous studies in rats
(22) and mice (26), reporting that continuous exposure to 10%
O5 for 4 h resulted in delayed cardioprotection. This discrep-
ancy could be explained in the first case by the ischemic model
used (permanent left anterior descending coronary artery oc-
clusion) to produce myocardial infarction and, in the second
case, by species specificity in infarction susceptibility. Our
study showed that intermittence of hypoxia, and hence reoxy-
genation, was essential to protect rat myocardium against
infarction. One potential mechanism underlying this delayed
cardioprotection could be the formation of reactive oxygen
species (ROS), during the hypoxia-reoxygenation alternation.
Indeed. ROS generated during alternation of hypoxia and
reoxygenation appear to play a key role in the effects of IH on
carotid body function and gene expression (21). Moreover,
ROS are possibly involved in the mediation of cardioprotection
conferred by many other forms of delayed PC, such as ische-
mic PC (23, 27) or heat stress (1).

Role of the duration of TH. We also showed that the delayed
cardioprotection induced by IH is time dependent. After 4-h
exposure, we reported a significant infarct size reduction,
whereas a shorter 30-min exposure was ineffective. We can
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Fig. 5. Infarct size (I/V) assessed after a no-flow global ischemia (30 min)-
reperfusion (120 min) sequence. in groups submitted to 4 h of normoxia, IH (5
or 10% Flo,). or CH. ©, Individual values: @, means = SE. P << 0.05 vs. the
other groups. §P < 0.05 vs. S 4h and IH10 4h groups, using a one-way
ANOVA.
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Table 3. Hemodynamic parameters after L-NAME or 5-HD infusion in groups exposed to 4 h

of normoxia or hypoxia (10% inspired oxygen fraction)

S 4h IHI10 4h S + L-NAME IH10 + L-NAME S + 5-HD [H10 + 5-HD

n 9 11 6 7 6 6
CF, %

R15 62x3 70x6 50x4 52+6 64+9 66x4

R60 52+4 51%5 35+4 365 58+6 512

R120 41%3 44+4 30=x2 28+4 48+6 413
HR. %

R15 816 675 5811 677 6710 777

R60 896 764 68x9 857 83=3 88x5

R120 85+7 76%5 72E10 817 85x2 869
LVDP, %

R15 8313 9010 lexll 74+9 50x7 41x£5%

R60 T4+13 97=10 97=x11 62+6 61=6 54x5

R120 506 667 61210 42+6 48*5 41=x5
RPP. %

R15 659 62+9 64+11 52+9 33+7 30=4

R60 63x9 64+9 62x8 53x7 505 46=x4

R120 43+9 52+7 42=x7 34+5 41*4 3q=+2
dP/dtnax. %

R15 61=10 73+£8 866 59+9 40+6

R60 6210 778 84x6 58+6 605

R120 43x5 636 559 42+6 48=4
dP/dtin, %

R15 TOx=11 77+10 05+8 6611 38+6

R60 58+8 77£9 828 56+6 51+6

R120 39x4 566 50=x8 375 414

Values are means *
5-hydroxydecanoic acid. *P = 0.05 vs. TH10 4h.

hypothesize that, with a short duration of hypoxia, biochemical
triggers were not produced in sufficient amount to initiate PC
and to allow myocardial protection. This is also seen with
ischemic PC in which a minimum duration (25) and number of
events (17) are required for cardioprotection to occur.

Role of the depth of [H. Interestingly, we observed that a 4-h
[H with a minimal Fio, of 5% was able to render the heart more
sensitive to ischemic injury, thus increasing infarct size, 24 h
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Fig. 6. Infarct size (I/V) assessed after a no-flow global ischemia (30 min)-

reperfusion (120 min) sequence, in hearts infused with L-NAME and 5-HD. 0,
Individual values: ®, means = SE. *P < 0.05 vs. the other groups, using a
one-way ANOVA.

SE. expressed as percentage of values at 20 min of stabilization: n, no. of animals. L-NAME, N®-nitro-L-arginine: 5-HD,

later. As a result, LVDP and RPP were significantly lower in
the IH5 4h group than in the other groups. Thus, according to
the depth of the hypoxic phase, either limitation or aggravation
of infarction can be reached. This is, to our knowledge, the first
demonstration of a heart’s increased sensitivity to infarction
24 h after an acute IH exposure. We have recently described
that chronic exposure (8 h during daytime, for 35 days) to the
same intermittent hypoxic stimulus (5% Fio,) resulted in in-
creased sensitivity to myocardial infarction (13). The novel,
important contribution of the present paper is the rapid onset of
this event. Because patients with obstructive sleep apnea syn-
drome have higher rates of coronary heart disease (20), we
could hypothesize that they are also more vulnerable than
others to infarction and that this vulnerability is rapidly present
in the natural history of the pathology.

Role of NO in the IH-induced cardioprotection. L-NAME, a
NOS inhibitor, completely abrogated the [H-induced reduction
in infarct size. The fact that NO could be a mediator of the IH
response is in accordance with previous studies showing that
protection conferred by other PC are also mediated by NO (for
review, see Ref. 5). For example, heat stress-induced reduction
in infarct size was abolished by L-NAME infusion before and
during ischemia, in the isolated rat heart (14).

Role of mitochondrial Karp channel in the IH-induced car-
dioprotection. It has been shown that Karp channels are
involved in mediating [H-induced cardioprotection in the rat
using the sarcolemmal Karp channel blocker glibenclamide
(30). This study used a high-altitude IH model. Another study
demonstrated that both mitochondrial Katp and sarcolemmal
Katp channels contribute to the cardioprotection in a chronic
hypoxia model (3). Here, we showed an involvement of mito-
chondrial-type Katp in the cardioprotective effect conferred by
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acute IH, as this effect was abolished by the selective mito-
chondrial Ktp channel blocker 5-HD.

Limitation of our study. The major end point of our study
being infarct size, we used the more reliable model, i.e., the
retrograde perfusion one. Therefore, the infarct size limitation
that we observed with 10% IH is only accompanied by a
tendency to improve LVDP. In contrast, the increase in infarct
size observed with 5% IH is accompanied by a significant
decrease in LVDP.

The fact that infarct size was significantly modified without
ventricular function variation is not surprising, as ventricular
stunning should be similar even with different infarct sizes.
This apparent discrepancy was previously observed (13).

In summary, this study showed that acute IH for 4 h with
10% O induced a delayed PC against myocardial infarction in
the rat. We have demonstrated the influence of the [H reoxy-
genation, the duration and the depth of IH exposure on the
degree of cardioprotection. We showed here the implication of
NOS and mitochondrial Katp channels in the cardioprotection
afforded by acute IH.
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4.1.2 Résultats additionnels

Lors de la mise en place du modeéle de PC hypoxique, nous avons également testé un autre
stimulus et une autre forme d’ischémie. Ces résultats, n’ayant pas donné lieu a publication,

font 'objet de cette présentation séparée.

L’HI de deux cycles par minute

Comme nous avions montré que I'hypoxie suivie de la réoxygénation est un facteur nécessaire
pour induire une cardioprotection, nous avons voulu tester si une réoxygénation plus
fréquente pouvait avoir le méme effet, voire accentuer I'effet cardioprotecteur. Pour cela, nous
avons soumis les rats a deux cycles par minute d’HI, ceux-ci étaient composés de 12 secondes
d’hypoxie (5 ou 10% d’O,) suivies de 18 secondes de normoxie. Ce stress induit une
diminution de la taille de 'infarctus dans le groupe HI 10% par rapport au groupe controle
(I/V:17,2 £ 1,7% vs 32,1 £ 6,3%) mais cette différence n’est pas significative. De plus, cette
étude a montré qu'un stimulus de deux cycles par minutes a 5% d’O, n’aggrave plus la taille de
linfarctus par rapport au contrdle mais tend a la diminuer (23,1 + 4,8% vs 32,1 + 6,3%).
Comme il n’y avait pas de différence significative entre les groupes du point de vue de la taille
de l'infarctus, nous n’avons pas gardé ce stimulus comme modele de PC hypoxique. Dans
notre modele d’HI a 2 cycles par minute, les animaux sont exposés en tout a 24 secondes
d’hypoxie contre 40 sec pour un cycle d'une minute. Nous pouvons émettre ’hypothése que le
temps total passé en hypoxie est insuffisant pour permettre le développement de la

cardioprotection (a 10% d’O;) ou de la cardiosensibilisation (a 5% d’O.).

-55 -



L’ischémie régionale

Nous avons également attaché de 'importance a la nature de I'ischémie. Afin de savoir si celle-
ci modifie la réponse au stress hypoxique 24 heures apres une HI de 4 heures, trois groupes
ont été étudiés : un groupe normoxique (21% d’O,) et deux groupes hypoxiques (5 ou 10 %
d’0,). Les ceeurs ont été soumis a 20 minutes de stabilisation, 30 minutes d’ischémie régionale
(ligature de I'artere coronaire gauche) puis 120 minutes de reperfusion. Aucune différence de
taille de la zone a risque n’a été mise en évidence entre les trois groupes, ce qui traduit la
reproductibilité de I'ischémie réalisée. La taille de I'infarctus par rapport a la zone a risque
(I/R) ne differe pas entre les groupes (I/R : groupe HI5, 23,3 £ 3,6% ; groupe HI10, 33,3 + 3,4%
et groupe N, 32,6 + 6,3), ni les parametres hémodynamiques. Ces résultats suggérent que I'HI
ne protege pas contre une ischémie régionale. Selon la nature de I'ischémie, le coeur ne répond
pas de la méme fagon au PC hypoxique, ceci ne semble pas contradictoire avec les précédentes

études puisque l'effet du PC hypoxique a été démontré suite a une ischémie globale [27-29].
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4.2 Voies de signalisation impliquées dans la cardioprotection

induite par ’'HI aigué

4.2.1 Etude 2 : La cardioprotection retardée induite par I’hypoxie
intermittente est médiée par la PKC et déclenchée par la p38 MAP
kinase et Erk1/2.

“Intermittent hypoxia-induced delayed cardioprotection is mediated by PKC and
triggered by p38 MAP kinase and Erk1/2”

Pauline C. Béguin, Elise Belaidi, Diane Godin-Ribuot, Patrick Lévy, Christophe Ribuot.
Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 2006 Déc 21, Epub ahead of print.
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Résumé

Une hypoxie intermittente (HI) aigué, comme des épisodes répétés d’ischémie [8], est capable
de protéger le cceur contre les dommages causés par une séquence d’I/R. Les voies de
signalisation impliquées dans le PC ischémique et dans le PC pharmacologique sont décrites
largement dans la littérature, ce qui n’est pas la cas pour la forme de PC retardé que nous
avons mise en évidence. La but de cette étude est donc de voir si les voies de signalisation a
l'origine de l'effet protecteur du PC hypoxique sont les mémes que celles impliquées dans les
autres formes de PC retardé.

La premiére implication de la PKC dans la genése d'un PC retardé a été mise en évidence par
I'équipe de Yellon [48]. Depuis, de nombreuses études ont été menées sur ce sujet et il est
incontestable que la PKC joue un roéle important dans les mécanismes de PC retardé. Il a été
montré, en particulier, que le recrutement et la translocation de la PKC sont des éléments
indispensables au développement dune cardioprotection retardée [50], les isoformes
impliquées restant toutefois a déterminer en fonction du PC étudié.

L’activation de la PI3K est cruciale pour la survie des cellules cardiaques [101], elle agit sur
plusieurs effecteurs dont la protéine kinase B, communément nommée Akt. Cette derniére
induit la survie cellulaire et a un effet anti-apoptotique [102]. En réponse aux lésions d’I/R, la
voie de la PI3K-Akt protege le myocarde [103, 104]. Il a été montré que cette voie de
signalisation est impliquée dans le déclenchement du PC myocardique retardé. En effet,
I'administration de wortmannin, un inhibiteur de la PI3K, avant le PC ischémique empéche la
réduction de la taille de I'infarctus chez le lapin [55].

Les protéines kinases MAP (mitogen-activated protein kinases, MAPK) sont impliquées dans
un grand nombre de réponses cellulaires, notamment I'adaptation au stress [105]. Dans le
ceeur, on retrouve en particulier les kinases 1 et 2 extracellulaires (Erk1/2), la p38 MAP kinase
et la protéine kinase activée par le stress (SAPK)/c-Jun aminé terminal (JNK) [56]. Il a été
montré dans différentes études que la p38 MAPK et Erkl/2 sont impliquées dans le

phénomene de PC retardé [15, 61].
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Ce travail avait pour objectif d’étudier I'implication de la PKC, de la PI3K, de la p38 MAP
kinase et d’Erk1/2 dans la cardioprotection retardée induite par 'HI aigué.

L’inhibition de la PKC, avant la séquence d’ischémie-reperfusion, par la chélérythrine, a eu
pour conséquences de prévenir la diminution de la taille de I'infarctus et 'amélioration des
parametres hémodynamiques induits par 'HI. Ce résultat suggére donc un réle de la PKC
comme médiateur du PC induit par 'HI aigué.

De plus, 'administration de wortmannin (inhibiteur de la PI3K) ou de chélérythrine 10
minutes avant le stress ne modifie pas les effets cardioprotecteurs induits par le PC hypoxique.
Ces résultats démontrent que ni la PKC, ni la PI3K ne semblent étre impliquées dans notre
modele de PC retardé.

Enfin, 'administration du SB203580 (inhibiteur de la p38 MAP kinase) et du PD98059
(inhibiteur de Erk1/2) abolit de fagon significative I'effet protecteur du PC hypoxique sur la
taille de l'infarctus. Cette cardioprotection est associée a une augmentation significative de
'activation (observée par la phosphorylation des protéines) des protéines p38 MAP kinase et
Erk1/2. Ces derniers résultats suggerent que la p38 MAP kinase et Erk1/2 semblent étre des

déclencheurs de la cardioprotection induite par le PC hypoxique.
En résumé, cette étude suggere que la PI3K n’est pas impliquée dans le PC retardé induit par

I'HI. En revanche, la p38 MAP kinase et Erk1/2 semblent jouer un réle d’initiateur et la PKC

un rdle de médiateur de la réponse protectrice induite le PC hypoxique.
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Intermittent hypoxia-induced delayed cardioprotection is mediated by PKC and
triggered by p38 MAP kinase and Erk1/2.

Pauline C. Béguin, Elise Belaidi, Diane Godin-Ribuot, Patrick Lévy, Christophe Ribuot.

Abstract

Objective. We previously reported that acute intermittent hypoxia (IH) confers delayed
cardioprotection against a prolonged ischemic insult in the rat, via the involvement of nitric
oxide synthase and Karp channels. In the present study, we investigated the role of protein
kinase C (PKC), phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), stress activated p38 MAP kinase
(MAPK) and extracellular signal regulated kinase (ERK1/2) using selective inhibitors of these
pathways. Methods. Adult male rats were exposed to 1-min cycles of IH (10% O, 40 sec) /
normoxia (21% O, 20 sec) during 4 hrs or to normoxic cycles. 24 hrs later, isolated hearts
were perfused in Langendorff mode and subjected to a 30-min global ischemia followed by
120 min of reperfusion. Results. Compared to normoxic conditions, IH significantly reduced
infarct size (22.2 £+ 2.4% vs 33.8 £ 2.6%, p<0.05), improved coronary flow and decreased the
contracture at reperfusion. When administered before sustained ischemia, chelerythrine (a
PKC inhibitor) abolished both the IH-induced reduction in infarct size (36.1 £ 4.9%) and
improvement in hemodynamic parameters. In contrast, chelerythrine administration 10 min
before IH, did not modify the delayed cardioprotective response. Similarly, wortmannin (a
PI3K inhibitor) administration 10 min before IH was unable to block the cardioprotective
effects. However, administration of SB203580 (a p38 MAPK inhibitor) and PD98059 (an
Erk1/2 inhibitor), 30 min before IH abolished its delayed infarct-sparing effect (32.2 + 3.4%
and 33.9 + 2.9% respectively). In addition, 24 hrs after IH, a significant increase in p38
MAPK and Erk1/2 phosphorylation was observed by Western blot. Conclusion. These results
suggest that the delayed preconditioning induced by intermittent hypoxia does not involve the
PI3K signalling pathway and that is mediated by PKC and triggered by p38 MAPK and
Erk1/2.

Key words: intermittent hypoxia, hypoxia/anoxia, infarction, preconditioning, protein kinase

C, MAP kinase.
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Abbreviations
CF, coronary flow

Chel, chelerythrine

Dmso, dimethyl sulfoxide

HR, heart rate

I, infarct size

[H, intermittent hypoxia

KH, Krebs-Henseleit buffer

LVDP, left ventricular developed pressure
LVEDP, left ventricular end-diastolic pressure
MAPK, mitogen-activated protein kinase
MEK, mitogen-activated protein kinase kinase

N, normoxia

PI3K, phosphatidylinositol-3-kinase
PKC, protein kinase C
RPP, rate pressure product

V, ventricle size

WOT, wortmannin
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Introduction

Intermittent hypoxia (IH) is one of the major components of obstructive sleep apnea
syndrome [1] [2]. It has been extensively demonstrated both in animals [3] and humans [4]
that IH is a determinant of cardiovascular morbidity. Surprisingly, a decline in mortality rates
with age has been observed in OSA patients [5], which suggests a possible cardiovascular
protection by IH [6]. There are several described differences between sustained hypoxia (SH)
and TH. Notably, it has been observed a differential gene activation under IH or SH [7]. We
have thus studied the acute effects of a model mimicking the OSA consequences as
previously described [8].

Hypoxic preconditioning (PC), like ischemic PC [9] can provide delayed protection against
ischemia-reperfusion injury [10, 11]. Notably, we have recently reported that IH for 4 hrs with
10% O, induces cardioprotection illustrated by a reduction of infarct size in isolated rat heart
[8].

The cellular pathways and mechanisms involved in delayed ischemic PC are well
documented. In particular, the first demonstration of a role for PKC in delayed PC, was from
Yamashita and colleagues who demonstrated that staurosporine, a PKC inhibitor, could
prevent in vitro the acquisition of this phenomenon in hypoxic preconditioned rat
cardiomyocytes [12]. Subsequently, it was observed in the rabbit, that the delayed protection
following ischemic PC is abolished in vivo by chelerythrine (Chel), another PKC inhibitor
[13]. The first aim of the present study was to assess whether the IH-induced reduction in
infarct size is mediated and/or triggered by PKC (i.e.: chelerythrine treatment before sustained
ischemia or prior to hypoxic PC).

Recent studies have revealed that phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K-Akt)
pathway is involved in delayed myocardial PC as a triggering actor. Notably, wortmannin
(WOT), a PI3K inhibitor, administration before ischemic PC prevents the reduction in infarct
size in the rabbit [14]. Moreover, in a mice model, WOT administration before
pharmacological PC abolished its antiapoptotic effect [15]. Therefore, the second aim of this
study was to test whether PI3K is involved in triggering the myocardial protection induced by

IH.

The mitogen-activated protein kinases (MAPK) mediate various cellular responses including
proliferation, differentiation and adaptation to stress [16]. Two major MAP kinase families

have been studied in the triggering phase of PC: the p38 MAPK and the extracellular signal-
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regulated kinase (Erk1/2). The p38 MAPK signalling pathways has been shown to be
implicated in both delayed ischemic [17] and pharmacological [18, 19] PC. Meanwhile, the
Erk1/2 cascade has been involved in delayed hypoxic [20] and pharmacological PC [21].
Taken together, these findings led us to assess whether p38 MAPK and/or Erk1/2 activation
participate to the IH-induced delayed cardioprotection.
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Methods

The investigation conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).
Experiments were conducted on adult male Wistar rats (weight range 330-380 g) from
Elevage Janvier (France) housed in controlled conditions and provided with standard rat

chow.

Intermittent hypoxia protocol

Rats were exposed to intermittent hypoxia (IH) as previously described [8]. Briefly, rats were
placed in Plexiglas chambers (length 28 cm, diameter 10 cm, volume 2.2 I). A timed solenoid
valve was used to distribute nitrogen and air to each chamber. [H chambers were flushed with
an air-nitrogen mixture for 40 sec to achieve hypoxia (10% O;) followed by 20 sec of
compressed air to restore normoxia (21% O;). This 1-min cycle was repeated for 4 hrs. In
parallel, compressed air at the same flow rate was distributed to sham chambers in order to
submit sham animals to similar noise and airflow disturbances. The level of O, in the
chambers was controlled throughout the hypoxia protocol using a gas analyzer (model

ML206, AD Instruments).

Isolated rat heart preparation

Twenty-four hours after IH, the rats were anesthetized with 60 mg/kg i.p. sodium
pentobarbital and treated with heparin (500 Ul/kg, i.v.). Hearts were rapidly excised and
briefly placed in cold (4°C) Krebs-Henseleit (KH) buffer before being mounted on the
Langendorff apparatus via the aorta. The hearts were then retrogradely perfused at constant
pressure (75 mmHg), with KH buffer containing in mM: NaCl 118.0, KCI 4.7, CaCl, 2.5,
KH,PO4 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO;3 25.2 and glucose 11.0. The perfusion medium was
continuously gassed with 95% O, and 5% CO, and maintained at 37 °C and pH 7.4 as
previously described [8]. A water-filled latex balloon (Hugo Sachs, n°4), connected to a
pressure transducer, was inserted into the left ventricular cavity via the left atrium for pressure
recording. Left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) was adjusted between 5-10
mmHg. Myocardial temperature was measured by a thermoprobe inserted into the left atrium
and was maintained constant at 37°C. After 20 min of stabilization, no-flow global ischemia

was induced by stopping the perfusion for 30 min. The hearts were kept at constant humidity
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and temperature (37°C) throughout ischemia and were thereafter reperfused for 120 min.
Coronary flow (CF), expressed in ml/min/g, was measured periodically during the ischemia-
reperfusion procedure, by collecting the effluent. Heart rate (HR), LVEDP, left ventricular
developed pressure (LVDP = difference between left ventricular systolic pressure and
LVEDP) and dP/dt max (maximal rate of left ventricular pressure rise) were recorded

continuously (PC Lab 4S, AD Instruments).

Treatment groups

Twenty-four hours prior to global ischemia-reperfusion, all rats were submitted to either
normoxia (N, 21% O,) or intermittent hypoxia (IH, 10% O,) during 4 hrs, and randomised
into one of 16 groups (Figure 1):

Groups N (n=8) and IH (n=8) were only submitted to normoxic or IH exposure.

Groups N Chell (n=7) and IH Chell (n=7) were infused with chelerythrine 5 uM [23], 10 min
before ischemia.

Groups N dmso 10 (n=7), IH dmso 10 (n=9), N WOT (n=9), IH WOT (n=7), N Chel2 (n=9)
and IH Chel2 (n=8), were injected (i.p.) with dmso 1%, wortmannin 15 pg/kg [24] and
chelerythrine 5 mg/kg [25] respectively, 10 min prior to N or TH.

Groups N dmso 30 (n=7), IH dmso 30 (n=8), N SB (n=8), [H SB (n=8), N PD (n=8) and IH
PD (n=8), were injected (i.p.) with dmso 1%, SB203580 1 mg/kg [21] and PD98059 0,5
mg/kg [18] respectively, 30 min prior to N or IH.

Infarct size

At the end of the ischemia-reperfusion protocol, the atria were removed and the hearts were
frozen at -20°C for 10 min. They were then cut into 2-mm transverse sections from apex to
base (6-7 slices/heart). Once thawed, the slices were incubated at 37°C with 1%
triphenyltetrazolium chloride in phosphate buffer (pH 7.4) for 10 min, fixed in 10%
formaldehyde solution and photographed. Areas of infarcted tissue were measured using a
computerized planimetric technique (Image Tool for Windows) and expressed as a percentage

of total ventricular area (I/V).

Western blotting
To determine whether hypoxic PC was associated with an activation of Akt, p38 and Erk1/2

MAP kinases, hearts from additional animals (n=4 in each group) submitted to normoxia or
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IH were harvested 24 hrs later as described above. Hearts were homogenized in lysis buffer
and centrifugated at 13 000 rpm for 20 minutes to remove nuclei and debris. The supernatant
was collected and protein concentration was determined by the Pierce assay (Perbio Science
France, Bezons, France). Proteins were loaded at 50-70 pg/lane. Phosphorylated states of Akt
(phospho Akt; Ser 473), p38 MAPK (phospho p38; Thr180/Tyr182) and Erk1/2 (phospho-
Erk; Thr202/Tyr204) as well as total levels of Akt, p38 MAPK, Erkl/2 and GAPDH were
analysed by 10% SDS/PAGE with antibodies from Cell Signaling Technology (Ozyme, Saint
Quentin Yvelines, France) (except for GAPDH from Santa Cruz Technology, Tebu-Bio, Le
Perray en Yvelines, France). Equal loading was confirmed with GAPDH, and levels of
phosphorylated proteins were normalised to total protein levels assessed in the same samples
and under the same conditions on separate membrane. Relative densitometry was

computerized (Image J software).

Exclusion criteria
Only hearts with CF < 20 ml/min/g and LVDP > 70 mmHg at the end of the stabilization

period were included in this study.

Chemicals

Chelerythrine, wortmannin and PD98059 were from Calbiochem (VWR International,
Fontenay sous Bois, France), dmso from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France) and
SB203580 was synthesised by Dr A. Boumendjel (DPM, UMR 5063 UJF/CNRS, Université

Grenoble I, France).

Statistical analysis

Hemodynamic and infarct size data are presented as mean + standard error of the mean
(s.e.m.). Infarct size values and hemodynamic data were compared using two-way analyses of
variance (ANOVA), with exposure and treatment corresponding to each factor. Post-hoc
multiple comparisons were performed using Bonferroni tests. For blot analysis groups were

compared using t-tests. Statistical significance was set at p<0.05.
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Results

1- Intermittent hypoxia-induced myocardial preconditioning.

IH induced a delayed myocardial protection as shown by a smaller infarct-to-ventricle ratio
(22.2 + 24% in group IH vs 33.8 £ 2.6% in group N, p<0.05) (Figure 2a) and an
improvement in functional recovery at reperfusion illustrated by higher CF and smaller
LVEDP values (Figure 2b and Table 1). The stabilization values of hemodynamic parameters
in N and IH groups are similar.

2- PKC is a mediator of IH preconditioning.

Infusion of chelerythrine 10 min prior to ischemia resulted in abolition of IH-induced
cardioprotection with no difference in infarct size (36.1 £ 4.9% in group IH Chell vs 39.4
5.5% in group N Chell) (Figure 2a) nor in hemodynamic parameters (Figure 2b and Table 1)
between hypoxic and normoxic groups. The stabilization values of hemodynamic parameters
in N, IH, N Chell and IH Chell groups are similar.

3- PI3 kinase or PKC activation does not trigger IH preconditioning.

IH did not modify basal myocardial levels of Akt (Figure 3a bottom panel) compared to
normoxic controls. The level of Akt phosphorylation in normoxic and hypoxic groups was
similar. Wortmannin injection 10 min prior to N or IH induced a 1.5 fold decrease in Akt
phosphorylation in both groups 24 h after stress (Figure 3a). The phosphorylation state of Akt
was examined immediately following hypoxic PC and it was observed that wortmannin
reduced the phosphorylation in N and IH groups (data not shown). Wortmannin pretreatment
did not modify the delayed protective effects on infarct size (19.0 £ 2.2% in group IH WOT
vs 38.6 £ 4.3% in group N WOT, p<0.05) (Figure 3b) and functional recovery upon
reperfusion (Table 2).

Likewise, chelerythrine pretreatment did not prevent the cardioprotective effects on infarct
size (23.0 = 1.8% in group IH Chel2 vs 35.0 £ 3.4% in group N Chel2, p< 0.05) (Figure 3b)
and functional recovery (Table 3). Vehicle (dmso 1%) injection 10 min prior to N or IH had
no effect per se (Figure 3b and Table 2). The stabilization values of hemodynamic parameters
in N dmso 10, IH dmso 10, N Chel2, IH Chel2, N WOT and IH WOT groups are similar.

4- p38 MAP kinase and Erkl/2 activation are triggers of [H-preconditioning.

SB203580 as well as PD98059 injection 30 min prior to IH abolished the IH-induced
cardioprotective effects. Indeed, there was no difference in infarct size (32.2 + 3.4% in group

IH SB vs 33.5 + 2.5% in group N SB and 33.9 + 2.9% in group IH PD vs 26.8 + 3.9% in
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group N PD) (Figure 4) and in coronary flow upon reperfusion (Table 3) between hypoxic and
normoxic animals. Vehicle (dmso 1%) administration 30 min prior to N or IH had no effect
per se (Figure 4 and Table 3). The stabilization values of hemodynamic parameters in N dmso
30, IH dmso 30, N SB, IH SB, N PD and IH PD groups are similar.

5- Phosphorylation of myocardial p38 MAPK and Erk1/2 after IH.

IH did not modify basal myocardial levels of p38 MAPK and Erkl/2 (Figures 5a and 6a,
respectively) compared to normoxic control.

Twenty-four hours after IH, a 1.7 fold increase in p38 MAPK phosphorylation (Figure 5b)
and a 1.5 fold increase in Erk1/2 phosphorylation (Figure 6b) were observed in the

myocardium.
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Discussion

This study provides the first demonstration that IH-induced delayed protection against
myocardial infarction is triggered by p38 MAPK and Erk1/2 but not by PI3K and PKC. PKC,
however, seems to play a role as a mediator of hypoxic PC. This is based on the observation
that: 1) chelerythrine infusion before ischemia blocked the IH-induced cardioprotection, 2)
wortmannin or chelerythrine injection prior to IH did not modify the cardioprotective
response, 3) the MAP kinase inhibitor SB203580 and the MEK inhibitor PD98059, injected
prior to IH, blocked the IH-induced cardioprotection and 4) a significant phosphorylation of
both p38 MAPK and Erk1/2 was observed in the myocardium 24 hrs after IH.

In this study, we investigated the role of PKC in triggering and mediating IH-induced PC. We
showed that IH-induced cardioprotection was abolished when chelerythrine was infused
before ischemia. This is in accordance with other studies which have shown, using
chelerythrine, a role for PKC in mediating delayed ischemic [13] and pharmacological [26]
PC. However, the implication of other kinases can not be excluded since chelerythrine has
been reported to affect some of them [27]. Furthermore, activation of PKC after ischemic PC
is isoform selective. Notably, the epsilon isoform appears to be responsible for the
development of delayed cardioprotection in the rabbit [28]. Thus assessment of the PKC
isoform relevant to protection induced by IH should be of interest.

In a previous study [8], we suggested involvement of the ATP-sensitive potassium (Karp)
channel, as mediator of protection, in delayed hypoxic PC. Protein kinase-catalyzed
phosphorylation is an important mechanism by which the activity of ion channels, including
the Katp channel, can be controlled [29]. There is evidence suggesting the importance of PKC
in activating Katp channels during the protective mechanism of delayed pharmacological PC
[30]. Thus an interaction between PKC and Katp in the IH-induced cardioprotection could be
possible and this could be investigated in measuring mitochondrial matrix redox potential (an
index of mitoKsrp channel activity) with and without a PKC inhibitor. In our previous study
[8] we also demonstrated a role for NO synthase (NOS) in mediating IH-induced PC since a
non specific inhibitor of NOS, L-NAME, abolished the delayed cardioprotection. We can
suggest in the study presented here that PKC could play a role on NOS expression. Indeed, it
is well-documented in ischemic or pharmacological PC, that activation of PKC-epsilon

triggers a signalling cascade that leads to the binding of the transcription factor NF-kB to the
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inducible NOS (iNOS) promoter. This results in synthesis of new iNOS proteins, which leads
to a preconditioned phenotype [31].

On the other hand, we showed that chelerythrine injection prior to IH did not modify IH-
induced delayed cardioprotection. This is, to our knowledge, the first demonstration that the
triggering phase of delayed PC is independent of PKC activation. However, this is consistent
with previous studies. In fact, on studies focussing on early ischemic PC it was observed that
PKC inhibition did not alter the infarct size reduction achieved by PC in the anesthetized
open-chest dog [22]. Moreover, the work of Yang et al supports the idea that in rabbit heart,
the trigger phase of early PC does not require kinase activity, while the mediation phase is

dependent on kinase phosphorylation [32].

The PI3K signalling pathway has been shown to confer protection against ischemia-
reperfusion injury via the activation of Akt [33]. Kis and colleagues have shown that WOT
blocked delayed ischemic PC and prevented Akt phosphorylation in vivo in the rabbit [14]. In
contrast, we observed that WOT, even if preventing Akt phosphorylation, did not block the
IH-induced PC. This discrepancy should be due to species differences, to the PC stimulus or
to the WOT dosage used. Therefore, we can suggest that Akt phosphorylation is not involved
in I[H PC in the rat. This is also, to our knowledge, the first demonstration that the triggering
phase of delayed PC is independent of PI3K activation. However, this is consistent with
previous studies focussing on early pharmacological PC in_which the adenosine-induced PC

was shown to be insensitive to wortmannin [34, 35].

Several studies have reported the implication of p38 MAPK in delayed pharmacological PC
[17, 18]. In accordance, we observed that SB203580, a p38 MAPK inhibitor, abolished the
cardioprotection afforded by IH.

There is also evidence that hypoxia can activate p38 MAPK in several tissues including the
heart [36, 37]. Notably, p38 MAP kinase phosphorylation was reported 24 hrs after delayed
pharmacological PC [38]. This is also confirmed in our study since we observed a myocardial
activation of p38 MAPK 24 hrs after IH.

Since SB203580 has been reported to also inhibit the stress activated protein kinase,
SAPK/INK [39], we cannot rule out a role of this kinase in the PC conferred by IH.
Moreover, controversy exists as to the beneficial-detrimental role of p38 MAPK in

cardioprotection [40]. Indeed persistent activation of p38 MAPK during ischemia has been
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shown to be deleterious for cells [41, 42]. This dual role may be explained by differential
function of p38 subfamily members. Thus, it should be further investigated which p38
isoform is involved in the IH-induced delayed PC. Finally, the causal relationship between
p38 MAPK phosphorylation and IH-induced cardioprotection should be assessed by studying
the effect of SB203580 on p38 MAPK phosphorylation.

In contrast to the numerous reports involving p38 MAPK in delayed PC, there are few studies
on Erkl/2, another member of the MAPK family. Two studies showed that PD98059
abolished delayed pharmacological PC [18, 21]. Our study is the first to show that PD98059
blocked the IH-induced PC. Additionally, we observe an increase in Erk1/2 phosphorylation
24 hrs after IH. This result is in accordance with a study showing an increase in Erk1/2
phosphorylation 18 hrs after hypoxia [35]. Like for p38 MAPK, the causal relationship
between Erk1/2 phosphorylation and cardioprotection needs further investigation. Another
limitation of our study is the use of inhibitors that are not fully specific (chelerythrine,
SB203580), even if we used them at a concentration demonstrated in literature to have an
effect in the rat.

One potential limitation of this study is that only one time point was chosen to examine the
phosphorylation level of several protein kinases induced by IH. It would be important to
examine the time course of phosphorylation/dephosphorylation of these protein kinases in the

setting of IH PC and this is the subject of a future investigation.

In summary, this study shows that PKC, as a mediator, and p38 MAPK and Erkl/2, as
triggers, participate to the IH-induced delayed PC. In a putative linear pathway linking these
various actors of hypoxic PC, we would thus expect PKC to be downstream from MAP
kinases because treatment with the p38 MAPK and Erkl/2 inhibitors abolished
cardioprotection when administered before IH and treatment with chelerythrine only abolished

cardioprotection when given before the prolonged ischemic period.
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Figure legends

Figure 1. Experimental protocol. Rats were submitted to normoxia (N) or intermittent

hypoxia (IH) during 4 hrs. Subsequently, all animals were allowed to recover for 24 hrs.

Then, after a 20 min stabilization period, a 30-min no-flow global ischemia followed by a

120-min reperfusion was performed in vitro. Chelerythrine was infused 10 min before

ischemia (Chell). In other groups, wortmannin (WOT), chelerythrine (Chel2) and their

vehicle (dmso 10) were injected intraperitoneally 10 min prior to normoxic or hypoxic stress.

Finally, SB203580 (SB), PD98059 (PD) and their vehicle (dmso 30) were injected 30 min

prior to stress.

Figure 2. a- Infarct size expressed as a percentage of ventricles (I/V) assessed after a no-flow

global ischemia (30 min)-reperfusion (120 min) sequence, in groups exposed to normoxia (N)

or intermittent hypoxia with 10% O, (IH) without and with chelerythrine infusion 10 min

before ischemia (groups N Chell and IH Chell). *p<0.05, N.S: non significant using a two-

way ANOVA. b- Effect of N, IH and chelerythrine infusion (Chell) on coronary flow. After

20 min of stabilization, hearts were subjected to 30 min of no-flow global ischemia followed

by 120 min of reperfusion. Coronary flow was collected at 5, 15, 30, 60, 90, 120 min of
reperfusion. *p<0.05 using a two-way ANOVA.

Figure 3. a- Representative Western blots demonstrating basal myocardial levels of Akt and

phosphorylated Akt 24 hrs after stress in rats submitted to normoxia (N) or intermittent

hypoxia (IH) and injected with dmso (dmso 10) or wortmannin (WOT). Density expressed in

arbitrary units (n = 4 per group). *p<0.05 using a two-way ANOVA. b- Infarct size expressed

as a percentage of ventricles (I/V) assessed after a no-flow global ischemia (30 min)-

reperfusion (120 min) sequence, in hearts from rats injected with dmso (dmso 10),

wortmannin (WOT) or chelerythrine (Chel2) 10 min prior to N or IH. *p<0.05 using a two-

way ANOVA.

Figure 4. Infarct size expressed as a percentage of ventricles (I/V) in hearts from rats injected

with dmso (dmso 30), SB203580 (SB) or PD98059 (PD) 30 min prior to normoxia (N) or

intermittent hypoxia (IH). *p<0.05 using a two-way ANOVA.

Figure 5. a- Representative Western blots of basal myocardial levels of p38 MAP kinase (top
panel) and phosphorylated p38 MAP kinase (bottom panel) 24 hrs after normoxia (N) or
intermittent hypoxia (IH). b- Ratio of phosphorylated p38 MAP kinase over total p38 MAP
kinase content in N and IH groups (n=4 per group). GAPDH demonstrates equal protein
loading in experimental groups. Data are expressed as a percentage of normoxic control

values. *p<0.05 using a t-test.
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Figure 6. a- Representative Western blots demonstrating basal myocardial levels of Erk1/2
and phosphorylated Erk1/2 24 hrs after normoxia (N) or intermittent hypoxia (IH). b- Ratio of
phosphorylated Erk1/2 over total Erk1/2 content in N and IH groups (n=4 per group). GAPDH
demonstrates equal protein loading in experimental groups. Data are expressed as a percentage

of normoxic control values. *p<0.05 using a t-test.
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Table 1. Hemodynamic parameters recorded in hearts from rats submitted 24 hrs earlier to

normoxia (N) or intermittent hypoxia (IH) without and following chelerythrine infusion

(Chell) 10 min before ischemia.

N IH N Chell IH Chell
CF
(ml/min/g) RIS 6.010.2 8.510.9 4.410.3 4.610.4
R 60 5.0+0.4 7.54£0.9 3.7+0.2 3.840.4
R 120 43103 6.1£0.8 2.8+0.3 2.8+0.3
|\ J
LVEDP %
(mmHg) RI15 71.9%54 63.5%7.1 65.3%4.7 71.9%5.4
R60  54.7+5.9 45.7£6.2 38.913.8 54.7+5.9
RI120  47.0%54 41.745.2 343137 47.0%5.4
. J
RPP *
(mmHg/min) R15 114341911 10331+2198  3189%1336 2249+749
R60 13528+1737 1713611757  8153%1842  11426%1996
R 120 108031521  13489t926  6041%1181 70191916

CF - coronary flow, LVEDP - left ventricular end diastolic pressure, RPP - rate pressure

product. R15, R 60 and R 120 after 15 min, 60 min and 120 min of reperfusion, respectively.

*
Data are expressed as mean + s.e.m. p<0,05.
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Table 2. Hemodynamic parameters recorded in hearts from rats pretreated 24 hrs earlier with

dmso, chelerythrine or wortmannin 10 min prior to normoxia (N) or intermittent hypoxia

(IH).
Ndmso 10 IH dmso 10 N WOT IH WOT N Chel2 IH Chel2
CF
(ml/min/g) RI5  57+05 6.320.3 6.3%0.3 8.010.6 8.240.6 8.010.7
R60  5.0%06 5.540.3 4.8+0.2 6.9£0.5 6.6£0.5 6.8£0.6
RI20 3.7%04 4.4+0.1 3.740.2 5.240.4 5.0%0.5 5.0%0.5
LVEDP * *
(mmHg) R15 64.6+4.4 62.612.5 76.242 .4 64.1£3.0 492427 48.445.7
R60  47.0%4.9 43.0£3.0 66.5+7.4 51.3+2.3 36.742.3 35.944.5
RI120 451439 40.0+2.9 55.4+5.4 44.5%1.5 34.741.5 34.043.4
—
RPP *
(mmHg/min) R15 6787+1210 9987+1830 891612038  8452+2356 14604+1987 15684+3187
R60 1464532463 152954937  8243+1671 13337£1457 17679%1610 16723%2362
R 120 10701£1261 11883#961  6009£1046 11604+1626 13055+1325 12253+1732
—
%*

CF - coronary flow, LVEDP - left ventricular end diastolic pressure, RPP - rate pressure

product. R15, R 60 and R 120 after 15 min, 60 min and 120 min of reperfusion, respectively.

*
Data are expressed as mean £+ s.e.m. p<0,05.
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Table 3. Hemodynamic parameters recorded in hearts from rats pretreated 24 hrs earlier with

dmso (dmso 30), SB203580 (SB) or PD98059 (PD) 30 min prior to normoxia (N) or

intermittent hypoxia (IH).

N dmso 30 TH dmso 30 N SB IH SB N PD IH PD
CF
(ml/min/g) R15 3.8%03 4.940.2 5.620.3 5.740.4 6.210.6 6.840.5
R60 32402 42402 4.640.3 5.320.5 5.120.5 5.320.4
RI120 25%0.1 3.4+0.3 3.810.3 41403 4.140.6 45403
—
LVEDP *
(mmHg) R15  73.1%6.2 74.1£6.0 89.4+3.8 79.1+4.9 93.1+3.4 89.2+3.0
R60  498+6.2 54.1%5.4 72.343.1 62.344.1 74.6%4.0 69.4%2.7
RI120 402%6.3 46.0£5.6 63.143.5 55.414.4 67.313.9 61.612.7
RPP
(mmHg/min) R15 25774672 33074866 67231978 61271980 9756%1317  9954+1830

8458+1076  9137£1019 12354%1374 12802%1590 12394+1348

R60 7128%1657
67851675 88881975  9738%£1203 977011084

R 120 5803%1222 8791%1161

CF - coronary flow, LVEDP - left ventricular end diastolic pressure, RPP - rate pressure

product. R15, R 60 and R 120 after 15 min, 60 min and 120 min of reperfusion, respectively.

P
Data are expressed as mean * s.e.m. p<0,05.
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4.2.2 Résultats additionnels

Lors de I'étude 1 que nous avons décrite précédemment, nous nous sommes intéressés aux
médiateurs potentiels de l'effet cardioprotecteur induit par le PC hypoxique. Pour ce faire,
nous avons utilisé différents inhibiteurs administrés préalablement a la séquence d’I/R afin
d’étudier le role des canaux Karp et du NO. Enfin, dans un travail additionnel nous avons

étudié 'implication potentiel des canaux KCa dans la réponse protectrice induite par I'HI.

Les canaux Karp mitochondriaux

Dans I'étude 1, nous avons recherché I'implication éventuelle des canaux mitoKsrp comme
médiateurs du PC hypoxique. Des cceurs de rats, préalablement exposés au stress HI, ont été
perfusés 10 minutes avant la séquence d’I/R, par le 5-hydroxydecanoate, un inhibiteur
spécifique des canaux mitoKarp. En présence de cet inhibiteur, la protection myocardique

induite par le PC hypoxique vis-a-vis de la taille de I'infarctus a été significativement abolie.

Le NO

Dans I'étude 1, nous avons également étudié le role des NOS dans notre modele de PC. En
effet, en perfusant du L-NAME, un inhibiteur non spécifique des NOS, nous avons aboli Ieffet
protecteur du PC hypoxique sur la taille de linfarctus sans modifier les parametres
hémodynamiques. Les NOS semblent donc jouer un réle de médiateur du PC hypoxique.

Dans un travail récent, nous avons mis en évidence que I'isoforme de la NOS impliquée dans
le PC hypoxique était la forme inductible, la iNOS. Nous avons exposé des rats a 4 heures de
normoxie ou d’HI. Vingt-quatre heures apres, les coeurs ont été isolés, puis perfusés 10
minutes avant la séquence d’I/R par une solution de krebs contenant de I'aminoguanidine

(100 pM), un inhibiteur de la iNOS. La perfusion d’aminoguanidine abolit a la fois la
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réduction de la taille de linfarctus (Figure 7a) et I'amélioration du débit coronaire a la
reperfusion (Figure 7b) induites par le PC hypoxique.

Nous avons, suite a ce résultat, mesuré 'expression myocardique de la iNOS 24 heures apres le
stress dans le coeur de rat. Aucune bande spécifique de la iNOS n’a pu étre révélée sur les
membranes de Western blot pour tous les échantillons tissulaires analysés (N et HI). Les
différentes dilutions de I'anticorps anti-iNOS testées (1 pg/mL et 5 ug/mL), ainsi que le dépot
de plus grandes quantités de protéines (jusqu'a 100 pg de protéine extraite du cceur de rat), en
parallele avec l'utilisation d'un témoin positif (iNOS recombinante), n’ont pas permis la
détection de la iNOS. Ce résultat a été observé par d’autres équipes qui ont eu aussi de la
difficulté a détecter la présence de la iNOS par cette technique. Il est possible que la quantité
de iNOS présente dans le myocarde soit inférieure au seuil de détection de la technique du
Western blot. Une autre méthode, qui permettrait de détecter la présence de iNOS, méme en
faible quantité, est la mesure d’activité de cette enzyme.

De plus, les différences d’expression des autres isoformes de cette enzyme, nNOS et eNOS, ont
été recherchées par Western blot dans les groupes N et HI. L'HI ne semble pas induire

d’activation de ces deux isoformes en comparaison a la normoxie.
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Figure 7. Effets de la perfusion d’aminoguanidine chez des rats exposés a la normoxie ou a
Phypoxie intermittente.

a- Taille de I'infarctus exprimée en pourcentage des ventricules (I/V) aprés une séquence
d’ischémie (30 min)-reperfusion (120 min), dans les groupes exposés a la normoxie (N) ou a
I'hypoxie intermittente (HI) avec 10% d’O,, sans ou avec perfusion d’aminoguanidine 10 min
avant I'ischémie (groupes N+Ag et HI+Ag)

b- Effet de la normoxie, de 'HI et de la perfusion d’'aminoguanidine sur le débit coronaire
(DC). Aprés 20 min de stabilisation, les coeurs sont soumis a 30 min d’ischémie globale suivie
de 2 h de reperfusion. Apres 'ischémie (I), le DC est collecté a 5, 15, 30, 60, 90 et 120 min de

reperfusion.

*p<0.05, en utilisant une ANOVA deux voies.

Le canal KCa

L’implication des canaux mitoKarr dans la cardioprotection est largement décrite dans la
littérature. Cependant un autre canal potassique, dépendant du calcium, le canal KCa a été

mis en évidence dans des myocytes au niveau de la membrane interne de la mitochondrie
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[106]. L'ouverture de ce canal semble également induire une protection. Pour étudier si ce
canal exerce un role de médiateur dans la cardioprotection induite par I'HI, nous avons
perfusé les coeurs, avant I'l/R, avec un inhibiteur de ce canal, la paxilline. La paxilline ne
modifie pas la réduction de la taille de I'infarctus chez le groupe HI, cependant elle diminue la
taille de l'infarctus dans le groupe N (Figure 8). Nous ne pouvons donc pas conclure a une
action du canal KCa dans le PC hypoxique puisque la paxilline a un effet par elle-méme. La
paxilline, en inhibant I'ouverture du canal KCa, semble avoir le méme effet protecteur que le
PC hypoxique. La diminution de l'ouverture du canal KCa par la paxilline induirait une
inhibition du courant potassique qui entrainerait une prolongation de la repolarisation a
l'origine d'une diminution de l'excitabilit¢é du coeur. On peut émettre I'hypothése que le

blocage de ce canal constitue un moyen pour le cceur de se préserver des lésions dues a la

séquence d'ischémie-reperfusion.

40+
2
20+ T
0.
N HI N HI

+Pax +Pax

Figure 8. Effet de la perfusion de paxilline sur la taille de I'infarctus chez des rats exposés a
la normoxie ou a ’hypoxie intermittente.

Taille de l'infarctus exprimée en pourcentage des ventricules (I/V) aprés une séquence
d’ischémie (30 min)-reperfusion (120 min), dans les groupes exposés a la normoxie (N) ou a
I'’hypoxie intermittente (HI) avec 10% d’O,, sans ou avec perfusion de paxilline 10 min avant

'ischémie (groupes N+Pax et HI+Pax). *p<0.05, en utilisant une ANOVA deux voies.
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5 Discussion et perspectives
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Comme nous 'avons vu dans les chapitres précédents, I'’hypoxie intermittente est capable
d’induire un préconditionnement myocardique retardé contre les lésions d’ischémie-
reperfusion. L’objectif de notre travail était de comprendre les mécanismes impliqués dans
cette cardioprotection, du déclenchement de la réponse par différents signaux aux effecteurs
finaux.

Dans un premier temps, nous avons développé un modele de PC hypoxique en testant
différentes durées et intensités d’hypoxie intermittente. Puis nous avons recherché
I'implication des MAP kinases, de la PKC et de la PI3K dans ce modé¢le de PC. Enfin, nous
avons étudié 'implication de la PKC, des canaux Karp et de la iNOS comme médiateurs du PC

hypoxique.

5.1 L’hypoxie intermittente aigué, un modéle de

préconditionnement

La premiere étude décrite dans ce manuscrit démontre que I'exposition des rats a une HI de 4
heures a 10% d’O, induit une protection retardée contre 'infarctus du myocarde dans un
modele de cceur isolé perfusé. Nous avons par la suite montré une amélioration de la
récupération fonctionnelle apres I'ischémie chez les animaux exposés a ce stress. En effet,
durant la reperfusion, nous avons observé une augmentation significative du débit coronaire
et une diminution de la contracture (illustrée par une diminution de la pression
télédiastolique) chez les animaux du groupe HI (étude 2). L’augmentation du débit coronaire
permet une meilleure reperfusion myocardique et peut expliquer a la fois la diminution de la
contracture et la réduction de la taille de I'infarctus. Nous avons également montré quune
hypoxie continue de méme durée et de méme intensité n’a aucun effet. Ce résultat obtenu
apres une hypoxie continue, de 4 heures a 10% d’O,, est en désaccord avec d’autres études qui
suggerent que celle-ci serait capable de préconditionner le myocarde en induisant une
angiogenése myocardique chez le rat [107] ou en réduisant la taille de I'infarctus chez la souris

[29]. Concernant I'étude menée par I'équipe de Sasaki [107], nous pouvons faire I’hypothese
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que la différence est liée au modele utilisé pour créer I'infarctus : occlusion permanente de
lartere. Nous avons par ailleurs observé une différence de la réponse du myocarde a I'HI
lorsque nous avons réalisé une ischémie régionale suivie de reperfusion plutét qu'une
ischémie globale. L’autre étude portait sur la souris, une différence inter-espeéces vis-a-vis de la
susceptibilité myocardique a l'infarctus peut étre envisagée ici. La FC et la fréquence
respiratoire différentes entre souris et rat peut expliquer que ces deux especes répondent

différemment a 'HIL.

Dans notre étude, l'intermittence de I'hypoxie, et donc la phase de réoxygénation, est
essentielle pour protéger le myocarde de rat contre l'infarctus. Un mécanisme possible
expliquant cette cardioprotection retardée pourrait étre la formation de radicaux libres dérivés
de l'oxygene (RLO) pendant l'alternance hypoxie-réoxygénation. Bien que potentiellement
déléteres lorsque présents en grande quantité, les RLO semblent également avoir un effet
protecteur au niveau cardiaque [108]. Une hypoxie de 2 heures suivie de 24 heures de
réoxygénation génére des RLO a l'origine d’une protection des cardiomyocytes de rats [109].
De plus, plusieurs études ont montré que les RLO sont impliqués dans divers formes de PC
retardé induit par lischémie [16, 39, 41], 'hyperthermie [42] ou les anesthésiques volatiles

[110].

La deuxiéme partie de cette étude a mis en évidence 'importance de la durée de 'HI dans le
développement de la cardioprotection. Nous avons observé quune durée d'HI de 30 minutes
n’est pas suffisante pour réduire la taille de l'infarctus. Nous pouvons avancer comme
hypothese que suite a une courte durée d’HI, la production d’agents inducteurs est trop faible
pour initier le PC et permettre la protection myocardique. Cette hypothese se rapproche du
concept développé par I'équipe de Jim Downey [111]. En effet, on peut penser que I'HI a 4
heures active des voies de signalisation a I'origine de la protection et qu’avec une HI de 30
minutes on se trouve en dessous du seuil d’activation de ces voies et donc qu'on ne puisse pas
obtenir de cardioprotection.

Le PC ischémique nécessite une durée minimum [112] et un certain nombre d’épisodes

d’ischémie [113] afin d’induire une cardioprotection.
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La troisieme partie de cette étude suggere que 'intensité de I'’hypoxie est importante pour
induire l'effet protecteur du PC hypoxique. Une exposition de 4 heures a une HI a 5% d’O,
sensibilise le coeur de rat a I'ischémie-reperfusion puisque les animaux hypoxiques présentent
une aggravation de la taille de 'infarctus accompagnée d'une diminution de la récupération
fonctionnelle par rapport aux animaux normoxiques. Il semble donc que selon l'intensité de
I'hypoxie on atteigne soit une limitation soit une aggravation de I'infarctus. C’est, a notre
connaissance, la premiére démonstration d’'une augmentation de la sensibilité du cceur a
I'infarctus 24 heures apreés une exposition aigué a ’hypoxie. Nous avons observé dans une
précédente étude qu’'une exposition chronique a une HI a 5% d’O, (8 heures par jour pendant
35 jours) induit également une sensibilisation a I'infarctus du cceur isolé de rat [114]. Notre
étude suggere que la sensibilisation a I'infarctus, observée en chronique, est un événement

précoce.

Les résultats de cette premiere étude nous ont permis de caractériser un nouveau type de PC
retardé induit par une hypoxie intermittente de 4 heures a 10% d’O,. Nous avons montré que
plusieurs parametres influencent cette cardioprotection : lintermittence hypoxie-

réoxygénation, la durée et I'intensité de 'exposition a I'HI.

5.2 Les déclencheurs du PC hypoxique

Les MAP kinases

Les cellules répondent aux modifications environnementales par l'activation de voies de
transduction intracellulaire qui conduisent a une modification de 'expression génique. Les
voies des MAP kinases impliquent des protéines kinases, elles-mémes activées par
phosphorylation, et qui aboutissent, aprés wune cascade de phosphorylations-

déphosphorylations, a I'activation de molécules-clés, comme les facteurs de transcription.
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La p38 MAP kinase, qui appartient a la famille des sérines/thréonine kinases [115], a été
impliquée de nombreuses fois dans le PC retardé. En effet, 'administration de SB203580, un
inhibiteur de la p38 MAP kinase, avant le PC retardé induit par 'adénosine ou I’hyperthermie,
bloque la réduction de la taille de I'infarctus chez le rat [96, 116]. Il a été montré que ’hypoxie
peut phosphoryler et donc activer la p38 MAP kinase dans de nombreux tissus dont le coeur
[117, 118]. Il a également été mis en évidence une phosphorylation de la p 38 MAPK, 24
heures apres un PC pharmacologique [119]. En accord avec ces études, nous avons observé
que le SB203580 abolit la protection myocardique conférée par 'HI. D’autre part, nous avons
pu mettre en évidence une augmentation de 'expression de la phosphorylation de la p38 MAP
kinase 24 heures apres le PC hypoxique. Cependant, il a été montré que le SB203580 est
capable d’inhiber d’autres protéines kinases activées par le stress [120]. Nous ne pouvons donc
pas exclure un role de ces kinases dans notre modele, et ce d’autant plus qu’il a été rapporté
que la p38 MAP kinase peut avoir un role délétére pour la survie cellulaire selon I'isoforme
impliquée [121, 122]. Il est donc nécessaire de caractériser I'isoforme impliquée dans notre

modele de PC hypoxique.

Contrairement aux nombreuses études rapportant un role de la p38 MAP kinase dans le PC
retardé, peu d’études ont démontré un role de Erk dans ce phénomene. L'utilisation d’un
inhibiteur de MEK-1 (a l'origine de I'activation de Erk1/2) bloque l'effet protecteur du PC a
I'adénosine [96] et aux opioides [61]. D’autre part, un PC ischémique [123] ou
pharmacologique [124] augmente la phosphorylation, et donc I'activation, de Erk1/2. Par une
approche cellulaire, il a été montré que ’hypoxie phosphoryle Erk, provoquant ainsi une
protection des cardiomyocytes néonataux de rat [125, 126]. Dans la deuxieme étude, nous
avons observé pour la premiére fois que 'inhibition de MEK-1 abolit la réduction de la taille
de T'infarctus induite par le PC hypoxique. De plus, nous avons observé une augmentation
durable de la phosphorylation de Erk1/2, puisque notable encore 24 heures apres I'HI. Ce
résultat est en accord avec une étude qui montre une phosphorylation de Erk1/2, apres 4h

d’hypoxie et 18 heures de réoxygénation [127].
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La PI3 kinase

La voie de signalisation de la PI3K confere une protection contre les lésions provoquées par
I'I/R [128] via lactivation (phosphorylation) de la protéine kinase Akt. Dans un modele
cellulaire, il a été montré qu'une heure d’hypoxie est capable de conduire a I'activation de la
PI3 kinase et d’Akt [129]. La voie de la PI3K semble jouer un role majeur dans l'initiation du
PC retardé. En effet, I'utilisation d’un inhibiteur de la PI3K, la wortmannin, in vivo chez le
lapin, réduit la phosphorylation d’Akt et bloque totalement la protection retardée du PC
ischémique [55]. De plus, 'administration de ce méme inhibiteur abolit I'effet antiapoptotique
du PC pharmacologique chez la souris [130]. Bien que nous ayons observé une réduction de la
phosphorylation d’Akt suite a l'administration de la wortmannin dans les groupes
normoxique et hypoxique, il n’y a pas de modification des effets protecteurs du PC hypoxique.
La différence entre nos résultats et ceux de Kis et collaborateurs [55] peut étre due a une
différence inter-especes, au stimulus préconditionnant ou a la dose de wortmannin
administrée. A notre connaissance, notre résultat est le premier a démontrer que la phase de
déclenchement du PC retardé est indépendante de I'activation de la PI3K. En effet, seules des
études concernant le PC précoce ont montré que les mécanismes protecteurs dus au PC

étaient indépendants de la PI3K [127, 131].

La protection myocardique induite par le PC hypoxique semble donc impliquer les MAP
kinases, en particulier la p38 MAP kinase et Erk1/2. Par contre, la PI3K ne semble jouer aucun

rdle dans notre modéle.

5.3 Les médiateurs du PC hypoxique

La PKC

La deuxiéme étude que nous avons décrite dans ce manuscrit nous a permis de mettre en
évidence I'implication de la PKC dans la cardioprotection induite par I'HI. La chélérythrine

est un inhibiteur de la PKC. Lorsqu’on 'administre avant la séquence d’I/R, la chélérythrine
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bloque totalement les effets protecteurs du PC hypoxique. Ces résultats, obtenus sur cceur
isolé de rat, sont concordants avec ceux de la littérature [91, 93, 132]. En effet, il a été montré
que 'administration de chélérythrine bloque les effets protecteurs du PC retardé ischémique
(48] et pharmacologique [49]. Il ne faut pas exclure dans notre étude une action de la
chélérythrine sur d’autres kinases, il a en effet été montré que cet inhibiteur agit sur certaines
MAP kinases [133]. Cependant, nous avons perfusé une dose de chélérythrine a une

concentration connue pour avoir un effet inhibiteur de la PKC chez le rat [95].

L’activation de la PKC apres le PC est isoforme dépendante. Il a notamment été observé, dans
diverses formes de PC retardé, que la PKCe était responsable du développement de la
cardioprotection [51, 95]. La translocation de la PKCe de la fraction cytosolique vers la
fraction membranaire est un élément majeur de lactivation de cette isozyme [134].
L’activation de la PKC est connue pour induire la phosphorylation de protéines
myocardiques. Plusieurs études suggerent que la PKC active par phosphorylation les canaux
Kate, [86, 87], induisant une diminution de la concentration intracellulaire en calcium [135].
De plus, lactivation de la PKCg, dans le PC ischémique et pharmacologique, déclenche une
cascade de signalisation qui induit la fixation de facteurs de transcription (comme NF«B) sur
le promoteur de la iNOS et confére ainsi la synthése de nouvelles protéines iNOS responsables
du phénotype préconditionnant [136, 137]. Nous avons montré que les canaux Karr et la
iNOS semblent impliqués dans la réponse protectrice a 'HI. Le role cardioprotecteur de la
PKC dans cette réponse peut donc potentiellement s’expliquer par une activation des canaux
Karp et/ ou de la iNOS.

Dans cette deuxieme étude, nous avons montré que la chélérythrine, injectée avant le PC
hypoxique, ne modifie pas ces effets bénéfiques. A notre connaissance, c’est la premiere
démonstration que la PKC ne joue pas le role de trigger d'un PC retardé. Ce résultat differe de
ce qui est obtenu généralement avec les diverses formes de PC retardé, dans lesquels la PKC
initie la protection. Cependant, ce résultat est en accord avec certaines études portant sur le
PC ischémique classique. Il a en effet été montré que I'inhibition de la PKC n’altere pas la
réduction de la taille de 'infarctus induite par le PC chez le chien [138]. De plus, une étude

montre que I'inhibition de la PKC pendant le PC n’a pas d’effet sur la cardioprotection alors
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que la méme inhibition juste avant I'ischémie prolongée abolit completement I'effet du PC
[139].
Dans notre modele, la PKC semble donc avoir essentiellement un role de médiateur du PC

hypoxique.

Les canaux Karp mitochondriaux

L’effet protecteur de 'HI sur la taille de I'infarctus est aboli par le 5-HD, un bloqueur des
canaux Kurp mitochondriaux. Ces canaux Karp ont été impliqués dans la protection
myocardique retardée associée au PC ischémique [140]. Zhu et collaborateurs [141] montrent
que les canaux mitoKare sont impliqués dans la protection cardiaque induite par I'HI en
éliminant la surcharge calcique pendant I'I/R. L’hypoxie chronique provoque une
cardioprotection chez le lapin qui peut s’expliquer par les canaux Kirp au niveau du
sarcolemme et de la mitochondrie [142]. Ces canaux semblent donc étre des médiateurs

potentiels de la réponse protectrice du PC hypoxique.

Le NO

La premiére étude exposée dans ce document [143] nous a permis de mettre en évidence, in
vitro, I'implication du NO comme médiateur de la réponse protectrice de 'HI. En effet, le L-
NAME, inhibiteur non spécifique des NOS, administré 24 heures apreés le stimulus
préconditionnant, abolit la réduction de la taille de I'infarctus provoquée par le PC hypoxique.
Le role du NO dans la médiation du PC retardé a largement été décrit dans la littérature pour
expliquer les effets protecteurs du PC retardé [25], notamment dans le PC ischémique [64-66]
et hyperthermique [144]. Nous avons observé que 'HI améliore le débit coronaire a la
reperfusion par rapport au groupe normoxique. Cet effet peut en partie s’expliquer par le NO,
en effet, il a été montré que le NO proteége le myocarde en augmentant le débit coronaire [145,
146].

Dans ces mécanismes cardioprotecteurs, lorigine du NO semble préférentiellement
dépendante de la NOS inductible (iNOS) [147] puisque I'administration d’un inhibiteur
spécifique de cette isoforme (aminoguanidine ou 1400W), abolit la protection myocardique

induite par le PC retardé [32, 64, 144]. D’autre part, plusieurs études montrent une
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surexpression de la iNOS suite au PC retardé ischémique [66] et hypoxique [29] chez la souris.
Dans notre modele, le fait que la perfusion d’aminoguanidine, avant I'ischémie, abolisse les
effets du PC hypoxique sur la taille de I'infarctus et le débit coronaire suggere que I'isoforme
préférentiellement impliquée est la iNOS. Ce résultat est en accord avec les observations de
Ding et collaborateurs [92] dans leur modele de PC conféré par I'HI d’altitude. Bien que nous
n’ayons pas réussi a montrer une expression de la protéine iNOS suite a I'HI, il semble
cohérent de croire a 'implication de cette protéine dans notre modele. En effet plusieurs
études suggerent que la iNOS est induite en réponse a une diminution de 'oxygéne dans

plusieurs tissus, notamment dans les cardiomyocytes [148, 149].

La protection myocardique conférée par le PC hypoxique semble donc impliquer les canaux
Karr mitochondriaux et la iNOS comme médiateurs. De plus, par rapport a ce qui est
classiquement retrouvé pour d’autres formes de PC retardé, la PKC semble jouer un role

d’effecteur final de la protection plutdt quun réle d’initiateur.

5.4 Conclusion et perspectives

Dans la premieére partie de ce travail de thése, nous avons mis en évidence un effet
préconditionnant de I'HI chez le rat, sur un modeéle de coeur isolé perfusé. Nous avons
démontré que l'intensité de 'hypoxie (10% d’O.), sa durée (4 heures) et les séquences de
réoxygénation, donc le caractere intermittent de cette hypoxie, sont trois facteurs nécessaires
pour induire un PC retardé.

Le PC induit par 'HI mettrait en jeu des voies de signalisation complexes, également
rapportées pour d’autres types de PC retardé. Notamment, les MAP kinases semblent jouer un
role important dans l'initiation du PC hypoxique. En revanche, contrairement a ce qui est
couramment observé pour les PC retardés, la PI3K et la PKC ne semblent pas nécessaires au
déclenchement de la réponse protectrice induite par 'HI. Enfin, suite a un stress hypoxique

intermittent aigu, la PKC, les canaux Karr et la iNOS paraissent indispensables in fine pour
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induire la protection. Ce travail a mis en évidence un rdle potentiel du NO dans la protection
induite par le PC hypoxique. La iNOS serait I'isoforme impliquée dans cette production de
NO. Ce résultat a été complété, et I'implication du NO confirmée, au sein du laboratoire a
I'occasion d’un autre travail de thése. En effet, la fixation du facteur de transcription induit par
I'hypoxie (HIF-1) sur le promoteur du gene de la iNOS dans le PC hypoxique a été
caractérisée de facon spécifique (Belaidi et collaborateurs, soumis a Cardiovascular Research).
Il serait intéressant et complémentaire d’envisager une étude qui démontrerait une interaction
entre la PKC et l'activation des canaux mitoKare. Nous pourrions envisager, par exemple, de
mesurer le potentiel rédox de la matrice mitochondriale, qui reflete 'activité du canal
mitoKarp, avec ou sans chélérythrine. Il est fort possible que la PKC joue un role sur
I'expression des NOS. Apres avoir démontré lactivité de la iNOS par une méthode
appropriée, nous pourrions étudier si cette activité est modifiée en présence d'un inhibiteur de
la PKC.

Nous avons également vu qu'une HI de 4 heures a 5% d’O, aggrave la taille de 'infarctus suite
a une séquence d’ischémie-reperfusion. Il a été montré dans notre laboratoire [114] que ce
stress, appliqué de fagon chronique, induit également une augmentation de la taille de
linfarctus chez le rat. L'HI a 5% est donc cardio-délétére des 4 heures d’exposition et ce
phénomene est également retrouvé apres 35 jours d’exposition. Il serait nécessaire de mieux
comprendre les mécanismes responsables de cet effet délétére de I'HI sur le myocarde afin

d’envisager des thérapeutiques spécifiques.
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2¢m¢ PARTIE : REPONSE INFLAMMATOIRE INDUITE
PAR HYPOXIE INTERMITTENTE CHRONIQUE
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6 Introduction
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Le SAOS est caractérisé par la répétition d’épisodes d’obstructions partielles ou totales des
voies aériennes supérieures pendant le sommeil. Cette occlusion conduit & une diminution de
la saturation en O; et a une fragmentation du sommeil. La sévérité du SAOS est mesurée par
l'indice d’apnées-hypopnées (IAH), correspondant au nombre d’apnées et d’hypopnées par
heure de sommeil. Plus cet indice est élevé, plus les symptomes sont séveres. Un IAH < 5 par
heure refléte une situation normale, un IAH entre 5 et 15 un SAOS léger, entre 15 et 30 un
SAOS modéré et > a 30 un SAOS séveére. Le SAOS se caractérise par des symptomes
nocturnes, tels que le ronflement, un sommeil non réparateur et des pauses respiratoires
percues par le conjoint, ainsi que par une somnolence diurne. En plus des conséquences
déléteres comme la somnolence diurne et les « déficits » cognitifs, le SAOS est également
associé a une augmentation du risque cardiovasculaire. Les patients SAOS présentent
fréquemment une hypertension artérielle, une insuffisance cardiaque, et développent de
I'athérosclérose. Cependant, les mécanismes par lesquels le SAOS affecte le systéme
cardiovasculaire sont peu connus. De nombreux «indices» suggerent que la composante
« hypoxie intermittente » (HI) est incriminée dans la physiopathologie du SAOS. Les effets du
stimulus d’HI sur les réponses physiologiques semblent cumulatifs. Le caractére aigu ou
chronique de l'exposition détermine la nature de la réponse: protectrice ou délétere [97].
Dans le cadre du SAOS, T'HI est chronique et de ce fait engendre des effets déléteres. Cette
seconde partie sattachera plus particuliérement aux effets délétéres induits par I'HI

chronique.

6.1 Conséquences cardiovasculaires du SAOS

Au cours du SAOS, chaque épisode d’obstruction pharyngée s’accompagne d’efforts
inspiratoires intenses et d’'une désaturation progressive en oxygeéne. La majorité des apnées se
termine par un micro-éveil, a la suite duquel la ventilation reprend. Lorsque le patient s’est

rendormi, une nouvelle apnée survient et le cycle se répete. Les patients porteurs d'un SAOS
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sont donc exposés simultanément et de maniere répétée a une HI, une fragmentation du

sommeil et des variations intenses de pression intra-thoracique.

Le SAOS a des conséquences neuropsychologiques, endocriniennes et métaboliques. Depuis
plusieurs années, le lien entre le SAOS et la morbi-mortalité cardiovasculaire a été mis en
évidence. Ce n’est que récemment que des études épidémiologiques de grande envergure ont
permis de conclure que le SAOS est un facteur de risque indépendant de pathologies
cardiovasculaires [150, 151] telles que I'hypertension artérielle, les coronaropathies, les
arythmies, I'insuffisance cardiaque et I’hypertrophie ventriculaire gauche. Seront détaillées

dans ce chapitre I'hypertension artérielle et la coronaropathie associées au SAOS.

6.1.1 Hypertension artérielle

L’association entre SAOS et hypertension artérielle (HTA) a été démontrée indépendamment
de I'age, de I'obésité et d’autres facteurs confondants [153, 154]. Cette relation semble linéaire
entre la sévérité du SAOS et 'HTA [150, 155]. D’autre part, le traitement du SAOS améliore
I'HTA. En effet, deux études ont montré une réduction faible mais significative de la pression
artérielle (PA) chez des patients apnéiques traités par pression positive continue (PPC),
traitement de référence du SAOS. Cette réduction est d’autant plus marquée que les patients
présentent un SAOS sévere [156, 157].

Cette relation entre SAOS et HTA a été confirmée expérimentalement. Chez le chien, la
répétition d’apnées obstructives expérimentales pendant le sommeil est suivie dune
augmentation de la PA diurne. Celle-ci revient progressivement a la normale lorsque 'on
rétablit une respiration nocturne normale [158]. Les études expérimentales ont permis de
mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques du SAOS contribuant au

développement de 'HTA, et notamment de mettre en évidence le role de 'HI.

Une exposition chronique a I'HI entraine, chez le rat, une augmentation de la PA systémique
[159, 160]. Cette ¢élévation de la PA a été retrouvée dans notre laboratoire [114]. Des

mécanismes physiopathologiques mettant en jeu le systeme nerveux sympathique ont été
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suggérés pour expliquer la relation entre HTA et HI. En effet, la stimulation des
chémorécepteurs carotidiens par I'HI entraine une vasoconstriction systémique globale qui
contribue a I'élévation de la PA [161, 162]. De plus, I'hyperactivité sympathique, en partie
provoquée par la désaturation [163], semble contribuer indirectement a I'élévation chronique

dela PA [164].

6.1.2 Coronaropathie

La maladie coronarienne qui s’instaure de fagon progressive est initiée par des lésions au
niveau des parois des arteres coronaires. Ces lésions déclenchent un processus complexe de
remodelage de la paroi, dont les processus d’athérosclérose. Ces mécanismes se traduisent par
un épaississement de la paroi artérielle qui provoque une diminution du flux sanguin
irriguant le coeur. La complication la plus dangereuse et la plus fréquente de la maladie
coronarienne est l'infarctus du myocarde.

Plusieurs études cliniques ont évalué la prévalence des accidents coronariens chez les patients
SAOS. Koskenvuo et collaborateurs ont été les premiers a observer une association entre
SAOS et coronaropathie [165] en mettant en évidence un risque relatif d’angor chez les
hommes ronfleurs, indépendamment de I'age, du niveau de la PA et de I'indice de masse
corporelle. Une étude suédoise montre que le SAOS augmente le risque de mortalité de
patients présentant une coronaropathie [166]. Il a été montré que le risque relatif d’accidents
coronariens augmente avec la sévérité du SAOS, appréciée par 'TAH [167].

Réciproquement, le SAOS pourrait étre un indicateur de pronostic chez les patients ayant des
antécédents d’infarctus du myocarde: les résultats d’'une étude menée sur des patients
porteurs d’une coronaropathie ont montré une augmentation significative de la mortalité chez
les patients apnéiques [166].

Il ne s’agit sirement pas d’une fatalité puisque le traitement par PPC réduit significativement

le risque d’événements cardiovasculaires de patients porteurs d’'un SAOS sévere [168].
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6.2 Mécanismes potentiels reliant le SAOS aux maladies

cardiovasculaires

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour relier le SAOS aux maladies cardiovasculaires
[169] : activation du systéme nerveux sympathique, dysfonction endothéliale vasculaire, stress
oxydant, inflammation, troubles de la coagulation et dysrégulations métaboliques. Nous nous
attacherons dans ce chapitre a décrire principalement l'inflammation et le stress oxydant

observés suite au SAOS.

6.2.1 Inflammation

La participation d’'un processus inflammatoire dans la genese de l'athérosclérose est bien
établie. L'athérosclérose est une lésion anatomique touchant I'intima des artéres de gros et
moyen calibre. Elle consiste en une accumulation locale de lipides, de polysaccharides, de sang
et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépdts calcaires ; le tout s'accompagnant de

modifications de la media.

L’inflammation est un élément important dans la progression des maladies cardiovasculaires
[170], notamment dans la maladie cardiaque ischémique et dans I'insuffisance cardiaque. La
réponse inflammatoire des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses passe par
I'expression de cytokines pro ou anti-inflammatoires, de chimiokines, de facteurs de
croissance, de molécules d’adhésion et de métalloprotéases matricielles. Les sources

principales de ces cytokines sont les leucocytes (monocytes, lymphocytes T).
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6.2.1.1 Le processus d’athérosclérose

De fagon générale, les lipoprotéines de faible densité (LDL), qui transportent le cholestérol du
foie vers les tissus périphériques, interviennent lors des premieres étapes du processus
d’athérosclérose. Les LDL pénétrent dans la paroi, s'accumulent dans I'intima ou elles sont
modifiées soit par oxydation soit par attaque enzymatique. Les cellules endothéliales sont
activées et les LDL capturées par les macrophages (Figure 9, 1). Les macrophages infiltrant la
lésion entretiennent une réaction inflammatoire chronique faisant intervenir des cytokines
pro-inflammatoires. Ces derniéres permettent la libération de chimiokines (telles que MCP-1)
par les cellules de la plaque provoquant ainsi le recrutement des monocytes au niveau de
I'endothélium. Elles induisent également I'expression des molécules d’adhérence (VCAM-1,
ICAM-1) par les cellules endothéliales, ce qui favorise le roulement et I'adhésion des
monocytes a 'endothélium. Le processus se poursuit par la migration des monocytes dans la
paroi vasculaire. Les monocytes se différencient alors en macrophages qui induisent
'activation et la libération de cytokines, de chimiokines, de radicaux, provoquant ainsi une
inflammation et un dommage tissulaire (Figure 9, 2). Une activation des lymphocytes T se
produit également dans la lésion, elle conduit a la production de cytokines conduisant a
I'inflammation (Figure 9, 3). Les cellules inflammatoires, qui sont présentes a tous les stades
d’évolution de lathérosclérose, favorisent le développement des lésions, induisent la
progression de la plaque et en favorisent la rupture. L’athérosclérose n’est pas uniquement un
phénomene local, mais devient, au cours de son évolution, une maladie inflammatoire

systémique.

6.2.1.2 Les chimiokines

Les chimiokines constituent un famille de petites protéines (6 a 15 kDa) sécrétées
principalement par les globules blancs et les leucocytes. Les protéines de cette famille ont une
propriété particuliere commune : le chimiotactisme. Clest-a-dire qu’elles sont capables
d’attirer leurs cellules cibles, en particulier les leucocytes, et de faire en sorte que ces derniers

quittent rapidement les vaisseaux sanguins pour venir s’accumuler sur les sites ol se produit
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une infection ou une inflammation. Il existe, d'un point de vue fonctionnel, deux groupes de
chimiokines, les chimiokines lymphoides et les chimiokines inflammatoires. Ces derniéres
sont synthétisées dans les tissus et les leucocytes en réponse a des pathogeénes et a des stimuli
pro-inflammatoires. Leurs récepteurs sont exprimés sur les cellules phagocytaires comme les
neutrophiles, les monocytes. Elles jouent un roéle dans I'inflammation. Parmi les chimiokines
pro-inflammatoires, on trouve MCP-1, RANTES et MIP-10.

- MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein) est produite par les macrophages et est
responsable, in vivo, de la migration des monocytes sur le site inflammatoire et de I'induction
de 'expression d’intégrines nécessaire au chimiotactisme.

- RANTES (Regulated Upon Ativation Normal T Cell Expressed and Secreted) est produite
principalement par les cellules T (CD8+), les cellules épithéliales, les fibroblastes et les
plaquettes durant I'inflammation. Sur le site de I'inflammation, RANTES favorise I'infiltration
des leucocytes. Une augmentation de I'expression de RANTES est associée a de nombreuses
pathologies et désordres de I'inflammation comme I'athérosclérose.

- MIP-1 (Macrophage Inflammatory Protein) o, B, Y, sont produites notamment par les
macrophages, les lymphocytes et les plaquettes. Les protéines de la familles MIP provoquent
une forte réponse inflammatoire chronique sur les sites d'une inflammation et ce, en recrutant
les cellules pro-inflammatoires. Elles sont indispensables au chimiotactisme des lymphocytes
T depuis le sang vers le locus de I'inflammation et jouent également un réle important dans la

régulation de la migration des monocytes.
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Plusieurs travaux suggerent l'existence d’une inflammation dans le SAOS. En effet, les
concentrations plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a sont élevées
chez les patients SAOS [172-174]. De plus, le SAOS provoque 'élévation d’autres médiateurs
de I'inflammation, comme les molécules d’adhésion [175] et la CRP [176, 177]. La protéine C-
réactive (CRP) pourrait contribuer a la maladie vasculaire en inhibant la NO synthase et en
augmentant I'expression de molécules d’adhésion (ICAM, VCAM et PECAM). L’IL-1 et le
TNEF-a stimulent également la synthése de ces molécules.

Les concentrations sériques des molécules d’adhésion ICAM, de VCAM et de la L-sélectine
sont élevées chez les patients SAOS [178, 179]. L’augmentation des taux circulants de ces
molécules reflete un état activé, c’est-a-dire, inflammatoire, de I'endothélium. De plus, une
activation leucocytaire a été observée chez les patients SAOS [180]. L’activation de ces cellules
provoque I'adhésion des leucocytes circulants a 'endothélium, étape initiale de certaines

complications cardiovasculaires comme I’athérosclérose [181, 182].

Tres récemment, il a été montré que la sévérité de la désaturation en oxygene chez les patients
SAOS induit une augmentation de I'épaisseur intima media carotidienne, EIM [183]. Ce
résultat suggeére que 'augmentation de 'EIM est une conséquence cardiovasculaire précoce du
SAS. De plus, cette augmentation a été corrélée aux concentrations de molécules pro-
inflammatoires décrites précédemment, telles les interleukines 6 (IL-6) et 18 (IL-18) et la CRP,

dans le sérum de patients SAOS [152].

6.2.2 Stress oxydant

L'alternance de phases d'hypoxie et de réoxygénation au cours du SAOS constitue une
circonstance favorable a la production de radicaux libres (RL). Le stress oxydant est par

ailleurs connu pour potentialiser les maladies cardiovasculaires.

Les radicaux dérivent soit de réductions monoélectriques de I'oxygene, tels I'anion superoxyde

(O27) et le radical hydroxyle (OH), soit de I'azote, tel le monoxyde d’azote (NO-). D’autres
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espéces dérivées de I'oxygene, dites especes actives de 'oxygene, comme l'oxygene singulet
('O2) ou le peroxyde d’hydrogéne (H,O.), ne sont pas des radicaux libres mais sont aussi

réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.

Les RL sont a l'origine de 1ésions potentiellement déléteres au niveau cellulaire. Ainsi, ils
induisent des cassures et des mutations de ’ADN, inactivent des protéines, oxydent les sucres
et provoquent un processus de peroxydation lipidique. Les RL dans le SAOS sont en premier

lieu produits par la mitochondrie et les leucocytes inflammatoires.

L’augmentation de RL au cours du SAOS a été mise en évidence aussi bien dans des modeles
animaux que chez ’homme [184].

Les lipides sont la cible privilégiée de l'attaque radicalaire. Cette réaction, appelée
peroxydation lipidique, peut concerner les lipoprotéines circulantes. L’attaque des LDL
aboutit a la formation de LDL oxydées qui, captées par des macrophages a l'intérieur de la
paroi vasculaire, forment le dépot lipidique a l'origine de la plaque d’athérome. Barcelo et
collaborateurs ont rapporté un profil de peroxydation lipidique anormal chez les patients
SAOS [185]. De plus, la mesure au réveil des concentrations plasmatiques de marqueurs de
stress oxydant a montré une augmentation de la peroxydation des lipides chez les patients
atteints de SAOS [186]. Ces patients présentent également une augmentation du taux de LDL
oxydés [187]. Enfin, plusieurs études suggerent un role de la réponse inflammatoire dans la
production de RL chez les patients SAOS. En effet, les patients porteurs de SAOS présentent
une augmentation des RL par les neutrophiles [188] et les monocytes [180]. De plus, cette
augmentation est corrélée avec I'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales [180], ce
qui témoigne d’une activation leucocytaire dans le SAOS.

Les séquences d’hypoxie-réoxygénation, a I'instar des séquences d’ischémie-reperfusion, sont
a lorigine d’une production de RL. Au niveau cérébral, des études sur les rongeurs montrent
que la peroxydation lipidique [189] et la production de RL [190] sont dues a 'HI. Au niveau
cardiaque, la peroxydation lipidique est augmentée dans le ventricule gauche de rats exposés a
I'HI chronique [191] et 'ischémie-reperfusion induit une peroxydation lipidique, majorée par

I'HI chronique chez la souris [192].
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6.3 Modéles expérimentaux animaux

L'intérét des modéles animaux réside dans le fait qu'ils permettent d’isoler l'effet de I'hypoxie
intermittente (HI), en s'affranchissant des facteurs confondants classiques rencontrés chez les
patients porteurs de SAOS comme 'obésité ou 'hypertension artérielle.

D’autre part, chez les patients SAOS, la sévérité de 'HI varie d’un sujet a 'autre et ses effets
sont difficiles a différencier de ceux des micro-éveils et de I'’hypercapnie. Les recherches
expérimentales menées chez l'animal, permettent une meilleure compréhension des
conséquences de 'HI sur le systeme cardiovasculaire.

Deux principaux modeles d’'HI ont été développés. Le premier consiste a produire des apnées
par occlusion intermittente et répétée des voies aériennes supérieures [158, 193]. Cette
répétition d’apnées obstructives expérimentales pendant le sommeil conduit a une
augmentation de la PA pendant la journée. Le deuxieme est un modele d’exposition
chronique a ’'HI. Ce modele développé initialement par I'équipe de Fletcher consiste a placer
des rats dans des cages individuelles en plexiglas et a les exposer a des cycles de 12 secondes
d’hypoxie (3% d’O,) et 18 secondes de réoxygénation (21% d’O;), a raison de 2 cycles par
minute, 8 heures par jour pendant la période de repos, pendant 35 jours. La mesure de la
saturation en O, et des gaz du sang a permis de valider le retentissement de la baisse de la
teneur en O, sur 'animal [159].

Les protocoles expérimentaux d’exposition chronique a I’'HI sont tres variés dans la longueur
des cycles, le nombre d’épisodes hypoxiques par jour, et le nombre de jour d’exposition [114,
159]. Les animaux exposés a 'hypoxie sont habituellement comparés a des animaux controles
« sham », soumis a un stimulus normoxique. Ce type de dispositif a également été utilisé chez
la souris [194, 195] rendant ainsi possible I'étude de I'influence des facteurs génétiques sur la
réponse a 'HI par 'utilisation de souris transgéniques.

L’HI seule semble suffisante pour induire une hypertension artérielle diurne [3, 196].
Cependant, selon les études, cette élévation de la pression artérielle n’est pas systématique
[197], et lorsqu’elle existe ne se produit pas obligatoirement au bout du méme délai [159, 198].
Cette disparité peut s’expliquer par la nature du stimulus (durée et profondeur de I'hypoxie,

durée de I'exposition chronique).
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7 Objectif de ce travail
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Une cascade d’évenements, de I’hypoxie a la dysfonction endothéliale, a été proposée pour
expliquer la morbidité cardiovasculaire du SAOS [199]. La production de radicaux libres et
I'inflammation rencontrées chez les patients SAOS, sont des phénomenes qui semblent
intimement liés. Ils conduisent a la dysfonction endothéliale, a I'origine du développement de
I'athérosclérose. Il n’existe a ce jour aucune étude animale établissant un lien biologique direct

entre la physiopathologie du SAOS et I'athérogenése.

L’objectif principal de la deuxieme partie de ce travail de these a été d’étudier les relations
physiopathologiques entre hypoxie intermittente et athérogenése. Pour cela, nous avons
collaboré avec 'équipe de Frangois Mach de I'Hépital Universitaire de Geneve, qui nous a

permis de bénéficier de son expertise dans le domaine de 'athérosclérose.

L’évaluation et la caractérisation de la réponse inflammatoire induite par 'HI chez la souris
sera présentée dans cette deuxiéeme partie. Les techniques utilisées pour I'étude de
I'inflammation seront détaillées dans la section matériel et méthodes ci-apres. Les résultats

seront présentés sous la forme d’une publication puis discutés.
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8 Matériel et méthodes
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8.1 Matériel biologique

Les expériences d’hypoxie chronique sont réalisées sur des souris males C57BL6]J, pesant
environ 25 g. Les animaux sont placés dans des conditions constantes de température et
d'’humidité avec des cycles de 12 heures de jour/12 heures de nuit et 'acces a I'eau et a la
nourriture est libre.

Toutes les expériences ont été approuvées par la Direction des Services Vétérinaires de I'Isére,
France.

Ces expériences ont été menées conformément a la loi frangaise et aux directives des comités

d’éthiques locaux pour la recherche sur I'animal.

8.2 Hypoxie chronique

Les souris sont placées dans les mémes enceintes que celles décrites précédemment, mais
soumises a des cycles d’hypoxie intermittente de 30 secondes, composés de 18 secondes de
normoxie (21% d’O,) et de 12 secondes d’hypoxie (5% d’O,). Les souris sont exposées a I'HI 8
heures par jour pendant 5, 14 ou 35 jours. Des animaux controles normoxiques sont placés
parallelement dans des enceintes similaires ou la fermeture et 'ouverture des électrovannes ne
controlent qu'une entrée d’air. Les souris sont ensuite replacées dans les conditions standard
de 'animalerie. Comme pour ’hypoxie aigué, le taux d’O, dans les enceintes est contrdlé tout

au long du protocole.

8.3 Dosage sanguin

A la fin de l'exposition a ’hypoxie ou a la normoxie, des prélevements sanguins sont réalisés

avant le sacrifice par ponction intracardiaque. Le sang est collecté sur des tubes EDTA en vue
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du dosage plasmatique du cholestérol total (Infinity™ Cholesterol reagent Thermo Electron

Corporation).

8.4 Microscopie intravitale

Apres induction de lanesthésie, par voie intrapéritonéale, avec un mélange 10: 1 de
kétamine/xylasine (0,1 mL/10 g), les souris sont maintenues a la température de 37°C en
décubitus latéral. Aprés une incision médiane de 'abdomen, 'intestin est extériorisé et une
boucle délicatement dégagée afin d’étudier les vaisseaux du tissu mésentérique. Le tissu est
maintenu a 37°C et humidifié tout au long de 'expérience par superfusion d’une solution de
bicarbonate de sodium. Afin de visualiser les leucocytes, la rhodamine est injectée par voie
intraveineuse (50 pL de rhodamine 6G 0,05%) 5 minutes avant la microscopie. Le roulement
des leucocytes est observé a l'aide d'un microscope (Zeiss) a objectif a immersion
(grossissement x 40). Les enregistrements sont réalisés avec une caméra haute résolution
(Nikon sight DS) connectée a un systeme d’acquisition (ACT-2U). Pour chaque souris, le
nombre de leucocytes roulants et le nombre de leucocytes adhérants sont déterminés dans
trois veinules post-capillaires de diametre 20-40 pm. Le nombre de leucocytes roulant
correspond au nombre de cellules passant a un point fixe de la veinule par minute. Le nombre
de leucocytes adhérant correspond au nombre de leucocytes stationnaires pendant 30
secondes sur une portion de vaisseau de 100 um. L’analyse a été effectuée en aveugle et par
deux opérateurs indépendants. Les résultats exposés correspondent a la moyenne des deux

comptages.

8.5 Test de prolifération

Les splénocytes sont isolés des souris normoxiques ou hypoxiques exposées 5, 14 et 35 jours
(n=6 par groupe) et mis en culture dans des plaques 96 puits a la concentration de 5.10°

cellules/mL. Le milieu de culture (RPMI 1640) est complété avec du tampon HEPES 25 mM,
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L-glutamine 2 mM, pénicilline 100 U/mL, streptomycine 0,1 mg/mL et FBS (foetal bovine
serum) 10%. Les cellules sont stimulées en triplicat avec des concentrations variables de
concanavalin A (Con A, Sigma), une glycoprotéine accumulée dans les graines du haricot
canavalia (Canavalia ensiformis), qui stimule les lymphocytes T. Apres 72 heures, la
prolifération cellulaire est déterminée en utilisant le test de prolifération cellulaire MTS non

radioactif (Promega).

8.6 Technique de RT-PCR en temps réel

La quantification par la technique de Polymerase Chain Reaction (PCR) en temps réel
seffectue au moyen dun thermocycleur ABI PRISM® 7700 SDS (Applied Biosystems)
capable de réaliser 'amplification et de la mesurer en temps réel en se basant sur la lecture de
la fluorescence émise par une sonde.

Les ARN totaux sont extraits de cellules isolées de la rate des souris en utilisant du Tri-reagent
(Molecular Research Center, Inc). Les ARNm codant pour MCP-1, MIP-1a et RANTES sont
spécifiquement quantifiés par Reverse Transcription-PCR (RT-PCR) en temps réel a partir de
500 ng d’ARNm totaux.

L’étape de reverse transcription (permettant d’obtenir TADNc a partir de 'ARN extrait)
correspond a 60 minutes de chauffage a 37°C et est réalisée avec le kit omniscript de Qiagen.
Elle est suivie par la PCR en temps réel, correspondant a 'amplification de 'ADNc. Le
programme de PCR utilisé est 2 minutes a 50°C, 10 minutes a 95°C, 15 sec a 95°C et 1 minute
a 60°C, pour 45 cycles. Les primers proviennent de Applied Biosystems (Pre-developed Taq-
Man assay reagent). La sonde de fluorescence utilisée est une sonde Tagman. Le signal de
fluorescence est donc détecté, a chaque cycle, en fin de la phase de fixation des amorces. Ce
signal est proportionnel au produit de PCR. La quantité obtenue a la fin d'une PCR n’est pas
toujours significative, seule la phase exponentielle est représentative du nombre de copies
initiales. Un seuil est défini, il correspond a un niveau de fluorescence suffisamment bas pour

que les courbes d’amplification soient en phase exponentielle et suffisamment élevé pour étre
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au dessus du bruit de fond. Le moment ou le signal sort du bruit de fond correspond a un
certain nombre de cycles, il est appelé le Ct (Threshold Cycle) (Figure 10).

La technique est validée en amplifiant, dans les mémes conditions, les ARNm correspondant a
un gene domestique dont 'expression est ubiquitaire et constitutive, ici le géne codant pour
I’ARNTr 18S (ARN ribosomique 18S). Les concentrations d'ARNm codant pour MCP-1, MIP-
la et RANTES sont calculées grace a la méthode de comparaison des Ct et exprimées en

pourcentage des contrdles.
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Figure 10 : Représentation d’amplifications par PCR et principe du Ct.

L’axe des abscisses correspond au nombre de cycles de la PCR, I'axe des ordonnées a la
quantité du produit amplifié. La ligne rouge correspond au seuil fixé a 0,2. L’intersection de la
courbe d’amplification et du seuil donne un point en abscisse ayant la valeur de 16,5 cycles.

Cette valeur correspond a la valeur du Ct.
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8.7 Analyse statistique

Les données concernant le poids des souris, I'expression des ARNm et le roulement des
leucocytes ont été comparées a 'aide d'une ANOVA a 2 voies (facteur 1 : exposition et facteur
2: temps). Lorsque celle-ci s’est révélée significative, le test de Bonferroni a été réalisé a
posteriori. Concernant le test de prolifération, les données ont été comparées a I'aide d’un test
de Student. Le risque d’erreur de 1°¢ espece o est fixé a 5% et le degré de significativité est fixé

4 5% (p<0.05).
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9 Résultats
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9.1 Développement d’un processus inflammatoire suite a une

hypoxie intermittente chronique

9.1.1 Etude 3: L’hypoxie intermittente dans le syndrome d’apnées du

sommeil induit une réponse inflammatoire chez la souris

“Intermittent Hypoxia in Obstructive Sleep Apnea Syndrome Induces Inflammatory

Response in Mice ”

*Claire Arnaud *Pauline C. Béguin, Fabienne Burger, Graziano Pelli, Christophe Ribuot,
Patrick Lévy, Frangois Mach.

Soumis a '’American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine.
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Résumé

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est une pathologie multifactorielle
caractérisée par la présence d’épisodes d’hypoxie intermittente (HI) nocturne. Sa prévalence
s’éleve dans la population d’age moyen, a 4% chez les hommes et 2% chez les femmes [200]. Le
SAOS est associé a de nombreuses pathologies cardiovasculaires qui sont probablement en
cause dans la morbidité cardiovasculaire plus élevée chez ces patients par rapport a la
population générale. En effet, le SAOS est a 'origine de modifications vasculaires, notamment
d’une inflammation [201] suggérée par I'augmentation de la concentration de cytokines
circulantes (IL-6, TNF-a) [177, 202] et de molécules d’adhésion [175, 178]. Des études
expérimentales suggerent que la composante hypoxie intermittente (HI) du SAOS serait a
origine de ce processus inflammatoire [203].

Ce travail montre que les souris exposées a 'HI développent une réponse inflammatoire.

En effet, la stimulation des splénocytes de souris hypoxiques, par la concanavalin A, induit
une élévation de la réponse proliférative du 5™ au 35" jours par rapport aux souris
controles.

De plus, lextraction des ARNm des splénocytes montre que les marqueurs pro-
inflammatoires sont augmentés suite a 'HI. L’expression de RANTES présente un pic a 14
jours, celle de MIP-1a augmente de 5 a 35 jours. Ces chimiokines sont connues pour induire
la migration des leucocytes. Ce résultat suggere donc que la régulation de 'expression de ces
médiateurs peut étre a 'origine du recrutement des leucocytes dans notre modéle.

Enfin, le roulement des leucocytes sur I'endothélium de la microvasculature mésentérique est
augmenté chez les souris HI par rapport aux souris normoxiques. Le roulement des leucocytes
est un stade précoce du développement de 'athérosclérose. Ce résultat confirme que I'HI peut
induire un processus athérogene chez ces souris.

Une perte de poids initiale est observée chez les souris hypoxiques apres 5 jours d’exposition.
Le poids se stabilise du 5™ au 35°™ jours. Les souris normoxiques ont un poids stable tout au
long de lexposition. Lexposition a I'HI induit également une augmentation de la

concentration plasmatique du cholestérol total a 5 et 14 jours. A 35 jours cette concentration
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se normalise. Ce résultat suggeére donc que les effets de I'HI observés sur les parametres
inflammatoires a 35 jours ne sont pas dépendants d'une hypercholestérolémie.
En résumé, ces résultats suggeérent une activation du processus inflammatoire chez les souris

exposées a I’hypoxie intermittente chronique.
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The findings presented in the manuscript provide a new insight into the mechanism of the
relationship between intermittent hypoxia, a major consequence of OSAS, inflammation, and

atherosclerosis, suggesting that intermittent hypoxia is likely to be an important mediator of
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cardiovascular diseases, in particular atherogenesis. Furthermore, the results of this paper not
only open a window on the understanding of the pathophysiology of OSAS, but may also
allow identifying different processes induced by intermittent hypoxia and further manipulate
the intermittent hypoxia-related inflammatory response and subsequent atherosclerosis in

OSAS patients.
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Abstract

Rationale and Objective: Obstructive sleep apnea syndrome is characterized by intermittent
hypoxia and is correlated to an increase in cardiovascular morbidity, with a high risk of
hypertension, coronary artery disease, arrhythmias and cerebrovascular complications. The
aim of the present study was to investigate the inflammatory response of mice exposed to
intermittent hypoxia and to characterize the possible link between hypoxia, inflammation and

atherogenesis.

Methods and Results: Exposure of C57BL/6J mice to intermittent hypoxia or normoxia for 5,
14 or 35 days resulted in a significant increase in proliferation capacity of spleen-derived T-
cells. Moreover, intermittent hypoxia considerably induced expression of the chemokines
Regulated on Activated Normal T-cell Expressed and Secreted, macrophage inflammatory
protein la, and to a lesser extent monocyte chemoattractant protein-1, as revealed by real-
time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. Leukocyte rolling,
measured in vivo using intravital microscopy in mice exposed to hypoxia, was significantly
increased at day 35 of exposure. Serum level of total cholesterol was increased at day 5 and

14 of exposure returning to the level of normoxic control at day 35.
Conclusions:  These data demonstrate an inflammatory response in mice exposed to
intermittent hypoxia which may better explain some of the cardiovascular complications of

the obstructive sleep apnea syndrome.

Key Words: cardiovascular disease; inflammation; atherosclerosis; chemokines

Word count: 204
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Introduction

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by repetitive episodes of upper
airway collapses during sleep, leading to periods of intermittent hypoxia (IH) and sleep
fragmentation. The consequences of the OSAS resulting from sleep fragmentation are mostly
associated with the neurocognitive dysfunction (1), whereas cardiovascular diseases such as
systemic hypertension, coronary diseases, arrhythmias, and stroke are likely resulting from
the intermittent hypoxia (2). Although the mechanisms underlying the relationship between
OSAS and cardiovascular morbidity are poorly understood, there is substantial evidence that
OSAS is strongly associated with inflammation (3), which also plays a major role in
atherosclerosis (4). Inflammation in OSAS has been attributed, in part, to systemic hypoxia
(3). IH has been reported to increase oxidative stress and inflammation (5, 6). Moreover, [H
has been shown to selectively activate inflammatory pathways in OSAS (7) thus suggesting a
possible molecular mechanism of cardiovascular disease.

Systemic inflammation in OSAS is characterized by elevated levels of certain pro-
inflammatory mediators and prothrombic factors that are also important in the development of
atherosclerosis. Serum levels of tumor necrosis factor (TNF)-a., interleukin (IL)-6, C-reactive
protein (CRP), and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), important risk factors for
atherosclerosis, are increased in patients with OSAS (8-10). Leukocyte adhesion, endothelial
dysfunction, enhanced platelet activity and aggregation are common in both OSAS and
atherosclerosis (11). Levels of circulating adhesion molecules, such as ICAM-1 and VCAM-1
and chemokines, such as monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), shown to increase in
parallel to atherosclerotic plaque formation, have been reported increased in OSAS patients
(12). Furthermore, the increase of the carotid intima-media thickness, a critical feature of
atherosclerosis, has been correlated to the increased serum levels of CRP, IL-6 and IL-18 in
patients with OSAS (13). Taken together, these findings suggest that systemic inflammation
in OSAS resulting, in part, from IH, has a potential role in the development of atherosclerosis.
However, the underlying mechanisms of the association between IH in OSAS, inflammation,
and atherosclerosis are not fully investigated.

In the present study we investigated the influence of IH on systemic inflammation in a
rodent model of IH specifically evaluating the changes in inflammatory parameters present
during atherosclerosis such as inflammatory cell proliferative response, chemokines

expression pattern, leukocyte recruitment, and total serum cholesterol content.
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Methods

Animals

Wild-type, male, C57BL/6J mice from Janvier Laboratories (Laval, France) were used in the
study. The study conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).
For all blood samples and surgical procedures, anesthesia was induced and maintained by

ketamine-xylazine.

Experimental Design

C57BL/6J mice were divided in two groups for eventual exposure either to normoxia
(control) or intermittent hypoxia (IH) (n=5 or 6 mice per group) for 5, 14 or 35 days. An
established model of IH, adapted for mice, was utilized as previously described (14). During
each period of IH, the O, level was reduced from 20.9 to 4.8-5.0 % over a 12 sec period and
then rapidly reoxygenated to room air levels in the subsequent 18 sec period. The 30-sec cycle
was repeated for 8 hrs during daytime. In order to expose control mice to similar noise and
airflow disturbances, a compressed air at the same flow rate was distributed to normoxic

chambers. Animals were sacrificed 24 hrs after the last exposure period.

Proliferation Assay

Splenocytes were isolated from mice exposed to normoxia or IH for 5, 14 or 35 days (n=6 per
group) and cultured in 96-well plates at a concentration of 5x10° cells.ml”". Culture medium
consisted of RPMI 1640 supplemented with 25 mM HEPES buffer, 2 mM L-glutamine, 100
U.ml" penicillin, 0.1 mgml" streptomycin and 10% heat-inactivated FBS. Cells were
stimulated in triplicates with varying concentrations of concanavalin A (Sigma). After 72 hrs,
cell proliferation was determined using a non-radioactive MTS cell proliferation assay

(Promega) according to the manufacturer’s guidelines.

Analysis of Gene Expression by Real-Time Quantitative RT-PCR

Total mRNA was extracted from splenocytes of mice exposed either to normoxia or IH and
isolated with Tri-reagent (MRC, Inc) according to the manufacturer’s instructions. Real-time
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) (ABI Prism 7000
Sequence Detection system, Applied Bio-systems) was used to determine the mRNA

expression of RANTES, MIP-1a, and MCP-1 as previously described (15). Each sample was
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analyzed in triplicate and normalized in multiplex reaction with the use of TagMan eukaryotic
18S control (TagMan Reagent, Applied Biosystems; VIC labelled). Data were analyzed using
ABI Prism software, and the fold induction of mRNA levels was calculated by the

comparative C; method (Applied Biosystems).

Intravital Microscopy

Intravital microscopy of the mesentery microvasculature was performed in mice exposed to
normoxia or IH during 5, 14 or 35 days. To visualize leukocytes, animals were injected
intravenously with 0.05 ml of 0.05% rhodamine 6G (Sigma) 5 min before microscopy.
Leukocyte rolling was then observed microscopically as previously described (16). The
number of rolling leukocytes was determined by two independent operators in five post-
capillary venules of 20- to 40- um diameter for each mouse, as the number of rolling cells

moving past a fixed point on the venular wall per 30 seconds.

Blood Analysis
For measurements of cholesterol content, blood samples were collected at day 0, 5, 14, and 35
of TH or normoxia. Total cholesterol of sera was measured using the Infinity™ Cholesterol

reagent (Thermo Electron Corporation) according to the manufacturer’s guidelines.

Statistical analysis

The results were reported as the meanstSEM. For total mRNA content, leukocyte rolling,
and cholesterol level, statistical significance was assessed by two-way analyses of variance
(ANOVA), with exposure and time corresponding to each factor, with post-hoc Bonferroni
test for multiple comparisons. For proliferation analysis, different groups were compared

using #-test. Statistical significance was set at P<(.05.
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Results

Spleen-derived T-cells Proliferation

To evaluate the inflammatory response of mice on IH exposure, we first analyzed
inflammatory cell proliferation capacity. Short-term exposure of mice to IH for 5 days
resulted in a significant 1.28-fold increase in proliferation of splenocytes as compared with
that of the mice exposed to normoxia (intermittent air) (Figure 1). Similar to 5 days IH
exposure (128% of control value), exposure of mice to IH for 14 and 35 days also showed an
increasing effect on splenocyte proliferation (124% for day 14, and 131% for day 35) as
compared with that of normoxic controls. However, no significant changes in proliferation

were noted between different time points of exposure.

mRNA Analysis of Proinflammatory Molecules

Since splenocyte proliferation was considerably increased in the animals exposed to IH, we
examined the expression of proinflammatory chemokines, potent activators and
chemoattractant signals expressed at inflammation sites (17), such as Regulated on Activated
Normal T-cell Expressed and Secreted (RANTES), macrophage inflammatory protein la.,
(MIP-1a), and MCP-1, in spleen tissue of mice exposed either to normoxia or to IH. Exposure
of mice to IH resulted in a significant, as compared with that of mice exposed to normoxia,
increase in mRNA expression of RANTES, peaking within 14 days of exposure (2.6-fold
increase as compared with normoxic controls) and returning to the basal level after 35 days of
exposure (Figure 2A). MIP-1ao mRNA content was also increased by IH (Figure 2B). When
mice were exposed for 5 days to IH there was a 6.4-fold induction in MIP-1a expression as
compared with control, whereas IH exposure for 14 and 35 days had no statistically
significant effect on MIP-la expression. Unlike RANTES or MIP-1a, MCP-1 mRNA
expression did not appear affected by IH, since we observed only a slight insignificant

increase of MCP-1 mRNA after 14 or 35 days of exposure to IH (Figure 2C).

Leukocyte rolling

Because chemokines are known to mediate cell recruitment in inflammation (15, 18) and their
expression was considerably increased by IH (Figure 2), we examined whether IH affects the
initial step of lymphocyte recruitment - lymphocyte rolling, in vivo in our model. We assessed

the leukocyte rolling within the mesenteric vasculature using intravital microscopy in mice
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exposed to IH for 5, 14, and 35 days. During 5 days of exposure to IH, no significant changes
were found in leukocyte rolling in mice as compared with control animals exposed to
normoxia (Figure 3). However, further exposure of mice to IH showed a 1.36- fold increase in

leukocyte rolling for day 14, with maximal 2.15-fold increase observed for day 35 (Figure 3).

Serum Cholesterol Levels in Mice Exposed to Normoxia or Intermittent Hypoxia

Since cholesterol is one of the major cardiovascular risk factors, we examined the serum
levels of total cholesterol in animals exposed to hypoxia. Exposure of mice to IH resulted in
an significant increase in cholesterol level peaking at 14 days of exposure and returning to the
basal level at day 35 (Figure 4). Short-term exposure of mice to IH for 5 and 14 days
increased the total serum cholesterol level 1.22-fold and 1.40-fold as compared with day O
(Figure 4). Whereas long-term IH exposure of 35 days showed an insignificant decrease of
cholesterol content, as compared with day 14, subsequently returning to the basal level of day
0. When mice were exposed to normoxia, there was no statistically significant increase in

serum cholesterol content (Figure 4).
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Discussion

The purpose of the present investigation was to study the impact of IH, a key manifestation of
OSAS, on the inflammatory response in mice and to investigate the possible link between IH,
inflammation and atherosclerosis. The findings presented here demonstrate, for the first time
in [H mice model, that exposure to IH induces an inflammatory response as evidenced by: a)
an increase in proliferation of spleen-derived T-cells; b) an upregulation of gene expression of
several pro-inflammatory mediators; c) an increase in leukocyte rolling on the endothelial
cell layer in vivo; and d) an increase in the major cardiovascular risk factor, cholesterol

content.

Lymphocytes (T cells) represent an important cellular subtype involved in inflammatory
diseases such as atherosclerosis (3, 19). Once activated, they proliferate and secrete
inflammatory mediators such as chemokines or cytokines (3). A significant number of studies
demonstrates the implication of various chemokines in the pathophysiology of atherosclerosis
(15, 17, 18). Our data show that IH causes an elevation in proliferation capacity of spleen-
derived T cells in mice exposed to IH for 5, 14 and 35 days as compared with normoxic
controls (Figure 1). Moreover, this increase in proliferation was accompanied by an
upregulation of gene expression of several chemokines. IH significantly increased the
expression of the chemokines RANTES and MIP-1a, and to a lesser degree MCP-1, as
revealed by mRNA analysis (Figure 2). These data suggest that the hypoxic stress caused by
OSAS activates proliferation of splenocytes and that may be the mechanism by which

RANTES and MIP-1 levels are increased.

Chemokines are known to induce leukocyte migration, growth and activation, and regulate
leukocyte trafficking during inflammation (20). We have previously shown that a treatment
with an analogous antagonism of RANTES reduces atherosclerotic plaque formation in
LDLR knock-out mice (17). In vitro studies showed that MIP-la. chemoattracts many
leukocytes, including T cells, monocytes and neutrophils to the site of inflammation, and
neutralizing antibodies to MIP-1a have been shown to decrease inflammation by limiting
monocyte and lymphocyte recruitment (21). Thus, in our model, upregulation of RANTES,
MIP-1a and, to a lesser extent, MCP-1, may participate to the increase in leukocyte

recruitment.
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The leukocytes recruitment is an important process in atherogenesis and the first step of this
event involves leukocyte rolling on the endothelial cell layer (22). Using the intravital
microscopy of the mesenteric microvasculature, we observed a significant increase of
leukocyte rolling in mice exposed to IH for 14 or 35 days as compared to normoxic mice
(Figure 3). In addition to providing insight into the mechanism by which OSAS increases T-
cells proliferation and upregulation of gene expression of inflammatory mediators, our data on
the subsequent recruitment of the inflammatory cells from the circulation into the arterial

vascular wall, strongly suggest that IH could induce atherosclerosis in mice.

Atherosclerosis is now described as a chronic inflammatory disease and hypercholesterolemia
is one of the numerous risk factors that induces atherogenesis (4). Our data show that short-
term IH induces a significant increase of total serum cholesterol content as compared with
normoxic controls (Figure 4). Moreover, this increase is transient, since cholesterol content
returned to basal levels after 35 days of exposure. A recent study support our findings that [H
induces hyperlipidemia (23). Thus, exposure of mice to IH for 5 days was reported to increase
serum cholesterol and phospholipids levels, upregulate triglycerides and phospholipids
biosynthesis pathways, and inhibit pathways of cholesterol uptake in the liver (24). Although
the mechanism of the IH-induced hyperlipidemia remains unclear, HDL-cholesterol
dysfunction reported in OSAS patients leading to an accumulation of oxidized lipids (24),

could explain the increase in cholesterol levels observed in mice in response to IH.

In conclusion, these data suggest that [H by itself can induce an inflammatory response as
evidenced by a considerable increase in numerous inflammatory parameters that are also
shown to be elevated in atherosclerosis. Thus, inducing inflammation, IH may further induce
atherogenesis in mice. Furthermore, our findings not only provide a new insight into the
understanding of the pathophysiology of OSAS, but may also allow identifying different
processes induced by intermittent hypoxia and further manipulate the intermittent hypoxia-

related inflammatory response and subsequent atherosclerosis in OSAS patients.
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Figure legends.

Figure 1. Activation of spleen-derived T-cells proliferation by IH. After exposure of mice for
5, 14 and 35 days to normoxia or IH, T-cells were isolated, stimulated with concanavalin A
for 72 hr and the proliferation rate was then determined. Bar graphs represent the average
values (mean = SEM) of activation of splenocyte proliferation, expressed as a percentage of
normoxic control values.

Figure 2. Increase in total mRNA content of inflammatory markers in response to IH
exposure. The expression pattern of chemokines RANTES (A), MIP-1a (B), and MCP-1 (C)
was determined by real-time quantitative RT-PCR on spleen tissue using the eukaryotic 18S
control. The graph represent mRNA expression in hypoxic controls (white bars) and mice
exposed to IH (grey bars). The average values normalized to the control, were calculated from
the Ct values (maximal and minimal Ct values are indicated inside the bars of the graph) as
described in Methods.

Figure 3. Effect of IH exposure on leukocyte rolling on the endothelial cell layer. After
exposure of mice to either normoxia or hypoxia for 5, 14 and 35 day, leukocyte rolling flux
was quantified as the number of rolling cells moving past a fixed point on the venular wall per
a 30 sec period (¢/30 sec). The graph represent the average values (mean + SEM) for controls
(white bars) and exposed animals (grey bars) .

Figure 4. Increase in total cholesterol level in mice exposed to IH. Bar graph represent the
average values (meantSEM) of total cholesterol content measured in serum of mice exposed

to normoxia (n=6) (white bars) or hypoxia (n=6) (grey bars) for 0, 5, 14, and 35 days.
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10.1 Inflammation et HI

Il est maintenant établi que le SAOS est un facteur de risque indépendant des maladies
cardiovasculaires et notamment de 'athérogenese [183] et que I'inflammation joue un réle

dans les complications dues au SAOS [201].

L’hypercholestérolémie est un facteur de risque majeur a lorigine du processus
d’athérosclérose. Une étude de Li et collaborateurs montrent que I'HI induit une
hyperlipidémie chez des souris non obéses apres 5 jours d’exposition [204]. Dans la troisiéme
étude de ce manuscrit, nous observons une augmentation du taux de cholestérol sérique apres
5 et 14 jours d’exposition a 'HI. Cependant, nous montrons de fagon intéressante que cette
augmentation est transitoire, puisque apreés 35 jours d’exposition il n’y a plus de différence
entre les souris du groupe normoxique et celles du groupe hypoxique. Le mécanisme de cette
hypercholestérolémie induite par I'HI n’est pas trés clair et des divergences semblent exister

entre les espéces étudiées.

Une hypercholestérolémie se traduit par une augmentation du taux de cholestérol. Ce
dysfonctionnement du métabolisme lipidique est lié a la distribution du cholestérol dans les
lipoprotéines LDL et les lipoprotéines de haute densité (HDL). Les LDL transportent le
cholestérol du foie vers les tissus périphériques. Les HDL jouent un réle majeur dans
I’homéostasie du cholestérol et des taux plasmatiques élevés de HDL sont associés a une
protection contre les maladies cardiovasculaires. Les HDL possédent un role protecteur et des
propriétés anti-athérogéniques, d'une part en facilitant 'efflux de cholestérol des cellules et le
transport inverse du cholestérol vers le foie, et d’autre part grace a leurs propriétés anti-

oxydantes, anti-inflammatoires et anti-thrombotiques [205].

Des études cliniques suggerent que le SAOS est associé a une diminution du HDL cholestérol
(HDL-c) [178, 206]. Cependant, Li et collaborateurs observent une augmentation du HDL-c
suite. a 'HI chez les souris [204]. Ils suggeérent que I'HI modifie les propriétés des

lipoprotéines, ce qui conduit a la conversion des HDL anti-athérogénes en facteur pro-
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athérogenes. Les patients porteurs du SAOS présentent une modification de la composition
protéique des HDL qui se traduit par une perte de la fonction de ces HDL [187]. Celles-ci sont
alors incapables de récupérer le cholestérol en exces dans l'organisme afin de le ramener vers
le foie, ou il est recyclé, et de jouer leur réle anti-inflammatoire et antioxydant [205]. Cette
dysfonction conduit alors a 'accumulation des LDL oxydées. De plus, I’hypoxie augmente
l'oxydation des LDL par les macrophages humains [207]. Ces deux études suggerent qu’il

existe bien une composante inflammatoire chez les patients SAOS.

De plus, dans cette troisiéme étude, nous avons montré, in vitro, que 'HI augmente la réponse
proliférative des lymphocytes T dérivés de la rate du 57 au 35 jour, et qu’elle augmente
significativement 'expression des chimiokines RANTES et MIP-1a. L’expression de MCP-1
tend, quant a elle, a étre augmentée mais pas de maniere significative. Ces deux résultats
montrent que I'HI seule induit une réponse inflammatoire. Les chimiokines sont connues
pour induire la migration, la croissance et l'activation des leucocytes et pour réguler le
«trafic » des leucocytes pendant 'inflammation. Il a notamment été montré que MIP-1la
attire, au niveau du site de I'inflammation, de nombreux leucocytes et notamment les
lymphocytes T [208]. De plus, des anticorps neutralisant MIP-1a sont capables de diminuer
I'inflammation en limitant le recrutement des leucocytes [209]. Il est donc envisageable dans
notre modele que la surexpression de MIP1-a et de RANTES puisse participer au recrutement
des leucocytes. Comme la premiere étape de ce recrutement est le roulement des leucocytes
sur I'endothélium et puisque 'HI induit 'expression des chimiokines MIP-1a et RANTES,
nous avons finalement étudié par microscopie intravitale le roulement des leucocytes suite a
I'HI. Nous avons observé une augmentation significative du roulement chez les souris
exposées a 14 et 35 jours d’HI. Ce résultat suggere fortement que notre modele d’HI peut

induire un processus athérogene chez les souris.
Cette troisieme étude nous permet de conclure que 'HI semble étre un médiateur important

des complications cardiovasculaires et notamment de l'athérogenese, chez les patients

porteurs de SAOS.
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10.2 Conclusion et perspectives

Les résultats présentés dans la deuxiéme partie de ce travail de these suggeérent que I'HI seule
peut induire une réponse inflammatoire. Notre modele d’HI chronique est donc tres précieux
puisqu’il nous permet d’étudier I'effet isolé de I'HI sur le processus d’athérogenese. Suite a ces
résultats préliminaires, des études complémentaires sont envisagées afin de caractériser au

mieux la pathologie du SAOS.

Tout d’abord, il est important de mesurer le taux de différentes lipoprotéines (LDL et HDL
cholestérol) suite a I'HI chez la souris. Cela nous permettrait peut-étre d’expliquer
I'hypercholestérolémie que nous avons observée. Si nous trouvons une augmentation des
HDL-c suite a I'HI, comme I'’équipe de Li, nous pourrons moduler ces HDL-c afin de
diminuer l'inflammation chez ces souris. Il est également nécessaire de mesurer la fonction
des HDL et le taux de LDL oxydées chez les souris soumises a ’'HI. Nous avons montré que
Iexpression des chimiokines RANTES et MIP-1a. est augmentée suite a I'HI, il semble donc
également nécessaire d’étudier I'implication des récepteurs de ces chimiokines (CCR1, 3, 5

pour RANTES et CCR5 pour MIP-1a) dans notre modele.

L’athérosclérose est caractérisée comme une pathologie inflammatoire chronique. Les souris
ne développent pas d’athérosclérose dans les conditions normales. Comme nous avons
montré que des souris normales développent une réponse inflammatoire suite a une HI, il sera
important d’évaluer la réponse inflammatoire induite suite a ’'HI dans un modele murin
développé pour I'étude de I'athérogenese. En utilisant des souris génétiquement modifiées qui
développent spontanément des plaques d’athérome (souris knock out pour le récepteur aux
LDL ou pour l'apolipoprotéine E), nous pourrons tester si la progression du processus
inflammatoire, associé a I'athérosclérose, est accélérée par I'HI. Ceci nous permettra dans le
futur d’envisager des traitements par les statines ou les antagonistes des récepteurs aux
chimiokines. Les statines sont, en effet, considérées comme un traitement de choix dans
I'athérosclérose. Elles sont capables d’améliorer le profil lipidique sanguin mais il est

largement montré qu’elles ont d’autres effets non liés a la baisse du cholestérol. Il existe donc
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des effets annexes, dits pléiotropes, bénéfiques des statines en dehors de leur action
hypolipémiante. Il a notamment été observé que les statines diminuent 'inflammation en
inhibant le recrutement des leucocytes [210] ou en réduisant la production de protéine C
réactive [211], de RANTES ou MCP-1 [212]. Le traitement par antagonisme des récepteurs
aux chimiokines est également envisageable. En effet, le traitement de souris déficientes en
récepteur au LDL par un antagoniste des récepteurs a la chimiokine RANTES réduit la

formation de la plaque d’athérome [213].

Le traitement de référence pour les patients SAOS est la PPC [214]. Elle permet d’atténuer les
effets déléteres du SAOS et notamment de diminuer I'inflammation [175, 177]. Il semble donc
intéressant de voir si le phénotype inflammatoire des souris soumises a 'HI peut étre inversé

en les réexposant, apres I'HI, a la normoxie.

L’évaluation et la caractérisation du phénotype inflammatoire développé suite a 'HI nous
permettront de mieux comprendre le lien entre la pathophysiologie du SAOS et 'athérogenése

et notamment de moduler la réponse inflammatoire induite par I'HI dans le SAOS.
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