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RESUME

Sydrome d’Apnées Obstructives du Sommeil et risque cardiovasculaire : role du tissu adipeux
viscéral dans les troubles métaboliques et I’athérosclérose induits par I’hypoxie intermittente

Le syndrome d'apnées obstructives du sommeil (SAOS) est un probléme de santé publique par sa
prévalence dans la population générale (5-20%) et ses nombreuses complications métaboliques et
cardiovasculaires. La répétition des apnées génére une hypoxie intermittente (HI) considérée comme le
facteur principal responsable de cette morbidité cardiovasculaire dont l'athérosclérose. Cependant les
mécanismes physiopathologiques sont peu connus. De nombreux arguments évoquent 1I’implication de
la graisse blanche viscérale notamment via la sécrétion de médiateurs inflammatoires. Les objectifs de
notre travail ont été d'étudier les altérations du tissu adipeux viscéral induites par I’HI, et leurs
relations avec les atteintes métaboliques et vasculaires causées par I'HI a I'aide d'un modele animal
d'apnées du sommeil (modele murin d'HI). Nos travaux confirment I’effet délétére de I’HI dans les
atteintes métaboliques et vasculaires pré-athérosclérotique et athéroclérotique, notamment a travers
une inflammation impliquant les récepteurs TLR-4. En dehors de toute obésité, ’HI entraine des
modifications majeures du tissu adipeux viscéral (remodelages morphologique et inflammatoire,
redistribution territoriale) qui contribuent a I'inflammation et aux atteintes métaboliques et vasculaires
causées par I’HI. Ainsi nos résultats précisent les mécanismes physiopathologiques des conséquences
associées au SAOS, et suggerent que la correction de l'inflammation pourrait constituer une approche
thérapeutique supplémentaire pour les patients apnéiques.

Mots-clés : syndrome d’apnées obstructives du sommeil, hypoxie intermittente, athérosclérose,
troubles métaboliques, tissu adipeux viscéral, inflammation

ABSTRACT

Obstructive Sleep Apnea Syndrome and cardiovascular risk: role of visceral adipose tissue in
the IH-induced metabolic dysfunctions and atherosclerosis

Obstructive sleep apna syndrome (OSAS) is a public health problem due to its frequency in general
population (5 to 20%) and its numerous metabolic and cardiovascular complications. Repetitive
apneas lead to intermittent hypoxia (IH), which is the determinant factor for the OSAS-related
cardiovascular morbidity, including atherosclerosis. However the pathophysiology mechanisms are
unclear. There are growing evidences suggesting a role for visceral white adipose tissue, in particular
through the inflammatory mediator secretion. This project aimed to assess the IH-induced alterations
of visceral adipose tissue, and to study the causal relationship of these fat alterations with the IH-
induced metabolic dysfunctions and vascular remodeling thanks to an animal model of OSAS (murine
model of IH). These results confirm the deleterious effects of IH on pre-atheroclerotic and
atherosclerotic vascular remodeling, especially through inflammation involving TLR-4. Without any
obesity, IH induces both important structural and functional changes of visceral adipose tissue that are,
in part, involved in inflammation and in IH-related metabolic and vascular alterations. These results
bring new insight into the pathophysiology of OSAS-associated consequences, and suggest that
correcting visceral adipose tissue inflammation could provide further therapeutic options for OSA
patients.

Key words: obstructive sleep apnea syndrome, intermittent hypoxia, atherosclerosis, metabolic
dysfunctions, visceral adipose tissue, inflammation
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lipectomisées exposées a 1’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N).

Figure 21. Résumé des résultats décrits dans 1’article n°3.

Figure 22. Résumé des résultats décrits dans le travail n°4.
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Premiére partie : contexte bibliographique
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1. Le Syndrome d’ Apnées Obstructives du
Sommeil ou SAOS
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1.1. Définition et physiopathologie du SAOS

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est un trouble du sommeil dont la
prévalence est comparable a celle de I’asthme. Ce syndrome touche 4 a 6% des adultes d’age
moyen, et jusqu’a 20% de la population d’age plus avancé (392). La fréquence de la morbi-
mortalité cardiovasculaire, ainsi que 1’altération de la qualité de vie font de ce syndrome un

réel probleme de santé publique.

Le SAOS correspond a la survenue durant le sommeil de collapsus pharyngés partiels ou
complets répétés, responsables d’interruptions (apnées) ou de réduction significative
(hypopnées) de la ventilation. Lors de I’inspiration, les muscles inspiratoires (principalement
le diaphragme) se contractent et créent une pression négative. L’air est entrainé dans les
poumons par le conduit des voies aériennes supérieures (VAS) au niveau du pharynx, qui ont
alors tendance a se collaber. En effet, les VAS ne sont constituées d’aucune structure rigide,
offrant ainsi une grande susceptibilité a la déformation. La perméabilité du pharynx est
normalement maintenue par la contraction des muscles dilatateurs du pharynx, qui réagissent
a différents stimuli : mécaniques (pression négative dans les VAS, volume pulmonaire) et
chimiques (hypoxie, hypercapnie). Le collapsus apparait lorsqu’il y a déséquilibre entre la
force générée par la contraction des muscles dilatateurs du pharynx et la pression inspiratoire
négative (figure 1). Cette dynamique des forces peut étre modifiée par différents facteurs : le
rétrécissement anatomique des VAS (anomalies faciales ou des tissus mous, obésité),
I’augmentation de la compliance du pharynx ou encore la perte d’efficacité des muscles
dilatateurs du pharynx (benzodiazépines, alcool). La perte du stimulus d’éveil au cours du
sommeil entraine une baisse de 1’activité musculaire et participe ainsi a 1’apparition du

collapsus pharyngé.
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Figure 1. Illustration des différentes forces qui s’exercent sur les voies aériennes supérieures. D’apres Malhotra
et al, 2002 (189).

Les apnées (figure 2) sont définies par une cessation totale du débit aérien pendant au moins
10 secondes, et sont dites obstructives lorsqu’elles sont accompagnées d’une persistance
d’efforts respiratoires (9) (313). Les hypopnées (figure 2), quant a elles, sont définies par :

- une réduction d'au moins 50% du flux aérien pendant au moins 10 secondes, par rapport a
une période de référence stable (état de veille précédant I’endormissement, ou période
précédant I’évenement respiratoire) ;

ou

- une diminution « significative » de la ventilation, associée a une diminution de la saturation
artérielle en oxygeéne de plus de 3% par rapport a une période de référence stable et/ou a un

micro-éveil.

Une réduction de moins de 50% du flux aérien est appelée « limitation du débit inspiratoire ».
La comptabilisation des évenements respiratoires permet de calculer 2 indices :

- I’indice d’apnées-hypopnées (IAH), défini par le nombre d’apnées et d’hypopnées par heure
de sommeil ou d’enregistrement.

- I’indice d’éveénements respiratoires (IER), défini par le nombre d’événements respiratoires
(apnées, hypopnées et limitation du débit inspiratoire) par heure de sommeil ou

d’enregistrement.
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Figure 2. Différents stades de sévérité des événements respiratoires selon le degré de collapsus pharyngé.

D’apres Dematteis ef al, 2009 (68).

La principale manifestation clinique du SAOS est la somnolence diurne excessive lie a la
perturbation du sommeil par les nombreux micro-éveils induits par les éveénements
respiratoires. Il existe d’autres symptomes tels que les ronflements, les céphalées matinales,
I’asthénie ou la diminution de la libido, qui sont souvent sous estimés par le patient.
L’entourage joue un rdle important dans la suspicion du syndrome puisque les apnées du
ronfleur sont, dans la plupart des cas, détectés par le conjoint.

Le SAOS se définit par I’association de signes cliniques et d’anomalies respiratoires

nocturnes en nombre supérieur a 5 par heure de sommeil.

A. Hypersomnolence diurne

B. Au moins 2 des symptomes suivants :
- Sommeil non récupérateur
- Sensation d’étouffements nocturnes
- Eveils multiples
- Fatigue
- Trouble de la concentration

C. Plus de 5 éveénements obstructifs par heure de sommeil, en polysomnographie ou
polygraphie de ventilation

Tableau 1. Critéres de diagnostic du SAOS.

16



Le diagnostic du SAOS est posé lorsque le critere A et/ou le critére B sont présents en
association avec le critere C (tableau 1). Les événements respiratoires sont objectivés par un
enregistrement polysomnographique réalis€¢ au cours du sommeil (figure 3). La
polysomnographie permet de mettre en évidence les trois composantes majeures du SAOS, a
savoir les modifications de pression intra-thoracique, la fragmentation du sommeil et les

cycles de saturation et désaturation en oxygene (hypoxie intermittente).

Arousal Sleep Arousal
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Figure 3. Exemple schématique d’un tracé polysomnographique d’un patient présentant un syndrome d’apnées
obstructives du sommeil. EEG : électroencéphalogramme ; EMG : électromyogramme ; SaO, : saturation en

oxygene. D’aprés Thompson et al, 2001 (353).

Chaque obstruction pharyngée s'accompagne d’une désaturation de 1’oxyhémoglobine
artérielle, d’efforts respiratoires de lutte contre 1'obstruction des VAS, et enfin d'un micro-
éveil salvateur de tres courte durée (environ 3 secondes) qui permet la reprise ventilatoire
ainsi que la réoxygénation sanguine, mais qui entraine une fragmentation du sommeil (figure

3). Chaque apnée provoque donc un défaut d'oxygénation sanguine et un défaut d'évacuation
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du gaz carbonique. Comme I’hypoxie, I’hypercapnie entraine une excitation des centres
respiratoires et du systéme sympathique. Cette stimulation participe a 1’augmentation de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle, ainsi qu’a la sécrétion hormonale
surrénalienne observées chez les patients apnéiques.

Les phénomeénes d’hypoxie intermittente (HI) et de fragmentation du sommeil ont de
nombreuses conséquences neuropsychologiques et cardiovasculaires. La désorganisation du
sommeil caractéristique du SAOS impacte fortement la qualité de vie des patients apnéiques
(352). Bien que de grande importance en terme de santé publique, les conséquences associées
aux différents troubles cognitifs ne seront pas abordées dans ce manuscrit. L’HI apparait
comme la composante majeure du SAOS en termes de répercussions métaboliques et
cardiovasculaires. Les modeles murins du SAOS — principalement les animaux exposés a une
HI — confirment le role délétere de la composante hypoxique dans le remodelage vasculaire

pré-athérosclérotique et athérosclérotique associé au SAOS (68).
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1.2. Traitements actuels du SAOS

= Pression Positive Continue (PPC) nocturne

Actuellement, le traitement de référence est la pression positive continue (PPC) (338) (29). La
PPC consiste a I’application de fagon continue d’une pression supérieure a la pression
atmosphérique grace a un masque nasal. La PPC constitue une sorte d’attelle pneumatique
permettant le maintien des VAS ouvertes. Le niveau de pression efficace est déterminé
individuellement lors de D’instauration du traitement. La PPC réduit voire supprime les
anomalies respiratoires, normalise les valeurs de saturation en oxygene, et permet une
amélioration des fonctions neurocoginitives (88) (398), ainsi qu’une prévention du risque
cardiovasculaire (195) (72). La qualité¢ de vie est améliorée chez 80 a 100% des patients
observants. Malgré une efficacité prouvée, I’observance de ce traitement demeure un réel
probléme (8). En effet, pour des raisons de mauvaise tolérance (assechement de la muqueuse
oropharyngée, bruit, irritation locale liée au port du masque, rhinorrhée, conjonctivite lice a
des fuites au masque), et de par 1’aspect contraignant du port de I’appareil, le taux de patients

qui acceptent d’utiliser a long terme la PPC est de 65 a 80% (249) (248).

= Mesures hygiéno-diététiques

Des mesures hygiéno-diététiques sont couramment proposées aux patients apnéiques
présentant une surcharge pondérale puisque 1’obésité constitue un des facteurs de risque le
plus important du SAOS (393) et qu’il augmente significativement sa prévalence (392).
L’objectif de cette approche thérapeutique est donc de diminuer la masse graisseuse, grace a
la mise en place de régimes alimentaires, ou bien d’exercice physique. Les résultats obtenus a
partir de I’étude de la cohorte multicentrique Sleep Heart Health Study réalisée chez 2968
personnes (1342 hommes, 1626 femmes) montre qu’il existe un lien entre la modification du
poids et la modification de la sévérité du SAOS, évaluée par I'TAH (226). Malgré des résultats
confirmant ces données (251) (379), I’efficacité sur le long-terme de la perte de poids chez les
patients apnéiques reste encore a déterminer, dans la mesure ou ces régimes séveres sont
souvent difficiles a mettre en ceuvre. De plus, cette option thérapeutique ne concerne que les
patients apnéiques présentant une surcharge pondérale, et ne peut donc étre proposée aux

patients non-obeses.
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= Traitements mécanique et chirurgical

Le traitement mécanique consiste en une prothése qui permet d’avancer la mandibule. Ceci a
pour effet d’avancer la langue et le voile du palais, dégageant ainsi les VAS. Grace a un
dispositif ajustable, le repositionnement de la mandibule se fait progressivement pendant les
premicres semaines de la mise en place de I’orthése, et ce jusqu’a ce que les ronflements, et
éventuellement les apnées, soient atténués. Ce traitement est efficace pour les patients
porteurs d’un SAOS léger a modéré, et au cas par cas chez les patients séveres. A court terme,
la contrainte ressentie est moins importante qu’avec la PPC, mais le devenir au long cours et
I’observance restent mal connus. De plus, la correction des évenements respiratoires et de la
fragmentation du sommeil est trés souvent moins bonne que sous PPC (90).

L’approche chirurgicale consiste quant a elle a une intervention sur les tissus mous ou osseux
des VAS, et permet également une réduction des apnées. La trachéotomie a été la premicre
intervention chirurgicale employée dans le traitement des apnées. Bien qu’elle se révele
efficace, elle est aujourd’hui trés rarement utilisée, notamment en raison de la stigmatisation
sociale qu’elle entraine, et de son inconfort. L’uvulo-palato-pharyngoplastie,
I’amygdalectomie, la chirurgie de la base de la langue, la chirurgie hyoidienne et I’ostéotomie
bimaxillaire, constituent différentes alternatives chirurgicales, ayant toutes pour objectif
d’augmenter 1'ouverture pharyngée et de diminuer la compliance, en remettant en tension la
paroi des VAS.

Les VAS sont des tissus mous, ce qui explique leur grande capacité a se déformer, et leur role
dans les apnées lorsque la réactivité des muscles dilatateurs du pharynx est altérée. Des
exercices diurnes des VAS permettent de minimiser leur déformation en les rendant plus
rigides, et pourraient étre proposés aux patients avec un SAOS modéré. En effet, en 2006,
Puhan et al s’intéressent a la pratique réguliere du didgeridoo chez des patients apnéiques
modérés, et montrent que 4 mois de pratique journaliere de cet instrument permet d’améliorer
significativement la somnolence diurne et I’'TAH, suggérant une diminution de la collapsibilité
des VAS (263). Quelques années plus tard, 1’étude Guimaraes et al réalisée chez des
apnéiques modérés décrivent une amélioration de la fréquence et de I'intensité¢ des
ronflements nocturnes, de la somnolence diurne et de la sévérit¢ du SAOS (évaluée par

I’TAH) apres 3 mois d’exercices oropharyngés (115).
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* Traitements pharmacologiques du SAOS

Causes du SAOS. L’efficacité de la PPC est largement démontrée mais ses contraintes pour
le patient et pour son conjoint le sont également, raison pour laquelle la recherche de
traitement pharmacologique efficace se développe. L’administration de molécules actives au
niveau du tronc cérébral (par exemple sérotoninergiques) qui activent les muscles dilatateurs
du pharynx et stabilisent le sommeil n’a pour I’instant donné aucun résultat concluant. En
revanche, une étude clinique récente réalisée chez 24 patients apnéiques, montre un effet 1éger
mais bénéfique de 4 semaines de traitement par donepezil, un anti-cholinestérasique,
administré par voie orale, sur les valeurs d’IAH (337). Certains anti-dépresseurs classiques
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (paroxétine, fluoxétine) ont démontré une certaine
efficacité (319). Actuellement, les pistes pharmacologiques sont nombreuses, et largement
décrites dans la revue Cochrane publiée en 2013 (200). Cependant, d’apres ces données, il
semble que les effets observés apres traitement pharmacologique restent modérés, voire tres
modérés, dans la mesure ou les tests ne sont réalisés qu’a court terme sur de petits

échantillons.

Conséquences du SAOS. L’équipe de Vgontzas ef al envisage une autre piste thérapeutique
consistant a diminuer les mécanismes inflammatoires observés dans le SAOS. En 2004, ils
montrent que D’antagoniste du Tumor Necrosis Factor (TNF)-o, I’etanercept, permet de
réduire la somnolence diurne d’une petite cohorte de patients apnéiques (367).

Comme pour le traitement de ’obésité, les effets de la sibutramine, un inhibiteur de la
recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, ont été testés chez les patients apnéiques. Il
apparait que la sibutramine n’affecte pas le sommeil (198), mais la perte de poids liée a la
prise de cette molécule est associée a une amélioration de I’IAH et & une diminution de la
somnolence diurne aprés un traitement de 6 mois (389). Des effets bénéfiques sur le plan
métabolique sont également observés chez des patients apnéiques obeses traités pendant 6
mois a la sibutramine, en association avec un régime pauvre en calories et de 1’exercice (91).
Cependant, ces effets positifs n’impactent pas sur la prise en charge du SAOS puisque la
sibutramine est retirée du marché européen en 2010 du fait des événements cardiovasculaires

associés a la prise prolongée de ce médicament (382).
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Le SAOS est aujourd’hui reconnu comme une pathologie complexe, caractérisée par de
multiples mécanismes physiopathologiques possibles, dont la contribution relative varie
considérablement entre chaque patient apnéique. La compréhension des mécanismes sous-
jacents a I’origine de ce syndrome a bénéficié des progrés majeurs de la recherche clinique et
de la recherche expérimentale. Malgré ces avancées, la susceptibilité¢ de chaque individu vis-
a-vis de ce syndrome complique considérablement le choix de 1’option thérapeutique la plus
adaptée sur le long terme. Il est donc nécessaire de développer d’autres approches
thérapeutiques a partir d’une meilleure compréhension physiopathologique apportée par les

travaux expérimentaux.
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1.3. Morbidité et mortalité cardiovasculaire

Depuis plusieurs années, de nombreuses ¢tudes épidémiologiques décrivent I’existence d’une
association entre SAOS et morbi-mortalité cardiovasculaire. Ces données présentent le SAOS
comme un facteur de risque cardiovasculaire indépendant pour les pathologies associées telles
que I’hypertension artérielle (HTA), les coronaropathies, I’athérosclérose, ou encore les
dysfonctions cardiaques (323).

En 2005, I’équipe de Marin et al montre dans une étude prospective avec un suivi sur 10 ans
une augmentation de la morbi-mortalité cardiovasculaire chez les apnéiques séveres (IAH >
30) non traités pour le SAOS, de fagon indépendante des autres facteurs confondants, tels que
I’obésité (195). 11 existe une relation positive entre la sévérité du SAOS et la prévalence des
événements cardiovasculaires, et un traitement par PPC permet de réduire significativement

les conséquences cardiovasculaires associées a ce syndrome.

=  SAOS et dysfonction endothéliale

L’hypoxie, I’hypercapnie et les modifications de pression intra-thoraciques liées au SAOS
entrainent une hyperactivité sympathique qui aggrave le stress oxydant et stimulent la
sécrétion de substances vascoactives, telles que I’endothéline. Associée a une activation
plaquettaire et a une libération de cytokines inflammatoires, 1’endothéline (ET)-1 participe a
I’altération de la fonction endothéliale observée chez les patients SAOS. La dysfonction
endothéliale, un marqueur précoce de 1’athérosclérose (219), est le résultat d’une atteinte de la
paroi endothéliale. La mesure de la vasodilatation médiée par le flux (FMD, flow-mediated
dilatation) permet d’estimer cette fonction endothéliale.

D’apres 1’étude réalisée par Ip et al, il apparait que la FMD est corrélée significativement
avec I’index d’apnées-hypopnées chez les patients apnéiques (136). En 2007, Chung et al
précisent cette association en montrant que la FMD est significativement diminuée chez les
patients SAOS séveére comparé aux patients SAOS léger a modéré ou aux sujets controles
(53). D’apres ces données, il semble donc que la diminution de la FMD soit corrélée
positivement avec la sévérit¢é du SAOS. Cette dysfonction endothéliale a ét¢ montrée a
plusieurs reprises chez les patients apnéiques ainsi que chez des animaux exposés a des cycles
d’HI (342). Cependant, I’influence des co-morbidités associées au SAOS est a prendre en

considération dans 1’évaluation de la fonction endothéliale des vaisseaux de résistance (de
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petit diametre). De plus, la plupart des études cliniques ont pour principale limite le faible
nombre de patients inclus dans 1’étude. En 1996, I’équipe de Carlson et al reporte une
diminution de la relaxation dépendante de I'endothélium chez les patients SAOS,
indépendamment d’une hypertension (44). Quelques années plus tard, la publication de
nouvelles données cliniques suggere que la réponse vasoconstrictrice a I’angiotensine II est
augmentée chez les patients SAOS normotendus comparé aux sujets controles (157).

La dysfonction endothéliale est souvent décrite comme un mécanisme préliminaire a 1’origine
des atteintes cardiovasculaires observées chez les patients apnéiques. Elle est trés souvent
observée chez les patients hypertendus (241) ou diabétiques (274), et constitue une premicre
étape de 1’athérogenese (219). Les comorbidités telles que ’obésité et/ou les dysfonctions
métaboliques associées au SAOS, résultent le plus souvent d’une dysfonction endothéliale. Le
SAOS lui-méme peut donc constituer un facteur de risque indépendant pour I’altération de la
fonction endothéliale.

Le traitement du SAOS par la PPC a un effet bénéfique sur la FMD. Chez des patients
apnéiques normotendus, 6 mois de traitement par PPC permettent d’augmenter
significativement les valeurs de FMD (30), ce qui confirme des résultats précédents observés

chez des patients apnéiques normotendus traités par PPC pendant 4 semaines (136).

= SAOS et hypertension artérielle

La relation entre le SAOS et une pression artérielle élevée est largement décrite et discutée
dans des revues antérieures (146) (242). L’augmentation de la pression artérielle est d’origine
multifactorielle et peut étre causée par ’hyperactivité sympathique, la sécrétion de substances
inflammatoires et vasoactives (angiotensine II, aldostérone, endothéline-1, vasopressine), ou
encore la dysfonction endothéliale observées au cours du SAOS.

Selon les recommandations de 2003 du «Joint Committee on Prevention, Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure » (51), et celles de la Haute Autorité de
Santé sur «la prise en charge des patients adultes atteints d’HTA essentielle » (2005), le
SAOS figure parmi les principales causes d’HTA secondaire a rechercher chez les patients
hypertendus. L’HTA associée au SAOS présente certaines particularités : environ 60% des
patients SAOS sont hypertendus (314) et inversement, le pourcentage de patients hypertendus
présentant un SAOS est estimé a 30% (318) ; elle est a prédominance diastolique et nocturne
(308) (23) ; enfin, il y a une prévalence €levée d’HTA réfractaire (111) (182) et le statut non-
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dipper des HTA (perte de la baisse physiologique nocturne de la TA) est fréquent (308) (23).
En effet, le rythme circadien de la tension artérielle (valeurs tensionnelles élevées durant les
premicres heures du matin, et minimales autour de minuit) est un élément déterminant dans la
régulation de la tension. Certains patients apnéiques présentent un statut non-dipper malgré
une absence d’hypertension diurne. Chez ces sujets normotendus, 1’absence de baisse
physiologique de la tension artérielle nocturne constitue un facteur de risque important sur le
plan cardiovasculaire.

L’étude la cohorte de la Sleep Heart and Health Study confirme le lien entre SAOS et HTA
suggérée par des études antérieures (106) (384). Cette étude décrit une relation linéaire entre
la sévérité du SAOS (évaluée par 'AH) et ’'HTA (231). De plus, les résultats de 1’étude
prospective réalisée par Peppard ef al dans le cadre de la cohorte Wisconsin Sleep Cohort
Study — suivi d’une population de 709 sujets pendant 4 a 8 ans et non traités pour leurs
anomalies respiratoires — montrent un risque relatif 3 fois plus élevé de développer une HTA
chez les sujets avec un IAH supérieur a 15 (252).

Le traitement du SAOS par PPC a un effet positif sur le contrdle des valeurs tensionnelles.
D’apres les données d’une étude randomisée publiée en 2003, la réduction de pression
artérielle par traitement PPC est d’autant plus marquée que le SAOS est sévere (32), et plus
modérée chez les patients avec un SAOS moins sévere (IAH < 30) (31) (116). En 2010, un
essai clinique randomisé réalisé par notre équipe chez 23 patients apnéiques et hypertendus,
confirme les effets bénéfiques de la PPC sur les valeurs tensionnelles, mais montre qu’un
traitement au valsartan, un antagoniste des récepteurs II a I’angiotensine, réduit de fagon plus
efficace les valeurs de pression artérielle moyenne sur 24h, comparé a la PPC (250).
Cependant, chez les patients apnéiques normotendus et non-dippers, un traitement par PPC
n’a pas d’effet sur les valeurs tensionnelles (40) (276). Par ailleurs, il apparait que les
apnéiques sont plus sensibles aux B-bloquants qu’aux autres classes d’anti-hypertenseurs,
probablement en raison du blocage du systéme sympathique hyperactivé durant le SAOS

(158).

= SAOS et remodelage vasculaire

A plus long terme, la dysfonction endothéliale qui apparait au cours du SAOS participe au

remodelage vasculaire pré-athérogéne observé chez les patients apnéiques.
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Les premicres données décrivant un lien entre SAOS et athérosclérose datent de 1998, lorsque
Friedlander ef al montrent une augmentation de la prévalence des plaques athéromateuses
carotidiennes chez les patients apnéiques, comparé aux sujets contrdles (101). Entre 1998 et
2010, de nombreuses études publient des résultats similaires concernant 1’association entre le
SAOS et le développement de 1’athérosclérose (315) (222) (125). Cependant, une des
principales limites de ces ¢tudes réside dans la présence de facteurs confondants pro-
athérogenes chez les patients apnéiques. Afin d’éviter la présence de ces facteurs confondants,
Drager et al se sont intéressés a une cohorte de patients jeunes (< 55 ans) ne présentant
aucune comorbidité. D’apres les résultats de cette étude, il apparait que I’augmentation de
I’épaisseur intima-média (EIM) carotidienne, un marqueur précoce d’athérosclérose, est
corrélée positivement a la sévérité de la désaturation nocturne, indépendamment des autres
facteurs de risque cardiovasculaires et métaboliques (76). Cette association indépendante est
confirmée la méme année par deux études cliniques (212) (22), dont ’'une suggere que la
progression de 1’athérosclérose est également associée aux marqueurs de I’inflammation chez
les patients apnéiques (212).

Afin de confirmer I’hypothese selon laquelle le SAOS serait un facteur de risque indépendant
impliqué dans le développement de I’athérosclérose, Drager ef al réalisent en 2007 une étude
randomisée chez des patients apnéiques séveres afin d’évaluer 1’effet de 4 mois de PPC sur
différents paramétres associés a une atteinte cardiovasculaire : EIM, suivi sur 24h de la
pression artérielle, dosage de la protéine C réactive (CRP) plasmatique et des catécholamines.
Les résultats de cette étude montrent que 4 mois de traitement permettent de réduire
significativement ’EIM. Cette amélioration s’accompagne d’une réduction des marqueurs de
I’inflammation (CRP) et de I’activité sympathique (catécholamines), sans modifications du
poids et des lipides plasmatiques (75). Ces données suggerent donc que le SAOS peut étre

considéré comme un facteur de risque indépendant pour le développement de 1’athérosclérose.

= SAOS et maladies coronariennes

En 1985, des travaux précurseurs suggerent un lien entre SAOS et coronaropathies en mettant
en évidence un risque relatif d’angor deux fois plus important chez les ronfleurs et ce, méme
apres ajustement sur le niveau de pression artérielle et sur I’indice de masse corporelle (IMC)
(156). D’apres les résultats de la cohorte de la Sleep Heart and Health Study, il apparait que le
SAOS est un facteur de risque indépendant pour le développement des coronaropathies (306).

26



Par la suite, plusieurs études ont confirmé le lien entre SAOS et maladies coronariennes (245)
(243). L’étude prospective menée par Peker e al en 2006 chez 105 apnéiques, non
coronariens au début de 1’étude, montre une augmentation de I’incidence de cette pathologie
apres un suivi a 7 ans (243). Cette association est fréquente car la plupart des études réalisées
montrent une prévalence d’environ 30% du SAOS chez les patients coronariens. De plus, sur
une période de suivi de 5 ans, les patients coronariens et porteurs d’un SAOS faible a modéré
(AHI > 10) sont plus a risque de déces que les patients non apnéiques (37,5% vs 9,3%,
respectivement) (244). Récemment, il a été¢ montré que le volume des 1ésions coronariennes
augmentait chez les patients SAOS, avec une corrélation positive entre I’index AHI et le
volume des plaques (360).

De la méme facon que dans les cas d’HTA associés au SAOS, le traitement par PPC a un effet
bénéfique sur le risque cardiovasculaire associ¢ aux coronaropathies. En effet, les coronariens
et apnéiques traités pour le SAOS par PPC sont moins a risque de décés ou d’événements

cardiovasculaires graves par rapport a ceux non traités par PPC (210).

= SAOS et dysfonctions cardiaques

En 2010, Gottlieb et al décrivent une association indépendante entre le SAOS et I’insuffisance
cardiaque (108). De nombreux mécanismes liés au SAOS sont susceptibles de participer au
remodelage cardiaque des patients apnéiques : aggravation de I’hypertension nocturne et
diurne, augmentation du tonus sympathique ou encore augmentation de la post-charge
ventriculaire gauche due a I’augmentation de la rigidité artérielle.

Les patients SAOS présentent une hypertrophie ventriculaire gauche, avec une modification
de la fraction d’éjection ventriculaire, a la fois au cours du sommeil (172) mais également
pendant I’éveil (5) (11) (280). Par ailleurs, aprés ajustement pour les valeurs de pression
artérielle, la prévalence de I’hypertrophie ventriculaire gauche reste élevée chez les patients
apnéiques par rapport aux non-apnéiques (159) (46). L’analyse multivariée de données
obtenues a partir d’une cohorte de 150 patients apnéiques non-traités pour leur SAOS, révele
que la pression artérielle systolique et la saturation en oxygéne moyenne sont positivement
corrélées, et de fagon indépendante de facteurs confondants, a I’hypertrophie ventriculaire
gauche (21).

Le remodelage cardiaque précoce pourrait donc contribuer a I’insuffisance cardiaque et aux
arythmies décrites dans le SAOS. Les résultats de 1’étude de la cohorte de la Sleep Heart and
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Health Study révélent que les apnéiques séveres ont un risque 2 a 4 fois plus élevé de
développer une arythmie complexe comparé aux sujets sains (207), et ce méme apres
ajustement pour les facteurs confondants (284). Parmi les troubles du rythme observés chez
les patients apnéiques, la fibrillation auriculaire est souvent décrite chez ces patients. En effet,
I’obésité et la sévérité de la désaturation en oxygene constituent deux facteurs de risque
indépendant pour I’apparition de cette arythmie (102). Une étude trés récente menée par
I’équipe de Somers et al, et réalisée chez 1071 adultes, montre que le risque de survenue d’un
arrét cardiaque 5 ans apres le diagnostic du SAQOS, est significativement et indépendamment
associé a la sévérité du SAOS, évaluée selon la fréquence des apnées-hypopnées et la sévérité

de la désaturation nocturne en oxygene (103).

Les conséquences du SAOS au niveau cardiovasculaire sont nombreuses. Dans la seconde
partie de l’introduction de ce manuscrit, seuls les mécanismes a l’origine des atteintes

vasculaires — précoces et tardives — seront détaillés.
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2. Meécanismes des conséquences vasculaires

associées au SAOS
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2.1. Processus athérogéne

= Remodelage précoce (pré-athérosclérose)

L’épaississement de I’intima-média est considéré aujourd’hui comme un marqueur de risque
cardiovasculaire bien validé, puisqu’il est défini comme un mécanisme précoce du
développement de 1’athérosclérose. Ce remodelage délétere est reporté chez les patients
SAOS exempts de tous facteurs de risque cardiovasculaire (22). De plus, I’augmentation de
I’EIM correle positivement avec les marqueurs sériques de I’inflammation (212) et la sévérité
de la désaturation en oxygene (22). Cette épaississement est ¢galement observée apres 14
jours d’HI chez des souris C57BI6 (69) (14), et affecte la partie média de I’aorte, dont 1’aspect
est alors comparable au remodelage observé chez les patients SAOS. Ces modifications se
caractérisent par une désorganisation du réseau des fibres élastiques, une hypertrophie des
cellules musculaires lisses et I’apparition de dépdts mucoides (14). Le stress hémodynamique
participe aux altérations structurales et dégénératives, dans la mesure ou les oscillations de
pression artérielle induites par les épisodes d’HI apparaissent des le premier jour d’exposition
(69). D’apres des données de notre laboratoire, 14 jours d’HI entrainent une diminution de
I’expression de la Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule (PECAM)-1 au niveau
aortique et cardiaque, chez des souris C57BI16 (69). PECAM-1 est une molécule impliquée
dans I’adhésion inter-cellulaire, et qui contribue a la migration des leucocytes au travers de
I’endothélium (362). Des données récentes suggeérent une implication de PECAM-1 dans la
transduction de signal induit par un stress mécanique (57). La modification de 1’expression de
PECAM-1 suite a I’HI pourrait donc constituer un mécanisme visant 8 moduler la sensibilité
des cellules endothéliales aux stimuli mécaniques (361). En plus des origines
hémodynamiques, I’HI elle-méme et les nombreux facteurs générés en réponse a ce stimulus
(inflammation systémique et altérations hormono-métaboliques) pourraient contribuer a ces

altérations adaptatives et dégénératives.

= Remodelage tardif (athérosclérose)

L’augmentation de I’EIM constitue une premicre étape dans I’apparition de 1’athérosclérose.
A plus long terme, 1’apparition d’un déséquilibre lipidique et d’un statut inflammatoire de bas

grade aggrave le remodelage vasculaire, qui s’oriente alors vers un processus
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athérosclérotique. L’infiltration de cellules lymphocytaires et macrophagiques au niveau de la
paroi vasculaire participe a I’athérogenese. L’activation de ces cellules inflammatoires par des
médiateurs pro-inflammatoires joue un role majeur dans 1’aggravation de 1’athérosclérose
(119). En 2009, Turmel et al montrent chez 19 apnéiques présentant une coronaropathie
stable, qu’il existe une association significative entre la fréquence des épisodes d’apnées
obstructives, la fragmentation du sommeil et I’importance du volume des plaques
d’athérosclérose coronarienne (360). Plus tardivement, 1’équipe de Kent ef a/ confirment ces
données dans une étude prospective de cas-témoins. D’apres leurs résultats obtenus chez 29
patients apnéiques, la sévérité du SAOS est associée de facon significative a la présence et au
volume des plaques d’athérosclérose infra-clinique au niveau des coronaires (149). Les
premiers travaux démontrant le lien direct entre HI et athérosclérose sont réalisés en 2007
puis en 2008 par le groupe de Polotsky, chez des souris C57Bl6 (298) (297). La dyslipidémie
observée chez les souris nourries avec un régime riche en cholestérol est accentuée par I’HI,
et contribue a I’accélération du développement de I’athérosclérose. L'HI seule n'était par
contre pas suffisante pour induire l'athérosclérose. Afin d’étudier les effets de I’HI sur les
stades avancés de 1’athérogenése, une souche de souris transgéniques athéro-sensibles est
utilisée, qui se caractérise par une déficience pour I’apolipoprotéine E (souris ApoE”"). Deux
¢tudes simultanées prouvent I’effet pro-athérogéne de I’HI. Dans la premicre étude menée par
I’équipe de Polotsky er al, cet effet est associé a une augmentation du LDL-cholestérol
plasmatique, de la pression artérielle diastolique et a un stress oxydant (142). La seconde
¢tude, réalisée au cours de ma thése, insiste sur 'importance de I’inflammation systémique et
vasculaire associée a 1’effet pro-athérogene de I’HI : elle s’est traduite par une augmentation
des Iésions athéromateuses induites par ce stimulus alors que la pression artérielle ainsi que le

cholestérol total n’étaient pas modifiés chez les souris hypoxiques (15).

Par I’intermédiaire, entre autres, d’une hyperactivité symapthique, les mécanismes dépendant
de I’HI et pouvant aboutir a cette athérogenése sont nombreux. Parmi ceux-la, certains
semblent se distinguer (figure 4) :

- altérations hémodynamiques : hypersensibilit¢ des chémorécepteurs, hyperactivité
sympathique, altération de la vasodilatation et de la vasoconstriction, troubles de I’hémostase
- inflammation de bas grade: inflammation systémique, voie de l’acide arachidonique,

inflammation vasculaire
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- altérations métaboliques : dysfonctions du métabolisme glucidique et du métabolisme

lipidique
HYPOXIE INTERMITTENTE
Hyperactivité sympathique
Altérations hémodynamiques Inflammation de bas grade Altérations métaboliques
Inflammation vasculaire — » Inflammation systémique

<

Recrutement leucocytaire Splénocytes rate

-roulement des leucocytes - migration
-expression ICAM-1 - prolifération
® ©©©h
@ ~—X ® @©©©
reePey = *
Expression de chémokines

(MCP-1, MIP-1a, MIP-1P,
RANTES/CCL5)

Remodelage vasculaire
- épaississement intima-media
- altération des fibres élastiques
- dégénération mucoide
-hypertrophie des CML
- expression de RANTES/CCL5S
-activation de NFkB
- expression de ICAM-1

-infiltration de lymphocytes T REMODELAGE ATHEROSCLEROTIQUE

Figure 4. Représentation schématique des trois principaux mécanismes a ’origine de 1’athérogénése associée a

I’hypoxie intermittente.
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2.2. Altérations hémodynamiques

= Hypersensibilité des chémorécepteurs et hyperactivité sympathique

La régulation de ’homéostasie cardiovasculaire et respiratoire est assurée en partie par des
structures appelées chémorécepteurs. Ces derniers sont répartis en 2 types: centraux et
périphériques. Les chémorécepteurs périphériques, localisés au niveau des corps carotidiens et
de la crosse aortique, sont davantage sensibles a 1’hypoxie, et plus précisément a la
diminution de la PaO,. La détection d’une baisse de la PaO, entraine une réponse
cardiovasculaire et ventilatoire sous la dépendance du tonus sympathique. Au cours du SAOS,
on constate une hyperactivité¢ des chémorécepteurs périphériques liée au phénomene d’HI, se
traduisant par une activation sympathique soutenue (225). L’hyperactivité sympathique
observée lors du cycle nycthéméral du patient entraine une augmentation de sa pression
artérielle (93). Il existe également une diminution de la variabilité de la fréquence cardiaque et
une augmentation de la variabilité de la pression artérielle dans le SAOS (223), qui participent
a laugmentation du risque cardiovasculaire (316) (240) (100). De plus, les patients
normotendus présentant une diminution de la variabilité de la fréquence cardiaque ont un
risque accru de développer une HTA (316). L hyperactivité sympathique observée chez les
apnéiques a pu étre mise en €vidence par une élévation de I’activité nerveuse sympathique du
nerf péronier (322) ainsi que par la mesure des taux de catécholamines urinaires (196) (71).
L’analyse spectrale de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle permet de distinguer
deux fréquences particulieres de spectre, les spectres de basse fréquence (low frequency, LF)
et les spectres de haute fréquence (high frequency, HF). Le calcul du rapport LF/HF apporte
une estimation de l’activité sympathique (224). Les données obtenues chez les patients
apnéiques montrent une augmentation de ce rapport associée au SAOS (223). Chez des rats,
I’HI entraine une augmentation de la pression artérielle diurne, uniquement lorsque le systéme
nerveux sympathique et les chémorécepteurs carotidiens sont intacts (97). De plus, I’HI
augmente 1’activité sensorielle des corps carotidiens (247). Les especes réactives de I’oxygene
générées durant les cycles d’hypoxie-réoxygnéation semblent jouer un rdle dans la
sensibilisation du chémoréflexe carotidien liée a une exposition a I’HI. En effet, un
prétraitement avec un piégeur d’anions superoxydes prévient [1’hyperactivité des
chémorécepteurs induite par I’HI (247). L angiotensine (Ang) II est un puissant stimulant de

la production d’espeéces réactives de 1’oxygene, et sa surproduction participe au
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développement de I’HTA et des complications cardiovasculaires. Des données récentes
obtenues chez des rats exposés a 28 jours d’HI, suggerent que 1’Ang II pourrait étre impliquée
dans I’activation HI-dépendante des chémorécepteurs, par I’intermédiaire du récepteur AT, de

I’Ang II et de la production d’anions superoxydes (194).

=  Altération de la vasodilatation

Stress radicalaire. Les cycles d’HI caractéristiques du SAOS sont responsables de la
production massive de radicaux libres de I’oxygéne (RLO, stress oxydant) et de radicaux
libres de 1’azote (RLN, stress nitrant) a 1’origine du stress radicalaire (259) (339). Ce stress
endommage les composants cellulaires, mais également certaines biomolécules telles que les
lipides, les protéines et I’ADN, altérant ainsi leurs fonctions biologiques. L’apparition d’un
stress oxydant lors du SAOS a été décrite au niveau leucocytaire (83) et des polynucléaires
neutrophiles (301), au niveau plasmatique (165) (26), et au niveau des condensats
respiratoires (45) des patients apnéiques. Une approche thérapeutique par PPC (165) (45) ou
par application d’une orthése d’avancée mandibulaire (137) permet de réduire ce stress
oxydant. Chez des patients apnéiques obeses, Schulz ef al ont montré que 2 nuits de
traitement par PPC réduisaient la production d’anions superoxydes par les cellules
polynucléaires neutrophiles (301). En 2010, une étude du laboratoire a décrit une relation
positive entre la concentration d’isoprostanes urinaires (produits spécifiques de la
péroxydation lipidique), la désaturation en oxygene, et ’EIM chez des apnéiques non-obeses

(214).

Stress oxydant et altération de la vasodilatation. Au niveau vasculaire, le monoxyde
d’azote (mitric oxide, NO) est un modulateur essentiel synthétisé par la NO synthase
endothéliale (eNOS). Lors d’un stress oxydant, le NO est inactivé par les RLO, et induit la
formation de peroxynitrite. L’impact du stress oxydant sur la dysfonction endothéliale est tres
probablement lié¢ a la diminution de la biodisponibilité du NO observée chez les patients
apnéiques (302) (133). En 2008, Jelic et al décrivent pour la premiere fois le lien direct qui
existe entre SAOS, dysfonction endothéliale et stress oxydant (140). Leur étude, réalisée chez
des patients apnéiques exempts de toutes pathologies cardiovasculaires, montre que
I’expression de 1’eNOS et de sa forme active phosphorylée mesurée au niveau des cellules
endothéliales veineuses, est diminuée significativement comparé aux sujets contrdles. Alors
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que I’expression de la nitrotyrosine (un marqueur de stress radicalaire) est augmentée chez les
patients SAOS, et un traitement par PPC durant 4 semaines permettent de corriger ces valeurs
et d’améliorer la fonction endothéliale mesurée par FMD (140). Lena et Peretz Lavie
considérent le stress oxydant comme 1’élément majeur a 1’origine des altérations
cardiovasculaires associées au SAOQOS, plutot que I’hyperactivité sympathique elle-méme
associée a ce syndrome (164). Cette hypothese rejoint les résultats décrits précédemment dans
la partie « Hypersensibilité des chémorécepteurs et hyperactivité sympathique » (194). Au
niveau médullaire, et par I’intermédiaire de son effet pro-oxydant (activation de la NADPH
oxydase, de I’eNOS et de la xanthine oxydase), I’Ang II induit une activation sympathique et
de ce fait, une augmentation de la pression artérielle (168). Comme 1’Ang II, I’ET-1 est
¢galement responsable de la formation de RLO, qui s’accompagne d’une vasoconstriction
persistante et d’une hypertension chez le rat (65). L hyperactivité sympathique associée au
SAOS joue un rdéle majeur dans les complications cardiovasculaires du SAOS, et
I’augmentation des RLO et le stress oxydant induit par I’HI pourraient étre les éléments

déclencheurs de cette excitation sympathique.

= Altération de la vasoconstriction

Le stress hypoxique récurrent que subit I’organisme durant les épisodes apnéiques, conduit au
relargage de substances trophiques et vasoactives comme I’ET-1, ’Ang II et 1’aldostérone,

responsables d’une vasoconstriction persistante.

Systéme endothéline. Les données actuelles relatives a I’activation du systéme endothéline
ne sont pas toutes concordantes, et sont probablement liées a la trés courte demi-vie de ’ET-1
(378) et/ou aux différents temps de prélevement. Grace a une expérience de split-night, il a été
montré chez les patients apnéiques que le SAOS sévere non-traité pendant 4 heures (entre 22h
et 2h) entraine une augmentation du niveau d’ET-1 plasmatique. Cette augmentation est
corrigée aprés 5 heures (entre 2h et 7h) de traitement par PPC (254). De plus, les
modifications des taux d’ET-1 corrélent positivement avec les changements de pression
artérielle et la désaturation nocturne en oxygene (207). En 2000, Grimpen et a/ montrent que
les niveaux d’ET-1 plasmatique sont équivalents chez les patients SAOS et les sujets
contrdles, et que la PPC n’a pas d’effet sur les concentrations d’endothéline (110). D’un point
de vue expérimental, I’exposition de rats a I’HI est associée a une augmentation de la
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concentration plasmatique d’ET-1 (144), ainsi qu’a une surexpression des récepteurs ET-A et
ET-B au niveau mésentérique (6) et myocardique (33). La réponse contractile aortique a I’ET-
1 mesurée chez des rats n’est pas modifiée par 35 jours d’exposition a I’HI (169). En
revanche, chez ces mémes animaux, la réponse contractile a I’ET-1 est augmentée apres 35
jours d’HI au niveau de I’artére carotidienne (169). En accord avec ces données, deux études
décrivent une augmentation de la réponse a I’ET-1 des artéres mésentériques (6) et des

coronaires (33) de rats, apres 14 jours d’exposition a I’HI.

Systéme rénine-angiotensine-aldostérone. Chez des rats exposés a 35 jours d’HI, le blocage
de récepteur AT, de I’ Ang II par un traitement au losartan (94), ou la suppression du systeéme
rénine-angiotensine grace a [’absorption d’une charge en sel (98), permet de prévenir
I’augmentation de pression artérielle liée a I’HI. En accord avec les travaux précédents
décrivant le lien entre Ang II et hyperactivité des chémorécepteurs, ces données confirment
I’implication de I’Ang II dans I’HTA induite par le stimulus hypoxique. Cependant, de fagcon
comparable aux résultats concernant les modifications du systéme endothéline dans le SAOS,
les données relatives au systeme rénine-angiotensine-aldostérone chez les patients apnéiques
sont discordantes. En 2000, 1’équipe de Carlson et a/ décrit une augmentation de la sensibilité
artérielle a la vasoconstriction induite par I’Ang II mesurée au niveau de I’avant-bras de
patients apnéiques normotendus, comparé aux sujets contrdles (157). Les travaux réalisés par
Moller et al en 2003 montrent que les concentrations plasmatiques de I’Ang II et de
I’aldostérone sont augmentées chez les patients SAOS par rapport au groupe contrdle (213).
Par ailleurs, 14 mois de traitement par PPC permettent de réduire la pression artérielle des
patients apnéiques, et cette diminution corre¢le significativement avec la diminution de
I’activité du systéme rénine-angiotensine observée chez ces mémes patients (213).
Contrairement a Kraiczi et al et Moller et al, les résultats de Svatikova et al sont peu
concluants, puisqu’ils ne décrivent aucune modification des taux plasmatiques d’aldostérone
et de I’activité plasmatique de la rénine chez les patients apnéiques, comparé aux sujets

controles (340).

*  Troubles de I’hémostase et microparticules

Hémostase. Depuis quelques années déja, les données cliniques indiquent que le SAOS est

associé a un état pro-coagulant. Plusieurs facteurs, tels que 1’augmentation de I’hématocrite,
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de la viscosité sanguine, des facteurs de coagulation (thrombine, facteur VII, facteur XII), du
fibrinogeéne, ou encore I’activation plaquettaire, y contribuent. L’hématocrite joue un rdle
important dans I’homéostasie puisque elle modifie la viscosité sanguine et ’agrégation
plaquettaire. De nombreuses études décrivent une augmentation de I’hématocrite chez les
patients apnéiques (160) (127) (232), qui correle positivement avec la sévérité du SAOS (52).
Par ailleurs, 1 nuit (49), 1 mois (397) ou 3 mois (288) de traitement par PPC permettent de
corriger cette élévation. Les patients non traités pour leur SAOS présentent également une
augmentation de la viscosité sanguine (232) (350), des taux de facteurs de coagulation (275)
et de fibrinogene (49) (232). Cependant, les effets bénéfiques de la PPC sur ces 3 parameétres
sont encore incertains et nécessitent d’étre précisés (180). Malgré des résultats négatifs
rapportés par certains auteurs (269), la plupart des études cliniques décrivent une
augmentation de 1’agrégation plaquettaire chez les patients SAOS (4) (131) (267) (397). Cette
augmentation de 1’agrégation plaquettaire pourrait étre liée aux concentrations plasmatiques
¢levées de catécholamines observées au cours du SAOS qui, par la stimulation des récepteurs
o, ont un effet pro-agrégant (369). L’é¢tude menée par Hui et al montre que 1’agrégation
plaquettaire des patients apnéiques diminue apreés 1 nuit et aprés 3 mois (131) de traitement
par PPC. En revanche, d’apres Oga et al, I’effet bénéfique de la PPC n’est observé qu’apres 3
mois de traitement (234). Globalement, ces données montrent que la PPC permet de diminuer
I’agrégation plaquettaire observée au cours du SAOS, mais la durée de traitement optimum
reste encore a préciser. L’augmentation de I’hématocrite, de la viscosité sanguine, des niveaux
de facteurs de coagulation et de I’agrégation plaquettaire contribuent au ralentissement du
flux sanguin, a la formation de caillots, et de ce fait, aux complications vasculaires associées

au SAOS.

Microparticules. Les microparticules (MPs) circulantes sont des vésicules membranaires
libérées dans I'espace extracellulaire suite a I'activation ou a l'apoptose cellulaire, et dont leur
origine est principalement plaquettaire. Du fait de leur potentiel pro-inflammatoire et pro-
coagulant, leurs taux plasmatiques augmentent dans certaines pathologies a risque
thrombotique accru (infarctus du myocarde, par exemple) (36) (216). En 2008, Ayers et al
mesurent pour la premiére fois les taux de MPs circulantes d’origine plaquettaire, endothéliale
et lymphocytaire chez des patients apnéiques présentant un faible risque cardiovasculaire. Les
MPs circulantes sont augmentées significativement chez les patients SAOS comparativement
aux sujets contrdles, quelque soit leur origine cellulaire (18). En accord avec ces données,
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Maruyama et al décrivent également une augmentation des MPs circulantes d’origine
plaquettaire chez les patients apnéiques séveéres comparé aux sujets controles (199).
Récemment, Priou et a/ ne montrent aucun effet du SAOS sur le nombre total de MPs
circulantes (262). En revanche, la sous-population de MPs circulantes provenant des
leucocytes activés est augmentée chez les apnéiques (262), et cette augmentation correle
positivement avec I’AHI (357). De plus, ces MPs induisent un stress oxydant au niveau de
culture de cellules endothéliales, et une dysfonction endothéliale aortique et mésentérique
chez des souris Swiss (262). Ces données suggerent un lien entre 1’augmentation des MPs
leucocytaires et la dysfonction endothéliale observée au cours du SAOS. A I’heure actuelle,
les effets d’un traitement par PPC sur I’augmentation des MPs circulantes liée au SAOS sont
trés peu décrits. Seuls Ayers et al en 2012 montrent que 2 semaines de PPC augmentent les
taux de MPs d’origine endothéliale chez les patients SAOS, mais n’ont pas d’effet sur les taux

des autres MPs circulantes (plaquettaires, granulocytaire et leucocytaires) (19).

L’ensemble des données cliniques et expérimentales montrent qu’une exposition au stimulus
hypoxique entraine de nombreuses altérations hémodynamiques qui participent, en parallele a

de nombreux autres mécanismes, aux dysfonctions vasculaires précoces associées a I’HI.
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2.3. Inflammation de bas grade

Le SAOS est considéré aujourd’hui comme une pathologie inflammatoire de bas grade,
caractérisée a la fois par une inflammation systémique et une inflammation vasculaire. Qu’il
s’agisse de 1’activation cellulaire ou des marqueurs de I’inflammation (CRP, cytokines
circulantes), le lien entre le SAOS et ’apparition d’un phénotype inflammatoire est clair. En
effet, le SAOS peut étre considéré comme un état inflammatoire chronique évoluant a bas
bruit, au méme titre que de nombreuses pathologies qui lui sont associées comme 1’obésité, le
diabéte de type 2 ou encore 1’athérosclérose. Ce concept repose sur le fait que les phénomenes
inflammatoires observés chez les patients apnéiques sont modérés, mais leur chronicité induit
des conséquences vasculaires et métaboliques particulierement déléteres. Les résultats décrits
chez les patients apnéiques concernant I’activation leucocytaire illustrent cette notion, puisque
la plupart des données sont trés souvent obtenues sur des sous-populations cellulaires trés
ciblées (lymphocytes T CD8'CD4" par exemple). L’abondance des données cliniques et
expérimentales confirment le role de cette inflammation dans le remodelage vasculaire
associ¢ au SAOS, que ce remodelage soit précoce (épaississement de I’intima-media) ou plus

tardif (athérosclérose).

= Inflammation systémique

Médiateurs inflammatoires. De nombreuses ¢tudes montrent que les niveaux plasmatiques
de TNF-o. — une cytokine pro-inflammatoire — sont augmentés chez les patients souffrant de
SAOS. D’apres 1’équipe de Minoguchi et al, la production spontanée de TNF-o par les
monocytes et le taux sérique de TNF-o sont augmentés chez les patients apnéiques (211). De
plus, le traitement par PPC permet de corriger cette augmentation de cytokine (211). Les
données d’une étude prospective menée par 1’équipe de McNicholas montrent une forte
association entre la sévérité du SAOS — évaluée par I’index de désaturation en d'oxygeéne — et
les niveaux de TNF-a et ce, indépendamment de certains facteurs confondant tels que 'IMC,
I’dge ou encore les taux de lipides circulants (286). Il apparait également que le taux
plasmatique de TNF-oo est augmenté chez des apnéiques séveres, comparé aux sujets
narcoleptiques non-apnéiques, eux-mémes présentant cependant, un taux circulant de

cytokines pro-inflammatoires plus €levé que les sujets controles (366) (365). Ces données
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évoquent une relation entre la somnolence et ce marqueur inflammatoire, et sont d’un intérét
particulier puisqu’il n’est pas encore établi qu'un SAOS avec somnolence représente le méme
risque cardiovasculaire qu’un SAOS sans somnolence. Cette hypothése rejoint la théorie de
I’équipe de Krueger et al, qui suggere un effet hypnogene des cytokines inflammatoires
(TNF-a, IL-1B) (187). En plus d’une augmentation de TNF-o circulant, le SAOS est
¢galement associ¢ a des taux élevés d’autres facteurs pro-inflammatoires tels que 1’IL-8,
I’ICAM-1 ou encore de la Monocyte Chemoattractant Protein (MCP)-1 (également appelée
C-C Chemokine Ligand 2 (391) (235). L’augmentation des taux circulants de ces cytokines et
chémokines pro-inflammatoires (22) (212), ainsi que des molécules d’adhérence (ICAM)
(235), est corrélée positivement a la désaturation en oxygene, mais également a
I’augmentation de I’EIM carotidienne. La CRP est une protéine caractéristique des phases
inflammatoires aigués, et est reconnue comme un marqueur prédictif de la survenue
d’événements cardiovasculaires (124) (63) (272). Dans un contexte de SAOS, les ¢tudes
récentes réalisées a grande échelle suggerent que 1’élévation des niveaux de CRP observées
chez les apnéiques serait attribuable a la présence de facteurs de risque cardiovasculaires tels
que ’obésité (43) (150) (209). La forte relation qui existe entre 1’obésité et les niveaux de
CRP constitue un biais majeur des études sur les taux de CRP chez ces patients (13). La
divergence des résultats est mise en évidence dans de nombreuses études pour lesquelles
certaines données révelent une augmentation des taux de CRP chez les patients apnéiques
(307) (391) (41) alors que d’autres ne montrent aucune modification de la CRP liée au SAOS
(114) (285).

Activation cellulaire. L’augmentation de médiateurs inflammatoires circulants entraine chez
les patients SAOS une activation des cellules endothéliales qui, par l'intermédiaire de
I’expression de molécules d’adhérence, favorisent I’interaction entre les leucocytes et
I’endothélium vasculaire (83). En parallele de cette activation endothéliale, les polynucléaires
neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes T sont également activés chez les patients
SAOS. Les neutrophiles activés présentent une production accrue de RLO (301) et de
sélectines (85), lesquelles sont impliquées dans I’interaction inter-cellulaire. En 2005, I’équipe
de Lavie ef al montre une activation spécifique d’une sous-population lymphocytaire,
caractérisée par une augmentation de la cytotoxicité des cellules T CD8" (82), et par une
production accrue de cytokines par les lymphocytes T CDS" et les lymphocytes T CD4" (84).
Des résultats du laboratoire confirment le role de I’HI dans D’apparition de ce statut
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inflammatoire observé chez les patients apnéiques. Chez la souris C57B16, 2 semaines d’HI
entraine une augmentation de 1’expression de chémokines pro-inflammatoires au niveau de la
rate (14), ainsi qu’une augmentation des capacités migratoires et prolifératives des

lymphocytes T spléniques (14).

=  Voie de I’acide arachidonique

Voie de la 5-lipoxygénase. Les voies de signalisation associées au métabolisme de 1’acide
arachidonique (AA) constituent des mécanismes inflammatoires qui peuvent également étre
impliqués dans 1’athérogenese associée au SAOS. L'acide arachidonique est un précurseur des
eicosanoides qui regroupent, entre autres, les leucotrienes (LTs). Les LTs sont des dérivés
lipidiques associés a la voie enzymatique de la 5-lipoxygénase (5-LO). L’ implication des LTs
dans le processus pré-athéromateux est li¢e a leurs nombreux effets sur les cellules
inflammatoires (recrutement, adhésion et stimulation des monocytes et des lymphocytes T),
endothéliales (activation) et musculaires lisses (recrutement et prolifération) (20). En 2008,
des travaux du laboratoire montrent pour la premiere fois une augmentation de la production
de LTB,, un sous-type de LTs, par les polynucléaires des patients apnéiques. De plus, la
production de LTB4 est significativement corrélée a la sévérité de la désaturation nocturne en
oxygene, ainsi qu’aux valeurs de diametre de la lumiére carotidienne chez les patients
apnéiques modérés a séveres. Par ailleurs, les taux de LTB4 sont diminués de 50% apres
traitement par PPC (170). En 2009, une augmentation des LTE,4 urinaires est décrite chez des
patients apnéiques non-obeses comparé a des sujets sains et ce, indépendamment de facteurs
confondants tels que le poids (sujets contrdles appariés pour le poids), I’dge ou encore le sexe
(329). Plus récemment, I’étude de Stanke-Labesque ef al montre une activation de la voie des
LTB4 chez les patients SAOS modérés a séveres, caractérisée par une augmentation de
I’expression de deux enzymes clés de la biosynthése du LTB4, a savoir la 5-Lipoxygenase-
Activating Protein (FLAP) et la leucotriene-A4 hydrolase (LTA4H) (330). In vitro,
I’exposition a I’HI de polynucléaires neutrophiles de sujets controles induit la surexpression
de la FLAP et de LTA4H (330). L’ensemble de ces résultats décrivent I’implication des LTs,
dans la physiopathologie des atteintes vasculaires liées au syndrome apnéique. Ces données
cliniques sont confirmées par les données expérimentales de 1’équipe de Gozal et al. D’apres

leurs résultats, les souris double knock-out pour I’ ApoE et pour le BLT; — un des récepteurs du
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LTB,4 — sont protégées de I’effet athérogéne de I’HI (178). La voie LTB4/BLT, semble donc

jouer un role dans 1’athérogenése induite par I’HIL.

Voie de la cyclooxygénase. La grande famille des eicosanoides regroupent également les
prostanoides, des dérivés lipidiques dont la voie enzymatique dépend de la cyclooxygénase
(COX). L’implication de cette voie dans I’athérosclérose associée au SAOS est trés peu
connue, mais a ¢té étudiée chez des animaux exposés a I’HI et concerne principalement
I’inflammation vasculaire. En 2012, Gautier et al montre que 8 semaines d’exposition a I’HI
entrainent, au niveau du tissu aortique de souris ApoE™", une surexpression de la COX-1 et de
la thromboxane synthétase, une enzyme impliquée dans le métabolisme de I’AA dépendant de
la COX. De plus, cette suractivation transcriptionnelle correle positivement avec
I’augmentation des I€sions athérosclérotiques, suggérant I’implication de cette voie dans le

processus athérogene induit par I’HI (104).

» [Inflammation vasculaire

Des travaux récents réalisés par notre €quipe montrent une augmentation du roulement
leucocytaire et de I’expression de 1’Intercellular Adhesion Molecule (ICAM)-1 dans les
vaisseaux mésentériques chez des souris exposées a 14 ou 35 jours d’HI. En parallele de
I’épaississement de D’EIM décrit précédemment, cette étude montre également une
surexpression de la chémokine Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted (RANTES)/C-C Chemokine Ligand 5 (CCLS5) et une infiltration lymphocytaire au
niveau de la paroi vasculaire (14). L’HI semble avoir jouer un rdle direct sur les atteintes
vasculaires, puisqu’une exposition a ce stimulus entraine 1’activation du facteur de
transcription NFkB dans les tissus cardiovasculaires de souris (14) (109), de rats (179), ainsi
que dans les cellules en culture (287). Le facteur de transcription pro-inflammatoire NFxB est
reconnu comme un médiateur clé de la réponse inflammatoire, puisqu’il participe a
I’expression de facteurs pro-inflammatoires tels que des cytokines (TNFa, IL-6, IL-8), des
molécules d’adhérence (ICAM-1) ou encore des enzymes (cyclooxygénase 2) (24), dont les
taux sont augmentés chez les patients SAOS (235) (211). Malgré ces observations, la cascade
de signalisation induite par le stimulus hypoxique, et a I’origine de cette athérogenese, reste a
préciser. Des travaux du laboratoire (14) ainsi que ceux de 1I’équipe de Greenberg et a/ (109),

montrent que ’HI augmente I’activité de NFkB dans les tissus cardiovasculaires, induisant
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ainsi ’expression de nombreux genes dont la plupart joue un réle dans 1’athérogenése (58).
Tres récemment, Song et al suggerent que la voie de signalisation associée a NFkB pourrait
étre impliquée dans ’apparition de I’athérosclérose induite par I’HI. En utilisant des souris
C57Bl6 présentant une délétion pour la sous-unité p5S0 de NFxB, nourries avec un régime
riche en gras et exposées a 14 semaines d’HI, ils montrent que 1’absence de NFxB-p50
ralentit 1’apparition des lésions athéromateuses liées a I’HI (324). En revanche, chez des
souris ApoE”" soumises a 9 semaines d’HI et nourries avec un régime standard, il semble que
la délétion pour la sous-unité p50 de NFkB (souris double knockt-out ApoE”/NFxB-p507)
accélere le développement des plaques d’athérosclérose (89). La divergence de ces résultats
pourrait étre liée au modéle animal (souris C57Bl6 ou ApoE™) et/ou a I’initiation du
processus athérogene (artificielle avec un régime riche en gras, ou spontanée). En effet, selon
les contextes, la sous-unité p50 interagit différemment avec les 4 autres sous-unités de NFxB
(p52NFP2 p65ReA RelB et c-Rel) et peut alors avoir des effets pro-inflammatoires (374) ou
anti-inflammatoires (87). L’implication de NFxB-p50 dans les mécanismes athérogénes

induits par le stimulus hypoxique reste donc a préciser.

D’apres les travaux réalisés chez les patients apnéiques et chez les animaux soumis a une HI,
il apparait que I’effet athérogéne de I’HI est 1ié, en partie, aux altérations inflammatoires
induites par ce stimulus. L’instauration de ce phénotype inflammatoire peut étre considérée

comme une des causes majeures de 1’athérosclérose observée chez les patients apnéiques.
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2.4. Altérations métaboliques

Les dysfonctions métaboliques observées au cours du SAOS sont liées a un déséquilibre
glucido-lipidique. Les cycles d’HI, mais également la fragmentation du sommeil évaluée lors
de la polysomnographie, sont les deux composantes du SAOS qui participent a ces altérations.
Malgré leur réle important, les mécanismes associés aux troubles du sommeil seront abordés
de fagon succincte, principalement dans la partie concernant le métabolisme glucidique. Ce
chapitre sera donc essentiellement consacré aux effets déléteres de la composante hypoxique

sur I’homéostasie glucidique et lipidique.

=  Dysfonctions du métabolisme glucidique

SAOS, intolérance au glucose et syndrome métabolique. De nombreuses études décrivent
un lien entre SAOS et intolérance au glucose ou insulino-résistance (265) (162) (291) (293)
(155) (134) (120), mais toutes ne trouvent pas une relation indépendante entre les troubles
respiratoires du sommeil et les anomalies métaboliques lorsque les parameétres sont ajustés
pour I’obésité. Une étude réalisée a partir d’'une cohorte de 57 patients par Tassone et al
montre que les patients SAOS obeses présentent un degré d’insulino-résistance plus important
comparativement a des sujets obéses non-SAOS, indépendemment du degré d’obésité et de la
répartition du tissu adipeux (346). D’apres les résultats de la cohorte de la Sleep Heart and
Health Study, il existe une corrélation entre la sévérité du SAQOS, la glycémie a jeun et
I’altération de la tolérance au glucose (265). Ces données sont confirmées par celles de 1’étude
de Ip et al qui montre que le SAOS est associé¢ a une insulino-résistance indépendamment de
la présence d’une obésité (134). De plus, la SaO, minimale nocturne apparait comme un
facteur prédictif de I’insulino-résistance indépendamment de I’IMC ou du rapport taille sur
hanche (134) (266). Indépendamment de la définition choisie (définition du National
Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel (ATP) III (98), ou définition de
I’Organisation Mondiale de la Santé (4)) le syndrome métabolique est trés souvent retrouveé
chez les patients apnéiques. Le risque de développer ce syndrome augmente avec la sévérité
des troubles respiratoires du sommeil, a la fois dans les populations occidentales et orientales
(112) (162) (293) (155). A I’heure actuelle, les études publiées s’accordent sur un risque
approximatif multipli¢ par 5 de développer un syndrome métabolique chez les patients SAOS

comparé aux sujets sains, mais le role relatif du SAOS et de ’obésité dans la pathogenese du
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syndrome métabolique reste a déterminer. Par ailleurs, la prévalence du syndrome
métabolique est plus élevée chez les patients présentant un SAOS comparé a la population

générale, ou bien chez les sujets obeses sans SAOS (310).

Effets de la PPC. Chez des patients non-diabétiques, Harsch et a/ montrent que la sensibilité
a ’insuline — évaluée de fagon directe par un clamp euglycémique hyperinsulinémique — est
améliorée apres 3 mois de PPC (120). Par ailleurs, chez les non-diabétiques non-obeses dont
I’IMC est inférieur a 30 kg/m?, il semble qu’une nuit seulement de PPC permette d’augmenter
I’indice de sensibilité a I’insuline (120). Chez des apnéiques souffrant d’un diabéte de type 1
et dont la sensibilité a I’insuline est également mesurée par un clamp, 4 mois de PPC ont un
effet bénéfique chez les patients présentant une obésité morbide (IMC supérieur a 42,7 kg/m?)
(37). Malgré des résultats positifs, 1’effet de la PPC sur I’insulino-résistance des patients
apnéiques reste trés incertain. En effet, 1’étude de West ef al menée chez des apnéiques
présentant un diabete de type 2, ne montre aucun effet de la PPC sur la sensibilité a I’insuline
(mesurée a par clamp) apres 3 mois de traitement (380). Cette absence d’effet est également
décrite par I’équipe de Saarelainen et I’équipe de Smurra chez des apnéiques non-diabétiques,
qui ne montrent aucune amélioration de leur sensibilité¢ a 1’insuline apreés 1 nuit (289) ou 2
mois (320) de PPC. Chez des patients SAOS présentant un syndrome métabolique, 1’effet de
ce traitement sur I’homéostasie glucidique est aussi controversé. Aprés 8 semaines de PPC,
Dorkova et al décrivent un effet bénéfique de la PPC sur l'insulino-sensibilité globale évaluée
a l'aide du modele mathématique Homeostatic Model Assessment (HOMA)-IR (74). En
revanche, des études moins enthousiastes ne montrent aucun effet de la PPC sur ’insulino-
résistance systémique, également évaluée par ’HOMA-IR (309) (62). Ces discordances
pourraient s’expliquer par la méthode utilisée pour I’évaluation des troubles métaboliques.
Dans certaines études ou la mesure de la sensibilité a I’insuline ne constitue pas un parametre
principal, une mesure moins contraignante que le clamp mais indirecte, est réalisée. Le calcul
de PHOMA-IR permet d’estimer approximativement la résistance a 1’insuline systémique
selon un modele mathématique, dont les limites sont reconnues (217). La méthode
d’évaluation utilisée (clamp euglycémique hyperinsulinémique ou HOMA-IR) pourrait

expliquer certaines controverses de la littérature.

Fragmentation du sommeil. Les troubles du sommeil sont connus pour participer aux
altérations du métabolisme glucidique (326). La sécrétion du cortisol (qui stimule la sécrétion
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hépatique de glucose, entre autres) et de 1I’hormone de croissance (qui a une action
lipolytique, hyperglycémiante et donc diabétogene) suit un rythme circadien, synchronisée sur
le cycle nycthéméral. Ces deux hormones sont impliquées dans la régulation de I’homéostasie
glucidique (figure 5). Il est montré qu’une fragmentation du sommeil diminue la sécrétion
d’hormone de croissance (363) et augmente la sécrétion de cortisol (171). De plus, une
restriction de sommeil accroit 1’activité sympathique (327) et stimule I’inflammation (208).
Ainsi, ’ensemble de ces mécanismes associés aux troubles du sommeil liés au SAOS
participent progressivement a I’intolérance au glucose, a 1’insulino-résistance, et plus

tardivement a I’apparition d’un diabete de type 2 (figure 5).

Réle de ’hypoxie intermittente. Les données concernant les effets déléteres de I’HI sur la
sensibilité¢ a ’insuline sont hétérogenes et dépendent notamment de la durée d’exposition au
stimulus, du modele murin — obése ou non-obese — ou encore de la souche utilisée — sauvage
ou mutée. Chez des souris C57B16 non-obeses et a la fin de 9h d’exposition, I’HI entraine une
insulino-résistance aigue évaluée par un clamp euglycémique hyperinsulinémique (132). Cette
résistance a I’insuline est transitoire car elle peut étre normalisée aprés un arrét du stimulus
hypoxique diurne (390). Une exposition chronique a I’HI durant 4 (78) ou 12 semaines (255)
aggrave I’insulino-résistance et 1’intolérance au glucose chez des souris génétiquement obéses
(souris déficientes pour la leptine) (255) ainsi que chez des souris dont 1’obésité est causée par
un régime gras (78). En 2009, des volontaires sains sont exposés a un stimulus hypoxique
mimant un SAOS modéré. Apres Sh d’exposition, le test dynamique de tolérance au glucose
(Frequently Sampled Intravenous Glucose Tolerance Test, FSIVGTT) montre une diminution
de la sensibilité a I’insuline (évaluée a partir du modele d’analyse minimal (34)) ainsi qu’une
diminution de ’efficacité du glucose (capacité du glucose a faciliter sa propre incorporation)
(183).
De nombreux mécanismes liés a I’HI peuvent étre a 1’origine des altérations du métabolisme
glucidique. Une étude expérimentale menée par Polotsky ef al montre que des souris exposées
a un stimulus hypoxique durant 4 ou 12 semaines présentent un taux augmenté d’acides gras
libres (142), suggérant une hyperactivité lipolytique adipeuse durant I’HI. L’augmentation du
flux d’acides gras libres et I’activation de la biosynthese lipidique sont a 1’origine de dépots
lipidiques ectopiques au niveau du foie et du muscle (figure 6). Cet exces d’acides gras
participent a ’altération de 1’insulino-sensibilité hépatique en diminuant I’activité des Insulin
Receptor Substrate (IRS)-1 et 2 (295). Les catécholamines sécrétées lors de 1’hyperactivité
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sympathique stimulent directement la néoglucogenese (synthése de glucose a partir de
précurseurs non glucidiques) et la glycogénolyse (synthése de glucose a partir du glycogene).
De plus, les corticostéroides relargués suite a 1’activation par I’HI de ’axe hypothalamo-
hypophysaire (390), inhibent la glycogénogenese (stockage du glucose sous forme de
glycogene) et augmentent la néoglucogenése. L’altération de ces différentes voies de
régulation impliquées dans le métabolisme hépatique du glucose, participe a 1’instauration
d’une hyperglycémie pathologique. De la méme fagon que pour le foie, il apparait que les
dépdts lipidiques intra-myocellulaires entrainent une insulino-résistance musculaire (138)
(figure 6) en inhibant la signalisation insulinique (67). D’apres les résultats d’une étude
expérimentale menée chez des souris C57Bl6 exposées a une HI pendant 9 heures, le stimulus
hypoxique entraine une diminution de I’utilisation du glucose et une augmentation de
I’insulino-résistance au niveau des fibres musculaires oxydatives (muscle soléaire), mais pas
au niveau des fibres glycolytiques (muscle gastrocnémien) (132). Les corticostéroides jouent
¢galement un réle dans cette mécanistique, notamment par I’inhibition de la translocation
insulino-dépendante des Glucose Transporteur Type 4 (Glut-4) a la surface des cellules du
muscle (215), diminuant ainsi I’incorporation de glucose.

Le glucagon est une hormone hyperplycémiante, sécrétée par les cellules o pancréantiques, et
qui stimule la mobilisation du glycogéne hépatique, celui-ci étant alors libéré dans le sang
sous forme de glucose. Les effets de I’HI sur la sécrétion de glucagon sont méconnus ; en
revanche, il semble que I’hypoxie continue entraine des modifications de cette sécrétion. En
effet, Chen ef a/ montrent, chez des rats males adultes Sprague Dawley, qu’apres 2 jours
d’exposition a I’hypoxie (environ 11% d’O,, équivalents a 5000 metre d’altitude), la
concentration plasmatique de glucagon est augmentée de facon transitoire, puisque cette
augmentation disparait aprés 5 jours d’exposition (47). D’aprés ces données, le glucagon

pourrait étre impliqué dans les altérations du métabolisme glucidique induites par I’HI.
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Figure 5. Schéma des mécanismes intermédiaires reliant SAOS a I’intolérance au glucose, I’insulino-résistance

et au diabete de type 2. D’aprés Punjabi et al, 2005 (264).

Le lien entre insulino-résistance et altération de la fonction endothéliale est largement reconnu
(151) (218). Dans ce contexte d’altération de la sensibilité a I’insuline, de nombreuses études
montrent que I’exposition des vaisseaux a des niveaux élevés d’acides gras libres induit une
dysfonction endothéliale (331) (10) (356). Des adipokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-o (197) ou encore la leptine (372) peuvent avoir des effets déléteres sur la fonction
endothéliale. La plupart de ces effets sont liés a une diminution de la biodisponibilité¢ du
monoxyde d’azote induite par D’insulino-résistance, a 1’origine d’une altération de la
vasodilation endothéliale. De plus, une hyperinsulinémie compensatrice se met en place, en
réponse a la résistance a I’insuline. L’insuline, dont les effets pleiotropes sont comparables a
ceux de facteurs de croissance, induit une prolifération des cellules musculaires lisses, ou
encore une dégénérescence vasculaire. Progressivement, la dysfonction vasculaire entraine
une augmentation de I’EIM puis, a plus long terme, le développement de 1’athérosclérose.
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= Dysfonctions du métabolisme lipidique

SAOS, dyslipidémies et atteintes hépatiques. A 1’heure actuelle, les données cliniques
concernant 1’impact du SAOS sur les dyslipidémies sont peu convaincantes. En effet, la
plupart des résultats sont obtenus a partir d’études cliniques transversales et non-randomisées,
avec de faibles cohortes de patients. La majorité de ces travaux ne sont pas élaborés de fagcon
a ¢évaluer précisément le profil lipidique des patients apnéiques. De nombreuses études
transversales suggerent que ni le cholestérol total, ni le LDL-cholestérol ne sont augmentés
chez les patients SAOS comparé aux sujets contrdles et ce, indépendamment de certains
facteurs confondants tels que le poids (61) (75) (212) (343). Cependant, il est important de
noter qu’en plus de la quantité, la qualité des lipides peut étre altérée. En effet, les LDL
peuvent subir une oxydation, ce qui leur confere alors un fort pouvoir athérogéne via leur
incorporation par les macrophages. Contrairement aux données précédentes, 1’étude publiée
par McArdle et al en 2007 montre que le cholestérol total et le LDL-cholestérol sont
augmentés chez les patients SAOS comparé aux sujets contréles (204). Par ailleurs, d’apres
Newman et al (227) et Roche et al (277), il semble que le SAOS soit associé a une diminution
du HDL-cholestérol et une augmentation des triglycérides plasmatiques.

Au cours de 1’obésité, un déséquilibre lipidique (li€ aux acides gras libres et aux triglycérides)
associ¢ a une insulino-résistance participe au développement d’une stéatose hépatique (Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD), dont 1’évolution grave est la stéatohépatite non
alcoolique (Non-Alcoholic SteatoHepatitis, NASH) (56). Chez les patients SAOS,
I’association entre ce syndrome et la stéatose hépatique est bien décrite (348) (344) (141) et
fait I’objet d’une revue récente (2). En 2012, I’étude menée par Pépin et a/ chez des patients
apnéiques présentant une obésité morbide, révele que les 1ésions hépatiques de type NAFLD,
la fibrose et le score d’activité¢ NAFLD (NAFLD Activity Score, NAS) sont significativement

plus séveres chez les patients ayant un index de désaturation en oxygene €levé (16).

Effet de la PPC. Les ¢tudes randomisées évaluant 1’effet de la PPC sur le profil lipidique des
patients apnéiques sont rares et peu concluantes. En 2007 et 2009, 3 groupes s’intéressent aux
effets d’un tel traitement sur les taux circulants de cholestérol total, de LDL-cholestérol, de
HDL-cholestérol et de triglycérides (75) (59) (62). D’apres leurs résultats, 6 semaines (62), 1
mois (59) ou 4 mois (75) de traitement par PPC n’ont pas d’effets sur la dyslipidémie associée
au SAOS. Seuls Robinson et al montrent que 1 mois de PPC permet de corriger I’élévation du
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cholestérol total associ¢ au SAOS (275). Les données obtenues a partir d’études non-
randomisées sont, en revanche, plus positives. En effet, il semble qu’apres 1, 2 ou 6 mois de
PPC, les patients apnéiques présentent une diminution significative du cholestérol total (332)
(64), du LDL-cholestérol (50) (64) et une augmentation significative du HDL-cholestérol
(50).

Réle de I’hypoxie intermittente. D’apres les données expérimentales, il apparait clairement
que I’HI peut étre une cause directe d’hyperlipidémie. Des souris C57B16 (176) ou ApoE”
(142) (15) exposées a une HI durant 5 jours (176), 2 (15), 4 et 12 semaines (142) présentent
des taux plasmatiques augmentés de cholestérol total, de LDL-cholestérol et de triglycérides.
De plus, la sévérité des altérations lipidiques est corrélée positivement a la sévérité du
stimulus hypoxique (175). L’augmentation du risque cardiovasculaire associé au SAOS
pourrait donc étre attribuée, au moins en partie, aux dyslipidémies induites par I’HIL.
Le métabolisme lipidique hépatique est régulé par le Sterol Regulatory Element-Binding
Proteins (SREBP)-1 qui active I’expression de nombreux genes impliqués dans la synthese et
I’incorporation des acides gras, des triglycérides, du cholestérol et des phospholipides (figure
6). Chez des souris C57Bl6 non-obeses, une exposition a 5 jours d’HI entraine une
surexpression de SREBP-1 (173) (174), qui se traduit par une accumulation hépatique de
triglycérides, de cholestérol et de phospholipides (173) (174) (176). Chez ces mémes
animaux, et apreés 4 semaines d’HI, une augmentation de la biosynthése hépatique de la
Stearoyl Coenzyme A Desaturase (SCD)-1 — une enzyme impliquée dans la conversion des
acides gras saturés en acides gras monosaturés — est observée (176) (figure 6). Polotsky et a/
décrivent une augmentation du taux d’acides gras libres au niveau plasmatique de souris
ApoE™", suite 4 une exposition 4 I’HI de 4 ou 12 semaines (142), suggérant une hyperactivité
lipolytique adipeuse et de ce fait, une augmentation du flux d’acides gras libres vers le foie.
Chez des souris C57Bl6 non-obeses, 1’HI induit une atteinte hépatique (figure 6), associée a
un stress oxydant et une accumulation excessive de glycogene (299). L’HI seule n’entraine
pas de NASH ; en revanche, lorsqu’elle est associée a un régime riche en graisse, elle
participe a 1’aggravation des 1ésions hépatiques qui se caractérisent alors par I’apparition de
lobules inflammatoires, d’un état fibrotique et une expression accrue de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-o, IL-1B, IL-6 et MIP-2) (296). En présence de co-morbidités, I'HI
pourrait donc jouer un rdle dans la physiopathologie de la NASH observée chez les patients
apnéiques obeses (256).
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Figure 6. Schéma des principaux mécanismes par lesquels I’hypoxie intermittente entraine un déséquilibre du

métabolisme lipidique. D’apres Drager et al, 2011 (77).

D’une fagon générale, les atteintes hépatiques et musculaires induites par I’HI entrainent une
dyslipidémie. Ce déséquilibre lipidique est une étape clé de 1’athérogenese, puisqu’il participe
a la formation de cellules spumeuses (macrophages gonflés de gouttelettes lipidiques) qui
constituent en partie les plaques d’athérosclérose. La stéatose hépatique est également
associ¢e de facon indépendante a une augmentation du risque cardiovasculaire (345) (333).
Des études utilisant des marqueurs subcliniques de risque cardiovasculaire montrent que les
patients présentant une NAFLD, présentent également une augmentation de I’EIM
carotidienne (99) et une augmentation de la prévalence de 1’athérosclérose carotidienne (325).
Ces mécanismes dépendants de I’HI jouent ainsi un role majeur dans 1’apparition des 1ésions

athéromateuses observées aprés une exposition a ce stimulus. L’ensemble de ces données font
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I’objet d’une revue trés récente (12), et mettent évidence le role central du tissu adipeux dans
ces dysfonctions métaboliques. En effet, depuis quelques années déja, le tissu adipeux blanc
est décrit non seulement comme un organe de stockage, mais également comme un organe
sécréteur de médiateurs inflammatoires, ayant une activité endocrine, paracrine et autocrine.
De part cette fonction, le tissu adipeux blanc viscéral joue un réle majeur dans I’instauration

des anomalies métaboliques et inflammatoires, observées au cours de I’obésité par exemple.
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3. Tissu adipeux viscéral et altérations

meétaboliques et vasculaires li¢es au SAOS
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3.1. Le tissu adipeux

A T’heure actuelle, on distingue 2 grands types de tissu adipeux, a savoir le tissu adipeux

blanc et le tissu adipeux brun, caractérisés par une distribution et des fonctions spécifiques.
= Tissu adipeux blanc

En 2003, Shen et al proposent une classification systématique de la localisation anatomique
des tissu adipeux blancs humains, et distingue ainsi deux grands types de tissus adipeux
blancs : le tissu adipeux blanc sous-cutané et le tissu adipeux blanc profond (311). Le tissu
adipeux sous-cutané est défini comme la couche de tissu adipeux se situant entre la peau, et
les aponévroses et les fascias des muscles. Ce dépdt constitue environ 80% de la masse
graisseuse totale d’un individu (370). Contrairement au territoire sous-cutané, la classification
anatomique du tissu adipeux blanc profond est plus complexe. Les différents compartiments

de la partie viscérale de ce tissu adipeux profond sont classifiés selon le schéma suivant :

Tissu adipeux (TA) blanc vigcéral

//\

TA intra-thoracique TA intra-abdominal-pelvien
TA péricardique TA intra-péritonéal TA extra-péritonéal
- TA omental - TA rétro-péritonéal
- TA mésentérique - TA pré-péritoneéal

Figure 7. Classification schématique des différents compartiments du tissu adipeux blanc profond viscéral.

D’aprés Shen e al, 2003 (311).

Chez ’Homme, la désignation « tissu adipeux viscéral » est trés souvent utilisée dans la
littérature, et inclus indistinctement les tissus adipeux intra et extra-péritonéal. Au-dela de
cette approximation, il apparait que la proportion de tissu adipeux viscéral dans la masse
graisseuse totale d’un individu est bien inférieure a celle du tissu adipeux sous-cutané,

puisqu’il représente seulement 10 a 20 % de la masse graisseuse totale chez les hommes, et 5
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a 8 % chez les femmes (370). Chez la souris, le tissu adipeux péri-gonadal (ou épididymal
chez le male) est I’équivalent du tissu adipeux viscéral de ’humain.

L’adipocyte blanc est constitué principalement d’une vacuole riche en triglycérides —
permettant le stockage des nutriments lipidiques — qui refoule a la périphérie le noyau et le
cytoplasme (figure 8). Le tissu adipeux blanc renferme 5 a 15 % d’eau et une faible
proportion de protéines de la trame conjonctive. Le stockage et la mobilisation de 1’énergie
sont la principale fonction de ces deux grands compartiments adipeux puisqu’en condition
physiologique, I’accumulation de tissu adipeux représente un processus normal d’adaptation a
I’exceés d’apport énergétique et/ou a une dépense énergétique limitée. Outre cette fonction de
stockage et de « déstockage », I’activité endocrine et paracrine de ces tissus adipeux est
largement reconnue. En effet, le tissu adipeux blanc est capable de sécréter une diversité de
cytokines pro- et anti-inflammatoires, également appelées « adipokines », ainsi que de
nombreux médiateurs impliqués dans la régulation de certains processus biologiques (1).
Malgré des fonctions communes, la distribution respective des tissus adipeux blancs contribue
a des différences régionales en terme d’activité lipolytique (351), ou encore de sécrétion de
médiateurs inflammatoires (tableau 2) (370). De plus, le tissu adipeux viscéral est le seul
compartiment drainé par la circulation portale. Du fait de cette position anatomique, le sang
veineux a l’origine du tissu adipeux viscéral bénéficie d’un acces direct vers le foie,
contrairement au tissu adipeux sous-cutané, pour lequel le drainage veineux est systémique.
Ainsi, la sécrétion d’acides gras libres et d’adipokines par le tissu adipeux viscéral participent

préférentiellement aux altérations métaboliques observées, par exemple, dans I’obésité.
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Niveau de sécrétion

Facteurs sécrétés Tissu adipeux Tissu adipeux Effets sur
viscéral sous-cutané
Retinol Binding Protein N N - Insulino-résistance
(RBP) -4 - Intolérance au glucose
- Prise alimentaire
Estrogenes + + - Métabolisme glucidique
- Distribution du tissu adipeux
Insulin-like Growth Factor + + - Insulino-résistance
Vistafine (PBEF) ++ + - Insulino-résistance
. - Insulino-résistance
Résistine (F1ZZ3) + + '
- Inflammation
- Comportement alimentaire
Leptine + ++ - Prise alimentaire
- Masse graisseuse
. ) - Insulino-résistance
Adiponectine ++ + '
- Inflammation
Tumor Necrosis Factor N N - Insulino-résistance
(INF) -« - Inflammation
) - Insulino-résistance
Interleukine (IL) -6 ++ + '
- Inflammation
Plasmi Activat .
asminogen Activator N N - Fibrinolyse

Inhibitor (PAI) -1

Tableau 2. Principaux facteurs sécrétés dans les deux compartiments adipeux, viscéral et sous-cutané. D’aprées

Wajchenberg, 2000 (370) et Tilg et al, 2006 (354).

*= Tissu adipeux brun

Contrairement aux autres organes, ce n’est que tres tardivement — au début du vingtiéme
siecle — que le tissu adipeux brun est reconnu comme un tissu distinct et histologiquement
mature (122). Le tissu adipeux brun est présent chez les nourrissons ainsi que chez les enfants,
chez lesquels il représente environ 2 a 5 % du poids corporel total. Ce compartiment adipeux
diminue au cours du temps puisqu’a 1’age adulte, il ne représente plus que 0,05 a 0,1 % du

poids corporel total. Chez ’adulte, les zones de distribution majoritaires du tissu adipeux brun
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sont les zones cervicales/axilliaires, les zones périrénales/surrénales, et les zones situées le
long des larges vaisseaux (aorte) et de la trachée. Le role physiologique du tissu adipeux brun
en tant qu’effecteur thermogénique est décrit pour la premiére fois en 1964 par Cameron et al
(39). Le tissu adipeux brun est caractérisé par des adipocytes riches en gouttelettes lipidiques
multiloculaires et en mitochondries, leur conférant ainsi une forte capacité d’oxydation et de
production de chaleur (figure 8). L’ Uncoupling Protein (UCP)-1 — une protéine découplante
exprimée a la surface de la membrane interne mitochondriale — joue un role majeur dans cette
thermogenese (42). Les genes tels que celui du Peroxisome proliferator-activated receptor
Gamma Coactivator (PGC) 1-a, du cytochrome ¢, du récepteur B3-adrénergique et du PR
Domain containing (PRDM) 16 sont fortement exprimés au niveau de I’adipocyte brun. Cette
spécificité transcriptionnelle reflete les caractéristiques fonctionnelles de ce tissu, a savoir de
grandes capacités oxydatives et une grande sensibilité aux catécholamines (42).

A T’age adulte, le tissu adipeux brun est en faible quantité. Cependant, il semble que ces
dépdts peuvent étre métaboliquement actifs chez certains individus. La premiere preuve
indirecte évoquant une implication du tissu adipeux brun dans la régulation de la balance
énergétique et du poids corporel est obtenue grace a des études réalisées chez des patients
souffrant de phéochromocytome. Lean ef al suggerent que les taux élevés de noradrénaline
circulante observés chez ces patients (ré)activent le tissu adipeux brun, contribuant ainsi a la
perte de poids drastique associée a 1’apparition de cette tumeur (166). Grace a la technique de
tomodensitométrie couplée a une tomographie par émission de positons permettant de
mesurer ’incorporation de glucose dans les biopsies de tissu adipeux, 1’équipe de Virtanen et
al (368), et I’équipe de van Marken Lichtenbelt e al (364), montrent en 2009, la présence de
tissu adipeux brun métaboliquement actif chez des volontaires sains exposés au froid. De plus,
il apparait que ’'IMC et la masse graisseuse totale sont corrélés négativement a 1’activité du
tissu adipeux brun, apreés une analyse par régression non-linéaire (364). Tres récemment, les
données expérimentales de Stanford et al confirment 1’hypothése selon laquelle le tissu
adipeux brun joue un réle primordial dans le maintien d’un statut métabolique physiologique.
D’apres leurs résultats obtenus chez des souris C57BI6, la transplantation de tissu adipeux
brun au niveau de la cavité viscérale permet d’améliorer la résistance a 1’insuline induite par
18 semaines de régime riche en gras (328). De plus, les effets bénéfiques de cette

transplantation sont dépendants de la quantité de tissu adipeux brun ajoutée (328).
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Figure 8. Coupes immunohistochimiques d’un dépdt de tissu adipeux brun (Brown Adipose Tissue, BAT) et
d’un dépdt de tissu adipeux blanc sous-cutané (White Adipose Tissue, WAT) dans une zone ou les deux tissus se
cotoient. Les adipocytes bruns multiloculaires et exprimant UCP-1 (en haut), ainsi que les adipocytes blancs

uniloculaires et n’exprimant pas UCP-1 (en bas), sont visibles. D’aprés Cinti, 2011 (55).
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3.2. Dysfonctions du tissu adipeux viscéral et altérations métaboliques et

vasculaires

= Tissu adipeux et équilibre glucido-lipidique

Malgré une ingestion épisodique de glucides, le taux de glucose plasmatique reste constant
durant toute la journée. En réponse a une élévation de glucose, les cellules B pancréatiques
sécretent de 1’insuline, qui stimule I’incorporation du glucose au niveau du muscle et du tissu
adipeux. Ce mécanisme permet de prévenir la production de glucose hépatique, en ralentissant
la glycogénolyse et la néoglucogenése. Au niveau du tissu adipeux, I’incorporation du glucose
se fait grace aux transporteurs membranaires Glut-4 insulino-sensibles. Le tissu adipeux blanc
a des effets importants sur le contrdle global de la glycémie, bien qu’il ne contribue qu’a une
faible proportion de 1’élimination du glucose (environ 10 a 15 %) (143), comparé au muscle,
responsable de la plus grande partie de cette élimination (> 80 %).

Le territoire adipeux joue également un role majeur dans le stockage des lipides absorbés au
cours de la journée, qui sont accumulés sous forme de triglycérides dans les adipocytes. La
lipolyse adipocytaire correspond a 1’hydrolyse des triglycérides formant les gouttelettes
lipidiques, et est a 1’origine de la sécrétion d’acides gras libres et de glycérol (161). Cette
activité lipolytique est inhibée par l’insuline, en particulier. Les acides gras libres sont
relargués principalement lors d’un jeline, et constituent alors une source de nutriments pour le
reste du corps. En condition physiologique, il existe un équilibre dynamique entre la sécrétion
d’acides gras libres et leur incorporation, ainsi que leur oxydation dans les tissus
périphériques, tels que le foie et les muscles (86), ou encore le pancréas (386). Dans un
contexte pathologique, obésité ou SAOS par exemple, la balance énergétique est altérée, les
adipocytes hypertrophiés augmentent leur activité lipolytique et de ce fait, le relargage
d’acides gras libres. Ces derniers ont de nombreux effets déléteres sur 1’homéostasie
glucidique (lipotoxicité) puisqu’ils entrainent une réduction de I’incorporation du glucose au
niveau adipeux et musculaire (86), qu’ils stimulent la production de glucose hépatique (278)
(279) et qu’ils alteérent la sécrétion d’insuline au niveau des cellules B pancréatiques (386).
Récemment, la notion de « réservoir lipidique » apparait pour décrire une fonction du tissu
adipeux, qui joue alors un véritable role de « tampon » dans 1’équilibre glucidique (281). Ce

concept est li¢ a I’observation de modeles animaux et de patients présentant une
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lipodystrophie. De la méme fagon qu’un exces de tissu adipeux (obésité), un déficit de tissu
adipeux (lipodystrophie) est associ¢ a une insulino-résistance et une hyperglycémie. Par
ailleurs, dans la mesure ou la lipolyse est inhibée par 1’insuline, une insulino-résistance
conduit naturellement & une augmentation d’acides gras libres, qui, en retour, participent a
I’insulino-résistance initiale. A plus long terme, 1’apparition d’un phénotype inflammatoire
adipeux lié a 1’obésité, aggrave I’insulino-résistance du tissu adipeux lui-méme, mais

¢galement celle du foie et du muscle.

* Inflammation du tissu adipeux viscéral

Classiquement, le foie et les organes lymphoides sont considérés comme les sources
principales de production de facteurs inflammatoires. En 1993, I’équipe de Hotamisligil ez a/
décrit pour la premicere fois le role direct de TNF-o, une cytokine pro-inflammatoire d’origine
adipeuse, dans I’insulino-résistance liée a 1’obésité. Le TNF-a participe a cette insulino-
résistance en inhibant ’activité tyrosine kinase du récepteur de 1'insuline au niveau du muscle
et du tissu adipeux, les deux tissus impliqués majoritairement dans 1’incorporation du glucose.
Les résultats de Hotamisligil et a/ décrivent une augmentation significative de I’expression de
TNF-a par les adipocytes d’animaux obeses. Par ailleurs, le blocage du TNF-o par un
anticorps recombinant soluble permet d’améliorer la sensibilité a 1’insuline de ces mémes
animaux obeses. Ce travail original suggere qu’un médiateur sécrété par le tissu adipeux
épididymal (équivalent du tissu adipeux viscéral chez I’humain) peut avoir des effets
localement, mais également au niveau systémique, et jouer ainsi un réle dans la régulation de
la sensibilité a I’insuline. A I’heure actuelle, ce concept est largement reconnu et étendu a
d’autres cytokines inflammatoires d’origine adipeuse telles que I’'IL-6, le Plasminogen
Activator Inhibitor (PAI)-1, la leptine et I’adiponectine, qui peuvent modifier la lipolyse, la
sensibilité a ’insuline, la fibrinolyse ou encore le comportement alimentaire (tableau 2). De la
méme fagon que les acides gras libres, I’IL-6 et le TNF-ot entrainent une altération de la voie
de signalisation insulinique au niveau musculaire et hépatique, confirmant I’importance de
I’activité endocrine du tissu adipeux dans la régulation du métabolisme. Les niveaux
plasmatiques des adipokines pro-inflammatoires augmentent avec le volume adipeux, tandis
que les niveaux circulants d’adipokines anti-inflammatoires diminuent avec 1’obésité. Chez
les personnes obeses, le tissu adipeux se caractérise par une infiltration macrophagique (377)

(385) liée a la sécrétion de MCP-1, une cytokine pro-inflammatoire chimioattractive (395).
60



Les macrophages recrutés s’organisent en structure en forme de couronne autour des
adipocytes en apoptose (220) témoignant d’une activité¢ de phagocytose des débris lipidiques
adipocytaires. L’étude de Kanda er al décrit les conséquences systémiques d’une telle
accumulation. D’apres leurs résultats, les souris obeses surexprimant MCP-1 au niveau du
tissu adipeux épididymal présentent une infiltration macrophagique au niveau de ce tissu
adipeux, des taux augmentés d’acides gras libres plasmatiques, et développent une insulino-
résistance systémique et une intolérance au glucose, en association avec une augmentation de
triglycérides intra-hépatiques (145). De plus, la délétion globale du géne codant pour MCP-1
permet de corriger I’ensemble de ces anomalies lies au développement de 1’obésité (145).
Dans le tissu adipeux, des signaux exogeénes comme les acides gras libres induisent une
réponse inflammatoire en activant le 7Tol/ Like Receptor (TLR)-4 et les voies de signalisation
intracellulaires associées, principalement la voie du NFkB (312) (figure 9). Dans un contexte
particulier comme celui de 1’obésité, caractérisé par une lipolyse basale accrue et un statut
inflammatoire de bas grade, la voie TLR-4/NFkB joue un rdle particulier (228). Localement,
les adipocytes inflammatoires, dont 1’activité lipolytique est élevée, libérent des acides gras
qui stimulent la voie TLR-4/NFkB, contribuant ainsi a la mise en place d’une boucle

paracrine délétere entre les deux types cellulaires (336) (figure 9).
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Figure 9. Schéma de I’interaction macrophages-adipocytes a I’origine des altérations du tissu adipeux au cours
de D’obésité. ICAM : intercellular adhesion molecule -1, 1L-6: interleukine-6, MCP-1: monocytes
chemoattractant protein -1, NFXB : nuclear factor ¥ B, PPARY : peroxisome proliferator-activated receptor 7,

TLR-4 : toll-like receptor -4, TNF-o. : tumor necrosis factor -o. ; D'apres Hajer et al, 2008 (118).

=  Dysfonctions du tissu adipeux viscéral et remodelage vasculaire

Les données cliniques obtenues a partir de 'INTERHEART Study montrent que le rapport
taille-hanches et le tour de taille, deux indices de I’obésité abdominale, sont associés de fagcon
plus étroite au risque d’infarctus du myocarde que I'IMC (394), malgré des différences de
seuil qui pourraient exister entre les populations (177). Les mécanismes par lesquels 1’obésité
peut avoir des effets déléteres sur les vaisseaux, et ainsi augmenter la mortalité
cardiovasculaire sont nombreux (figure 10). De part sa fonction sécrétoire (acides gras libres
et médiateurs inflammatoires), le tissu adipeux viscéral est aujourd’hui considéré comme un
véritable carrefour de la régulation du statut inflammatoire et cardio-métabolique d’un
individu (167). Les cytokines relarguées par le tissu adipeux peuvent avoir un impact direct
sur ’environnement athérogene des vaisseaux, ou par I’intermédiaire du foie en modifiant le
taux de lipoprotéines hépatiques, des facteurs de coagulation (PAI-1, fibrinogéne et facteur

VIII) et des médiateurs inflammatoires (CRP, IL-6 et TNF-o).
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La leptine est sécrétée majoritairement par les adipocytes. En 2004, Reilly ef a/ décrivent une
association entre ’hyperleptinémie et la présence d’athérosclérose coronarienne chez des
patients présentant un diabéte de type 2, indépendamment de I’insulino-résistance (268). Ce
résultat est confirmé par une étude expérimentale qui montre qu’une injection de leptine
recombinante chez des souris ApoE™, accélére le développement de ’athérosclérose (35). En
accord avec ces données, Chiba er al décrivent une diminution des lésions athéromateuses
chez des souris ApoE” déficientes pour le récepteur 4 la leptine (souris ob/ob;ApoE™),
comparé aux souris contrdles ApoE™ (48). Malgré ses nombreux effets délétéres (induction
d’un stress oxydant ; migration, prolifération et hypertrophie des cellules musculaires lisses),
il est important de noté que I’obésité est souvent associée a une résistance a la leptine, qui
peut atténuer les réponses biologiques induit par cette adipokine. A 1’heure actuelle, la
contribution de la leptine en tant que facteur de risque cardiovasculaire fait encore débat, dans
la mesure ou encore peu d’études s’accordent sur ce point. Les concentrations circulantes
d’adiponectine varient de fagon inversement proportionnelle a 1’obésité viscérale (381). Tout
comme la leptine, I’adiponectine peut influencer 1’environnement athérogene des vaisseaux en
revanche, ses effets sont anti-inflammatoires et anti-athérogenes. Malgré ses effets
bénéfiques, I’association indépendante entre 1’adiponectine et la survenue d’événements
cardiovasculaires futurs reste trés incertaine (117) (294). Les résultats d’une étude
prospective, et d’une étude de cas-témoins, suggerent une contribution des facteurs de
coagulation et des protéines du systeme fibrinolytique dans les événements cardiovasculaires
(154). Le PAI-1 fait partie des régulateurs de la fibrinolyse et est largement sécrété par les
adipocytes. Des niveaux élevés de PAI-1 plasmatique (liés a un polymorphisme génétique ou
a une obésité) sont associés a un risque cardiovasculaire accru (383) (321). Cette association
est liée a un déséquilibre entre la fibrinolyse et la thrombose en faveur de la thrombose,
contribuant ainsi a la formation de micro-thrombi.

Au niveau de la paroi vasculaire, ’activation des cellules inflammatoires infiltrées
(macrophages, lymphocytes) par des cytokines pro-inflammatoires joue un role majeur dans
I’aggravation de 1’athérosclérose (119) (figure 10). Ce processus athérogeéne lié aux
dysfonctions du tissu adipeux fait I’objet de travaux expérimentaux réalisés chez des souris
ApoE” par Ohman et al en 2008. D’aprés les résultats de cette étude, une implantation sous-
cutanée de graisse blanche épididymale (viscérale) s'accompagne d'une inflammation

adipeuse, et cette derniére accélere la formation des lésions athéromateuses (236). Cette étude

63



confirme qu’un exces de tissu adipeux viscéral, présentant un phénotype inflammatoire,

contribue au développement de 1’athérosclérose.
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Figure 10. Représentation schématique du lien entre la dysfonction de 1’adipocyte blanc liée a 1’obésité et le
processus athérogeéne. CETP : cholesteryl ester transfer protein, eNOS : endothelial nitric oxide synthase, FFA :
free fatty acids, HDL-c : high density lipoprotein-cholesterol, 1L-6 : interleukine-6, NO : nitric oxide, PAI-1 :
plasminogen activator inhibitor-1, sd LDL-c: small dense Ilow density lipoprotein-cholesterol, TG :
triglycérides, TNF-o. : tumor necrosis factor-o, VSMC : vascular smooth muscle cell. D’aprés Hajer et al, 2008
(118).
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3.3. Dysfonctions du tissu adipeux viscéral et conséquences métaboliques

et vasculaires au cours du SAOS

= Contribution relative de I’obésité et du SAOS dans la pathologie apnéique

L’accumulation des données de la littérature nous prouve qu’il existe une forte association
entre SAOS et obésité. Ces deux pathologies partagent des mécanismes physiopathologiques
communs, a savoir une activation inflammatoire (150), un stress oxydant (150) et une
augmentation de 1’activation sympathique (317). Au cours de 1’obésité, les complications
métaboliques, ainsi que les atteintes cardiovasculaires associées, sont deux conséquences
majeures liées aux dysfonctions du tissu adipeux (351). La plupart des patients apnéiques
adultes présentent une obésité centrale et une augmentation de masse adipeuse viscérale
(113), associée a une augmentation de tissu adipeux au niveau des VAS (379) et a des
anomalies métaboliques (147). Par ailleurs, une augmentation d’acides gras libres circulants a
été¢ rapportée récemment chez des patients apnéiques ne présentant pas de syndrome
métabolique, comparativement aux sujets contrdles apres ajustement pour I’'IMC, ’age et le
sexe (27), suggérant une augmentation de la lipolyse adipocytaire associée au SAOS. D’une
maniere générale, les sujets obeses présentent des taux élevés de leptine circulante (une
adipokine pro-inflammatoire) qui sont corrélées positivement avec I’IMC, et qui semblent étre
associés a l’insulino-résistance (60) (186) (193). Chez des patients SAOS présentant un
surpoids, les concentrations plasmatiques de leptine sont augmentées par rapport aux sujets
contrdles (135). Chez des patients apnéiques non-obeses, Tatsumi ef al reportent que
I’hyperleptinémie est corrélée avec I'IMC, mais également avec I’AH, ce dernier indiquant la
sévérité du SAOS (347). L’adiponectine est une adipokine qui posséde des propriétés anti-
inflammatoires et qui augmente la sensibilité a I’insuline. Au regard de leur forte prévalence
de résistance a I’insuline, les patients SAOS pourraient présenter des concentrations faibles en
adiponectine. Cependant les résultats sont contradictoires; les taux restent néanmoins

inversements corrélés a I’insulinémie et a I’insulino-résistance (121).
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* Hypoxie du tissu adipeux chez les patients apnéiques obéses : role de

I’hypoxie intermittente

L’expansion du tissu adipeux au cours de I’obésité entraine une privation en oxygene des
adipocytes hypertrophiés dans la mesure ou leur distance par rapport aux vaisseaux sanguins
augmente (355). L hypoxie du tissu adipeux au cours de I’obésité participe a 1’altération de la
sécrétion des médiateurs inflammatoires. Dans des préadipocytes humains en culture,
I’exposition a une hypoxie continue stimule I’expression et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’'IL-6, la leptine, I’Angptl-4 et le Vascular Endothelial Factor
(VEGF) (373). En revanche, I’hypoxie continue inhibe la sécrétion d’adiponectine (373). La
plupart de ces effets sont médiés par 1’Hypoxia Inductible Factor (HIF) -1, un facteur de
transcription activé lors d’une exposition a I’hypoxie, et varient en fonction de la sévérité de
I’hypoxie (355). Dans un contexte de SAOS, les patients sont souvent obeses et présentent des
cycles nocturnes d’HI. La contribution de ces deux composantes — hypoxie du tissu adipeux
liée a I’obésité et HI lice au SAOS — dans les altérations du tissu adipeux est méconnue. Des
travaux récents réalisés chez la souris C57B16 non-obeses et menés par Reinke et al (270)
décrivent pour la premiere fois le profil tissulaire des fluctuations d’oxygeéne lors d’une
exposition aigiie a I’HI. Grace a ’utilisation d’une micro-¢lectrode sensible a 1’oxygene, la
pression partielle tissulaire en oxygeéne (PtiO;) est mesurée dans le tissu adipeux épididymal
durant I’exposition des animaux au stimulus hypoxique. D’apres les résultats de cette étude, il
apparait que I’amplitude des variations de PtiO, mesurées au niveau de ce tissu est largement
atténuée, comparé a I’amplitude des fluctuations de la saturation en oxygene (SpO,) mesurée
dans la cage. Ainsi, contrairement aux tissus hépatiques et musculaires pour lesquels
I’intermittence de 1’hypoxie est conservée, il semble que le tissu adipeux épididymal percoive
une hypoxie tissulaire continue, semblable a celle observée lors d’une obésité, malgré le
caractére intermittent du stimulus. L’hypoxie adipeuse observée au cours des épisodes
d’apnées pourrait étre liée a une redistribution de IO, disponible vers des organes vitaux tels
que le cerveau (7). Ainsi, le SAOS pourrait avoir un impact particulier sur le tissu adipeux, en

aggravant, chez les patients obeses, un état hypoxique préexistant.
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= Effet de ’hypoxie intermittente sur le tissu adipeux viscéral

Au niveau du tissu adipeux (épididymal ou sous-cutané) les données concernant les effets de
I’HI sont principalement liées a la régulation de la clairance des lipoprotéines riches en
triglycérides. Les lipoprotéines riches en triglycérides regroupent les chylomicrons, les VLDL
et les remanents de chylomicrons et de VLDL. Elles sont ¢éliminées de la circulation par un
processus comportant de nombreuses étapes, dont la premicre correspond a I’activation de la
lipoprotéine lipase (LPL). Cette lipase est une enzyme clé de la régulation du métabolisme
lipoprotéique, et est principalement exprimée au niveau du tissu adipeux, du muscle et du
ceeur (375). Des données expérimentales montrent qu’une hypoxie soutenue a 1% d’O;
augmente 1’expression de 1’Angiopoietin-like (Angptl) 4, un puisant inhibiteur de la LPL, au
niveau de cellules endothéliales humaines d’artére pulmonaire (191) et d’adipocytes (203). En
2012, Drager et al montrent qu’une exposition de 4 semaines a une HI entraine une
surexpression de I’Angptl4, associée a une diminution de 1’activité de la LPL, au niveau du
tissu adipeux épididymal de souris C57B16 non-obeses (79). En 2013, ces résultats sont de
nouveau décrits chez des souris ApoE” non-obéses exposées a 4 semaines d’HI (387). L effet
de I’HI sur I’expression de I’Angptl4 semble étre dépendant du territoire adipeux puisqu’elle
n’est pas modifiée dans le tissu adipeux sous-cutané, ni dans le tissu adipeux brun (387).
L’expression de 1’Angptl4 est régulée, au moins en partie, par HIF-1o dans la mesure ou une
délétion globale de ce facteur de transcription chez des souris de souche C57Bl16x129 (souris
Hifla"") permet de corriger la surexpression de I’Angptl4 induite par 1’HI (80). L’altération
de cette voie s’accompagne d’une dyslipidémie (79) (caractérisée par une augmentation du
cholestérol total, des triglycérides et des LDL-cholestérol) et d’une diminution de
I’incorporation des triglycérides dans les 4 principaux compartiments adipeux : épididymal,
omental, sous-cutané et brun (387).

En 2012, I’équipe de Gozal et al réalise une analyse transcriptionnelle de grande ampleur au
niveau du tissu adipeux épididymal de souris C57BIl6 apres 6 heures d’HI, ainsi qu’apres 1, 3,
6 et 13 jours d’HI (105). Les résultats obtenus montrent que I’HI induit une altération de
I’expression de nombreux geénes impliqués dans les étapes clés du métabolisme des lipides,
des hydrates de carbones (glucides), et des nucléotides. Elle entraine également, selon la
durée d’exposition au stimulus, une activation transitoire de programmes transcriptionnels
coordonnés impliqués dans la fonction mitochondriale et le stress oxydant. Ces changements
transcriptionnels induits par ce stimulus s’accompagnent d’un stress oxydant au niveau du
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tissu adipeux épididiymal, évalué grace a ’augmentation de la quantité¢ de malondialdéhyde
(MDA) présent dans le tissu de souris hypoxiques (105).

D’apres ces résultats expérimentaux, les dysfonctions du tissu adipeux €pididymal observées
au cours d’une exposition a I’HI, jouent un role dans les désordres métaboliques associés a ce

stimulus, par ’intermédiaire notamment d’une diminution de la clairance des triglycérides.
9

= Implication du tissu adipeux viscéral dans ’athérosclérose associée a

I’hypoxie intermittente

Les modifications transcriptionnelles de la voie de clairance des lipoprotéines induites par
I’HI et décrites par Drager et al, sont associées a une hypertriglycéridémie et une
hypercholestérolémie (387) (80), ainsi qu’a une accélération de 1’athérogenése (80). Les
modifications de I’expression de I’Angptl4 et de I’activité de la LPL dépendent des tissus et
concernent principalement le tissu adipeux épididymal. De plus, elles semblent étre
impliquées dans le processus athérogene 1ié a I’HI. Cette hypothese est vérifiée en traitant des
souris ApoE”" avec un anticorps anti-Angptl4 durant les 4 semaines d’exposition a I’'HI (80).
D’apres les résultats de cette étude, le traitement permet de ralentir le développement de
I’athérosclérose induite par I’HI, au niveau de ’aorte thoraco-abdominale et des valves
aortiques. Ces données récentes pourraient suggérer que les altérations du tissu adipeux
épididymal induites par I’HI en dehors d’un contexte d’obésité, seraient impliquées dans

I’athérosclérose associée a I’HI.

Les données expérimentales relatives aux effets déléteres de I’HI sur le tissu adipeux viscéral
sont trés peu nombreuses, et se limitent a 1’aspect métabolique de ces conséquences. Du point
de vue inflammatoire, les conséquences de I’HI sur ce tissu ne sont pas décrites dans la
littérature. Par ailleurs, 'implication du tissu adipeux viscéral, et de I’inflammation associée,

dans le remodelage vasculaire lié a I’HI reste encore a établir.
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Deuxieme partie : travaux de theése
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1. Objectifs des travaux de these
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L’augmentation de la morbi-mortalité¢ cardiovasculaire des patients apnéiques est liée aux
nombreuses conséquences vasculaires et métaboliques du SAOS. La présence fréquente de
co-morbidités chez les patients apnéiques limite la compréhension physiopathologique du
SAOS. Ce syndrome est trés généralement associé a une obésité, qui semble aggraver les
conséquences déléteres du SAOS, par I'intermédiaire entre autre des altérations du tissu
adipeux blanc viscéral. Cependant les effets de I’HI elle-méme sur le tissu adipeux sont trés

pcu connus.

Les objectifs de ce projet de recherche sont donc d'étudier, chez des souris non-obéses, les
mécanismes impliqués dans le remodelage vasculaire, et notamment le role des altérations du

tissu adipeux viscéral (figure 11).

Les travaux mentionnés dans ce manuscrit seront présentés de fagcon chronologique. De plus,
les méthodes utilisées dans les différentes études seront détaillées dans la partie intitulée

« Matériel et méthodes ».

Le remodelage vasculaire délétere associé a I’HI est multifactoriel, et peut impliquer des
altérations hémodynamiques, métaboliques, ou encore inflammatoires. Au cours de cette
thése, nous nous sommes principalement intéressés a I’implication de la composante
inflammatoire dans le processus athérogene li¢ a I’'HIL.

L’inflammation associée a I’HI semble jouer un rdle important dans I’athérosclérose induite
par ce stimulus (publication n°l). Comme observé au niveau vasculaire, I’HI pourrait
également entrainer une inflammation du tissu adipeux, qui participerait aux dysfonctions
métaboliques et vasculaires lies a cette HI, indépendamment de toute obésité (publication
n°2). Outre ses effets inflammatoires sur le tissu adipeux, I’HI serait également a I’origine de
modifications topographiques des territoires adipeux, qui ont été évaluées grace a une
approche par IRM (publication n°3). D’apres les données de la littérature et au vu de nos
résultats au niveau adipeux et vasculaire, 1’activation de la voie pro-inflammatoire TLR-
4/NFxB pourrait constituer un des mécanismes impliqué dans les effets déléteres induits par

I’HI (travail n°4).
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{

Hyperactivité sympathique

Altérations hémodynamiques Inflammation de bas grade Altérations métaboliques

J

Inflammation vasculaire — » Inflammation systémi

-

tissu adipeux

Recrutement leucocytaire Splénocytes .
viscéral

Remodelage vasculaire

Précoce (pré-athérosclérose)

Tardif (athérosclérose)

REMODELAGE ATHEROSCLEROTIQUE

Figure 11. Représentation schématique du role des altérations du tissu adipeux viscéral induites par 1’hypoxie
intermittente dans 1’athérogenese associée a I’hypoxie intermittente. Selon notre hypothese, 1’hypoxie
intermittente entrainerait, en dehors de toute obésité, des modifications du tissu adipeux viscéral, qui seraient

impliquées dans les troubles métaboliques et 1’athérosclérose induits par ce stimulus hypoxique.
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2. Matériel et méthodes
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2.1. Souches de souris utilisées

Les souches de souris utilisées sont adaptées a I’objectif des différentes études. Les souris
C57BL6 et les souris déficientes pour ’apolipoprotéine E (ApoE™) permettent d'évaluer
différentes sévérités de l'atteinte vasculaire et métabolique associée a I'HI. Les
expérimentations sont réalisées sur des souris males non-obéses et nourries avec un régime
standard puisque la pathologie apnéique touche en majorité¢ les hommes d’age moyen (392).
En effet, les femmes ont une double protection hormonale car la progestérone augmente le
tonus des VAS et est protectrice vis-a-vis des complications cardiovasculaires. De plus, elles
présentent une répartition graisseuse avantageuse, puisque la masse adipeuse se situe
préférentiellement au niveau sous-cutané, contrairement aux hommes, chez qui
I’accumulation se fait au niveau viscéral. Chez les souris, la durée de vie moyenne se situe
entre 18 et 24 mois. Les souris utilisées afin d’étudier les effets déléteres de I’HI sur le
remodelage vasculaire sont des males agés de 17 (souris C57BI6 et TLR-4") a 20 (souris
ApoE™) semaines (publication n°2 et travail n°4), pour lesquels atteinte vasculaire est plus
développée qu'a 8 semaines. Ceci nous permet donc de mieux visualiser I'effet aggravateur de
I'hypoxie, ou protecteur de la lipectomie. Les souris ApoE™ étaient élevées dans la plate-
forme de Haute Technologie Animale (PHTA) de I'Institut Jean Roget, jusqu’a 1’age de 20
semaines. Malgré une certaine autonomie apportée par ce mode de fonctionnement, les
contraintes de temps et de colit représentaient 2 inconvénients majeurs de cet élevage. De ce
fait, les expérimentations de la publication n°2, dont 1’objectif principal était d’étudier les
effets de I’hypoxie intermittente sur la distribution topographique du tissu adipeux blanc, ont

¢été réalisées chez des souris C57B16 agées de 8 semaines.
= Souris C57BI16

Les souris C57BL6 permettent d'étudier les I€sions vasculaires précoces induites par une
exposition a I’HI, évalué grace a la mesure de 1’épaisseur de 1’intima-média apres exposition.
Cette souche de souris ne présentent pas de dyslipidémie, ni de troubles glucidiques (139).
Lors d’une alimentation normale, les taux de cholestérol dans le plasma sont faibles. Par
ailleurs, plus de 85% du cholestérol plasmatique est sous forme de HDL, alors que chez
I’Homme la forme LDL est prédominante (65%-85%). Ces souris permettent donc d’étudier

les effets vasculaires d’une exposition a I’HI en s’affranchissant de possible effets
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confondants liés a des co-morbidités (dyslipidémie, hypertension) trés souvent retrouvées
chez les patients apnéiques. En revanche, elles ne permettent pas d’étudier 1’athérosclérose a
proprement parlé, qui doit alors étre induite grace a un régime riche en cholestérol (298). Ce
modele est dit «négatif » (car athérorésistant) mais constitue un outil expérimental tres
intéressant pour I’étude d’éventuels traitement futurs des complications vasculaires associées

au SAOS. Ces souris proviennent de 1’élevage du laboratoire Janvier.

=  Souris ApoE'/ i

Les souris knock-out pour I’apolipoprotéine E (souris ApoE™"), dont le fond génétique est
celui de la C57BI6, développent spontanément des plaques athéromateuses contrairement a la
souris C57Bl16. L’ ApoE intervient dans le transport des lipides sanguins vers les tissus de
stockage périphériques et hépatiques. Les souris ApoE” présentent une hyperlipémie a
VLDL, et leur taux plasmatique de cholestérol peut atteindre 11mM, contre 1,6 a 2,8 mM
pour des souris C57BI6 (396).. Les 1ésions développées par ces souris sont complexes et sont
comparable a celles observées chez ’Homme (139). Ces souris développent également des
troubles glucidiques (altération de la sensibilité¢ a I’insuline) et une inflammation locale et
systémique. L’importante dyslipidémie et le phénotype inflammatoire sont a 1’origine de
I’athérogenése spontanée caractéristique de ces animaux. L'utilisation de ce modéle animal
permet ainsi d'évaluer le caractére aggravant de l'hypoxie sur l'athérogenese et les troubles
glucidiques. Initialement, ces animaux proviennent du laboratoire Charles River, puis ont été

¢levés a la PHTA de I’Institut Jean Roget.

*  Souris TLR-4"

Dans ce mod¢le de souris, dont le fond génétique est également celui de la souris C57BI6, la
déficience pour le TLR-4 est ubiquitaire. Ce modele permet d’étudier la composante
inflammatoire liée au SAOS et son implication dans les conséquences déléteres de I’HI, a la
fois sur le plan métabolique et sur le plan vasculaire. Ces souris nous ont été données par le

laboratoire du Dr V. Richard (Inserm U644, Rouen), dans le cadre d’une collaboration.
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2.2. Modéle murin de SAOS

Les troubles respiratoires du sommeil, et en particulier le SAOS, sont des pathologies
multifactorielles qui regroupent notamment des cycles d’hypoxie intermittente, une
fragmentation du sommeil et des efforts respiratoires. La complexité du SAOS, trés souvent
associées a des co-morbidités, et les limites des investigations cliniques compliquent
considérablement la compréhension des mécanismes physiopathologiques a l’origine des
conséquences associées a ce syndrome. Les modeles animaux nous permettent de préciser
cette mécanistique en ¢étudiant les causes et les conséquences des évenements respiratoires, en

s’affranchissant, si besoin, des effets confondants observés chez les patients.

Le modele murin de SAOS utilisé pendant nos travaux de thése permet de mimer, chez la
souris, les épisodes d’hypoxie-réoxygénation observés au cours de ce syndrome. La
composante hypoxique est induite artificiellement grace a un dispositif original développé au
laboratoire, nous permettant de moduler aisément la durée d’exposition, de quelques heures a
quelques mois selon la problématique abordée. Les mélanges gazeux (air enrichi en azote) se
font automatiquement, et la concentration en oxygeéne dans les cages de stabulation varie de
21% a 5%, 8 heures par jour pendant la partie diurne du nycthémere ou prédomine le sommeil
polyphasique des rongeurs. De plus, grace a ce dispositif, les animaux sont exposés dans leur
propre cage, en groupe, limitant ainsi le stress induit par 1’isolation d’un animal grégaire. Au-
dela de la durée d’exposition, il est possible d’intervenir sur d’autres conditions relatives aux
modeles animaux eux-mémes (4ge et sexe des animaux, avec ou sans co-morbidités associées)
et au stimulus hypoxique (profil des cycles, exposition durant la phase d’éveil ou de sommeil
des animaux, eux-mémes vigils ou anesthésiés). La durée des phases hypoxiques et
normoxiques des cycles, ainsi que la pente ascendante et descendante de la FiO2, sont
conditionnées par les cages et les mélanges de gaz utilisés dans les différents modeles d’HI.
En parallele du groupe hypoxique, des animaux contrdles sont systématiquement exposés
dans le méme type de cage, a des cycles de normoxie dont la durée est similaire a celle des
cycles d’HI, afin d’assurer un méme niveau de bruit et de perturbation lié¢s au flux d’air.
L’avantage d’un stimulus hypoxique modulable selon les équipes et la problématique
abordée, a également ses inconvénients. En effet, l'utilisation de différents stimuli peuvent

contribuer aux discordances de résultats qui existent dans la littérature.
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Un des principaux inconvénients liés aux modeles murins réside dans le profil du sommeil de
ces animaux, qui est tres différent de celui des humains. Contrairement & I’Homme, dont la
phase de sommeil varie entre 6 et 8 heures consécutives, le rongeur a des phases d’éveil et de
sommeil durant les 24 heures du cycle nycthéméral, et les phases de sommeil ont lieu
principalement pendant le jour. C’est pourquoi, nos souris sont exposées entre 6h et 14h. De
plus, d’aprés les résultats de Rubin er al (283), il semble qu’une exposition au stimulus
hypoxique toutes les 30 a 60 secondes (60 a 120 désaturations par heure, 8 heures par jour)
correspondrait le mieux a la « physiogologie » de la souris. Dans notre modele le stimulus
d’HI utilisé est donc le suivant : cycle de 1 minute composé de 30 secondes de normoxie
(FiO2 = 21%) et de 30 secondes d’hypoxie (FiO, = 5%). Cette désaturation intermittente
correspond a des apnées séveres chez I'Homme (environ 10% des patients), avec une
saturation sanguine artérielle de 50-60%.

Au cours de ces travaux, les souris ont €té exposées a ce stimulus durant 4 ou 6 semaines. Six
semaines d’exposition correspondent a une durée suffisamment longue pour évaluer de fagcon
significative les effets aggravant de I’HI sur le remodelage vasculaire. Par ailleurs, c’est une
durée d’exposition raisonnable vis-a-vis des contraintes de temps liées aux 3 années de thése
qui permettent si besoin, de reproduire plusieurs fois I’expérimentation. Dans le travail n°4,
les souris TLR-4"" et leurs groupes contrles C57BI6 n’ont été exposées qu’a 4 semaines d’HI
du fait de nombreux problémes rencontrés lors de la mise en place du protocole liés au
transport des animaux et, par la suite, a la disponibilité du dispositif a hypoxie.

Les avantages de ces modeles animaux sont nombreux et largement reconnus pourtant, aucun
des modeles actuels n’est idéal. La pertinence de notre modele au regard de la pathologie

humaine sera discutée dans la partie « Discussion et Conclusion » du manuscrit.
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Figure 12. Dispositif d’hypoxie intermittente mimant le SAOS chez la souris. Les cages sont placées sur un
portoir (A) permettant une distribution homogéne de 1’air dans toutes les cages (B). (C) La fraction en oxygene
de D’air est modulée par un enrichissement en azote permettant d’obtenir le cycle d’hypoxie intermittente

suivant : Fi02=21% durant 30sec puis Fi02=5% durant 30sec.
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2.3. Effet de ’hypoxie intermittente sur le tissu adipeux blanc : approche

IRM

Au cours d'une exposition a 1'HI, il existe dans un premier temps une perte pondérale des
souris, qui affecte notamment la graisse épididymale. Chez des souris lipectomisées au niveau
de I'épididyme, nous avons constaté que la reprise pondérale se faisait au détriment de cette
graisse épididymale. De plus, les effets bénéfiques lipectomie épididymale sont partiels
puisqu’elle ne permet pas de corriger 1’augmentation d’acides gras libres et de glycérol
induite par ’HI. Ensemble, ces données suggerent une persistance des autres territoires
adipeux ainsi qu’une redistribution de la graisse aprés exposition a I’HI, qui pourraient
expliquer I’effet partiel de la lipectomie. Cette hypothése a été vérifiée par une approche en
Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM), qui nous a permis de quantifier de fagon
exhaustive les principaux territoires adipeux blancs : épididymal, sous-cutané, mésentérique

et rétropéritonéal.

En imagerie, la quantification du tissu adipeux peut se faire grace a la méthode de Dixon, qui
s’appuie sur la différence de déplacement chimique eau-graisse. Elle permet ainsi de
différencier le signal émis par I’eau, de celui émis par la graisse (185). Cependant, pour cette
¢tude, nous avons décidé d’utiliser une séquence classique en écho de spin pondérée en T1,
utilisée en recherche clinique (126) (130), mais surtout en recherche expérimentale (271)
(229). Pour cette séquence, il n’y a pas distinction entre le signal de 1’eau et celui de la
graisse. L’analyse quantitative des 4 territoires adipeux est ensuite réalisée simplement par
contourage manuel sur toutes les coupes transversales, a 1’aide du logiciel de traitement
d’images ImagelJ (version 1.45s, NIH).

De nombreuses expériences pilotes ont été réalisées avec I’aide de Hervé Mathieu (Inserm
US017/CNRS UMS 3552, Grenoble) afin de mettre au point le protocole d’acquisition. Nous
nous sommes appuyés principalement sur 4 études animales (229) (38) (81) (73), dont les

parametres sont résumés dans le tableau suivant :
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Modéle animal

Aimant

Type de séquence

Temps de Répétition (TR) /

Temps d'Echo (TE)
Epaisseur des coupes
Espace entre 2 coupes
Field Of View (FOV)

rats diabétiques ZDF
1,5 Tesla
écho de spin
pondérée T1

540/9 ms
3 mm

pas d'espace

8 x8cm

souris obéses ob/ob
4,7 Tesla
écho de spin
pondérée T1

1009/18 ms
2 mm

non précisé
4,5x4,5cm

souris LAL”
3 Tesla

écho de spin

pondérée T1

500/8 ms
2 mm

non précisé

non précisé

fantdme

1,5 Tesla
écho de spin
pondérée T1

500/14 ms
5 mm

pas d'espace

24 cm?

Tableau 3. Résumé des parameétres d’acquisition des 4 études expérimentales de référence pour 1’étude IRM.

Dans notre étude, les acquisitions sont obtenues aprés exposition a I’HI sur animaux

euthanasiés afin de s’affranchir des perturbations du signal liées aux mouvements

respiratoires. L’IRM sur corps entier est réalisée grace a un systeme horizontal 7 T (Avance

IIT console; Bruker) et grace a I’obtention de séquences millimétriques en écho de spin

pondérées T1. Les coupes coronales et les coupes transversales sont obtenues sur la souris

entiere, du ventre vers le dos et de la queue vers la téte, respectivement. Les parametres des

séquences sont les suivants : TR/TE, 500/8 ms; FOV, 3,84 x 3,84 cm; épaisseur des coupes, 1

mm; espace entre 2 coupes, 1| mm. Le temps total d’acquisition est d’environ 20 minutes par

souris, 15 coupes coronales et 64 coupes transversales sont obtenues pour chaque animal.
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2.4. Dysfonctions métaboliques associées a I’hypoxie intermittente

=  Métabolisme lipidique

Les taux plasmatiques de cholestérol total, LDL-cholestérol, HDL-cholestérol et triglycérides
sont mesurés sur Modular P® (Roche Diagnostics). Le taux de LDL-cholestérol est déterminé
par la formule de Friedewald a partir des valeurs de cholestérol total, de HDL-cholestérol et
de triglycérides :
LDL-Cholestérol = Cholestérol total — (Triglycéride / 5) — HDL-Cholestérol

La formule de Friedewald n’est pas validée chez le rongeur, en particulier chez la souris
ApoE™", chez qui la répartition des 4 principales fractions de lipoprotéines (VLDL, IDL, LDL,
HDL) est différente de celle de ’Homme. Cependant, cette technique de mesure est largement
utilisée dans les études expérimentales pour déterminer les valeurs de LDL-cholestérol a
partir des niveaux de cholestérol total, de triglycérides et de HDL-cholestérol (239) (341)
(376). Par ailleurs, elle fournit une estimation adéquate pour comparer plusieurs groupes
expérimentaux, en particulier chez les souris, pour lesquelles les volumes de plasma sont
souvent tres restreints.

Les concentrations plasmatiques de ces 4 parametres sont exprimées en g/1.

Les acides gras libres (Non-Esterified Fatty Acid, NEFA) et le glycérol, les deux produits de
la lipolyse, sont dosés manuellement grace aux kits NEFA-HR(2) (Wako) et Free Glycerol
Reagent (Sigma) respectivement.
Le dosage des acides gras libres est basé sur la réaction colorimétrique suivante :

RCOOH (NEFA) + ATP + CoA-SH = Acyl-CoA + AMP + PPi

Acyl-CoA + O, = 2,3-trans-Enoyl-CoA + H,0,

2 H20, + 4-Aminophenazone + MEHA -> Quinoneimine + 4 H20
L’intensité du pigment rouge obtenu en fin de réaction est proportionnelle a la concentration
d’AGL de I’échantillon, et est quantifiable par lecture spectrophotométrique a une longueur

d’onde de 560 nm.
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De la méme fagon que pour les acides gras libres, le dosage du glycérol est basé sur une
réaction colorimétrique :

Glycérol + ATP - G-1-P + ADP

G-1-P + O, = DAP + H,0,

H,0, + 4-AAP + ESPA - Quinoneimine + H,O
L’intensité du pigment rouge obtenu en fin de réaction est proportionnelle a la concentration
de glycérol de 1’échantillon, et est quantifiable par lecture spectrophotométrique a une

longueur d’onde de 560 nm.

=  Métabolisme glucidique

Sensibilité a D’insuline. Les techniques d’évaluation de la sensibilit¢ a 1’insuline sont
nombreuses, et comportent toutes des avantages et des limites a leur utilisation. Le clamp
euglycémique hyperinsulinémique, développé en 1979 par DeFronzo et al (66), est une
méthode largement reconnue comme mesure de référence permettant de déterminer de facon
directe les altérations de la sensibilité a I’insuline, a la fois chez ’Homme mais également
chez I’animal. Le principal avantage de cette technique est de pouvoir évaluer directement
l'effet de l'insuline sur l'utilisation de glucose par l'organisme, ainsi que son effet sur la
production hépatique de glucose. En revanche, c’est une approche expérimentale invasive,
onéreuse et trés lourde & mettre a en place (217). Pour ces raisons, nous avons décidé
d’utiliser un test dynamique de sensibilité a 1’insuline (Intraperitoneal Insulin Tolerance Test,
IpITT). L’IpITT est une technique indirecte, mais non-invasive et plus facile a mettre en
ceuvre, permettant d’évaluer les modifications de sensibilité¢ a I’insuline (217). L’air sous la
courbe, ainsi que la vitesse et I’amplitude de la diminution de la concentration en glucose
suite & une injection d’insuline, nous apportent ainsi une estimation de la sensibilité¢ ou de la
résistance a I’insuline suite a une exposition a I’HI.

Apres les 8 heures d’exposition journalieres, les souris sont pesées et I’insuline est injectée
intrapéritonéalement, sous légere anesthésie gazeuse (Isoflurane 1,5%) afin de minimiser les
réactions de stress des animaux liées a leur manipulation et a I’injection. Le glucose est
mesuré grace au glucometre OneTouch Ultra® (Lifescan). La durée du jelne et les doses
d’insuline (insuline recombinante humaine, Novo Nordisk A/S) sont ajustées en fonction des

souches de souris utilisées :
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- souris ApoE” : 10 heures de jetine, insuline & 0,75 Ul/kg de poids corporel. La durée du
jetine est fixée en fonction des contraintes d’horaires d’exposition a I’HI (de 6h a 14h), de
facon a ce que le test débute le plus tot possible apres la fin de 1’exposition et ce, aprés un
jetine suffisamment long. La dose d’insuline est choisie en fonction de données déja publiées

dans la littérature (188) (273) et apres avoir réalisé plusieurs tests de dose-réponse.

- souris C57BI6 : les souris C57Bl6 ne développent pas d’insulino-résistance avec 1’age,
contrairement aux souris ApoE”". Ces animaux sont donc plus sensibles & une injection
d’insuline, d’autant plus lorsque le jetine est long (10 heures, par exemple). Apres plusieurs
mises au point réalisées au laboratoire, nous avons décidé de réduire la durée du jeline (6
heures), ainsi que la dose d’insuline (0,50 Ul/kg de poids corporel), comparé aux souris

ApoE'/'.

- souris TLR-4"": les conditions de jetine (6 heures) et la dose d’insuline injectée (0,50 Ul/kg
de poids corporel) sont les mémes que celles des souris C57B16, puisque ces 2 souches de

souris ont ¢té utilisées dans la méme étude (travail n°4).

Insulinémie basale et aprés une charge de glucose. Le test est réalisé durant la méme
semaine que 'IpITT et la durée du jeline est la méme que celle de I'IpITT (6 ou 10 heures
selon la souche de souris). Le niveau d’insuline plasmatique est mesuré avant une injection de
glucose, ce qui correspond a l'insulinémie basale (t0). La dose de glucose injectée (2g/kg
poids corporel) est choisie en fonction des données déja publiées dans la littérature (230)
(273) et apres avoir réalisé plusieurs tests de dose-réponse. L’insulinémie est également
mesurée 15 minutes apres 1’injection de glucose (t15). Comme pour la mesure de la glycémie,
les deux prises de sang sont faites a I’extrémité de la queue. 75 pl de sang sont prélevés afin
d’obtenir suffisamment de plasma pour le dosage par technique ELISA.
Les glycémies et les insulinémies a t0 et a t15 permettent de calculer I’indice de sécrétion
d’insuline, selon la formule suivante, et exprimé en unité arbitraire (217) :

(insuline t15 — insuline t0) / (glucose t15 — glucose t0)
Les réserves pancréatiques d’insuline sont composées de 2 pools d'insuline. Le premier pool
de réserve est rapidement mobilisable (environ 15 minutes apres I’hyperglycémie), et permet
de tamponner rapidement une élévation de la glycémie. Le second pool, constitu¢ d’insuline
néoformée, intervient a plus long terme, mais de fagon plus prolongée. Le dosage de I’insuline
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plasmatique 15 minutes apres la charge de glucose nous permet donc d’évaluer la réponse
immédiate du pancréas a une hyperglycémie (premier pool d’insuline).

Les troubles du métabolisme glucidique peuvent se caractériser soit par un défaut d’action
d’insuline, soit par un défaut de la dynamique de sécrétion d’insuline, comme elle est décrite
dans le diabéte de type 2. Chez les patients diabétiques, le relargage du premier pool
d’insuline est altéré, entralnant alors un mauvais tamponnement de 1’hyperglycémie. Le
relargage du second pool est exagéré, ce qui induit une hyperinsulinémie inappropriée. Les
effets mitogénes de I’insuline expliquent les conséquences déléteres et directes de
I’hyperinsulinémie au niveau vasculaire, en stimulant, entre autres, la prolifération des

cellules musculaires lisses.
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2.5. Inflammation systémique

Chez les patients, 1’évaluation du statut inflammatoire est réalisée en routine par la vitesse de
sédimentation et par le dosage de la CRP. La vitesse de sédimentation, également appelée
réaction de Biernacki, est une mesure non spécifique de l'inflammation. Le sang anticoagulé
du patient est placé dans un tube vertical, et la vitesse a laquelle les globules rouges tombent
est mesurée. Quand il y a un processus inflammatoire, la haute teneur en fibrinogene du sang
fait que les globules rouges s’agrégent et sédimentent plus vite. Les volumes de sang obtenus
chez la souris ne permettent pas de mesurer la vitesse de sédimentation. La CRP est une
protéine de phase aigué synthétisée principalement par le foie, et est considérée comme un
bon marqueur biologique de l'inflammation. Chez le rongeur, la CRP est absente, elle est
remplacée par la Serum Amyloide A (SAA), une protéine pro-inflammatoire (190) dont les
fonctions sont trés semblables a celles de la CRP (152). Cependant, les difficultés de mise au
point des dosages de SAA auxquelles nous avons €té confrontés au cours de cette thése ne
nous ont pas permis d’obtenir de données concernant les taux plasmatiques de SAA chez les
souris exposées a une HIL.

Des cytokines pro- et anti-inflammatoires ont donc été dosées au niveau plasmatique apres
exposition a I’HI. Les niveaux d’adiponectine circulante ont été dosés par technique ELISA «
classique » (kit Duoset Adiponectin/Acrp30, R&D System). La dilution importante de
I’échantillon (1/200éme) permet de doser facilement I’adiponectine avec ce type de kit
ELISA, méme si les volumes d’échantillon a déposer dans chaque puits (100ul) sont tres
importants au regard des volumes de plasma disponible pour chaque animal.

Les niveaux plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires IL-13, IL-6, IFN-y, des
chémokines MCP-1 et RANTES, de la leptine et de la cytokine anti-inflammatoire (IL-10) ont
été mesurés par technologie multiplex grace au kit MILLIPLEX™ MAP Mouse Adipokine
Panel (Millipore). Les concentrations des différentes cytokines et adipokine ont été
déterminées par une mesure de fluorescence, a l'aide du lecteur Luminex® 200™ Total
System (Luminex). Cet outil expérimental permet de réaliser de nombreux dosages, en
utilisant une quantité minimale de plasma, qui est souvent limitée chez les souris. Cependant,
cette technique est coliteuse, il est donc compliqué de réaliser des tests préliminaires afin

d’optimiser les conditions de dosage.
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2.6. Implication du tissu adipeux viscéral dans les atteintes métaboliques

et vasculaires associées a I’hypoxie intermittente

Afin de déterminer I’implication du tissu adipeux épididymal dans 1’athérogenese et les
dysfonctions métaboliques associées a 1I’HI, une approche chirurgicale a été utilisée. La
graisse épididymale a été retirée bilatéralement et délicatement afin de préserver I’appareil
génital et la vessie des animaux. Une attention trés particuliere a été portée sur la préservation
des gonades. La sécrétion d’hormones males, telles que la testostérone, joue un réle majeur
dans la fonction vasculaire (9) et la régulation métabolique (8). Un déséquilibre hormonal 1i¢
a une atteinte de D’appareil génital, pourrait donc influencer le risque vasculaire et
métabolique des souris lipectomisées. Des animaux controles ont subi une chirurgie dite
« sham », pour laquelle le geste opératoire est similaire a celui de la lipectomie mais la graisse
épididymale n’est pas retirée. Durant les trois jours suivant la chirurgie, 1’évolution corporelle

et le comportement des souris ont été suivis quotidiennement.
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3. Travaux expérimentaux
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3.1. Role de P’inflammation dans le remodelage vasculaire associé a

I’hypoxie intermittente

=  Publication n°l: L’inflammation contribue a Deffet athérogene de

I’hypoxie intermittente chez des souris ApoE'/ i

“Inflammation contributes to the atherogenic role of

intermittent hypoxia in apolipoprotein-E knock out mice”

Arnaud C, Poulain L, Levy P, Dematteis M.

Atherosclerosis 2011: 219(2): 425-431
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Objectif : Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est caractérisé par des
cycles nocturnes d’HI, considérée comme une des composantes majeures impliquées dans la
morbi-mortalité¢ cardio-vasculaire associée au SAOS. L’HI entraine des altérations
hémodynamique, hormono-métaboliques et immuno-inflammatoires qui peuvent participer
différentiellement a I’apparition de 1’athérosclérose.

L’objectif de cette étude est d’étudier I’implication du processus inflammatoire dans

Peffet pro-athérogene de I’HI, chez des souris athéro-sensibles.

Matériel et méthodes : Des souris ApoE”, 4gées de 15 semaines et nourries pendant 6
semaines avec un régime riche en cholestérol ont été¢ soumises a 14 jours d’HI. L’effet pro-
athérogéne de I’HI a également été évalué chez des souris agées 15 et 20 semaines nourries
avec un régime standard. Apres la période d’exposition, les 1ésions d’athérosclérose, ainsi
ques les altérations lipidiques, hémodynamiques et inflammatoires ont été évaluées chez ses

différents groupes de souris.

Résultats : L’HI aggrave 1’athérosclérose chez les souris nourries avec un régime riche en
gras, alors que les niveaux treés élevés de cholestérol plasmatiques dus a ce régime ne sont pas
modifiés par I’HI. Chez les souris nourries avec un régime standard, I’'IH accélére également
le déloppement de I’athérosclérose, mais de facon plus séveére chez les souris agées de 20
semaines comparé aux souris agées de 15 semaines. Cependant les niveaux de cholestérol
plasmatique — augmentés apres I’HI chez ces deux groupes — sont équivalents chez les souris
agées de 15 et de 20 semaines. L’HI entraine une légere augmentation de la pression
artérielle, seulement chez les souris dgées de 20 semaines, et induit une inflammation
vasculaire — caractérisée par une augmentation.de I’infiltrat lymphocytaire au niveau des
Iésions athéromateuses — et systémique — caractérisée par une augmentation de la prolifération

splénocytaire et une diminution de la sécrétion d’IL-10.

Conclusion : Il apparait qu’une courte exposition a I’HI a des effets pro-athérogénes majeurs
et ce, méme chez des souris nourries avec un régime standard. Contrairement aux lipides
plasmatiques et aux valeurs hémodynamiques qui sont peu ou pas modifiés par I’HI, il semble
que I’inflammation vasculaire et systémique joue, quant a elle, un réle dans ’athérogenese

liée a ’HI (figure 13, page 97).
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Rationale: Obstructive sleep apnea results in nocturnal intermittent hypoxia (IH) as a main trigger for
cardiovascular morbidity, including atherosclerosis. [H induces hemodynamic, hormono-metabolic and
also immuno-inflammatory alterations that could differentially contribute to atherosclerosis. Our study
aimed at examining their respective contribution to the proatherogenic role of IH in atherosclerosis-prone
mice.

Methods: Fifteen-week-old male apolipoprotein E-deficient (ApoE~/~) mice fed on a high-cholesterol diet
(HCD) for 6 weeks and exposed for the last 14 days to IH (21-5% FiO,, 60s cycle, 8 h/day) or air, were
investigated for aortic atherosclerosis and lipid alterations. Then IH proatherogenicity was assessed in
15- and 20-week-old ApoE~/~ mice fed on a standart-chow diet (SCD) exposed to IH or air for 14 days

Keywords:

Sleep apnea
Intermittent hypoxia
Atherosclerosis

Dyslipidemia and assessed for atherosclerosis, lipid, hemodynamic and inflammation alterations.
Inflammation Results: TH aggravated atherosclerosis in HCD-fed mice, whereas the extremely high cholesterol lev-
Mice els due to HCD were not different between normoxic and hypoxic animals. In SCD-fed mice, IH also

aggravated atherosclerosis, more severely in 20 compared to 15-week-old animals. However, cholesterol
levels that increased with IH were not different in the two SCD-fed groups. IH slightly elevated arterial
blood pressure in 20-week-old animals only, and induced systemic and vascular inflammation, including
increased splenocyte proliferation with decreased IL-10 secretion, and increased T-lymphocytes within
atherosclerotic plaques.
Conclusions: A short IH exposure without HCD has proatherogenic effects. In contrast to blood pressure or
plasma lipids which were slightly or inconstantly affected by IH, inflammation at systemic and vascular
levels appears as a potential contributing factor to IH atherogenicity.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) syndrome is a highly prevalent
disease, affecting 6-17% of adults [1], and is recognized as an
independent cardiovascular risk factor [2]. The Wisconsin sleep
cohort showed that untreated severe sleep apnea patients are five
times more likely to die from cardiovascular causes [1]. However,
the relationship between OSA and mortality appears to be found
only before 70 years old [3]. OSA-patients present early signs
of atherosclerosis (e.g. carotid artery intima-media thickening,
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carotid plaques and arterial stiffness) that are independent of other
cardiovascular or metabolic risk factors [4,5], and are reversible
in some patients by continuous positive airway pressure (CPAP)
therapy [6]. OSA is a clinical situation with dyslipidemia [7],
hypertension [8] and systemic inflammation [9] which are in part
imputable to the main component of OSA, i.e. intermittent hypoxia
(IH). These several OSA-consequences could promote cardiac and
vascular disease such as atherosclerosis [2,8]. However, their
respective contribution is unknown. Moreover, current pharmaco-
logical therapies in apneic patients only aim at normalizing blood
pressure and metabolic alterations.

Recent studies showed that long term IH exposure (up to 12
weeks) with high-fat high-cholesterol diet caused atherosclerosis
and dyslipidemia in C57BL6 mice, or aggravated both atheroscle-
rotic plaque progression and dyslipidemia in atherosclerosis-prone
mice [10-12]. In these studies, the metabolic disorder (dys-
lipidemia and lipid peroxydation) appeared as the main factor
linking atherosclerosis to IH. However, it is well established that
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atherosclerosis is a chronic inflammatory disease [13], and there
is growing evidence that OSA is a chronic low grade inflamma-
tion. Therefore, IH-induced inflammation could be an additional
link between OSA and atherosclerosis [9], without the use of a dys-
lipidemic diet and even after a short-term of IH exposure, as we
previously showed that 14 days of IH were sufficient to induce
vascular alterations [14-16].

We exposed atherosclerosis-prone mice (apolipoprotein E
knock-out (ApoE~/~) mice) to 14 days of IH and assessed atheroscle-
rotic plaque progression and inflammatory alterations. The genesis
of atherosclerosis in ApoE~/~ mice is well documented. Mice fed
on a standard chow diet develop foam cell lesions as early as 8
weeks, whereas intermediate lesions containing foam cells and
smooth muscle cells appear at 15 weeks, and fibrous plaques at
20 weeks of age [17]. Western dyslipidemic diet accelerates this
process and exacerbates plasma cholesterol levels. Therefore, we
evaluated the effect of IH on different stages of atherosclerosis
development, using 15- and 20-week-old ApoE~/~ mice fed either
on a standard-chow diet or a high-cholesterol diet.

2. Methods
2.1. Animals

We first assessed the proatherogenic effect of IH in 15-week-old
male ApoE~/~ mice (C57BL6 background) fed on a high-cholesterol
diet (HCD) (17.3% fat, 1.30% cholesterol; Safe) for 6 weeks. Dur-
ing the last 14 days, mice were exposed to IH or air (see below),
then assessed for atherosclerotic lesions and lipid alterations. Since
the animals developed extremely severe dyslipidemia, which is an
unusual situation in sleep apnea patients, the other experiments
were conducted in mice fed on a standard-chow diet (SCD). Fifteen-
and 20-week-old male ApoE~/~ SCD-fed mice were exposed to IH
or air for 14 days, then investigated for atherosclerotic lesions,
lipid, blood pressure, and inflammation alterations. Animals were
weighed before and at the end of each week of exposure. All the
experiments were conducted in accordance with the European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for exper-
imental and other scientific purposes (Council of Europe, European
Treaties ETS 123, Strasbourg, 18 March 1986), and to the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23,
revised 1996).

2.2. Intermittent hypoxia

IH was performed in experimental cages accommodating 10
mice each, as previously described [15,16]. The animals were
exposed to IH (cyclic 21-5% FiO,, 60 s cycle, normoxic and hypoxic
phases both for 30s, 8h/day during daytime). FiO, was mea-
sured with a gas analyzer (ML206, ADInstruments) throughout
the experiment. In similar experimental cages, normoxic mice
(N) were exposed to air at similar flows than the IH stimulus,
thereby reproducing equivalent levels of noise and turbulences
related to gas circulation. Ambient temperature was maintained
at 20-22°C. The day following the last exposure period, ani-
mals were anesthetized under a mixture of ketamine-xylazine
(100 mg/kg-10mg/kg, intraperitoneal injection). Hemodynamic
parameters were recorded, blood was collected from cardiac punc-
ture on EDTA tubes, and tissues were harvested and either frozen
in liquid nitrogen then stored at —80 °C until analysis, or processed
for splenocyte proliferation and cytokine assays.

2.3. Atherosclerotic lesion size

Atherosclerotic lesions of the thoraco-abdominal aorta and aor-
tic roots were analyzed by Oil-red-O staining. For each aortic root,

we quantified lipid deposition from 5 sections (8 pm thickness),
separated by 80 pm from each other, using computer image anal-
ysis (MetaMorph6 software, Zeiss microscope) [18].

2.4. Lipid measurements

Total cholesterol was measured in plasma collected after the
14-day period of exposure, using both the Infinity kit (Thermo
Electron Corporation) according to the manufacturer’s guidelines,
and the Modular P® device (Roche Diagnostics). HDL-cholesterol
and triglycerides (TG) were quantified by a colorimetric enzymatic
reaction using the Modular P® analyzer (Roche Diagnostics). LDL-
cholesterol was calculated using the Friedewald formula.

2.5. Hemodynamic parameters

Diastolic and systolic arterial blood pressures were measured
with a carotid artery catheter, digitized, then analyzed using the
PowerLab data acquisition system (Powerlab/8SP, ADInstruments).

2.6. Systemic inflammation

Cytokine assay: Splenocytes were isolated from fresh har-
vested spleens and stimulated using Concanavalin-A (2 pg/ml).
Interferon-gamma (IFN-y) and interleukins IL-4 and IL-10 from
supernatants collected 48-72 h after stimulation were measured
using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according
to the manufacturer’s instructions (R&D Systems).

Proliferation assay: Splenocytes were cultured in 96-well plates
at a concentration of 5 x 106 cells/ml. Culture medium consisted
of RPMI 1640 supplemented with 25 mM HEPES buffer, 2mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin and 10%
heat-inactivated FBS. Cells were stimulated in triplicates with
graded concentrations of the mitogenic factor concanavalin-A
(Sigma). Forty-eight hours later, cell proliferation was determined
using a non-radioactive MTS cell proliferation assay (Promega).

2.7. Vascular inflammation

Macrophage and T-cell infiltration in the atherosclerotic lesions
was assessed on immunostained cryosectioned aortic roots, using
anti-mouse macrophage (Mac-3, clone M3/84, BD Pharmingen)and
CD3 (#A0452, DakoCytomation) antibodies. Collagen was assessed
with sirius red staining. Both stainings were quantified from 5 sec-
tions (8 wm thickness) per animal, separated by 80 pm from each
other, using computer image analysis (MetaMorph6 software, Zeiss
microscope) [18], and expressed as a percentage of the lesion size
(ratio macrophage or T-cell area to atherosclerosis area).

2.8. Statistical analysis

Results were expressed as means+SEM and analyzed
using parametric (ANOVA and t-tests) or nonparametric tests
(Kruskal-Wallis and Mann-Whitney) according to normality and
variance homogeneity. Statistical significance was set at p <0.05.

3. Results
3.1. Effects of IH in high-cholesterol diet-fed mice

IH aggravated atherosclerosis in both the descending thoraco-
abdominal aorta and aortic roots (Fig. 1). Total cholesterol levels
were very high, twice the levels measured in SCD animals, but with-
out differences between hypoxic and normoxic animals (Table 1).
Therefore, although atherogenesis may have been promoted by
extremely high levels of lipids, these last results suggested that the
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Table 1
Weight and biological alterations induced by IH in HCD-fed mice.
N IH

Age of mice (weeks) 15 15
n 7 9
Mice weight (g)
Day 0 26.3+0.8 254+06
Day 8 25.7+0.6 259+04
Day 14 25.5+0.8 254+05
Parameters at 14 days
Hematocrit (%) 449+0.3 48.4+09
Total cholesterol (g/1) 12.0+0.5 124+1.0

" p<0.05vsN.

aggravating effect of IH on atherosclerotic lesions was likely not
mediated by dyslipidemia only.

3.2. Effects of IH in standard-chow diet-fed mice

3.2.1. Atherosclerotic plaque size

IH aggravated atherosclerosis as shown by larger lesions in
thoraco-abdominal aortas from the 2 hypoxic groups of SCD-fed
mice (Fig. 1A and B). In the aortic roots, the proatherogenic effect of
IH was observed in 20-week-old animals only (Fig. 1Cand D). Lesion
size in the aortic roots was similar between older SCD-fed animals
and 15-week-old HCD-fed hypoxic mice suggesting that the com-
bination of IH and HCD had mutually potentiated their respective
detrimental effects (Fig. 1C and D).

3.2.2. Dyslipidemia

IH increased both total and LDL-cholesterol levels in SCD-fed
mice, without affecting HDL-cholesterol (Fig. 2A-C). The increases
incholesterols were similarin 15- and 20-week-old animals. In con-
trast, triglyceride significantly increased in 20-week-old hypoxic
mice only, whereas body weigh was similar in hypoxic 15- and 20-
week-old mice at the end of IH exposure. As usually occurring with
the experimental model of IH, the body weight of the two SCD-
fed groups decreased under IH and remained lower than that of
normoxic animals at the end of exposure (Table 2).

3.2.3. Blood pressure

Hematocrit significantly increased in the two groups of SCD-fed
mice. Whereas arterial blood pressure measurements were very
close between 15-week-old groups, blood pressure values tended
to be higher in older hypoxic mice, with +8.3 mmHg for mean BP,
+8.9 mmHg for diastolic BP and +7.5 mmHg for systolic BP (Table 2).

3.2.4. Inflammatory alterations

3.2.4.1. Systemic inflammation. IH caused systemic inflammation
in the two groups of SCD-fed mice, as shown by the increase in
splenocyte proliferation (Fig. 3A) and the trend (p = 0.06) for lower
splenocyte IL-10 secretion (Fig. 3B). In contrast, splenocyte secre-
tion of IFNy and IL-4 was unaffected by IH (data not shown).

3.2.4.2. Vascular inflammation. The atherosclerotic plaque compo-
sition was assessed in 20-week-old mice, as they presented the
more advanced atherosclerotic lesions. IH significantly increased
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Weight and hemodynamic alterations induced by IH in SCD-fed mice.
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N IH N IH
Age of mice (weeks) 15 15 20 20
n 14 13 9 7-9
Mice weight (g)
Day 0 282 £ 05 294 + 05 30.7 £ 0.3 30.1 + 04
Day 8 278 £ 05 25.3 4+ 0.4%$% 30.3+ 03 27.6 + 0.4%$%
Day 14 28.6 £ 05 272 + 0.4%% 30.9 + 04 27.7+03"%
Parameters at 14 days
Hematocrit (%) 463 £ 05 50.1 + 0.8* 494 + 1.7 524 + 13"
Blood pressure
Mean BP (mmHg) 745 +£23 745+ 19 71.7 £ 34 80.0 + 3.1
Diastolic BP (mmHg) 68.7 £ 2.4 68.5 + 1.9 674 +34 763 £ 34
Systolic BP (mmHg) 86.0 £ 2.3 864 +24 80.1 £ 3.5 875+26
" p<0.05vsN.

$ p<0.05vsday 0.

T-lymphocytes (CD3 positive cells) within atherosclerotic lesions
(Fig. 4). In contrast, collagen staining (data not shown) and
macrophage recruitment (Fig. 4) in aortic roots were unaffected
by IH. Although the plaque vulnerability index (the ratio of lipid
components to collagen and smooth-muscle cells) was not calcu-
lated, the enlarged plaque size without change in collagen content
indicated plaque instability in IH animals.

4. Discussion

In view of the known relationship between sleep apnea
syndrome and atherosclerosis development [4,5,19], our data
strongly support the role of the hypoxic component in OSA-related
atherosclerosis. In the present study, we confirmed that IH accel-
erates atherosclerosis development in ApoE~/~ mice, fed either on
a SCD or HCD. We showed that the proatherogenic effect occurred
after only 14 days of IH and was associated with systemic and vas-

A

Total cholesterol (g/l)

15 week-old 20 week-old

HDL-cholesterol (g/l)

15 week-old 20 week-old

w

LDL-cholesterol (g/l)

Triglycerides (g/l)

cular inflammation, whereas lipidic and hemodynamic alterations
due to [H were inconstant or modest.

4.1. Methodological considerations

The IH model has been developed 19 years ago and reproduces
one of the major components of OSA, i.e. the repetitive sequence of
hypoxia-reoxygenation, considered as the most detrimental com-
ponent contributing to the cardiovascular complications of OSA
(for review, see [15,20]). Contrasting with the clinical situation of
eucapnia or even hypercapnia in severe sleep apnea, IH without CO,
supplementation results in hypocapnia due to intermittent hyper-
ventilation [21,22]. However, except for the pulmonary artery
[22], protocols with various CO, supplementation showed sim-
ilar changes in systemic blood pressure, hematocrit and right
ventricular hypertrophy (for review, see [15,20]), further under-
lining IH as the main detrimental factor for OSA-associated
cardiovascular complications.
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Fig. 2. IH-induced dyslipidemia in 15 and 20-week-old SCD-fed mice. (A) Total cholesterol; (B) LDL-cholesterol; (C) HDL-cholesterol; (D) triglycerides; *p <0.05 vs N. O and

M represent N and [H groups, respectively.
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4.2. The proatherogenic role of IH

There is growing evidence that the hypoxic component of OSA
seems to play a major role in the development of atherosclerosis
in apneic patients. The severity of nocturnal oxygen desaturation
has been found as the best predictor for carotid wall hypertro-
phy, plaque occurrence and volume in OSA-patients [4,5]. Using
atherosclerotic-prone mice fed on a high-cholesterol diet, Jun et al.
recently showed that long term exposure to IH (4-12 weeks) accel-
erated atherosclerotic plaque growth [11]. In the present study,
we confirmed the proatherogenic role of IH and further evidenced
that a shorter exposure to IH, i.e. only 14 days, without a high-
cholesterol diet, also led to atherosclerosis aggravation.

4.3. Dyslipidemic alterations due to IH

Atherosclerosis is initiated by imbalance of lipid metabolism
leading to atherogenic dyslipidemia, including hypercholes-
terolemia, and contributing to retention, accumulation and
oxidation of lipoproteins in the arterial wall [23]. Several studies
reported such anomalies of lipid metabolism in both OSA-patients
[8] and mice exposed to IH [7,12], IH-related atherosclerosis
appearing to be closely associated with lipid alterations [10,11].
However in our study, 14 days of IH in HCD-fed mice accelerated
atherosclerosis development independently of total cholesterol
levels. Indeed, even the normoxic mice exhibited extremely high
levels of total cholesterol that were not further increased in hypoxic
animals. These results suggest that the proatherogenic effect of IH
was not mediated by dyslipidemia. However, beside quantitative
alterations, we cannot rule out qualitative cholesterol alterations
due to [H, such as LDL and HDL oxidation. Because cholesterol lev-
els found in HCD-fed mice were not representative of biological
alterations usually measured in OSA-patients but rather in famil-
ial dyslipidemia, we assessed the proatherogenic effect of IH in

SCD-fed animals. And again, whereas IH aggravated atherosclerosis
more severely in 20 compared to 15-week-old animals, IH sim-
ilarly increased total and LDL-cholesterols in these two hypoxic
SCD-fed groups. The similarity in aortic root lesion size between
hypoxic 20-week-old SCD-fed animals and 15-week-old HCD-fed
mice suggests that the combination of IH and HCD may have mutu-
ally potentiated each other. However, the successive discrepancies
between the proatherogenic effect of IH and dyslipidemia lev-
els suggest that IH could have exerted its aggravating effect on
atherosclerosis through other contributing factors than dyslipi-
demia only.

4.4. Blood pressure alterations due to I[H

Hemodynamic alterations that have been extensively described
in OSA [24] are likely to be involved in atherosclerosis progres-
sion. About 60% of OSA-patients develop systemic hypertension
[24], even in the absence of any other risk factors when including
both clinical and masked hypertension [4,25]. Using animal models
[14,15] and also applying IH in healthy humans [26] suggest that [H
isamajor factor determining blood pressure increase. We have pre-
viously shown in C57BL6 mice that blood pressure surges appear
at each hypoxic episode, and are associated with increased sympa-
thetic activation [14]. These hemodynamic changes are well known
to induce functional and structural alterations of the vascular wall
that could contribute to vascular remodeling and atherogenesis
[14,15,27]. However in the present study, we found a slight eleva-
tioninblood pressure in 20-week-old mice, whereas hemodynamic
parameters were unaffected in 15-week-old mice. This suggests
that blood pressure alterations may have modestly contributed to
atherosclerosis acceleration in our model.

4.5. IH-induced inflammation and atherosclerosis

In addition to metabolic and hemodynamic impairments,
inflammation is considered as a key factor in atherosclerosis [13].
A growing body of evidence suggests that OSA is also a chronic
low grade inflammatory disease [9,28]. Whereas the mechanisms
linking OSA and inflammation are not fully elucidated, experimen-
tal models suggest a major role of IH in OSA-related inflammation
and subsequent vascular alterations [15,16]. Indeed, we recently
demonstrated the role of inflammation in the pre-atherosclerotic
remodeling due to IH in C57BL6 mice. This vascular remodeling,
characterized by an increased aortic intima-media thickness with
inflammation (periadventitial lymphocyte infiltration, increased
expression of NFkB-p50, ICAM-1 and RANTES-CCL5), was atten-
uated when RANTES/CCL5 activity was neutralized during IH
exposure [16]. In the present study, we showed that 14 days of
IH also aggravates advanced atherosclerotic lesions in associa-
tion with higher systemic and vascular inflammation, as shown
by the increase in splenocyte proliferation rate and the reduced
IL-10 secretion. Splenocyte proliferation directly reflects leukocyte
activation [29] and is consistent with data previously reported in
OSA-patients and in rodents exposed to IH [16]. Specific lympho-
cyte activation, with enhanced CD8* T-cell cytotoxicity [30] and
increased cytokine production by both CD4* and CD8* T-cell sub-
types [31] were found in OSA-patients. The reduced IL10 secretion
by splenocytes also strongly suggests a shift of T-helper cell 2
toward T-helper cell 1 (Th2/Th1 balance) and several studies have
demonstrated the anti-atherogenic and anti-inflammatory role of
IL10 in mice (for review, see [32]). Therefore in our study, leuko-
cyte activation and reduced IL10 secretion in hypoxic ApoE~/~
mice could have contributed to accelerate atherogenesis [13]. This
significant role of IH-associated inflammation in atherogenesis
was also strengthened by the enhanced CD3 T-cell infiltration
within atherosclerotic plaques of hypoxicanimals. Therefore beside
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Fig. 4. Atherosclerotic plaque composition in 20-week-old SCD-fed mice. Quantification of T-lymphocyte (CD3 positive cells) and macrophage (Mac-3 positive cells) recruit-
ment in aortic root lesions, expressed in percentage of lesion size; *p <0.05 vs N. Representative photographs of T-cell and macrophage staining in IH and N groups (up: 10 x 4
magnification; down: 10 x 20 magnification insets). 0 and B represent N and IH groups, respectively.

enlarging atherosclerosis lesions with evidence of plaque instabil-
ity, IH induces a more inflammatory plaque phenotype which can
also contribute to plaque instability [23,33,34].

In conclusion, as in previous studies, the murine model of IH
confirmed its clinical relevance and the critical role of I[H, demon-
strating that a short exposure to IH without HCD was sufficient
to accelerate atherosclerosis, including plaque size and stability,
in ApoE~/~ mice. The proatherogenic effect of IH was associated
with inflammatory, inconstant lipidic and modest hemodynamic
alterations. These observations confirm that sleep apnea, through
its hypoxic component, could initiate or aggravate several sys-
temic and organ-specific biological factors that are required for
the development of atherosclerosis. These findings further sup-
port the need for early diagnosis of vascular remodeling in
OSA-patients using sub-clinical cardiovascular markers such as
carotid intima media thickness, whereas biomarkers enabling
to identify at-risk patients remain to be determined. In light
of our results, the assessment of the inflammatory response in
OSA-patients, currently underestimated in clinical pratice as it
is not routinely assessed, could represent a valuable candidate
biomarker.
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3.2. Implication du tissu adipeux viscéral dans le remodelage vasculaire

associé a I’hypoxie intermittente
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Objectif : Les collapsus pharyngés nocturnes observés durant le SAOS sont a I’origine, entre
autres, d’une HI. Cette composante est reconnue comme étant majoritairement impliquée dans
les atteintes cardio-vasculaires liées au SAOS. D’aprés nos précédents résultats (15),
I’exposition de souris ApoE”™ non-obéses entraine une inflammation a la fois systémique mais
¢galement vasculaire, qui semble étre impliquée, au moins en partie, dans 1’athérogenese
associée a I’HI. Par ailleurs, dans un contexte d’obésité, le tissu adipeux blanc joue un rdle
dans D’apparition d’une inflammation, d’une insulino-résistance et, a plus long terme,
d’altérations vasculaires.

L’HI pourrait donc entrainer une inflammation du tissu adipeux, qui participerait aux

dysfonctions métaboliques et vasculaires liées a I’HI, indépendamment de toute obésité.

Matériel et méthodes : Les altérations morphologiques et inflammatoires du tissu adipeux
épididymal ont été étudiées chez des souris ApoE”™ non-obéses dgées de 20 semaines et
exposées a 6 semaines d’HI ou de normoxie. Afin de déterminer I’implication de ces
altérations dans les conséquences cardio-métaboliques associées a I’HI, une lipectomie
épididymale a été réalisée chez des souris ApoE” exposées a I'HI ou a la normoxie. Les
modifications métaboliques et le remodelage athérosclérotique ont été évalués dans chez les

souris sham et les souris lipectomisées.

Résultats : Au niveau du tissu adipeux épididymal, les résultats de cette étude montrent que
I'HI induit un remodelage structural de ce tissu, caractérisé par une diminution de la surface
adipocytaire et une augmentation de 1’expression d’UCP-1. Ces modifications structurales
s’accompagnent d’un remodelage inflammatoire, caractéris€é par une augmentation de
I’infiltrat macrophagique, de 1’expression de MCP-1 et de la sécrétion de deux cytokines pro-
inflammatoire (IL-6 et TNF-o). Par ailleurs, la lipectomie épididymale permet de corriger la

dyslipidémie associée a I’HI, et de réduire les effets pro-athérogeénes de ce stimulus.

Conclusion : Cette étude confirme donc le role athérogéne et dyslipidémiant de I’HI, et
suggere que ses conséquences déléteres pourraient Etre médiées, en partie, par des altérations
au niveau du tissu adipeux épididymal, en dehors de tout contexte d’obésité (figure 14, page

124).
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ABSTRACT

Objective: Obstructive sleep apnea is a highly prevalent disease characterized by repetitive
upper airway collapse during sleep leading to intermittent hypoxia. Cardio-metabolic
complications of sleep apnea have been mostly attributed to intermittent hypoxia. These
consequences could be mediated through intermittent hypoxia-related alterations of the
visceral white fat, as it is recognized for playing an important role in inflammation,
atherogenesis and insulin resistance.

Methods: Epididymal adipose tissue alterations were investigated in twenty-week-old non
obese male apolipoprotein E-deficient mice exposed to intermittent hypoxia (21-5% FiO2,
60s cycle, 8h/day) or air for 6 weeks. These adipose tissue alterations, as well as metabolic
alterations and aortic atherosclerosis, were then assessed in lipectomized or sham-operated
mice exposed to IH or air for 6 weeks.

Results: Intermittent hypoxia induced morphological (shrunken adipocytes), functional
(increased UCP-1 expression) and inflammatory (increased macrophage recruitment and
secretion of IL-6 and TNF-a) remodeling of epididymal adipose tissue. Hypoxic mice
presented more severe dyslipidemia and atherosclerosis lesions, and developed insulin
resistance. Epididymal lipectomy attenuated both intermittent hypoxia-induced dyslipidemia
and atherogenesis, but did not improve insulin sensitivity.

Conclusion: Our results confirmed that the dyslipidemic and proatherogenic effects of
intermittent hypoxia are partly mediated through morphological, functional and inflammatory

remodeling of visceral white fat, regardless of any obesity.

Keywords: Atherosclerosis, Inflammation, Intermittent hypoxia, Sleep apnea,

Visceral white adipose tissue



INTRODUCTION
Obstructive sleep apnea (OSA) is a public-health problem as it affects at least 10% of the
middle aged men, and represents a main cause of cardiovascular morbidity and mortality [1].
Repetitive upper airway collapses during sleep result in intermittent hypoxia (IH), thought to
be responsible for cardiovascular complications such as atherosclerosis [2]. In OSA patients,
increased carotid intima-media thickness (IMT), an early sign of atherosclerosis, correlates
with nocturnal oxygen desaturation, independently of other cardiovascular risk factors [3] [4].
The rodent sleep apnea model (i.e. rodents exposed to IH) confirmed the detrimental role of
hypoxia in OSA-associated vascular alterations; IH increases aortic IMT in C57BL6 mice [5]
[6] and accelerates the development of atherosclerotic lesions in C57BL6 mice on a high
cholesterol diet [7] and in atherosclerosis-prone apolipoprotein E-deficient mice (ApoE™) [8]
[9]. However the direct relationship between sleep apnea or IH and its cardiovascular
consequences is not fully elucidated. We and others have evidenced a role for hemodynamic
alterations [5], inflammation [6] and metabolic dysregulations [10] [11]. OSA 1is also
frequently associated with obesity which is the main confounder for detrimental consequences
of OSA [12]. Indeed, obesity is an independent risk factor for diabetes and cardiovascular
events, and is directly associated with increased mortality [13]. In addition to its function as
the largest energy storage compartment of the body, the adipose tissue has emerged as a
hormonal organ actively modulating metabolism and inflammation through the release of
numerous cytokines and adipokines [14]. In obesity, excessive visceral white adipose tissue
(WAT) contributes to metabolic dysregulation, vascular lesions and chronic inflammation
through autocrine and paracrine regulations [15]. For example, WAT of obese mice exhibits
increased TNF-a expression and secretion which is known to mediate insulin resistance [15].
Additionally, a recent study showed that atherosclerosis-prone mice transplanted with
inflamed epididymal WAT (EWAT, i.e. the largest and easily harvested visceral WAT depot
in mice) developed significantly more atherosclerosis, and that reduction in EWAT
inflammation reduced atherosclerosis [16]. Therefore, inflammation of visceral WAT seems
to be an important factor for vascular complications and may represent a link between obesity
and vascular disease [15].
We have shown that IH induced vascular and systemic inflammation in non-obese C57BL6
[6] and ApoE™ [9] mice, and noted that IH also induced inflammatory alterations of EWAT
and morphological changes with histological features of brown adipose tissue [17]. Therefore,
we hypothesized that IH itself could induce EWAT remodeling that could contribute to
3



metabolic and vascular disorders, independently of any obesity. The aims of the present study
were to first characterize IH-induced functional and structural alterations of EWAT using a
non-obese mouse model of IH, then to determine the contribution of this fat remodeling to IH-

induced metabolic and vascular alterations using EWAT lipectomized animals.



METHODS

Animals

Thirty five 20-week-old male ApoE” mice (C57BL6 background) fed on a standard-chow
diet were used. They were weighed throughout the experiments, and food intake was
measured daily. The study was conducted in accordance with the European Convention for
the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes
(Council of Europe, European Treaties ETS 123, Strasbourg, 18 March 1986), and to the
Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

Intermittent hypoxia

IH was performed as previously described [6]. The animals were exposed during daytime
(n=10 per cage, 8h/day, cyclic 21-5% FiO,, 60s cycle (60 events/h), lowest blood oxygen
saturation up to 60%) for 6 weeks. FiO, was measured with a gas analyzer (ML206,
ADInstruments) throughout the experiment. Control animals (normoxic mice, N) were
exposed to air in similar cages to reproduce similar noise and turbulences to those of the IH

stimulus. Ambient temperature was maintained at 20-22°C.

Adipose tissue alterations

The day following the last exposure period, animals were anesthetized by intraperitonal
ketamine-xylazine mixture (100 mg/kg-10 mg/kg) for bilateral EWAT collection. The tissue
was either snap frozen in liquid nitrogen then stored at -80°C for mRNA study, or fixed in

90% ethanol for immuno-histochemistry, or incubated for cytokine determinations.

Immuno-histochemical study

Ethanol-fixed, paraffin-embedded EWAT were sectioned (3.5 um), deparaffinized in toluene

and rehydrated in descending ethanol series, then stained with hematoxylin-eosin to assess

tissue morphology. Adipocyte size was measured from photographs (10x40 magnification)

using the NIS-Elements microscope imaging software (Nikon).

For macrophage staining, sections were incubated overnight at 4°C with a rat anti-F4/80

(1:10, eBiosciences). Endogenous peroxidase activity was blocked with hydrogen peroxide.

Non-specific binding was blocked with normal goat serum (Vector). Specific staining was

detected using the N-Histofine Simple Stain Mouse Max-PO ® (Nichirei Biosciences Inc.)
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followed by hematoxylin counterstaining. Macrophage infiltration was calculated as the ratio
of nuclei of F4/80 positive cells to total nuclei counted in eight fields for each animal (n=5

mice per group).

UCP-1 and MCP-1 mRNA expression

Uncoupling protein (UCP)-1, the hallmark of brown adipocytes, and monocyte
chemoattractant protein (MCP)-1 mRNA levels were determined by reverse transcription
followed by quantitative Real-Time reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-
PCR). Total mRNA was extracted from epididymal fat of IH and N mice (n=7-11 per group),
isolated with Tri-reagent (Invitrogen) and analyzed by qRT-PCR (ABI-7500 Applied
Biosystems, or LightCycler Roche Diagnostics). Each sample was analyzed in duplicate, and
36B4 or TATA-box Binding Protein (TBP) mRNA level was simultaneously analyzed as a
housekeeping gene (Table 1).

Cytokine secretion

EWAT was isolated from mice and weighed. Each pad was divided into two equal pieces and
incubated at 37°C with mild shaking in RPMI medium only (Invitrogen) or with the beta-
adrenergic agonist isoprenaline (4.10° M, Hospira Enterprises BV). Basal condition was
defined as the cytokine secretion in the absence of the lipolytic agent isoprenaline. After 120
minutes of incubation, interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF)-a were measured in
the supernatants using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to
manufacturer’s instructions (R&D System). Cytokine concentrations were expressed as ng/ml
for 1g of adipose tissue. Plasmatic levels of IL-6, TNF-a and adiponectin were measured
using an ELISA (R&D System). Circulating leptin level was evaluated using MILLIPLEX™
MAP Mouse Adipokine Panel based on multiplex technology (Millipore).

Role of the epididymal adipose tissue

Epididymal lipectomy
In another series of mice, the animals were either lipectomized or sham-operated under
intraperitoneal ketamine-xylazine anesthesia (100 mg/kg/10 mg/kg). Bilateral EWAT was
carefully removed to keep the gonads intact. Sham animals underwent the same surgical
protocol without removing the fat. Surgery sites were closed with 4-0 nylon absorbable

monofilament (Ethicon, Inc.) and mice received buprenorphine (0.1 mg/kg, intraperitoneal).
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After three days during which body weight was daily measured, the animals were exposed to
IH or N for 6 weeks, therefore constituting four experimental groups (lipectomized IH and N
mice, sham IH and N mice, n = 7-10 per group). On the day following the last exposure
period, the animals were anesthetized as described above. Blood was collected by cardiac
puncture. Thoraco-abdominal aorta including the aortic roots was removed and snaps frozen

in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.

Metabolic alterations

Lipid measurements
Total- and HDL-cholesterol and triglycerides were measured in plasma by a colorimetric
enzymatic reaction using the Modular P® analyzer (Roche Diagnostics). LDL-cholesterol was
calculated using the Friedewald formula.
Plasma levels of glycerol and non-esterified fatty acids (NEFA) were measured by a
colorimetric enzymatic reaction using the Free Glycerol Reagent (Sigma-Aldrich) and the

NEFA-HR(2) assay (Wako Diagnostics), respectively.

Intraperitoneal insulin tolerance test (IpITT)
During IH exposure, we used IpITT to assess global insulin sensitivity. Mice were fasted for
10 hours then weighted before blood was collected from the tail tip for baseline glucose
determination (t=0). Blood glucose was measured using the OneTouch® Ultra® glucometer.
Insulin (0.75 TU/kg body weight, Novo Nordisk A/S) was injected intraperitoneally, followed
by further blood glucose measurements at 15, 30, 60 and 90 minutes after the injection. The
lowest blood glucose level (nadir) and its timing following insulin administration were

calculated.

Assessment of aortic lesions

Atherosclerotic lesion size
Lesions of the thoraco-abdominal aorta and aortic roots were analyzed by Oil-red-O staining
(n=7-10 per group). For each aortic root, we quantified lipid deposition from 5 sections (8 pm
thickness), separated by 80 um from each other. Quantitative analysis of lipid deposition was
performed using computer image analysis (MetaMorph 7 software, Zeiss Microscope) after

manual thresholding (thoraco-abdominal lesion) or contouring (aortic roots).



Atherosclerotic lesion inflammation
Macrophage and T-cell infiltration in the atherosclerotic lesions was assessed on
immunostained aortic roots using anti-mouse macrophage (Mac-3, 1:100) and CD3 (1:1000,
DakoCytomation) antibodies. Anti-o-smooth muscle actin antibody (1:50, Abcam) was used
to stain smooth muscle cells. Non-specific binding was blocked with normal goat serum
(Vector). Primary antibodies were detected using the N-Histofine Simple Stain Mouse Max-
PO ® (Nichirei Biosciences Inc.) followed by hematoxylin counterstaining. All stainings were
assessed by computer-assisted image analysis (MetaMorph 7 software, Zeiss Microscope).
Content of macrophages, smooth muscle cells and collagen were expressed as percentage of

plaque size.

Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard errors of the means. Differences between two
groups over time were determined by a two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated
measures, with a subsequent Tukey’s post hoc test. For comparison between independent
groups, Student’s t test or Mann-Whitney U-test were used according to normality and

variance homogeneity. Statistical significance was set at p<0.05.



RESULTS

IH induces morphological and functional remodeling of epididymal fat
EWAT from IH mice exhibited shrunken adipocytes (Figure 1A) with thicker extracellular
matrix (Figure 1B) and increased expression of UCP-1 (Figure 1C).

IH induces inflammatory remodeling of epididymal fat

The hypoxic WAT exhibited increased macrophage (F4/80 positive cells) infiltration (Figure
2A), organized in crown-like structures around individual adipocytes (Figure 2B), and
increased expression of MCP-1 mRNA (Figure 2C). This inflammatory phenotype was
confirmed by TNF-a and IL-6 secretion from EWAT. At baseline, IL-6 and TNF-a were not
modified by IH (Figures 2D,E). After isoprenaline stimulation, both cytokine increased in IH
animals, significantly for IL-6 but without reaching significance for TNF-a (p=0.08).
Whereas we observed localized inflammation in adipose tissue, we did not evidence systemic
inflammation, as plasmatic cytokines (IL-6 and TNF-o) were undetectable, and adipokines

(adiponectin and leptin) were not different between the four groups.

IH induces insulin resistance and aggravates both dyslipidemia and atherosclerosis

The pre-existing dyslipidemic pattern of the ApoE”™ mouse strain was aggravated by IH,
including higher plasma levels of total and LDL-cholesterol, triglycerides, glycerol and
NEFA in sham hypoxic compared to normoxic animals (Table 2). Sham-operated hypoxic
mice developed insulin resistance as shown by the lower glycemia decline following insulin
administration (Figures 3A,B). IH also accelerated the development of atherosclerosis, as
shown by the larger lesions in thoraco-abdominal aorta and aortic roots (Figures 4A-D). The
atherosclerotic plaque composition was not affected by IH, as shown by the similar plaque
content of macrophages (N, 5.40 + 1.40 vs IH, 3.81 + 0.56 % of plaque size), T cells (N, 0.25
+0.05 vs IH, 0.29 + 0.04 % of plaque size) and smooth muscle cells (N, 4.5+ 1.53 vs IH, 4.16
+ 1.20 % of plaque size).

Epididymal lipectomy prevents IH-induced dyslipidemia and atherosclerosis
Lipectomy prevented the IH-related disturbances in plasma cholesterol, whereas glycerol and
NEFA levels remained similar to those of sham hypoxic animals (Table 2). The

proatherogenic effect of IH was also prevented by lipectomy, as atherosclerotic plaque size in
9



the thoracoabdominal aorta was very similar to those of normoxic animals (Figures 4A,B).
This effect was more modest in the aortic roots (Figures 4C,D). In contrast, plaque quality
was not modified by lipectomy, as shown by the plaque contents of macrophages (N, 3.02 +
0.62 vs IH, 3.99 + 0.66 % of plaque size), T cells (N, 0.29 + 0.07 vs IH, 0.26 + 0.05 % of
plaque size) and smooth muscle cells (N, 2.83 £ 1.10 vs IH, 5.0 + 1.96 % of plaque size).

Regarding glucidic metabolism, lipectomy did not prevent the IH-induced insulin resistance.
In the other hand and in agreement with the buffering role of WAT to maintain glucose

homeostasis, lipectomy induced insulin resistance in normoxic animals (Figures 3A,B).
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DISCUSSION

The pathophysiology of OSA-induced atherogenesis and metabolic alterations remains poorly
understood. Here, we showed in non-obese ApoE-deficient mice that 6 weeks of IH led to
morphologic, functional and inflammatory remodeling of the visceral WAT, and this
remodeling contributed to IH-induced dyslipidemia and atherosclerosis. This study is the first
to provide evidence that a physiological amount of visceral WAT exposed to IH becomes

pathological, behaving like excess fat in obesity.

Methodological considerations

The IH experimental model has been developed more than 2 decades ago and reproduces one
of the major components of OSA which is considered as the most detrimental factor
contributing to sleep apnea complications [2]. However, in the absence of additional factors
(obesity, high fat diet, etc), IH needs to be severe enough to induce measurable and
reproducible detrimental effects [2]. Therefore, and as previously published by our group and

others, the hypoxic stimulus used in this study mimics severe sleep apnea [2] [5] [6].

IH induces EWAT remodeling

In lean mice, IH induced moderate EWAT inflammation, including macrophage infiltration,
increased MCP-1 expression and proinflammatory cytokine release (IL-6 and TNF-a). Fat
inflammation is well known in obesity and results at least in part from hypoxia, as adipocytes
become too distant from blood vessels with fat expansion [18]. Through the repetitive
hypoxia-reoxygenation sequence, IH generates free radical stress and inflammation. IH also
increases the sympathoadrenergic activity which in turn exacerbates the oxidative stress [19],
and the adipose expression of MCP-1 [20] which is a key chemokine regulating macrophage
tissue infiltration [21]. We used isoprenaline to mimic the sympathetic overactivity occuring
in OSA patients during sleep, which resulted in enhanced proinflammatory cytokine release.
Collectively, our data suggest chronic low-grade EWAT inflammation with intermittent
exacerbation during sympathetic activation.

EWAT from IH mice had shrunken adipocytes and UCP-1 overexpression. UCP-1 is a
hallmark of brown adipocytes (thermogenic fat) and is also expressed in adipogenic cells
gaining characteristics of brown adipocytes (phenotyping switch into "brite" adipocytes, i.e.
brown-like adipocytes). Again, beta-adrenergic stimulation may account for both alterations
as it leads to lipolysis (NEFA release from adipocytes) and induces the appearance of brite
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adipocytes in WAT [22]. However a full characterization is required to confirm the browning
of the white fat, as well as the involvement of the sympathoadrenergic system which could be
a common denominator of the various WAT remodeling due to IH. Moreover, the meaning of
this adipose plasticity, in particular regarding the energy imbalance under IH, remains to be

elucidated.

IH induces insulin resistance, dyslipidemia and atherosclerosis

As previously, we used ApoE-deficient mice to assess the atherogenic and metabolic effects
of IH, as they are atherosclerotic-prone animals and develop dyslipidemia and insulin
resistance. We confirmed the atherogenic and dyslipidemic effects of IH, hypoxic mice
exhibited larger aortic atherosclerotic lesions and higher plasmatic levels of cholesterol (total
and LDL) and triglycerides. Lipid alterations, constituting an early step of atherogenesis [23],
have been previously described both in OSA-patients and in mice exposed to IH [24]. IH also
increased plasmatic glycerol and NEFA, and aggravated the insulin resistance. WAT
constitutes the main source of NEFA, also called free fatty acids (FFA), and excessive
circulating FFA contributes to insulin resistance [25] [26]. The relationship between fat
inflammation, in particular macrophage-related inflammation in WAT, and insulin resistance
is now largely described in the literature [14]. Our results are in agreement with clinical
studies showing a progressive worsening of insulin resistance and metabolic syndrome with
OSA severity [24]. Exposure to IH also leads to decreased insulin sensitivity in healthy
volunteers [27] and in lean mice [28]. Collectively, our data and those from the literature
demonstrate that I[H induces metabolic disorders independently of any obesity, and suggest
that IH-induced adipose tissue alterations could represent one of the links between

inflammation, insulin resistance and vascular consequences.

EWAT lipectomy attenuates the dyslipidemic and atherogenic effects of IH

We performed bilateral EWAT lipectomy before exposure to assess the specific role of
EWAT in IH-induced cardiovascular and metabolic alterations. Lipectomized animals had
smaller atherosclerotic lesions in thoraco-abdominal aorta whereas the preventive effect was
lower in the aortic root. This suggests that, beyond WAT alterations, the atherogenic effect of
IH involves additional mechanisms such as regional aortic susceptibility to develop
atherosclerosis, e.g. aortic roots are prone to develop the largest lesions in particular due to
hemodynamic factors.
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From our results, the lower atherosclerosis progression after lipectomy appears to be related
to the prevention of IH-induced dyslipidemia, as lipectomized hypoxic mice had similar
levels of total and LDL cholesterol to normoxic animals. However the beneficial effect of
lipectomy may also be related to the prevention of EWAT inflammation. We did not
investigate the mechanisms underlying the beneficial effect on lipid levels as it was beyond
the scope of this study. Because we found inflammatory alterations in EWAT, we chose to
focus on proinflammatory cytokines but other signaling proteins such as the adipose
angiopoietin-like 4, a potent lipoprotein lipase inhibitor, are likely involved in [H-associated
atherosclerosis and may have contributed to the preventive effect of lipectomy [29]. In
contrast, the IH-induced elevation in plasma glycerol and FFA remained unchanged.
Lipectomy in this study was limited to the epididymal compartment which is the largest and
most easily harvested visceral WAT depot in mice. However there are other WAT territories
such as mesenteric, perirenal, subcutaneous WAT. Glycerol and FFA are two products of
lipolysis occurring in the various adipose tissues, including epididymal and subcutaneous
tissues. Although visceral WAT is predominantly associated with metabolic disease, the
majority of circulating FFA originates from subcutaneous WAT [30].

Regarding insulin sensitivity, whereas it has been shown that removing visceral fat could
prevent insulin resistance in obese or aging rats [31], we found that EWAT lipectomy induced
insulin resistance in lean normoxic animals. These data confirm the major role of WAT in the
homeostatic regulation of glucose; it is indeed one of the primary targets of insulin-stimulated
glucose uptake, and it regulates insulin sensitivity through the release of numerous cytokines
and adipokines. Therefore clinical situations with quantitative (excessive or overly reduced
adipose mass) and/or qualitative alterations of the WAT may lead to insulin resistance [32].
We found that sham-operated hypoxic mice and lipectomized normoxic mice exhibited
similar insulin resistance suggesting that EWAT in IH animals was functionally impaired for
glucose buffering. As a consequence, lipectomy in hypoxic animals did not further aggravate

the insulin resistance."

Conclusion

Although the causative mechanisms remain to be elucidated, we showed that ITH had
detrimental effects on EWAT of non-obese mice, and these contributed to the cardiovascular
and metabolic complications induced by IH. EWAT exhibited inflammatory alterations that
were exacerbated under beta-adrenergic activation, the latter mimicking the sympathetic
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activation induced by sleep apnea events. Therefore, our original findings suggest novel
therapeutic options for OSA patients as the compliance with the gold standard continuous
positive airway pressure therapy is limited, and losing fat through weight reduction is
applicable only in obese OSA patients. Targeting inflammation either using drugs or
improving lifestyle (diet, exercise...), and buffering the nocturnal sympathetic activation could

provide further therapeutic options for OSA patients.

14



ACKNOWLEDGMENTS
This research was funded by a grant from Agir@dom to MD and a grant from Heart and
Artery Foundation to CA and MD.

15



REFERENCES

1. Somers VK, White DP, Amin R, Abraham WT, Costa F, Culebras A, Daniels S,
Floras JS, Hunt CE, Olson LJ, Pickering TG, Russell R, Woo M, Young T. Sleep apnea and
cardiovascular disease: an American Heart Association/american College Of Cardiology
Foundation Scientific Statement from the American Heart Association Council for High
Blood Pressure Research Professional Education Committee, Council on Clinical Cardiology,
Stroke Council, and Council On Cardiovascular Nursing. In collaboration with the National
Heart, Lung, and Blood Institute National Center on Sleep Disorders Research (National
Institutes of Health). Circulation 2008; 118: 1080-1111.

2. Dematteis M, Godin-Ribuot D, Arnaud C, Ribuot C, Stanke-Labesque F, Pepin JL,
Levy P. Cardiovascular consequences of sleep-disordered breathing: contribution of animal
models to understanding the human disease. /LAR J 2009; 50: 262-281.

3. Baguet JP, Hammer L, Levy P, Pierre H, Launois S, Mallion JM, Pepin JL. The
severity of oxygen desaturation is predictive of carotid wall thickening and plaque occurrence.
Chest 2005; 128: 3407-3412.

4. Drager LF, Bortolotto LA, Lorenzi MC, Figueiredo AC, Krieger EM, Lorenzi-Filho
G. Early signs of atherosclerosis in obstructive sleep apnea. Am J Respir Crit Care Med 2005;
172: 613-618.

5. Dematteis M, Julien C, Guillermet C, Sturm N, Lantuejoul S, Mallaret M, Levy P,
Gozal E. Intermittent hypoxia induces early functional cardiovascular remodeling in mice. Am
J Respir Crit Care Med 2008; 177: 227-235.

6. Arnaud C, Beguin PC, Lantuejoul S, Pepin JL, Guillermet C, Pelli G, Burger F,
Buatois V, Ribuot C, Baguet JP, Mach F, Levy P, Dematteis M. The inflammatory pre-
atherosclerotic remodeling induced by intermittent hypoxia is attenuated by RANTES/CCLS
inhibition. Am J Respir Crit Care Med 2011; 184: 724-31.

7. Savransky V, Nanayakkara A, Li J, Bevans S, Smith PL, Rodriguez A, Polotsky VY.
Chronic intermittent hypoxia induces atherosclerosis. Am J Respir Crit Care Med 2007; 175:
1290-1297.

8. Jun J, Reinke C, Bedja D, Berkowitz D, Bevans-Fonti S, Li J, Barouch LA, Gabrielson
K, Polotsky VY. Effect of intermittent hypoxia on atherosclerosis in apolipoprotein E-
deficient mice. Atherosclerosis 2010; 209: 381-386.

16



9. Arnaud C, Poulain L, Levy P, Dematteis M. Inflammation contributes to the
atherogenic role of intermittent hypoxia in apolipoprotein-E knock out mice. Atherosclerosis
2011; 219: 425-431.

10. Li J, Thorne LN, Punjabi NM, Sun CK, Schwartz AR, Smith PL, Marino RL,
Rodriguez A, Hubbard WC, O'Donnell CP, Polotsky VY. Intermittent hypoxia induces
hyperlipidemia in lean mice. Circ Res 2005; 97: 698-706.

11. Li J, Nanayakkara A, Jun J, Savransky V, Polotsky VY. Effect of deficiency in
SREBP cleavage-activating protein on lipid metabolism during intermittent hypoxia. Physiol
Genomics 2007; 31: 273-280.

12. Bonsignore MR, McNicholas WT, Montserrat JM, Eckel J. The adipose tissue in
obesity and obstructive sleep apnoea. Eur Respir J 2012; 39: 746-767.

13. Bigaard J, Frederiksen K, Tjonneland A, Thomsen BL, Overvad K, Heitmann BL,
Sorensen TI. Waist circumference and body composition in relation to all-cause mortality in
middle-aged men and women. Int J Obes (Lond) 2005; 29: 778-784.

14.  Olefsky JM, Glass CK. Macrophages, inflammation, and insulin resistance. Annu Rev
Physiol 2010; 72: 219-246.

15. Shoelson SE, Lee J, Goldfine AB. Inflammation and insulin resistance. J Clin Invest
2006; 116: 1793-1801.

16. Ohman MK, Shen Y, Obimba CI, Wright AP, Warnock M, Lawrence DA, Eitzman
DT. Visceral adipose tissue inflammation accelerates atherosclerosis in apolipoprotein E-
deficient mice. Circulation 2008; 117: 798-805.

17.  Poulain L, Rieusset J, Levy PA, Dematteis M, Arnaud C. Intermittent hypoxia induces
dyslipidemia and atherogenesis through visceral white adipose tissue inflammation. Am J
Respir Crit Care Med 2012: 185(1 MeetingAbstracts): A3867.

18.  Trayhurn P, Wang B, Wood IS. Hypoxia in adipose tissue: a basis for the
dysregulation of tissue function in obesity? Br.J Nutr 2008; 100: 227-235.

19.  Prabhakar NR, Kumar GK, Peng YJ. Sympatho-adrenal activation by chronic
intermittent hypoxia. J App! Physiol 2012; 113: 1304-1310.

20.  Wang YY, Lin SY, Chuang YH, Chen CJ, Tung KC, Sheu WH. Adipose
proinflammatory cytokine expression through sympathetic system is associated with
hyperglycemia and insulin resistance in a rat ischemic stroke model. Am J Physiol Endocrinol

Metab 2010; 300: E155-163.

17



21.  Kanda H, Tateya S, Tamori Y, Kotani K, Hiasa K, Kitazawa R, Kitazawa S, Miyachi
H, Maeda S, Egashira K, Kasuga M. MCP-1 contributes to macrophage infiltration into
adipose tissue, insulin resistance, and hepatic steatosis in obesity. J Clin Invest 2006; 116:
1494-1505.

22.  Smorlesi A, Frontini A, Giordano A, Cinti S. The adipose organ: white-brown
adipocyte plasticity and metabolic inflammation. Obes Rev 2012; 13 Suppl 2: 83-96.

23.  Hansson GK. Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery disease. N Engl J
Med 2005; 352: 1685-1695.

24.  Jun J, Polotsky VY. Metabolic consequences of sleep-disordered breathing. /LAR J
2009; 50: 289-306.

25.  Bays H, Mandarino L, DeFronzo RA. Role of the adipocyte, free fatty acids, and
ectopic fat in pathogenesis of type 2 diabetes mellitus: peroxisomal proliferator-activated
receptor agonists provide a rational therapeutic approach. J Clin Endocrinol Metab 2004; 89:
463-478.

26.  Jensen MD. Is visceral fat involved in the pathogenesis of the metabolic syndrome?
Human model. Obesity (Silver Spring) 2006; 14: 20S-24S.

27.  Louis M, Punjabi NM. Effects of acute intermittent hypoxia on glucose metabolism in
awake healthy volunteers. J Appl Physiol 2009; 106: 1538-1544.

28.  liyori N, Alonso LC, Li J, Sanders MH, Garcia-Ocana A, O'Doherty RM, Polotsky
VY, O'Donnell CP. Intermittent hypoxia causes insulin resistance in lean mice independent of
autonomic activity. Am J Respir Crit Care Med 2007; 175: 851-857.

29. Drager LF, Yao Q, Hernandez KL, Shin MK, Bevans-Fonti S, Gay J, Sussan TE, Jun
JC, Myers AC, Olivecrona G, Schwartz AR, Halberg N, Scherer PE, Semenza GL, Powell
DR, Polotsky VY. Chronic intermittent hypoxia induces atherosclerosis via activation of
adipose angiopoietin-like 4. Am J Respir Crit Care Med 2013.

30. Klein S. The case of visceral fat: argument for the defense. J Clin Invest 2004; 113:
1530-1532.

31. Gabriely I, Ma XH, Yang XM, Atzmon G, Rajala MW, Berg AH, Scherer P, Rossetti
L, Barzilai N. Removal of visceral fat prevents insulin resistance and glucose intolerance of
aging: an adipokine-mediated process? Diabetes 2002; 51: 2951-2958.

32. McKnight SL. WAT-free mice: diabetes without obesity. Genes Dev 1998; 12: 3145-
3148.

18



Table 1. Primers used for qRT-PCR analysis.
UCP-1: uncoupling protein-1; MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1; 36B4: acidic
ribosomal phosphoprotein (ribosomal protein, large, PO: RPLPO); TBP: TATA box binding

protein.
Table 1 Primers used for qRT-PCR analysis.
Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence
UCP-1 GA C-CGA-CGG-CCT-TTT-TCA-A AAA-GCA-CAC-AAA-CAT-GAT-GAC-GIT
MCP-1 TGG-AGC-ATC-CAC-GTGTTG-GC ACT-ACA-GCT-TCT-TTG-GGA-CA
TBP AGT-CGG-AGG-AAT-CAG-ATG-AGGAT  GGC-TGA-CTT-GGT-TGC-TTT-GG
36B4 TGG-TGT-GCA-CAG-GAG-CCA-AG TTC-ACA-TCA-CAG-CTC-CCC-AC
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Table 2. Weight and biological characteristics in lipectomized and sham-operated

apolipoprotein-E deficient mice exposed to intermittent hypoxia or normoxia.

Effects of epididymal lipectomy on weight and biological alterations induced by intermittent

hypoxia (IH) or air (N); *p<0.05 vs N, ¥p<0.05 vs day 0.

Table 2

to either IH or N, and lipectomized or sham operated.

Weight and biological characteristics in ApoE'I' mice exposed

SHAM LIPECTOMY

N IH N IH
Age mice (weeks) 20 20 20 20
n 7 10 9 9
Mice weight (g)
Day 0 294+1.0 28.7+0.7 28.7+0.6 28.8+0.9
Day 7 29.1+1.1 266+0.7*t+ 29.8+09 282+0.8
Day 42 285+1.3 285+0.6 307+ 057  283+0.7*
Epididymal AT weight (mg)
Day 42 346.1 £373 273.1+41.0 absent absent
Parameters at 42 days
Hematocrit (%) 41.1+17 484+009* 414+0.8 453+ 1.1*
Total cholesterol (g/l) 47+05 6.3+ 0.5 47+09 48+03
LDL-cholesterol (g/) 3.7£04 5.1+0.5% 3.7+0.8 39+0.3
HDL-cholesterol (g/1) 0.9+0.02 0.9 +0.03 0.8+0.1 0.8+0.1
Triglycerides (g/1) 0.6+0.1 09+0.2" 09+0.1 0.6+0.1
Glycerol (g/1) 280+2.1 51.1 £9.5% 344+42 599 +7.1
NEFA (g/l) 0.9+0.09 1.6 +0.08* 1.1+02 1.8+0.2"
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Figure 1. Intermittent hypoxia induces epididymal white adipose tissue morphological

and functional remodeling.

Figure 1
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(A) Quantification of adipocyte size after 6 weeks of intermittent hypoxia (IH) or air (N);

*p<0.05 vs N; (7-8 per group). (B) H&E staining of adipose tissue (10x40 magnification)

from IH or N mice; the scale bar represents SOum. (C) Adipose tissue mRNA expression of

UCP-1. Measurement is normalized to 36B4 mRNA; *p<0.05 vs N; (n=7-8 per group).
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Figure 2. Intermittent hypoxia induces epididymal white adipose tissue inflammatory

remodeling.
Figure 2
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(A) Quantification of macrophage infiltration after 6 weeks of intermittent hypoxia (IH) or air
(N); *p<0.05 vs N; (n=5 per group). (B) Representative F4/80 immunostaining with arrow
showing macrophages organized as crown-like structure around adipocytes (10x40
magnification). (C) Adipose tissue mRNA expression of MCP-1. Measurement is normalized
to Tata box Binding Protein (TBP) mRNA; *p<0.05 vs N; (n=8-11 per group). IL-6 (D) and
TNF-a secretion (E) from epididymal adipose tissue at basal condition or after isoprenaline

stimulation. *p<0.05 vs N, $p<0.05 vs basal condition; (n=13 per group).
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Figure 3. Intermittent hypoxia induces insulin resistance.

Figure 3
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(A) Intraperitoneal insulin tolerance test in epididymal lipectomized or sham-operated mice
exposed to intermittent hypoxia (IH) or normoxia (N) for 6 weeks; *p<0.05 vs N, §p<0.05 vs
N sham (n=6-15 per group). (B) Lowest blood glucose level during the first 90 minutes
(nadir); *p<0.05 vs N, §p<0.05 vs N sham (n=6-15 per group)
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Figure 4. Epididymal lipectomy attenuates intermittent hypoxia-induced atherogenesis.
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(A) Thoraco-abdominal aortic lesions expressed as percentage of total aorta surface in
lipectomized or sham-operated mice exposed to intermittent hypoxia (IH) or normoxia (N) for
6 weeks; *p<0.05 vs N; (n=10 per group). (B) Representative photographs of thoraco-
abdominal lesions. (C) Atherosclerotic lesions in aortic roots expressed in um?; *p<0.05 vs N;

(n=10 per group). (D) Representative photographs of aortic root lesions.
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HYPOXIE INTERMITTENTE
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Figure 14. Résumé des résultats décrits dans I’article n°2. Ces données confirment le rdle athérogene et
dyslipidémiant de ’hypoxie intermittente, et montrent que ses conséquences délétéres peuvent étre médices, en

partie, par des altérations au niveau du tissu adipeux épididymal.
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= Effet de ’hypoxie intermittente sur le tissu adipeux sous-cutané

Les résultats de la publication n°2 montrent qu’une exposition a I’HI entraine des
modifications majeures au niveau du tissu adipeux épididymal, a la fois morphologiques mais
¢galement inflammatoires (258). La lipectomie épididymale a des effets bénéfiques sur les
effets dyslipidémiques et athérogenes de I’HI (258). Cependant, ces effets restent partiels sur
la taille des plaques, d’une part, et sur les niveaux d’acides gras libres et le glycérol, d’autre
part. Les conséquences de I’HI au niveau des territoires adipeux persistants (sous-cutané en
particulier) pourraient expliquer les effets limités d’une telle chirurgie. En parall¢le de la
caractérisation détaillée du tissu adipeux épididymal, nous nous sommes donc également

intéressés aux effets de I’HI sur le tissu adipeux sous-cutané.

Remodelage morphologique et inflammatoire induits par I’HI

Au niveau €pididymal, I’HI entraine une hypotrophie marquée des adipocytes, associée a une
surexpression d’UCP-1. Le tissu adipeux sous-cutané présente, quant a lui, une légeére
hypotrophie adipocytaire aprés 6 semaines d’exposition a I’HI (figure 15A), qui est moins
marquée que celle observée au niveau €pididymal. Par ailleurs, chez ces souris, 1’expression
du gene codant pour la protéine découplante UCP-1 n’est pas modifiée suite a I’HI au niveau

sous-cutané (figure 15B).
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Figure 15. Surface adipocytaire (A) et expression adipeuse de UCP-1 (B) au niveau sous-cutané de souris ApoE’
" sham exposées a I’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N). La variation de I’expression de UCP-1

suite a I’hypoxie intermittente (HI) est exprimée en unité arbitaire (u.a.), et en fonction du groupe normoxique
(N) sham.
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De la méme fagon que pour le tissu adipeux épididymal, nous nous sommes intéressés aux
effets pro-inflammatoires de I’HI sur le compartiment sous-cutané. Afin de mettre en
évidence un remodelage inflammatoire, nous avons choisi de comparer par RT-PCR en temps
réel, ’expression de différentes adipokines dans les tissus adipeux épididymal et sous-cutané.
D’apreés les résultats du tableau 4, ’HI n’entraine aucune modification significative de

I’expression des adipokines, au niveau sous-cutané comme au niveau épididymal.

SHAM
Epididymal Sous-cutané
N HI N HI
ARNmMm (u.a.)
IL-6 1,00+ 0,39 0,85+0,24 1,00+ 0,43 0,55+0,13
IL-1B 1,00+0,23 1,07+ 0,26 1,00£0,18 045+0,15
IL-10 1,00+ 0,26 0,80+ 0,24 1,00+0,37 0,42+0,15
RANTES 1,00+0,28 0,76 £ 0,13 1,00+ 0,33 0,90+ 0,35
Leptine 1,00+0,22  1,15+0,18 1,00+0,16  0,62+0,21
Adiponectne 1,00+ 0,17 0,86+ 0,19 1,00+0,19  0,95+0,24

Tableau 4. Tableau récapitulatif des dosages par RT-PCR en temps réel d’adipokines pro- et anti-inflammatoires
au niveau épididymal et sous-cutané de souris ApoE”" sham exposées 4 1’hypoxie intermittente (HI) ou a la
normoxie (N). La variation de I’expression de chaque adipokine suite a I’hypoxie intermittente (HI) est exprimée
en unité arbitaire (u.a.), et en fonction du groupe normoxique (N) dans chaque compartiment adipeux

(épididymal et sous-cutané).

Nous avons alors évalué le potentiel sécrétoire du tissu adipeux sous-cutané, en condition
basale et apres une stimulation B-adrénergique (isoprénaline). Concernant la sécrétion de
TNF-o par le tissu adipeux sous-cutané en condition basale, I’HI entraine une Iégere
augmentation de sa sécrétion (figure 16A). De la méme fagon qu’au niveau épididymal, une
stimulation a I’isoprénaline permet de majorer I’effet de I’HI, puisque le tissu adipeux de
souris exposées a I’HI présente alors une augmentation significative de la sécrétion de TNF-o
(figure 16A), par rapport aux souris normoxiques. L’HI ne modifie pas la sécrétion d’IL-6 par
le tissu adipeux sous-cutané en condition basale (figure 16B), et la stimulation a 1’isoprénaline
n’entraine pas d’augmentation significative de cette sécrétion chez les souris exposées a I’HI

(figure 16B).
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Figure 16. Sécrétion de TNF-o. (A) et d’IL-6 (B) par le tissu adipeux sous-cutané de souris ApoE” sham

exposées a I’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N) ; *p<0,05 N/isoprénaline vs Hl/isoprénaline.

Enfin, contrairement au tissu adipeux ¢épididymal, nous n’avons pas mis en évidence
d’augmentation de I’infiltrat macrophagique (cellules F4/80 positives) au niveau sous-cutané
suite a une exposition a I’HI (figure 17A). En accord avec cette observation, ni I’expression
de PAI-1 (un facteur chémo-attractant) ni celle de MCP-1 (figures 17B et 17C,

respectivement) ne sont modifiées par I’HI dans le tissu adipeux sous-cutané de ces souris.
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Figure 17. Infiltrat macrophagique (A), et expression adipeuse de PAI-1 (B) et de MCP-1 (C) au niveau sous-
cutané de souris ApoE™" sham exposées a 1’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N). La variation de
I’expression de PAI-1 et de MCP-1 suite a I’hypoxie intermittente (HI) est exprimée en unité arbitaire (u.a.), et

en fonction du groupe normoxique (N) sham.
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Du point de vue morphologique et inflammatoire, une exposition a I’HI a peu ou pas d’effet
sur le phénotype du tissu adipeux sous-cutané, comparé au tissu adipeux épididymal. Il
semble donc que le tissu adipeux sous-cutané soit moins sensible a I’HI que le tissu adipeux
épididymal.

D’aprés les données précédentes obtenues chez les souris ApoE™, les effets de I’ablation du
tissu adipeux épididymal sont partiels (258). De plus, aprés 6 semaines d’HI, le poids des
animaux lipectomisés est comparable a celui des animaux sham et ce, en ’absence de tissu
adipeux épididymal (258). La lipectomie épididymale pourrait donc entrainer des atteintes
morphologiques et/ou inflammatoires au niveau des autres territoires adipeux blancs, et en

particulier le territoire sous-cutané.

Effet d’une lipectomie épididymale sur le tissu adipeux sous-cutané

D’apres les résultats de la figure 18A, il apparait que la lipectomie entraine une hypertophie
adipocytaire et ce, seulement chez les souris exposées a I’HI. Cependant, I’expression de
UCP-1 au niveau sous-cutané n’est modifiée ni par la lipectomie, ni par 1’exposition a I’HI

(figure 18B).
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Figure 18. Surface adipocytaire (A) et expression adipeuse de UCP-1 (B) au niveau sous-cutané de souris ApoE’

" sham ou lipectomisées, exposées a I’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N). La variation de

I’expression de UCP-1 suite a I’hypoxie intermittente (HI) est exprimée en unité arbitaire (u.a.), et en fonction du

groupe normoxique (N) sham dans les 3 groupes de souris ; #p<0,05 HI/sham vs HI/lipectomie.

Suite a la lipectomie épididymale, le tissu adipeux sous-cutané des souris exposées a I’HI

présente une augmentation de 1’infiltrat macrophagique, comparé aux souris normoxiques
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(figures 19). Contrairement a I’expression de MCP-1 qui n’est modifiée ni par I’HI ni par la
lipectomie (figure 20B), I’expression de PAI-1 est augmentée chez les souris lipectomisées, et
de facon significative aprés une exposition a I’HI (figure 20A). Cette augmentation
significative de 1’expression de PAI-1 au niveau sous-cutané s’accorde avec 1’augmentation

du recrutement macrophagique dans ce tissu, chez les souris lipectomisées hypoxiques.
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Figure 19. Infiltrat macrophagique au niveau sous-cutané de souris ApoE™" sham ou lipectomisées exposées a

I’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N) ; #p<0,05 Hl/sham vs HI/lipectomie ; *p<0,05 N/lipectomie vs

HI/lipectomie.
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Figure 20. Expression adipeuse de PAI-1 (A) et de MCP-1 (B) au niveau sous-cutané de souris ApoE™ sham ou
lipectomisées exposées a I’hypoxie intermittente (HI) ou a la normoxie (N). La variation de I’expression de PAI-
1 et de MCP-1 suite a I’hypoxie intermittente (HI) est exprimée en unité arbitaire (u.a.), et en fonction du groupe

normoxique (N) sham dans les 3 groupes de souris ; #p<0,05 HI/sham vs HI/lipectomie.
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Les données obtenues chez les souris « sham » — souris pour lesquelles le tissu adipeux
¢pididymal est présent — montrent qu’une exposition a I’HI a peu ou pas d’effets sur la
morphologie et le phénotype inflammatoire du territoire sous-cutané. Cependant, 1’absence du
territoire épididymal (souris du groupe « lipectomie ») induit un remodelage morphologique
et inflammaoire du tissu sous-cutané, qui est d’autant plus marqué chez les souris exposées a
une HI. Suite a la lipectomie épididymale, une compensation semble donc se mettre en place
au niveau sous-cutané, principalement chez les souris exposées a I’HI.

Les différents territoires du tissu adipeux blanc fonctionnent comme un organe a part entiere
(54). Un déséquilibre entre ces territoires pourrait donc étre compensé grace a une
redistribution topographique. Cette hypothése a été vérifiée grice a une approche IRM
(publication n°3), qui nous a permis de quantifier exhaustivement les 4 principaux tissus
adipeux blancs : épididymal, sous-cutané, mésentérique et rétro-péritonéal. Pour cette étude,
des souris sauvages C57Bl6 sham ou lipectomisées, ont été exposées a 6 semaines d’HI ou de

normoxie.
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3.3. Effet de I’hypoxie intermittente sur la distribution topographique du

tissu adipeux blanc
=  Publication n°3 : Les modifications de I’homéostasie glucidique sont

accompagnées de modifications de la répartition adipeuse apreés une exposition a

I’hypoxie intermittente

“Changes in glucose homeostasis is accompanied by

modifications of fat repartition after IH exposure”

Poulain L, Matthieu H, Thomas A, Rémy C, Borel A-L, Lévy P, Arnaud C*, Dematteis M.*

*co-senior authors

En cours de rédaction

131



Objectif : Le SAOS est caractérisé par des cycles nocturnes d’HI, considérée comme une des
composantes majeure impliquée dans la morbi-mortalité cardio-vasculaire associée au SAOS.
Le SAOS est une pathologie multifactorielle souvent associée a I’obésité, qui est le principal
facteur confondant de ce syndrome. De nombreuses études cliniques montrent que la
distribution de I’exceés adipeux observé lors de I’obésité peut influencer directement la
sévérité des complications métaboliques. Par ailleurs, I’exposition de souris a I’HI a des effets
majeurs sur le remodelage morphologique et inflammatoire du tissu adipeux viscéral, et ces
altérations sont impliquées dans la dyslipidémie et I’athérosclérose induites par I’HI. Les
effets partiels d’une telle chirurgie, ainsi que la reprise pondérale des souris hypoxiques au
détriment de la graisse épididymale, suggerent que I’HI pourrait induire une redistribution des
territoires adipeux.

L’HI pourrait donc avoir des effets sur la distribution des compartiments adipeux
blancs, qui seraient impliqués dans les altérations métaboliques observées apres une

exposition a ’HI.

Matériel et méthodes : Des souris C57BI6 agées de 8 semaines ont été exposées a I’HI ou a
la normoxie pendant 6 semaines, et les modifications topographiques du tissu adipeux ont été
étudiées par IRM sur corps entier. L implication de ces changements topographiques dans les
conséquences métaboliques associées a I’HI, a été étudiée chez des souris ayant subi une

lipectomie épididymale et exposées a I’HI ou a la normoxie.

Résultats : L’HI entraine des modifications topographiques spécifiques, caractérisées par une
fonte épididymale. Cette fonte épididymale, initiée de fagon phyisologique (exposition a 1’HI)
ou chirurgicale (lipectomie), est compensée par une redistribution du tissu adipeux, en
particulier vers le compartiment sous-cutané. Du point de vue métabolique, ’ablation du tissu
adipeux épididymal permet de corriger les effets déléteres de I’HI, au vu de ’amélioration de

la sensibilité a I’insuline des souris hypoxiques.

Conclusion : Grace a ces travaux, nous avons pu confirmer la fonte épididymale induite par
I’HI. L’altération de la sensibilit¢ a I’insuline observée chez les souris hypoxiques est
améliorée apres la lipectomie épididymale (figure 21, page 152). Cet effet bénéfique pourrait

s’expliquer par une redistribution préférentielle du tissu adipeux vers le territoire sous-cutané.
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ABSTRACT /683

Objective: Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by repetitive upper
airway collapse during night leading to intermittent hypoxia (IH). The latter is responsible for
vascular and metabolic complications such as atherosclerosis and insulin resistance. These
consequences could be mediated through IH-related alterations of the abdominal white
adipose tissue

Methods: Eight-week-old male C57BL6 mice exposed to IH (21-5% FiO,, 60s cycle, 8h/day)
or air for six weeks were investigated for topographic fat alterations using whole-body MRI.
The specific role of epididymal fat in the IH-induced metabolic dysfunctions was assessed in
lipectomized or sham-operated mice exposed to IH or air using intraperitoneal insulin
tolerance test (IpITT).

Results: [H induced epididymal AT loss and insulin resistance. Epididymal lipectomy led to a
compensatory extent in subcutaneous fat. IH-induced deterioration of glucose/insulin
homeostasis was suppressed in epididymal —lipectomized mice.

Conclusion: TH induces a body weight loss in mice and a reduction in epididymal fat. Despite
this body weight loss, mice submitted to IH presented with insulin resistance. Such IH-
induced insulin resistance was not seen in epididymal lipectomized mice possibly through a

compensatory increase in subcutaneous fat.

Keywords:  Adipose tissue, Glucose homeostasis, Intermittent hypoxia, Sleep apnea
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INTRODUCTION 443

Obstructive sleep apnea (OSA) is a worldwide public-health problem affecting at least 10% of
the middle aged population and representing a main cause of cardiovascular morbidity and
mortality [1]. OSA is characterized by repetitive upper airway collapses resulting in
intermittent hypoxia (IH) and sleep fragmentation, but IH is considered as the main
component leading to OSA-associated cardiometabolic dysfunctions [2]. Obesity is a major
confounder as it is frequently associated with OSA and causes detrimental consequences
similar to those of OSA [3]. Indeed OSA and obesity share chronic low-grade inflammation
[4], oxidative stress [5] and increased sympathetic activity [S] that lead to metabolic
alterations such as insulin resistance [6]. Obesity is a well known independent risk factor for
diabetes and cardiovascular events, and is directly associated with increased mortality [7].
However, rather than obesity per se, there are growing evidence that the pattern of fat
distribution within the body is a major determinant of the metabolic profile and the severity of
complications [8]. The abdominal fat is indeed composed of two major fat compartments: the
subcutaneous and the intra-abdominal fat, the latter including the intraperitoneal (also called
visceral) omental and mesenteric fat, and the retroperitoneal perirenal fat. An individual with
normal body mass index (BMI) and excessive visceral fat has a greater risk of developing
metabolic syndrome compared to a more obese individual with a lesser amount of visceral fat
[9]. The excessive visceral white adipose tissue (WAT) releases numerous cytokines and
adipokines with autocrine, paracrine and endocrine signaling that cause metabolic
dysregulations, as well as vascular alterations and chronic inflammation [10]. We and others
have recently shown that IH had detrimental effects on the epididymal WAT of non-obese
mice. They consisted of structural and inflammatory remodeling [11] as well as alterations of
the lipoprotein clearance pathway [12] [13]. These WAT consequences contributed to
complications caused by IH as epididymal lipectomy before IH exposure attenuated IH-
induced dyslipidemia and atherogenesis [11]. This partial preventive effect suggests that other
alterations occurred. IH may lead to another pattern of fat distribution as we repetitively found
that mice exposed to IH had smaller epididymal fat pads (the largest visceral WAT depot in
mice) but similar or lower body weight to those of normoxic animals [11]. Therefore the aims
of the present study were:

1) to investigate the IH effects on regional distribution of body fat using magnetic resonance
imaging in a non-obese mouse model of IH;

2) to assess wether the IH-related pattern of fat distribution was associated with metabolic

alterations;
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1 3) to evaluate wether epididymal lipectomy before IH exposure had a protective role on TH-
2 induced metabolic alterations and an influence on the IH-related pattern of fat distribution.

3
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METHODS 692

Animals

Twenty six eight-week-old male C57BL6 mice fed on a standard-chow diet were used. The
study was conducted in accordance with the European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes (Council of Europe,
European Treaties ETS 123, Strasbourg, 18 March 1986), and to the Guide for Care and Use
of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). The protocol was
approved by our local ethic comity (Joseph Fourier University, 62-UHTA-HP2-MD-02,
January 06, 2011).

Intermittent hypoxia

IH was performed in experimental cages, as previously described [14]. The animals were
exposed during daytime (n=10 per cage, 8h/day, cyclic 21-5% FiO2, 60s cycle (60 events/h),
lowest blood oxygen saturation up to 60%) for 6 weeks. FiO, was measured with a gas
analyzer (ML206, ADInstruments) throughout the experiment. Control animals (normoxic
mice, N) were exposed to air in similar cages to reproduce similar noise and turbulences to

those of the IH stimulus. Ambient temperature was maintained at 20-22°C.

Epididymal lipectomy

As previously published [11], animals were either lipectomized or sham-operated under
intraperitoneal ketamine-xylazine anesthesia (100 mg/kg-10 mg/kg). Bilateral epididymal
WAT was carefully removed to keep the gonads intact. Sham animals underwent the same
surgical protocol without removing the fat. Surgery sites were closed with 4-0 nylon
absorbable monofilament (Ethicon, Inc.) and mice received buprenorphine (0.1 mg/kg,
intraperitoneal). After 3 days of recovery, animals were exposed either to IH or N for 6
weeks, constituting four experimental groups (lipectomized IH and N mice, sham IH and N

mice, n = 6-7 per group)..
Metabolic alterations

Insulin sensivitity and secretion were successively assessed with a 5-day interval at the sixth

week of IH exposure using the insulin tolerance test and the insulin secretion index.
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Intraperitoneal insulin tolerance test (IpITT)
Mice were fasted for 5 hours then weighed before blood was collected from the tail tip for
baseline glucose determination (t=0) using the OneTouch® Ultra® glucometer. Insulin (0.5
IU/kg body weight, Novo Nordisk A/S) was injected intraperitoneally, followed by further
blood glucose measurements at 15, 30 and 60 minutes after the injection. Over the 60-minute
period, the glucose nadir (the lowest blood glucose level) was calculated, and the glucose area

under the curve (AUC) was measured using trapezoidal integration.

Insulin secretion index calculation
Mice were fasted for 10 hours then weighed. Blood was collected as described above for
glucose and insulin measurements before (t0) and 15 minutes (t15) after an intraperitoneal
glucose administration (2 g/kg body weight). Insulin levels were measured from 10 pl plasma
samples using a Rat/Mouse ELISA kit (Millipore) according to the manufacturer's
instructions and expressed in ng/ml. The insulin secretion index was calculated ((insulin t15 —

insulin t0) / (glucose t15 — glucose t0)) and expressed in arbitrary units [15].

Magnetic resonance imaging (MRI)

The analysis was performed the day following the end of IH exposure. Animals (n=4 per
group) were euthanized (intraperitoneal sodium pentobarbital, 50 mg/kg) to avoid respiratory
motion artifacts, and imaged on a 7.0 T MRI system (Avance III console; Bruker, Germany;
Grenoble MRI facility IRMaGe). Spin-echo T1-weighted images (TR/TE 500/8 ms; field of
view 3.84 x 3.84 cm; slice thickness 1 mm; interslice gap 1 mm) were obtained through the
entire mouse, from frontal to dorsal side (15 coronal slices), and from tail to head (64
transverse slices) (Figure 1A).

The volumes of the four fat compartments (epididymal, subcutaneous, mesenteric and
retroperitonal) were measured on the transverse slices by manual thresholding using the
Image]J software (version 1.45s, NIH, USA). The volume of fat (mm3) was obtained by
multiplying the area of fat of each slice (mm2) times 2 (1-mm slice thickness + 1-mm
interslice gap) and adding the volumes of each slice, then adjusted for 1g of body weight. The
total fat volume was calculated by summing the four compartments. The volume and
topographic distribution of fat compartments was also assessed according to four body
regions (cervicothoracic, thoracoabdominal, abdominal and perineal regions) (Figures 1A,

2A, 3A, 4A).
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Statistical analysis
Results were expressed as means + SEM and analyzed using parametric (ANOVA and t-tests)
or nonparametric tests (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, and Spearman rank correlation test)

according to normality and variance homogeneity. Statistical significance was set at p<0.05.
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RESULTS 330

IH induces glucose homeostasis alterations

The basal glucose homeostasis was not altered by IH, as shown by the similar basal plasma
glucose and plasma insulin levels, in either lipectomized or sham operated mices submitted to
IH compared to either lipectomized or sham operated mices in normoxic conditions (Table 1).
However, the dynamic insulin tolerance test showed that sham-operated hypoxic mice
responded less to insulin administration, compared to sham-operated normoxic mice (Table
1). This was demonstrated by a lower area under the curve (AUC) and a lower nadir in
response to insulin administration. After glucose injection, glycaemia was similar in normoxic
and hypoxic groups, whereas insulin levels and insulin secretion index were increased in
sham operated mice exposed to IH (Table 1). Taken together, these results evidenced an

insulin resistance in our non-obese mice exposed to IH.

Fat volumes distribution were modified after IH exposure and epididymal lipectomy

IH
Whereas IH did not affect total adipose tissue volume (Figure 1C), we observed a significant
epididymal AT loss in hypoxic mice (Figures 2B and 2C) that seemed to be associated with a
slight redistribution of adipose tissue toward subcutaneous and mesenteric adipose territories

(Figures 3B and 4B). Retroperitoneal AT is not affected by IH (data not shown).

Lipectomy
Epididymal lipectomy did not alter total adipose tissue volume in both normoxic and hypoxic
groups (Figure 1C). As shown in figure 2, epididymal AT was still absent 6 weeks after the
surgery, whereas total adipose tissue volume was similar to sham animals (Figure 1C). This
was associated with a compensatory increased of subcutaneous AT volume at Pelvis-Tail
level (Figure 3C and 3D) in both normoxic and hypoxic mice.

Epididymal lipectomy did not affect retroperitoneal AT volume (data not shown).

Epididymal lipectomy prevents IH-induced glucose homeostasis modifications

The basal glucose homeostasis was not modified by the surgery (Table 1). Lipectomy
prevented the IH-related disturbances in glucose homeostasis, as shown by the similar
responses to glucose and insulin administration in both normoxic and hypoxic lipectomized

mice.
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DISCUSSION /040
The pathophysiology of OSA-induced metabolic alterations remains poorly understood. In the
current study, we showed in non-obese C57BL6 mice that 6 weeks of IH resulted in glucose

homeostasis modifications, associated with redistribution of fat territories.

IH induces glucose homeostasis alterations

In the present study, we used non-obese C57BL6 mice. After IH exposure, the basal blood
glucose and the basal insulin levels remained unchanged between the different groups.
However, during the insulin sensitivity test, animals exposed to 6 weeks of IH showed an
altered glucose homeostasis characterized by a trend to lower AUC and nadir compared to
normoxic mice. This was accompanied by increased insulin levels after glucose injection with
no difference in blood glucose in the hypoxic mice, leading to increased insulinogenic index.
Together these results demonstrate that IH per se can induce metabolic disorders in mice,
independently of any obesity. These results are in agreement with clinical studies in OSA
patients showing a progressive worsening of insulin resistance and metabolic syndrome with
OSA severity, independently of obesity [16] [17]. Previous studies also show decreased
insulin sensitivity in healthy volunteers exposed to IH [18], as well as in lean mice after only

5 days of TH [19].

IH and lipectomy induce differential topographic changes of AT compartments

Literature is poor regarding the effects of IH per se on adipose tissue. Recent works showed
that IH let to various changes in epididymal AT such as adipocyte gene expression
modifications [20] [21], alteration of lipoprotein clearance pathways [12] [22], sustained
continuous hypoxia despite the normoxia-hypoxia cycles [23] and inflammation [24]. In the
present study we showed that in addition to functional alterations, AT underwent specific
topographic changes. Thanks to a MRI approach, a complete quantification of different AT
compartments was realized. The four following fat territories were also assessed for their
volume modifications after IH exposure: epididymal AT, subcutaneous AT, mesenteric AT
and retroperitonal AT. MRI quantification shows that the total fat mass is not modified in the
hypoxic mice despite a significant loss of epididymal AT. Unlike epididymal AT,
subcutaneous and mesenteric volumes are slightly increased after IH, suggesting a
compensatory phenomenon. A very recent experimental study shows that IH increased
Angptl4 only in epididymal AT probably because to a more severe hypoxia and activation of

HIFla in this AT territory [22]. As it is proposed in this study, we suggest that effects of IH
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could be tissue-dependent, explaining the differential response of AT compartments to IH
regarding their volume changes. Furthermore we show that IH-induced altered insulin
sensitivity was associated with an epididymal AT wasting. These results are in agreement
with a study from the group of Polotsky, showing an increased HOMA index and a decreased
epididymal fat weight in lean mice exposed to 4 weeks of IH [29]. Collectively these results
suggest that IH increases epididymal AT lipolysis, which can contribute to insulin resistance.
Among mechanisms that could explain IH-induced lipolysis, IH activates the sympathetic
nervous system [25] which in turn is known to induce lipolysis through activation of the
hormone-sensitive lipase in adipose tissue [26]. It has been described that human abdominal
visceral adipocytes are more sensitive to catecholamines-induced lipolysis than subcutaneous
abdominal adipose cells [9]. These clinical data support the hypothesis of tissue-dependent
effects of IH, in particular at adipose territories level.

To mimic the epididymal AT loss observed during IH and to assess the implication of this
territory in the IH-induced metabolic alterations, we carried out a surgery to remove
epididymal white fat. After 6 weeks of IH exposure, epididymal territory was still absent in
normoxic as in hypoxic lipectomized mice. The total AT volume was similar in sham-
operated compared to the lipectomized mice suggesting a compensation by other adipose
tissues. After lipectomy, we observe a significant increase of subcutaneous AT volume at tail
level, in both normoxic and hypoxic mice, which was consistent with previous experimental
results [27]. As observed in sham-operated mice after IH exposure, the imbalance between the
different fat compartments following partial lipectomy is compensated by redistribution, in
particular to the subcutaneous site. This result is consistent with the Kennedy's “lipostatic”
hypothesis that the “adipose organ” is able to adapt to its homeostasis modifications, in part

through sensory innervations control and/or regulation of circulating humoral factors [28].

Epididymal lipectomy leads to beneficial effects on IH-induced metabolic disturbances

As described above, IH induced epididymal AT alterations such as inflammatory phenotype
acquisition or local hypoxia apparition. Local AT hypoxia as observed in obesity has been
described to participate to the obesity-associated inflammation of AT [29] and insulin
resistance [30]. In the present study we demonstrated that insulin sensitivity was improved in
hypoxic lipectomized animals compared to sham-operated hypoxic mice, consistent with
previous study showing that removing visceral fat could prevent insulin resistance in obese
aging rats [31]. The beneficial effects of the lipectomy could be explained by the

compensatory extent un subcutaneous fat.
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Visceral adipocytes are defined by a peculiar metabolic profile compared to subcutaneous
cells, characterized by hyperlipolytic activity and resistance to the antilypolic effect of insulin
[9]. Clinical studies describe differences between visceral and subcutaneous AT regarding
their implication in insulin sensitivity. McLaughin reports a positive association between
visceral AT and insulin resistance, whereas subcutaneous AT is associated with insulin
sensitivity, after BMI adjustment [32]. Furthermore recent studies in normal-overweight
individuals [33] and obese subjects [34] challenge the efficacy of subcutaneous liposuction
regarding metabolism parameters. Despite some controversial results, the relationship
between adipose tissue distribution and insulin resistance in human obesity is largely
described in the literature [9]. Together these results show the important role of AT
distribution in insulin resistance and that the AT sensitivity to insulin is linked to its
localization. The AT redistribution to a more insulin-sensitive tissue could also have
participated to the beneficial effects of epididymal lipectomy on the IH-induced insulin

resistance.

Conclusion

In this study IH led to topographic changes of fat territories including a reduction in
epididymal AT. Despite this reduction in epididymal fat, IH also increased insulin resistance.
This deterioration in insulin sensitivity was prevented in epididymal-lipectomized mice,
possibly through the compensatory increase in subcutaneous fat. Further studies should
address the question of functional modifications of white adipose tissue from territories that
are usually considered as insulin-sensitive but could become dysfunctional under IH

condition.
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FIGURE LEGENDS

Table. Weight and glucose regulation in mice exposed to intermittent hypoxia or
normoxia.

Insulin sensitivity and secretion were assessed at the fifth week of exposure to intermittent
hypoxia (IH) or air (N) in lipectomized and sham-operated C57BL6 mice. AUC = area under

the curve.

Figure 1. MRI quantification of total white adipose tissue volume in mice exposed to
intermittent hypoxia or normoxia.

(A) Representative coronal and tranverse T1-weighted images. (B) Total white adipose tissue
volume after 6 weeks of intermittent hypoxia (IH) or air (N) in lipectomized and sham-

operated C57BL6 mice, n=4 per group.

Figure 2. MRI quantification of epididymal white adipose tissue volume in mice exposed
to intermittent hypoxia or normoxia.

(A) Representative photographs and transverse MRI slices of epididymal fat pads (arrow) and
gonads (G). (B) Epididymal fat volume after 6 weeks of intermittent hypoxia (IH) or air (N)
in lipectomized and sham-operated C57BL6 mice, n=4 per group; *p<0.05 N-sham vs IH-
sham, #p<0.05 N-sham vs N-lipectomy and IH-sham vs [H-lipectomy.

Figure 3. MRI quantification of mesenteric white adipose tissue volume in mice exposed
to intermittent hypoxia or normoxia

(A) Representative transverse MRI slices (arrow showing the mesenteric fat), (B) total and
(C) regional mesenteric fat volume in the 3 parts of the abdominal cavity after 6 weeks of

intermittent hypoxia (IH) or air (N) in lipectomized or sham-operated mice, n=4 per group.

Figure 4. MRI quantification of subcutaneous white adipose tissue volume in mice
exposed to intermittent hypoxia or normoxia

(A) Representative transverse MRI slices (arrow showing the subcutaneous fat), (B) total and
(C) regional subcutaneous fat volume in the 4 body regions after 6 weeks of intermittent
hypoxia (IH) or air (N) in lipectomized or sham-operated mice, n=4 per group; *p<0.05 N-
sham vs N-lipectomy and IH-sham vs IH-lipectomy.
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Table

SHAM LIPECTOMY
N IH pNws H N IH pNs IH

n 7 7 6 6
Body weight after [H exposure (g) 27.4+0.9 254+0.4 <0.05 26.9+0.7 26.0+0.5 ns.
Insulin sensitivity
Blood glucose after Sh of fasting (mg/dl) 199.8+ 7.6 191.6 +10.0  ns 200.8 +9.7 192.6 +9.0 ns
Blood glucose AUC (min.mg/dl) -3553 578 -2146 £446 007 -3063 +362 -2907 £315  ns
Blood glucose nadir (mg/dl) -85.6+13.4 -54.7+£9.6 008  -772+9.4 -752+5.1 ns
Insulin secretion

Baseline measurmentsafter 10h of fasting
Blood glucose (mg/dl) 102.5+ 8.8 100.0+9.0 ns. 90.0+32 92.5+10.1 ns.
Plasma insulin (ng/ml) 0.159 +0.053 0.138+0.035 ns.  0.131 +0.023 0.122+0.012 ns.

Measurements 15min after glucose load
Blood glucose (mg/dl) 356.8£11.5 3440+12.1 ns.  387.8+246 401.7+275 ns.
Plasma insulin (ng/ml) 0.173 £0.016 0.289+0.032 <005 0.207 +0.026 0219+0.026 ns
Insulin secretion index (a.u.) 0.23+0.02 0.63+0.14 <005 034+0.11 0.37+0.09 ns.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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HYPOXIE INTERMITTENTE

{
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REMODELAGE ATHEROSCLEROTIQUE

Figure 21. Résumé des résultats décrits dans 1’article n°3. Ces données montrent, qu’en plus de modifications
qualitatitives (inflammation, morphologie), I’hypoxie intermittente entraine également des modifications
quantitatives (fonte épididymale), qui sont impliquées dans les altérations métaboliques observées aprés une
hypoxie intermittente. Par ailleurs, un déséquilibre adipeux, initié de fagon « physiologique» (hypoxie
intermittente) ou de fagon artificielle (chirurgie) est compensé par les autres territoires adipeux, en particulier le

territoire sous-cutané.
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3.4. Travail n°4 : Role de la voie TLR-4/NFxB dans les altérations

métaboliques et vasculaires induites par I’hypoxie intermittente

“Toll Like Receptor 4 pathway is involved in the
cardiometabolic alterations induced by intermittent

hypoxia.”

Poulain L, Richard V, Lévy P, Arnaud C*, Dematteis M.*

*co-senior authors
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Objectif : Le SAOS est une pathologie fréquente qui affecte environ 10% de la population
adulte d’age moyen. De nombreuses études cliniques décrivent 1’association fréquente entre le
SAOS et les complications métaboliques, telles que 1’insulino-résistance. De plus, le SAOS
est considéré comme un facteur de risque cardiovasculaire indépendant. Les collapsus
pharyngés répétitifs caractéristiques du SAOS sont a I’origine d’une HI nocturne, qui semble
étre la composante majeure du SAOS en termes de répercussion cardio-métaboliques. De
plus, les animaux exposés a I’HI montrent que les atteintes métaboliques et vasculaires
induites par ce stimulus sont médiées, en partie, par I’inflammation systémique. Par ailleurs,
au cours de I’obésité, 1’activation de la voie pro-inflammatoire TLR-4/NFxB est impliquée
dans I’insulino-résistance et le remodelage vasculaire associés a cette pathologie.

D’apres nos précédents résultats concernant les atteintes inflammatoires, métaboliques
et vasculaires induites par I’HI, la voie TLR-4/NFxB pourrait donc étre impliquée dans

les conséquences cardio-métaboliques de I’HI.

Matériel et méthodes : Des souris TLR-4"" dgées de 17 semaines, ainsi que leur groupe
controle C57BIl6, ont été exposées a 4 semaines d’HI ou de normoxie. La sensibilité a
I’insuline a été évaluée durant les 4 semaines d’exposition. A la fin de I’exposition, les effets
de ’HI au niveau adipeux (inflammation) et vasculaire (épaissieur intima-media) ont été

étudiés chez les 4 groupes d’animaux.

Résultats : L’insulino-résistance induite par I’HI chez les souris C57BI16, est absente chez les
souris TLR-47". Chez les souris hypoxiques, la déficience pour le TLR-4 permet également de
prévenir le remodelage inflammatoire vasculaire et ’augmentation de sécrétion d’IL-6 et de
TNF-a par le tissu adipeux épididymal. Une moindre inflammation du tissu adipeux
épididymal associée a une correction de I’insulino-résistance pourrait expliquer les effets

bénéfiques de la déficience pour le TLR-4 sur les atteintes vasculaires induites par I’HI.

Conclusion : L’HI entraine des altérations métaboliques et tissulaires (tissu adipeux
épididymal et aorte thoracique) qui semblent étre médiées, en partie, par la voie pro-
inflammatoire TLR-4/NF«B (figure 22, page 172). Ces données confirment le role majeur de

la composante inflammatoire dans les conséquences déléteres de I’HI.
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ABSTRACT

Objective: Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by repetitive upper
airway collapse during night leading to intermittent hypoxia (IH). The latter is responsible for
vascular and metabolic complications such as atherosclerosis and insulin resistance. As
obesity, OSAS is associated with a systemic low-grade inflammation which contributes to
cardio-metabolic alterations associated to IH. Since Toll-like receptors (TLR)-4 are involved
in the development of insulin resistance and vascular remodeling observed in obesity, the
inflammatory and metabolic consequences of IH could be mediated at least in part through the
TLR-4 pathway activation.

Methods: Seventeen weeks old male TLR-4"" mice (C57BL6 background) and their control
groups (C57BL6 mice) were exposed to either IH (FiO2 21-5%, 1 min cycle, 8 h/day) or air
(normoxic mice) for 4 weeks. During IH exposure, animals were assessed for insulin
sensitivity. After exposure, mice were sacrificed and analyzed for vascular remodeling (aorta
intima-media thickness) and epididymal adipose tissue inflammation.

Results: /n vivo insulin sensitivity tests show that TLR-4 deficiency prevented IH-induced
insulin resistance. Compared to hypoxic C57Bl6, TLR-4 deficiency prevented the increased
secretion of Interleukine (IL)-6 and Tumor Necrosis Factor (TNF)-a by the epididymal fat
and the intima-media thickening.

Conclusion: TH induces metabolic and vascular alterations, at least in part through the pro-
inflammatory TLR-4 pathway activation. These results confirm the important role of

inflammation in the cardio-metabolic consequences associated to IH.

Keywords: Atherosclerosis, Inflammation, Intermittent hypoxia, Sleep apnea, Toll Like

Receptor-4
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INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea (OSA) is a public-health problem as it affects at least 10% of the
middle aged men, and represents a main cause of cardiovascular morbidity and mortality [1].
An independent association between OSA, insulin-resistance and type 2 diabetes has been
consistently demonstrated by a number of cross-sectional studies, observational studies and
large population-based studies [2] [3] [4] [5]. Moreover, in OSA patients, increased carotid
intima-media thickness (IMT), an early sign of atherosclerosis, correlates with nocturnal
oxygen desaturation, independently of other cardiovascular risk factors [6] [7]. Very recently,
Kent ef al/ found in a prospective case-control study, that severity of OSA may predict occult
coronary atherosclerosis in otherwise healthy overweight or obese male subjects [8].
Repetitive upper airway collapses during sleep result in intermittent hypoxia (IH), thought to
be responsible for cardiometabolic complications such as atherosclerosis and insulin
resistance [9]. Evidence from animal sleep apnea model (i.e. rodents exposed to IH) confirms
that IH-induced insulin resistance and vascular remodeling are mediated in part through
activation of the sympathetic nervous system [10] and systemic inflammation [11].
Furthermore we previously showed that IH aggravated dyslipidemia and atherogenesis
through epididymal white adipose tissue (EWAT) inflammatory remodeling [12].

In obesity it is increasingly recognized that chronic activation of inflammatory signaling
pathway are causally linked to insulin resistance [13] and vascular alterations [14]. Recent
studies suggest that these deleterious effects could be mediated, at least in part, through the
activation of Toll-Like Receptor (TLR), and in particular the TLR-4. TLRs are a family of
pattern-recognition receptors that play a critical role in the innate immune system by
activating pro-inflammatory signaling pathways in response to microbial pathogens [15].
TLR-4 binds to lipopolysaccharide (LPS) triggering a downstream cascade, which leads to the
activation of the pro-inflammatory Nuclear Factor (NF) k B pathway and finally to the
expression of numerous pro-inflammatory molecules, such as IL-6 and TNF-a [16]. Two
recent experimental studies described free fatty acids (FFA) as a activator for TLR-4/NF«xB
pathway, suggesting a likely mechanism linking obesity-induced excess FFA to insulin
resistance [17] [18]. Furthermore, studies on different strains of mice showed that expression
and activation of TLR-4 are involved in aortic inflammation [19] and in atherogenesis [20].
Together these experimental data confirm the major role of TLR-4/NFkB pathway in the

crosstalk between inflammation, atherosclerosis and metabolism dysfunctions.
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In C57B16 mice we have shown that IH induced cardiovascular inflammation, characterized
by an increased activity of NFkB in aortic [21] and cardiac (unpublished data) tissues.
According to these data and to our previous results regarding inflammation at EWAT [12] and
vascular [21] levels, we postulate that the metabolic and vascular consequences of IH could

be mediated at least in part through the pro-inflammatory TLR-4/NF«B pathway activation.
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METHODS

Animals

Seventeen weeks old male TLR-4 deficient mice (C57Bl6 background) and their control
groups (C57Bl6 mice) fed on a standard-chow diet were used. They were weighed throughout
the experiments, and food intake was measured daily. The study was conducted in accordance
with the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and Other Scientific Purposes (Council of Europe, European Treaties ETS 123,
Strasbourg, 18 March 1986), and to the Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996).

Intermittent hypoxia

IH was performed as previously described [12]. The four groups of animals were exposed
during daytime (n=10 per cage, 8h/day, cyclic 21-5% FiO,, 60s cycle (60 events/h), lowest
blood oxygen saturation up to 60%) for 4 weeks. FiO, was measured with a gas analyzer
(ML206, ADInstruments) throughout the experiment. Control animals (normoxic mice, N)
were exposed to air in similar cages to reproduce similar noise and turbulences to those of the
IH stimulus. Ambient temperature was maintained at 20-22°C. On the day following the last
exposure period, the animals were anesthetized with intraperitoneal ketamine-xylazine

anesthesia (100 mg/kg/10 mg/kg).

Metabolic alterations
Blood was collected by cardiac puncture. The plasmatic fraction was collected after blood

centrifugation during 10 minutes at 11000 rpm (4°C).

Lipid measurements
Total cholesterol was measured in plasma by a colorimetric enzymatic reaction using the
Infinity kit (ThermoElectron Corporation) according to the manufacturer’s guidelines.
Plasma levels non-esterified fatty acids (NEFA) were measured by a colorimetric enzymatic

reaction using the NEFA FS Kit (DiaSys).

Insulin measurement
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Plasma insulin was quantified by a Mouse Ultrasensitive Insulin Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). The 96-well microplate is coated with a monoclonal
antibody specific for insulin. 25 pl of plasma was incubated with 75 pl Working Strength
Conjugate. Insulin was measured according to the manufacturers’ instructions and expressed

in ng/ml (Alpco).

Intraperitoneal insulin tolerance test (IpITT)
During the three first weeks of IH exposure, we used IpITT to assess global insulin
sensitivity. Mice were fasted for 5 hours then weighted before blood was collected from the
tail tip for baseline glucose determination (t=0). Blood glucose was measured using the
OneTouch® Ultra® glucometer. Insulin (0.5 IU/kg body weight, Novo Nordisk A/S) was
injected intraperitoneally, followed by further blood glucose measurements at 15, 30, 60 and
90 minutes after the injection. The lowest blood glucose level (nadir) and its timing following

insulin administration were calculated.

Adipose tissue alterations

The day following the last exposure period, animals were anesthetized as described above for
bilateral EWAT collection. The tissue was either snap frozen in liquid nitrogen then stored at
-80°C for Nuclear Factor (NF) x B activity and cytokines quantification, or incubated for

cytokines secretion study.

NFkB activity
As activation of the pro-inflammatory transcription factor NFxB requires nuclear
translocation, we investigated whether IH could activate NFkB by assessing the nuclear
expression of the NFxB-p50 subunit. Nuclear NFkB-p50 was determined in EWAT of
C57BI6 and TLR-4 exposed to N or IH. EWAT was homogenized in a lysis buffer containing
IM DTT (Active Motif) and centrifuged two times to ensure to collect the total cytosolic
fractions. The pellets were resuspended in a complete lysis buffer containing 10mM DTT,
protease inhibitor cocktail and lysis buffer AM1 (Active Motif). After 30 min incubation on
ice, the pellet was centrifuged 10 min at 14000 g. Proteins concentration was determined
using the BCA assay (ThermoScientific). Nuclear expression of the NFkB-p50 subunit was
determined using the TransAM NFxB-p65/p50/p52 kit (Active Motif). Nuclear proteins (10
ug/ml) were assayed for the presence of activated pS0 by ELISA using antibody specific for

160



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32
33

activated p50 following binding to NF«B consensus sequence. NF«kB activity is expressed in

arbitrary units.

Cytokine secretion
EWAT was isolated from mice and weighed. Each pad was divided into two equal pieces and
incubated at 37°C with mild shaking in RPMI medium. After 120 minutes of incubation,
interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF)-a were measured in the supernatants using
an ELISA test according to manufacturer’s instructions (R&D System). Cytokine

concentrations were expressed as ng/ml for 1g of adipose tissue.

Assessment of aortic lesions

Carotid Intima-Media Thickness (IMT)
IH and N aortas were embedded in OCT compounds (Tissue-Tek, Sakura), sectioned (10 pum)
and stained. Hematoxylin-eosin staining was used to assess the intima-media thickness (IMT).
Morphometric analysis (up to 15 measurements on 10 noncontiguous midthoracic aorta
sections per animal) was performed with a light microscope (Nikon Eclipse 801, Nikon) and

the NIS-Elements microscope imaging software (Nikon).

NFkB activity
As described above, activation of the pro-inflammatory transcription factor NF«xB requires
nuclear translocation. We investigated whether IH could activate NFkB by assessing the
nuclear expression of the NFkB-p50 subunit. Nuclear NFkB-p50 was determined in thoracic
aorta of C57Bl6 and TLR-4 exposed to N or IH. Homogenization and extraction were
performed as described above, as well as the proteins concentrations determination. Nuclear
expression of the NFkB-p50 subunit was determined using the TransAM NFkB-p65/p50/p52
kit (Active Motif). Nuclear proteins (15 ng/ml) were assayed for the presence of activated pS0
by ELISA using antibody specific for activated pS0 following binding to NFkB consensus

sequence. NFkB activity is expressed in arbitrary units.

Statistical analysis
Results were expressed as mean * standard errors of the means. Differences between two

groups over time were determined by a two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated
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measures, with a subsequent Tukey’s post hoc test. For comparison between independent
groups, Student’s t test or Mann-Whitney U-test were used according to normality and

variance homogeneity. Statistical significance was set at p<0.05.
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RESULTS

TLR-4 deficiency prevented the IH-induced insulin resistance

After IH exposure total cholesterol, plasmatic NEFA, blood glucose and serum insulin are
modified neither in C57BL6 mice nor in TLR-4"" mice (Table 1). Four weeks of IH leads to
increased hematocrit in C57BL6 mice, which is absent in TLR-4"" mice. Global insulin
sensitivity was assessed during the first three weeks of IH exposure. During IH exposure, the
dynamic insulin tolerance test showed that C57BL6 hypoxic mice responded less to insulin
administration, compared to C57BL6 normoxic mice (Figure 1A,B). TLR-4"" mice are
prevented by the IH-induced insulin resistance, as shown by the similar responses to insulin

administration in both normoxic and hypoxic TLR-4"" mice (Figure 1A,B).

TLR-4 deficiency prevented the IH-induced epididymal adipose tissue inflammation

The hypoxic epididymal adipose tissue of C57BL6 mice exhibited inflammatory phenotype
characterized by increased secretion of TNF-o and IL-6 (Figures 2A,B). The pro-
inflammatory effect of four weeks of IH at adipose tissue level is prevented in TLR-4"" mice,
as the levels of both secreted cytokines are similar of those of normoxic C57BL6 mice
(Figures 2A, B). However NFkB-p50 activity is not modified by IH in epididymal adipose
tissue of C57BL6 (N, 100.0 +42.1 vs IH, 70.6 = 259 u.a.) and TLR-4"" mice (N, 163.2+784
vs IH, 384.1 2242 u.a.).

TLR-4 deficiency prevented the IH-induced inflammatory vascular remodeling

Four weeks of IH induces an inflammatory vascular remodeling in C57BL6 mice aorta,
characterized by an increased intima-media thickeness (IMT) (Figure 3A) and an increased
NF«B-p50 activity (Figure 3B). The TLR-4 deficiency prevented both the morphological and
inflammatory remodeling of arterial wall caused by IH, as the IMT and the NFkB-p50 activity
are similar to those of normoxic C57BL6 mice (Figures 3A,B).
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DISCUSSION

Ce travail est encore en cours, et la discussion de la plupart des résultats est intégrée a celle
des autres études, dans la derniére partie de ce manuscrit de theése. L étude de I’activation de
la voie TLR-4/NFkB sera, entre autres, complétée par des dosages en RT-PCR quantitative

au niveau du tissu adipeux épididymal et de [’aorte abdominale.

The pathophysiology of OSA-induced vascular remodeling remains poorly understood. Here,
we show in non-obese C57BL6 mice that exposure to IH leads to EWAT inflammation,
associated with insulin resistance and increased intima-media thickness. These deleterious
effects are mediated at least in part through the pro-inflammatory TLR-4 pathway activation,
as the TLR-4 deficiency prevents the [H-induced metabolic and vascular alterations.

In lean mice, the hypoxic EWAT exhibited qualitative and quantitative modifications. TH
induces EWAT wasting and inflammation, characterized by increased release of two pro-
inflammatory cytokines (TNF-o and IL-6). This result is in agreement with our previous data
in non-obese ApoE”™ mice exposed to 6 weeks of IH [12], and may be explain by local
hypoxia apparition [22] leading to EWAT dysregulation [23]. Exposure to IH also leads to
decreased insulin sensitivity, confirming previous studies in obese [24] and non-obese [25]
mice, or in healthy volunteers [26]. In parallel to EWAT and metabolic alterations, hypoxic
C57BL6 mice show inflammatory vascular remodeling, including increased activity of NFxB
activity and intima-media thickening.

The relationship between inflammation, insulin resistance and vascular remodeling is now
largely described in the literature [14], and may implicate the TLR-4/NFkB pathway. TLR-4""
mice were exposed to IH or normoxia to assess the specific role of the TLR-4 receptor
activation in the cardiometabolic consequences of IH. After IH exposure, we show that TLR-
4 deficiency prevents the increased secretion of IL-6 and TNFa by the epididymal fat in
hypoxic mice. According to this data, and to previous studies in murine models of obesity
[17] [18], it seems that TH itself could activate TLR-4/NF«B pathway, in a similar manner to
that is described in the obesity. Furthermore, the lower epididymal inflammation, associated
with a correction of insulin resistance observed in hypoxic TLR-4"" mice, may explain the
beneficial effect on arterial remodeling of TLR-4 deficiency. Together, these results confirm
the important role of inflammation in the metabolic and vascular consequences associated to

IH.
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FIGURE LEGENDS

Table. Weight and biological characteristics in C57BL6 and TLR-4"" mice exposed to
intermittent hypoxia or normoxia.

Effects of TLR-4 deficiency on weight and biological alterations induced by intermittent
hypoxia (IH) or normoxia (N); *p<0.05 N/C57Bl6 vs IH/C57Bl6, $p<0.05 IH/C57Bl6 vs
[H/TLR-4"", #p<0.05 N/TLR-4"" vs IH/TLR-4""; (n=7-9 per group).

Figure 1. TLR-4 deficiency prevented the IH-induced insulin resistance

(A) Glucose variation during the 90 minutes intraperitoneal insulin tolerance test (IpITT) in
C57BL6 or TLR-4" mice exposed to 1 week of intermittent hypoxia (IH) or normoxia (N) ;
*p<0.05 N/C57BL6 vs IH/C57BL6; (n=7-9 per group). (B) Lowest blood glucose level during
the first 90 minutes (nadir); *p<0.05 N/C57Bl6 vs IH/C57Bl6, $p<0.05 IH/C57BI6 vs
IH/TLR-4" (n=7-9 per group).

Figure 2. TLR-4 deficiency prevented the IH-induced epididymal adipose tissue
inflammation

TNF-a (A) and IL-6 secretion (B) from EWAT of C57BL6 or TLR-4"" mice exposed to 4
weeks of intermittent hypoxia (IH) or normoxia (N) ; *p<0.05 N/C57BL6 vs IH/C57BL6,
$p<0.05 IH/C57BL6 vs TH/TLR-4""; (n=6-8 per group).

Figure 3. TLR-4 deficiency prevented both the IH-induced intima-media thickening and
the IH-induced nuclear NFkB activity

(A) Aortic intima-media thickness in C57BL6 or TLR-4"" mice exposed to 4 weeks of
intermittent hypoxia (IH) or normoxia (N); *p<0.05 N/C57BL6 vs IH/C57BL6; (n=5-6 per
group). (B) Aortic NFkB-p50 activity in C57BL6 or TLR-4"" mice exposed to 4 weeks of
intermittent hypoxia (IH) or normoxia (N); *p<0.05 N/C57BL6 vs IH/C57BL6; (n=5-6 per

group).
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Table

C57BL6 TLR-4"

N IH N IH
Age mice (weeks) 17 17 17 17
Mice weight (g)
Day 0 28.1+04 29.1+0.6 26.6+1.0 263+ l.l$
Day 7 29.0£0.5 24.8+0.5% 27.0+0.9 245+ 0.9#
Day 28 263+£0.6 23.9+ 0.4% 25.1+0.7 23.6+0.8
Epididymal AT weight (day 28)
mg 385.1+203 288.0+17.6* 385.6 £22.0 346.1 £18.1°
% of body weight 1.46 £ 0.07 1.20 £ 0.06 1.55+0.11 150+0.11°
Parameters at day 28 (fasting 10h)
Hematocrit (%) 394+£0.7 43.4 £ 0.4% 427+ 0.6 437+0.9
Total cholesterol (g/1) 922+6.5 91.8+7.38 83.4+47 89.3+7.38
NEFA (mmol/1) 0.65+0.10 0.54 £0.06 0.73 £0.09 0.75+£0.08
Blood glicose (mg/dl) 98.6+4.2 101.5+74 89.6+34 88.1+£54
Serum msulin (ng/ml) 0.023 £ 0.003 0.012 £ 0.002 0.033 £0.007 0.023 £ 0.004
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Figure 3
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HYPOXIE INTERMITTENTE
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Figure 22. Résumé des résultats décrits dans le travail n°4. Ces données montrent que le récepteur TLR-4 est
impliqué dans les atteintes métaboliques (insulino-résistance), adipeuses (sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires) et vasculaires (remodelage vasculaire précoce) induites par une exposition a [’hypoxie

intermittente.
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4. Discussion des résultats
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Grace aux résultats obtenus au cours de ma thése, nous avons pu montrer que le tissu adipeux
viscéral était sensible a I’HI, puisque suite a une exposition au stimulus hypoxique, il subi un
remodelage majeur, a la fois morphologique et inflammatoire. De plus, grace a une approche
chirurgicale originale, nous avons également démontré que ces altérations adipeuses
contribuent, en dehors de tout contexte d’obésité, aux dysfonctions métabolique et vasculaire
associées a I’HI. Enfin, les résultats préliminaires de notre dernicre étude suggerent que
I’activation de la voie pro-inflammatoire TLR-4/NFxB serait impliquée dans les
conséquences métaboliques et vasculaires observées suite a une exposition a I’HI. L’ensemble
de ces données confirment I’importance de la composante inflammatoire, et notamment de
I’inflammation du tissu adipeux viscéral, dans les atteintes métaboliques et vasculaires

induites par I’HI.
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4.1. Pertinence du modele au regard de la pathologie humaine

Tous les travaux de cette these ont été réalisés a 1’aide d’un dispositif d’exposition a I’HI,
développé au laboratoire. Dans le modele expérimental utilisé au cours de cette these, les
cycles d’HI se composent de 30 secondes de normoxie (FiO; a 21 %) suivies de 30 secondes
d’hypoxie (FiO; a 5%). Avec un index d'événement a 60 par heure et une saturation artérielle
en oxygene (SpO;) minimale avoisinant les 60 %, ce modéle mime une forme séveére du
SAOS, qui concerne moins de 10% des patients apnéiques. Ce stimulus ne représente donc
pas la forme majoritaire de ce syndrome observée dans la population apnéique mais cette
sévérité est justifice. En effet, un des objectifs de nos travaux de théses était d’identifier les
effets propres de I’HI sur le plan adipeux, vasculaire et métabolique. Les souris C57BI16 et les
souris TLR-4"" exposées au stimulus ne présentent pas de co-morbidités puisqu’elles ne sont
ni obeses et ni dyslipidémiques, ni de susceptibilité ou de fragilité d'organe. La sévérité de ce
stimulus est donc nécessaire pour observer les effets de I’HI, au niveau adipeux, vasculaire et
métabolique, et ce, de facon reproductible chez des animaux sans co-morbidité. Outre la
somnolence diurne, la sévérité du syndrome est également basée sur deux critéres, a savoir la
désaturation artérielle en oxygene et la fréquence des éveénements respiratoires (index
d’apnées-hypopnées, IAH). Notre modele expérimental n’est donc que partiellement
isomorphique, dans la mesure ou seule la désaturation en oxygene n’est pris en compte afin de
modéliser la sévérité du SAOS.

Lors des apnées nocturnes que subissent les patients, une diminution de la PaO, (hypoxie)
mais également une augmentation de la PaCO; (hypercapnie), sont observées. Cette
hypercapnie intermittente s’explique par un défaut d'évacuation du CO, lié a I’obstruction des
VAS, et est a I’origine d’une acidose respiratoire. La modification du pH artériel (acidose
respiratoire) en réponse a 1I’hypercapnie constituer un élément confondant supplémentaire
chez les patients apnéiques. Contrairement a la pathologie humaine, les animaux exposés au
stimulus hypoxique présentent une diminution intermittente de la PaCO, (hypocapnie) induite
par une hyperventilation compensatrice. Actuellement, la phase hypoxique du cycle est
réalisée grace a un mélange gazeux d’oxygene et d’azote, permettant de faire diminuer la FiO;
dans les cages de souris, sans variation de volume gazeux. Afin de rapprocher notre modele
du syndrome apnéique, nous pourrions envisager d’enrichir ce mélange gazeux avec du
dioxyde de carbone, afin de recréer artificiellement une hypercapnie intermittente,

comparable a celle observée chez les patients SAOS. Cependant, d’aprés Fletcher et al, il
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semble que I’hypercapnie associée au SAOS ne joue qu’un role mineur dans les modifications
de pression artérielle associées au SAOS (95) (96). D’apres ces données, la pertinence d’un
modele hypoxique-hypercapnique intermittent reste donc a déterminer.

Chez le patient, I’installation d’apnées répétitives au cours de la nuit se fait progressivement,
lorsqu’un déséquilibre apparait entre la force générée par la contraction des muscles
dilatateurs du pharynx et la pression inspiratoire négative (17). D’autre part, Sforza et al sont
les premiers a émettre I’hypothese selon laquelle le ronflement précederait 1’apparition d’un
SAOS et d’une somnolence, suggérant ainsi que le SAOS est une maladie progressant
naturellement. Les données cliniques sont contradictoires, puisque certaines équipes décrivent
une aggravation des symptomes chez les patients SAOS 1égers a modérés (304) (181), alors
que d’autres groupes ne décrivent aucune modification (92) (246), voire une amélioration
(128), des symptomes au cours du temps. Malgré ces discordances, il apparait que la
prévalence et la sévérit¢é du SAOS évolue au cours du temps, du fait notamment de
I’apparition de co-morbidités telles que 1’obésité (251) (226). Dans notre modele animal,
lorsque les souris sont placées dans le dispositif, I’exposition aux cycles hypoxiques est
brutale. A D’opposé¢ du SAOS, les animaux subissent donc de facon immédiate une
désaturation en oxygene tres importante (SpO; a environ 60 %), semblable a celle d’'un SAOS
sévere. Cette exposition immédiate peut étre a I’origine d’une inflammation, et induire de
nombreux mécanismes en réponse au stress de cette exposition. Le cortisol et la
noradrénaline, les deux principales hormones sécrétées dans ces conditions, ont des effets
déléteres au niveau métabolique entre autres, en modifiant la prise alimentaire et en activant la
lipolyse du tissu adipeux par exemple. Ce stress peut avoir des effets majeurs sur certains
parametres cardiovasculaires et métaboliques, et principalement ceux dont les changements
sont rapides (glycémie, par exemple). Ces hormones sécrétées pourraient donc aggraver les
effets liés a ’HI elle-méme. Exposer progressivement les animaux avec une aggravation du
stimulus hypoxique sur plusieurs jours permettrait de répondre a cette problématique.
Cependant, cette approche expérimentale est trés contraignante, et serait difficile a mettre en
place, notamment vis-a-vis des autres expérimentateurs qui utilisent le dispositif en méme
temps. Il faut également noter que les souris utilisées dans nos expérimentations sont des
jeunes adultes (dgées de 17 a 20 semaines, voire de 8 semaines), ce qui ne correspond pas tout
a fait a la réalité de la pathologie apnéique, qui touche majoritairement les hommes d’ages
moyen (40-50 ans). Cette limite du modele est liée principalement au colt financier que
représente I’achat ou 1’élevage a la PHTA d’animaux plus agés (plus de 6 mois). D’apres la
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littérature, les effets du SAOS sur les personnes dgées (65 ans ou plus) sont trés peu décrits,
mais selon les résultats de Sforza et al/, il semble que le lien entre le risque vasculaire cérébral
(associé au développement de 1'athérosclérose carotidienne) et les troubles du sommeil ne soit
pas significatif chez les patients apnéiques agés de 65 ans. Ce lien serait probablement lié a la
coexistence d'autres facteurs athérogenes tels que le vieillissement lui-méme (305). Malgré les
contraintes de colt et de temps liées a un tel protocole, il serait pertinent de laisser vieillir les
animaux dans le dispositif d’HI, en augmentant progressivement la sévérité du stimulus
hypoxique.

Les rongeurs sont trés souvent employés dans les modeles d’HI de part leur facilité a étre
utilisés lors des expérimentations de longue durée, ce qui permet de mimer la pathologie
humaine sur le long court. Cependant un des principaux inconvénients de ces modeles dans
I’étude des troubles respiratoires du sommeil, est le profil du sommeil de ces animaux, tres
différent de celui des humains. Contrairement a I’Homme, dont la durée du sommeil varie
entre 6 et 8 heures consécutives, le rongeur présente plusieurs phases de veille et de sommeil
durant les 24 heures du cycle nycthéméral, les phases de sommeil prédominant pendant le
jour. Cette différence est inhérente au modele animal et ne peut étre modifiée. Rubin et al
mesurent en 2003 le nombre et la durée des évenements respiratoires chez des souris A/J et
DBA/2J (283). Grace a un systeme d’hypoxie asservi a la mesure du sommeil, ils montrent
qu’une exposition au stimulus hypoxique toutes les 30 a 60 secondes (60 a 120 désaturations
par heure, 8 heures par jour) correspondrait le mieux a la « physiologie » de la souris.

D’apres 1’équipe de Polotsky et al, le stimulus hypoxique entraine une altération du sommeil
chez les rongeurs (257). Dans cette étude expérimentale, une polysomnographie a été réalisée
chez des souris C57Bl6, soumises soit a une HI soit a une fragmentation du sommeil, et ce
durant 5 jours. L’exposition au stimulus hypoxique et a la fragmentation du sommeil a été
réalisée au cours de la phase diurne du cycle nycthéméral. Leurs résultats montrent que I’HI
entraine des perturbations importantes du sommeil, a la fois pendant la phase diurne
(exposition a I’HI) mais également pendant la phase nocturne, en 1’absence d’HI. Le modele
d’HI n’est donc pas un modele « pur » puisque I’HI elle-méme entraine des anomalies du
sommeil chez les animaux expos¢s.

Une des composantes du SAOS sont les efforts respiratoires nocturnes, a 1’origine d’une
inflammation systémique (221). Ce processus inflammatoire pourrait représenter un des
mécanismes expliquant 1’association qu’il existe entre le SAOS et la survenue d’une
dissection aortique (292). Les efforts respiratoires nocturnes observés au cours de la
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pathologie apnéique sont absents dans notre modele d’HI, alors qu’ils semblent étre impliqués

dans les altérations vasculaires associées au SAOS.

D’une fagon générale, le stimulus hypoxique utilisé au cours de cette thése présente un certain
nombre de limites reconnues, liées principalement au fait que cet outil expérimental n’est, par
définition, qu’un modele du SAOS. Les différents éléments décrits précédemment peuvent
interférer, a différents degrés, dans les résultats observés apres une exposition a I’HI et géner,
dans une certaine mesure, leurs extrapolation a la pathologie humaine. Malgré cela, le modele
d’HI est validé et largement utilisé par d’autres groupes, afin d’étudier la contribution de I’HI

dans les mécanismes physiopathologiques du SAOS (68).
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4.2. Résultats expérimentaux et liens physiopathologiques avec le SAOS

L’ensemble des résultats décrits dans ce manuscrit montre que le tissu adipeux viscéral est
sensible a I’HI, puisque suite a une exposition au stimulus hypoxique, il subi un remodelage a
la fois morphologique et inflammatoire. Ces altérations au niveau adipeux contribuent, en
dehors de tout contexte d’obésité, aux dysfonctions métabolique et vasculaire associées a

I’HIL

= Remodelage vasculaire associé a I’hypoxie intermittente

Les différentes sévérités de 1’atteinte vasculaire suite a I’HI ont été¢ évaluées chez 2 souches
de souris différentes, a savoir les souris C57BI6 et les souris knock-out pour I’apolipoprotéine
E (souris ApoE™). Extrapolée au patient SAOS, I'utilisation de ces différentes souches permet
d’évaluer 2 types de patients apnéiques, le premier sans co-morbidité, et le second présentant
des risques de complications vasculaires.

Chez les souris C57BI6, qui sont athérorésistantes, le remodelage vasculaire délétere associé a
I’HI se traduit par une augmentation ’EIM aortique aprés 4 semaines d’exposition a ce
stimulus (travail n°4). Ce remodelage aortique précoce s’accompagne d’une inflammation
vasculaire, caractérisé par une augmentation de ’activité du facteur de transcription pro-
inflammatoire NFkB dans le groupe hypoxique, comparé au groupe normoxique. Ces résultats
sont en accord avec ceux déja observés chez des souris C57BI16 exposées a 2 semaines d’HI
(14) (69). L’effet de I’HI au niveau vasculaire a également été étudié a un stade plus tardif de
I’athérogenése, chez des souris ApoE™". Cette souche de souris développe spontanément des
plaques d’athérosclérose, contrairement aux souris C57Bl6. Une exposition a 2 (publication
n°l) (15) et 6 semaines d’HI (publication n°2) (258) accélere le processus d’athérogenese
chez des souris ApoE”™ non-obéses et nourries avec un régime standard, comme le montre
I’augmentation des lésions athéromateuses au niveau de ’aorte thoraco-abdominale et des
valves aortiques des souris hypoxiques, comparé aux souris normoxiques. Ces travaux
confirment I’effet pro-athérogéne de I’HI, décrit également par I’équipe de Polotsky et a/
(298) et celle de Liu et al (324) chez des souris C57Bl6 nourries avec un régime riche en
cholestérol, ainsi que chez des souris ApoE'/' nourries avec un régime standard (89) (104).
L’HI joue donc un rdle majeur dans I’apparition du remodelage vasculaire délétere — pré-

athérosclérotique et athérosclérotique — observé chez les patients apnéiques. D’un point de
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vue clinique, 3 grandes études décrivent une corrélation positive entre 1’atteinte vasculaire et
la sévérité du SAOS, évaluée par 'IAH (22) (76) (212). De plus, Drager et al montrent que 4
mois de traitement par PPC permettent d’améliorer significativement l’atteinte vasculaire
chez les patients présentant un SAOS sévere (75). L’HI a donc des effets déléteres au niveau
vasculaire, mais ils restent modestes dans les souches non susceptibles de développer
spontanément les 1ésions vasculaires, telles que les souris C57Bl6. Chez les patients SAOS,
I’association de cofacteurs (alimentation riche en lipides et/ou tabac et/ou sédentarité) est
nécessaire pour que le caractere délétere de I’HI s'exprime. D’apres nos données, I’HI induit
un remodelage vasculaire notamment via la composante inflammatoire. Une majoration de
cette inflammation pourra contribuer a 1’évolution des 1ésions. Une bonne caractérisation des
sujets a risque concernant leurs antécédents familiaux, ou encore leur mode de vie, est donc

essentielle afin d’évaluer au mieux leur pronostic et d’optimiser 1’approche thérapeutique.

Chez les apnéiques, il existe une association indépendante entre la sévérité de I’hypoxie et les
altérations vasculaires, mais les mécanismes a ’origine de ces atteintes restent a préciser.
Dans I’obésité, le tissu adipeux viscéral — et principalement son inflammation — joue un réle
central dans la physiopathologie des complications vasculaires de cette pathologie, par
I’intermédiaire notamment de son activité sécrétoire (118). Dans un contexte de SAOS, en
paralleéle d’une inflammation systémique et vasculaire, nous avons évalué les effets de I’HI
sur I’inflammation du tissu adipeux viscéral, qui pourrait contribuer au remodelage vasculaire

induit par I’HIL.
=  Hypoxie intermittente et remodelage du tissu adipeux viscéral

Les travaux réalisés au cours de cette thése montrent que, en dehors de tout contexte
d’obésité, I’HI elle-méme a des effets déléteres sur le tissu adipeux, et en particulier le
compartiment ¢pididymal. D’apres les données supplémentaires obtenues chez les souris
ApoE™" et décrites dans ce manuscrit, I’exposition & 6 semaines d’HI induit peu ou pas d’effet
sur le tissu adipeux sous-cutané, d’un point de vue inflammatoire et morphologique (258).
L’infiltrat macrophagique du tissu adipeux sous-cutané des souris normoxiques et hypoxiques
est trés inférieur a celui du tissu adipeux €pididymal. Par ailleurs, I’HI n’a pas d’effet sur le
recrutement de macrophages, ni sur ’expression de MCP-1 et de PAI-1, comparé au tissu
adipeux €pididymal. Ces données rejoignent les résultats décrits chez les patients obeses, pour
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lesquels le recrutement macrophagique se fait majoritairement au niveau du tissu adipeux
viscéral, par rapport au tissu adipeux sous-cutané (220) (334). Les 6 semaines d’HI
n’entrainent pas non plus de fonte de ce territoire (publication n°3), contrairement au tissu
adipeux ¢épididymal des souris hypoxiques. L’étude récente de Yao et al concernant
I’altération de la clairance des lipoprotéines apres une exposition a 1I’HI, montre que
I’expression de 1’Angptl-4 dans le tissu adipeux sous-cutané n’est pas modifiée par I’HI,
contrairement au tissu adipeux épididymal (387). Cette surexpression sélective pourrait étre
s’expliquer par la régulation différentielle de HIF-1a dans ces tissus, lide a la différence de
sévérité de I’hypoxie (387). En accord avec cette hypothese, les effets morphologiques et
inflammatoires de I’HI observés dans nos travaux sont tissu-dépendants et touchent

principalement le territoire épididymal.

Chez des souris ApoE™, une exposition a I’HI induit des changements morphologiques du
tissu adipeux épididymal, qui se traduisent par une désorganisation adipocytaire, la présence
de gouttelettes lipidiques multiloculaires et une surexpression d’UCP-1 (258), une protéine
découplante spécifique du tissu adipeux brun. Ces résultats suggerent un changement
phénotypique du tissu adipeux blanc vers un phénotype brun, couramment appelé tissu
adipeux « brite » en référence au tissu adipeux « brown-in-white » (253) (371). Nous avons
complétée la caractérisation phénotypique du tissu adipeux épididymal suite a I’HI par une
approche par RT-PCR quantitative, chez des souris C57BI6 non-obéses. Nos résultats
préliminaires montrent que 1’expression du géne Homeobox (Hox)c9, marqueur du tissu
adipeux blanc, et des geénes Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator
(PGC)-1a et UCP-1, 2 marqueurs du tissu adipeux brun, est augmentée apres 6 semaines ainsi
qu’apres 24 semaines d’exposition a I’HI. Le rdle de cette plasticité adipeuse reste a
déterminer, mais pourrait étre liée au statut énergétique des animaux (328), ou encore a la
chute de température corporelle observée durant I’exposition a I’HI (25).

Les modifications morphologiques ¢épididymales sont également caractérisées par une
hypotrophie adipocytaire (258) ainsi qu’une fonte de ce territoire (258) (publication n°2). Ces
résultats évoquent une augmentation de la lipolyse adipocytaire, qui est confirmée par les
dosages plasmatiques du glycérol et des acides gras libres chez les souris ApoE™". D’aprés nos
résultats, ces souris présentent une augmentation des concentrations d’acides gras libres et de
glycérol, les deux produits de la lipolyse, suite a une exposition a I’HI. Les données de

I’équipe de Polotsky et al décrivent également une augmentation des taux d’acides gras libres
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aprés 4 semaines d’HI chez des souris ApoE”™ (52) et aprés 5 jours d’HI chez une souche de
souris C57B16x129 (173). Cependant, dans notre étude réalisée chez des souris C57BI6 et
exposées a 4 semaines d’HI (travail n°4), nous ne retrouvons pas cette augmentation d’acides
gras libres et de glycérol. Cette discordance est également observée dans d’autres études
expérimentales, ou 12 semaines d’HI entrainent une augmentation des taux d’acides gras
libres chez des souris ApoE™™ (142), alors qu’ils ne sont pas modifiés chez des souris C57B16
hypoxiques apres la méme durée d’exposition (299). Ces résultats pourraient s’expliquer par
les différences liée a nos modeles animaux, a savoir 1’age des animaux ou encore la souche de
souris utilisée. Au cours du SAOS, une hyperactivité¢ sympathique est observée, en réponse a
I’HI. Cette activation pourrait participer a la stimulation de la lipolyse, et donc a
I’augmentation du taux d’acides gras libres plasmatiques déja décrite chez les patients
apnéiques (27). De plus, les résultats de 1’équipe de Barcelo et al montrent que les niveaux
d’acides gras libres circulants sont indépendamment associés a I’IAH, confirmant le lien entre
I’HI et la sécrétion d’acides gras libres (27).

La fonte épididymale observée aprés I'HI chez les souris ApoE™™ (258) et C57BI6 (publication
n°3 et travail n°4) est absente chez les souris TLR-4"", confirmant le lien qu’il existe entre
I’hyperactivité lipolytique et I’inflammation, déja décrit dans I’obésité. En effet, chez des
patients obeses, I’augmentation de 1’activité lipolytique des adipocytes est associée a une
infiltration macrophagique (385). Au niveau du compartiment adipeux, des signaux exogenes
comme les acides gras libres sont a 1’origine d’une réponse inflammatoire, par I’intermédiaire
de I’activation du récepteur TLR-4 et des voies de signalisation intracellulaires associées, telle
que la voie dépendante de NFkB (335). Cette atteinte adipeuse est également observée apres 6
semaines d’HI chez des souris ApoE™. Elle se caractérise par une augmentation du
recrutement de macrophages, une surexpression de MCP-1 et une sécrétion accrue de deux
cytokines pro-inflammatoires, IL-6 et TNF-a (258). Ces résultats sont en accord avec ceux
observés dans le travail n°4 réalisé chez des souris C57Bl6 exposées durant 4 semaines a I’HIL.
La sécrétion de TNF-o et d’IL-6 par le tissu adipeux ¢épididymal est augmentée
significativement chez les souris hypoxiques, comparé aux souris normoxiques. En dehors de
toute obésité, le stimulus hypoxique a donc des conséquences majeures au niveau du tissu
adipeux épididymal, qui acquiert alors un phénotype inflammatoire semblable a celui observé
dans un contexte d’obésité (237). Exposé a I’HI, un tissu en quantité normale devient alors

pathologique, et contribuerait aux complications vasculaires et métaboliques induites par ce
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stimulus. Ces données confirment I’importance du phénotypage et de la prise en charge
spécifique de chaque patient, en particulier les patients non-obeses.

D’aprés nos données chez les souris TLR-47 (travail n°4), il apparait que I’augmentation de
la sécrétion d’IL-6 et TNF-o. liée a I’HI, est absente chez les souris TLR-4"", traduisant
I’implication de ce récepteur dans I’inflammation du tissu adipeux HI-dépendante.
L’activation de cette voie au cours d’une inflammation est trés bien décrite dans un contexte
d’obésité. D’apres Shi et al, la surexpression, au niveau adipeux, de genes codant pour TNF-o
et IL-6 induite par 39 semaines de régime gras, est abolie chez les souris TLR-4"" (312). En
2007, les résultats obtenus chez des souris C3H/HeJ, présentant également une déficience
pour le TLR-4 et nourries avec un régime gras durant 8§ semaines, corroborent ceux de Shi et
al (359). D’apres ces études expérimentales, et au vu de nos résultats, I’HI elle-méme, hors
obésité, semble entrainer une activation de la voie TLR-4/NF«B, de fagon comparable a ce
qui est décrit dans 1’obésité. Les données du travail n°4 confirment donc I’importance des
phénomenes inflammatoires liés a I’HI. L’analyse détaillée du tissu adipeux épididymal chez
les souris TLR-4"" et leur groupe contrdle C57BI6 est en cours. Elle sera complétée par des
dosages en RT-PCR afin d’évaluer I’effet de I’HI sur 1’activation de la voie TLR-4/NF«xB,
I’expression de cytokines inflammatoires, et la morphologie des adipocytes. Chez les patients
apnéiques, une étude trés récente décrit une augmentation de 1’expression des récepteurs
TLR-4 et TLR-2 a la surface de monocytes circulants, comparé aux sujets contrdles et ce,
indépendamment de I'IMC et du rapport taille-hanche (3). Chez ces patients, cette
surexpression s’accompagne d’une activation de NFxB au niveau monocytaire, et d’une
sécrétion accrue de TNF-a, d’IL-6 et d’interféron (IFN) -y, une cytokine pro-inflammatoire.
De plus, 8 semaines de traitement par PPC permettent de corriger la surexpression du TLR-2
et 4, ainsi que I’augmentation de sécrétion des cytokines (3). Ces données cliniques, ainsi que
nos résultats, suggerent que la voie TLR-4/NF«B est impliquée dans la réponse inflammatoire
associée a I’HI, et pourrait ainsi participer a la progression de ’athérosclérose observée au

cours du SAOS.

En plus des atteintes vasculaires, les altérations du tissu adipeux viscéral peuvent également
étre a ’origine de dysfonctions métaboliques, dans la mesure ou ce territoire joue un role
primordial dans la régulation de I’homéostasie glucido-lipidique. Au cours de ces travaux de

theése, nous avons donc également étudié¢ I’'impact d’une exposition a I’HI au niveau du
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métabolisme lipidique et glucidique, chez des souris non-obeses soumises au stimulus

hypoxique.

= Désordres métaboliques induits par I’hypoxie intermittente

Les résultats des publications n°l et 2 obtenues chez les souris ApoE”™ confirment I’effet
délétere de I’HI sur le métabolisme lipidique déja décrit par d’autre groupe (80) (142),
puisqu’il apparait que 2 (15) et 6 (258) semaines d’exposition a I’HI induisent une
augmentation du cholestérol total, du LDL-cholestérol et des triglycérides. Ce déséquilibre
lipidique constitue une étape importante dans I’initiation du processus d’athérosclérose (119).
En 2012, Schwartz et Reaven décrivent dans une revue bibliographique le lien qui existe entre
les lipoprotéines riches en triglycéride et ’augmentation du risque cardiovasculaire (303). En
effet, la lipolyse de ces lipoprotéines entraine une inflammation vasculaire par I’intermédiaire
du relargage de lipides pro-inflammatoires (acides gras et lipides oxydés), et par I’activation
de la voie pro-inflammatoire TLR-4/NFkB au niveau de la paroi artérielle par les acides gras
relargués (303). Ce processus participe ainsi au développement de 1’athérosclérose via le
TLR-4, en parallele de I’incorporation des lipides oxydés par les macrophages (formation de
cellules spumeuses).

Nos travaux confirment également 1’effet délétere de I’HI sur la sensibilité a I’insuline, que
d’autres équipes ont déja montré chez des souris obeses (255) et non-obeses (132), ainsi que
chez des volontaires sains exposés a 14 nuits d’HI (183). Chez des souris ApoE™", I'HI
aggrave |’insulino-résistance des animaux (258), et chez des souris C57BI6, elle participe a
I’altération de la sensibilité¢ a I’insuline (publication n°3 et travail n°4). Chez des patients
apnéiques obeses, 1’augmentation de I’IAH est associée, de fagon indépendante a I’'IMC, a
une diminution de la sensibilité a ’insuline, aprés une analyse par régression linéaire multiple
(266). Chez des patients apnéiques obeses et non-obeses, Ip et al montrent également que
I’insulino-résistance est associée a la sévérité du SAOS, évaluée par I’AH et la désaturation
en oxygene (134). Ces données cliniques confirment I’importance du stimulus hypoxique
dans I’apparition d’une insulino-résistance associ¢e au SAOS.

Chez les personnes obeses, ou présentant un surpoids pathologique, le lien entre les altérations
inflammatoires du tissu adipeux viscéral et les complications métaboliques est largement
décrit (233) (184) (349). D’apres des dtudes expérimentales réalisées chez des modeles
murins d’obésité induits par un régime riche en gras et riche en cholestérol, I’activation de la
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voie pro-inflammatoire TLR-4/NFxB constituerait un des mécanismes reliant immuno-
inflammation et désordres métaboliques de 1’obésité (236). Dans notre modele d’HI,
I’insulino-résistance induite chez les souris C57BI6 est absente chez les souris TLR-4"". Ces
données confirment le rdle de 1’inflammation, et notamment de ’activation de la voie TLR-

4/NFxB, dans 1’apparition des dysfonctions métaboliques et inflammatoires induites par I’HI.

Dans un contexte de SAOS, I'implication du tissu adipeux viscéral dans les atteintes
métaboliques et vasculaires associées au syndrome est méconnue, du fait notamment des
effets confondants liés a 1’obésité. Chez des souris non-obeses, une approche chirurgicale
(ablation du tissu adipeux épididymal) nous a permis de déterminer I’implication des
altérations de ce tissu dans les modifications métaboliques et vasculaires liées a la composante

hypoxique du syndrome apnéique.

= Role spécifique du tissu adipeux viscéral dans les altérations métaboliques

et vasculaires associées a I’hypoxie intermittente

Les stratégies expérimentales utilisées au cours de cette thése confirment I’importance de la
composante inflammatoire dans I’atteinte vasculaire associée a I’HI, et nous ont permis de
montrer qu’en réduisant les altérations du tissu adipeux viscéral, nous améliorons cette
atteinte vasculaire. En revanche, I'utilisation de 2 souches de souris distinctes (C57BI6 et
ApoE™) conduit a des résultats discordants quant aux effets de la lipectomie sur la régulation
de I’homéostasie glucidique, qui pourraient s’expliquer par des différences de sensibilité a

I’HI en fonction des souches de souris.

D’aprés nos résultats décrits chez les souris ApoE™, la lipectomie épididymale permet de
corriger la dyslipidémie et de ralentir le développement des 1ésions athéromateuses induites
par le stimulus hypoxique (258). Un déséquilibre lipidique constitue une des premieres étapes
du processus athérogene, et les effets bénéfiques de la lipectomie au niveau vasculaire
pourraient &tre liés, en partie, a la correction des dysfonctions métaboliques que nous
observons. En effet, chez les souris hypoxiques lipectomisées, I’hypercholestérolémie et
I’hypertriglycéridémie sont corrigées. Le ralentissement de 1’athérogenese chez ce méme
groupe d’animaux pourrait également s’expliquer par I’absence d’inflammation du tissu

adipeux viscéral, dont la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires participe au
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développement des 1ésions. Chez les souris TLR-47", ’augmentation de I'EIM et de Iactivité
au niveau aortique de NFxB induites par I’HI sont abolies, suggérant que ’activation de la
voie pro-inflammatoire TLR-4/NFxB est impliquée dans I’atteinte vasculaire induite par le
stimulus hypoxique. Au vu du lien qui existe entre I’insulino-résistance et la dysfonction
endothéliale (106) (31), I’effet bénéfique de la déficience pour le TLR-4 sur le remodelage
vasculaire pourrait s’expliquer par la moindre inflammation du tissu adipeux épididymal
observée chez les souris TLR-4"", ainsi que par I’absence d’insulino-résistance chez ces
mémes animaux. D’apres les données de la littérature, il apparait que le rdle des adipocytes
blancs dans la sensibilité a I’insuline soit 1ié a leur localisation. En effet, selon les études de
Preis et al (261) et de McLaughlin et al (206), le tissu adipeux viscéral est associé plus
fortement a une insulino-résistance que le tissu adipeux sous-cutané. Chez les souris C57BI16
hypoxiques, la lipectomie permet d’améliorer la sensibilité a I’insuline (publication n°3). Cet
effet bénéfique pourraient donc s’expliquer d’une part, par une inhibition des altérations
inflammatoires du tissu adipeux épididymal induites par I’HI (travail n°4), et d’autre part, par
une redistribution préférentielle du tissu adipeux vers le territoire sous-cutané (publication
n°3). Chez les souris ApoE™" exposées a la normoxie, la lipectomie épididymale entraine une
altération de I’insulino-sensibilité. Ces données confirment le role tampon du tissu adipeux
dans I’homéostasie glucidique, dans la mesure ou ce territoire constitue un des principaux
organes impliqués dans I’incorporation du glucose induite par 1’insuline (281). L observation
de modeles animaux et de patients présentant une lipodystrophie, conduit au concept de
« réservoir lipidique ». En effet, de la méme fagon qu’un exces de tissu adipeux (obésité), un
déficit de tissu adipeux (lipodystrophie) est associ¢ a une insulino-résistance et une
hyperglycémie (205). Des situations pathologiques se traduisant par des modifications
quantitatives et/ou qualitatives du tissu adipeux peuvent donc étre a 1’origine d’une insulino-

résistance.

L’approche chirurgicale nous a permis de déterminer 1’implication du tissu adipeux viscéral
dans les conséquences déléteres d’une exposition a I’HI, sur le plan métabolique et vasculaire.
Cependant, un tel modele expérimental présente quelques limites puisque les effets
bénéfiques de la chirurgie restent partiels. Chez des souris ApoE™, la lipectomie ne permet
pas, entre autres, de corriger une augmentation d’acides gras libres et de glycérol lie a I’HI
(258). La persistance des autres territoires adipeux ainsi qu’une redistribution de la graisse

suite a la chirurgie vers le tissu adipeux sous-cutané, pourraient expliquer ces données. Les
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résultats supplémentaires obtenus chez les souris ApoE” montrent que le territoire sous-
cutané des souris n’ayant pas subi d’ablation du tissu adipeux épididymal (souris « sham »)
est peu sensible a I’HI. Cependant, suite a la lipectomie épididymale, une redistribution a la
fois morphologique et inflammatoire apparait au niveau sous-cutané, principalement chez les
souris exposées a I’HL. Ce compartiment adipeux, peu sensible a I’HI chez les souris
« sham », subit des altérations importantes lorsque le compartiment épididymal est absent. Il
semble donc exister une balance entre les différents territoires adipeux, qui pourrait étre
modifiée par la lipectomie épididymale. Cette hypothese a été vérifiée grace a une approche
par IRM, qui nous a permis de quantifier de manic¢re exhaustive les principaux territoires
adipeux blancs : épididymal, sous-cutané, mésentérique et rétro-péritonéal. Les résultats de la
publication n°3 concernent les effets topographiques de la lipectomie suite a un déséquilibre
adipeux, initié de fagon physiologique (fonte épididymale liée a I’HI) ou de fagon artificielle
(chirurgie épididymale). D’apres nos données, et d’une facon globale, il semble que 1’absence
d’un compartiment adipeux soit compensée par les autres territoires. De plus, suite & une
lipectomie du tissu adipeux épididymal, la redistribution se fait préférentiellement vers le tissu
adipeux sous-cutané. En plus de modifications qualitatives (inflammation, hypotrophie), le
compartiment adipeux épididymal subit des modifications quantitatives (fonte), qui
influencent la distribution des autres territoires adipeux, en particulier le territoire sous-
cutané. En 1997, I’étude de Mauer et al réalisée chez des hamsters de Sibérie, montre qu’une
lipectomie épididymale entraine une augmentation de la masse du tissu adipeux sous-cutané
seulement, évaluée 3 mois apres la chirurgie, et que le compartiment épididymal ne repousse
pas apres ces 3 mois (201). Ces données expérimentales, ainsi que nos résultats (publication
n°3), sont cohérents avec l'hypotheése « lipostatique » émise par Kennedy, selon laquelle le
tissu adipeux serait capable de s'adapter a des modifications de son homéostasie, en partie
grace au contrdle de I’innervation sympathique et/ou a la régulation facteurs humoraux
circulants (202). De plus, I’innervation différentielle des tissus adipeux blancs (mésentérique,
épididymal, rétro-péritonéal et sous-cutané inguinal) est a I’origine des différences de capacité
proliférative et de modalités de croissance (hypertrophie ou hyperplasie) (123). Ces
spécificités adipeuses pourraient jouer un role dans la redistribution préférentielle du tissu

adipeux observée dans notre modele, suite a la fonte épididymale ou a la lipectomie.
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4.3. Remodelage du tissu adipeux viscéral et perspectives thérapeutiques

pour le patient SAOS

Malgré une réelle augmentation du nombre annuel de publications sur le SAOS ces 10
dernieéres années (environ 660 études publiées en 2002 et 1725 en 2012, avec la recherche
« sleep apnea syndrome » sur PubMed), les mécanismes exacts a 1’origine des conséquences
déléteres de ce syndrome restent imprécis. Le SAOS est depuis trés longtemps reconnu
comme une pathologie hétérogeéne, caractérisée par de multiples causes physiopathologiques
potentielles, qui incluent des facteurs anatomiques, neuromusculaires, chimiques et
mécaniques (70). La complexité de ce syndrome réside également dans le fait que la
contribution relative de chacune de ces causes peut varier considérablement entre chaque
patient. De plus, les contraintes inhérentes a la recherche clinique — lies au prélevement
d’organes trés souvent restreint, ou encore aux méthodes tres contraignantes d’évaluation de
la régulation métabolique — limitent la compréhension de la physiopathologie du syndrome
apnéique. Un meilleur phénotypage clinique et paraclinique de chaque patient permettrait de
cibler plus facilement I’option thérapeutique la mieux adaptée a chaque individu (chirurgical,
mécanique ou encore pharmacologique) afin d’optimiser la réponse au traitement.
Aujourd’hui, le gold standard thérapeutique du SAOS est la PPC, qui permet de maintenir de
fagon constante, ’ouverture des VAS. Cependant, la compliance au traitement de certains
patients et l'inefficacité¢ de ce traitement sur certaines complications du SAOS représentent
des limites thérapeutiques. A I’heure actuelle, la méconnaissance physiopathologique de ce
syndrome a largement limité le développement de nouveaux traitements. La recherche de
nouveaux outils thérapeutiques permettant une meilleure prise en charge des patients

apnéiques constitue donc un véritable enjeu de santé publique.

=  Morphologie et distribution du tissu adipeux viscéral

Paradoxalement, I’HI pourrait avoir des effets bénéfiques sur le phénotype du tissu adipeux
blanc, puisqu’elle semble étre impliquée dans D’apparition d’adipocytes « brite » dans le
compartiment adipeux épididymal (258). La stimulation adrénergique induite par I’HI pourrait
étre a I’origine de ce changement de phénotype. Des travaux supplémentaires sont nécessaires
afin d’expliquer cette plasticité adipeuse, ainsi que 1’éventuelle implication du systeme

sympatho-adrénergique, qui pourrait constituer un dénominateur commun des différents
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remodelages du tissu adipeux épididymal induits par ’HI. De plus, la signification de cette
plasticité, particulieérement en ce qui concerne les déséquilibres métaboliques induits par I’HI,
reste a déterminer. Il apparait que le tissu adipeux brun peut étre métaboliquement actif chez
des adultes sains (290) (368), et peut étre impliqué dans la régulation de 1’équilibre
métabolique chez des souris obeses (328). D’aprés ces données, la transformation
phénotypique du tissu adipeux blanc en tissu adipeux « brite » est proposée comme stratégie
thérapeutique dans le cadre de I’obésité (163). Le tissu adipeux est donc un tissu plastique,
non seulement vis-a-vis des autres territoires, mais également au sein de son propre territoire
par rapport & son phénotype (inflammatoire ou pas, « brite » ou blanc). Chez les patients
apnéiques obeses, une approche pharmacologique visant a favoriser la transformation du tissu
adipeux blanc en tissu adipeux « brite » pourrait donc étre envisagée afin d’améliorer leur
statut métabolique. A plus long terme, cela permettrait le ralentissement des lésions
vasculaires, trés souvent associées aux dysfonctions métaboliques.

Depuis quelques années, les effets bénéfiques d’une liposuccion du tissu adipeux sous-cutané
sur le métabolisme glucidique sont remis en questions (153) (388). Ces données cliniques
reposent sur le caractére délétere du tissu adipeux viscéral dans la régulation métabolique,
comparé au tissu adipeux sous-cutané. Une intervention visant a moduler spécifiquement
I’exceés de masse adipeuse viscérale pourrait donc étre proposée dans le cadre du SAOS. En
effet, d’apres les données de la publication n’°3, la lipectomie épididymale est compensée par
une redistribution ciblée vers le tissu adipeux sous-cutané. Cette redistribution spécifique vers
un compartiment qui, du point de vue de la sensibilité a I’insuline semble protecteur comparé
au tissu adipeux viscéral, constitue un argument supplémentaire en faveur cette option
thérapeutique.

Chez les patients d’dge moyen obeses ou présentant un surpoids, I’exercice physique permet
de diminuer la masse grasse viscérale. Cet effet est obtenu a 1’aide de programmes multi-
modalités (endurance, force) d’au moins 8 semaines et d’intensité¢ modérée a élevée (148). La
fonte du tissu adipeux viscéral observée apres une telle activité physique, qui explique en
partie ses effets bénéfiques, pourrait également jouer un rdle dans 1’équilibre des territoires

adipeux blancs, tel que nous le décrivons dans la publication n°3.
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* Inflammation du tissu adipeux viscéral

En dehors de toute obésité, le tissu adipeux viscéral des animaux exposés a une HI subit des
altérations inflammatoires majeures. Dans un contexte de SAOS, les patients non-obeses sont
susceptibles d’étre sous-diagnostiqués pour ce syndrome, dans la mesure ou I’obésité est une
co-morbidité treés fréquente de la pathologie apnéique. Or, d’aprés nos données, il apparait que
la composante hypoxique elle-méme a des effets directs sur le tissu adipeux viscéral qui, par
I’intermédiaire de son inflammation, participe aux atteintes métaboliques et vasculaires liées a
I’HI. Certains patients apnéiques non-ob¢ses présentent donc un risque de complications
vasculaires au méme titre que les patients obeses, pour lesquels le SAOS est plus facilement
diagnostiqué. Le SAOS et I’obésité partagent des mécanismes physiopathologiques communs
(activation inflammatoire, stress oxydant, augmentation de 1’activation sympathique). Au
cours de 1’obésité, les complications métaboliques, ainsi que les atteintes vasculaires, sont 2
conséquences majeures liées aux dysfonctions du tissu adipeux (351). Chez les patients
apnéiques obeses, les modifications inflammatoires décrites au niveau adipeux pourraient
donc aggraver les conséquences déléteres au niveau métabolique et vasculaire liées a leur
obésité. Par ailleurs, chez ces mémes patients, les effets d’un traitement par PPC sur la masse
adipeuse viscérale sont trés incertains. Trés récemment, Hoyos et al montrent que 12
semaines de PPC seule ne permettent pas de réduire 1’adiposité viscérale de patients SAOS
obeses (129). L’¢étude de Sivam ef al en 2012 rejoint ces observations, puisqu’elle ne décrit
aucun effet de la PPC sur la distribution adipeuse (viscérale et sous-cutanée), apres 8
semaines de traitement (317). D’apres ces données, il semble qu’une thérapie combinée soit la
mieux adaptée a la prise en charge des patients SAOS obe¢ses, en associant la PPC a d’autres
interventions pharmacologique, physique ou encore diététique.

L’inflammation du tissu adipeux viscéral constitue donc une cible thérapeutique
supplémentaire pour les patients apnéiques obeéses et surtout non-obeses, pour lesquels une
perte de masse graisseuse — suite a un régime ou de 1’exercice — ne peut pas €tre proposée. De
ce point de vue, I’effet bénéfique d’un traitement par dérivés salicylés fait I’objet d’une étude
clinique récente. En 2013, Goldfine et a/ décrivent un effet bénéfique d’un tel traitement chez
des personnes obeses présentant une intolérance au glucose, chez lesquelles D’activité
adipeuse de NFkB est diminuée (107). Les résultats préliminaires du travail n°4 suggerent que
la voie TLR-4/NFxB serait impliquée dans les altérations métaboliques et vasculaires

associées a I’HI. Dans le traitement du sepsis, le blocage du récepteur TLR-4 par un analogue
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du lipide A, D’éritoran, fait ’objet d’un intérét particulier, malgré des données cliniques
encore discordantes (28) (238). Dans une pathologie comme le SAOS, pour laquelle
I’apparition d’une réponse inflammatoire joue un rdle majeur dans les atteintes vasculaires de
ce syndrome, le blocage de cette voie pourrait ainsi constituer un traitement dans le but
d’améliorer le statut inflammatoire et métabolique des patients apnéiques.

D’aprés nos données, le phénotype inflammatoire induit par I’HI est majoré par une
stimulation a I’isoprénaline, un agoniste 3 (258). La composante hypoxique du SAOS est a
I’origine d’une augmentation de [Dactivité sympatho-adrénergique nocturne (260).
L’isoprénaline permet de mimer expérimentalement cette hyperactivité sympathique observée
chez les patients apnéiques (322), qui peut induire une augmentation du taux circulants de
cytokines inflammatoires. Chez les souris exposées a I’HI, cette activation sympatho-
adrénergique pourrait donc aggraver I’inflammation du tissu adipeux épididymal (258),
confirmant des résultats récents obtenus chez des souris C57Bl6 (282). L’hyperactivité
sympathique, mais ¢également I’inflammation accrue qui en résulte, sont deux étapes
intermédiaires impliquées dans le remodelage vasculaire et le développement de I’'HTA (300).
Les résultats de I’étude réalisée a partir de la Wisconsin Sleep Cohort Study sur un suivi de 4 a
8 ans, montrent qu’il existe un lien important entre 1’apparition d’'une HTA et le SAOS (251).
La PPC semble étre le traitement le plus efficace pour normaliser les valeurs tensionnelles des
patients apnéiques. En revanche, concernant 1’approche pharmacologique (B-bloquants,
bloqueurs du systéme rénine-angiotensine, clonidine) il semble encore difficile de déterminer
quelle alternative thérapeutique sera la plus adaptée pour le patient sur le long terme (358). En
effet, un des effets secondaires d’une thérapie anti-hypertensive (en particulier les [3-
bloquants) est le développement d’une intolérance au glucose, qui favoriserait alors
I’apparition d’un diabete de type 2 (192). Chez les patients apnéiques, qui présentent tres
souvent des troubles glucidiques, un traitement par [B-bloquants pourrait aggraver les
dysfonctions métaboliques déja installées. Malgré des données encore insuffisantes quant au
choix de la meilleure option pharmacologique, les résultats de ces travaux de these confirment
I’intérét d’une thérapie visant a diminuer 1’hyperactivation sympathique caractéristique du

SAOS.
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5. Conclusion générale
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Depuis quelques années déja, le SAOS est reconnu comme un facteur de risque
cardiovasculaire indépendant. Il est également a I’origine d’une dérégulation du métabolisme
glucido-lipidique, qui favorise les atteintes vasculaires associées a ce syndrome. L’ implication
du tissu adipeux viscéral dans la physiopathologie du SAOS est tres difficile a déterminer, du

fait notamment de la présence fréquente de co-morbidités, telles que I’obésité.

Les résultats obtenus au cours de ces travaux de thése montrent pour la premicre fois que les
altérations inflammatoires et morphologiques du tissu adipeux viscéral sont, en partie,
impliquées dans les atteintes vasculaire associées a I’HI. De facon directe via sa fonction
sécrétoire, ou par I’intermédiaire des dysfonctions métaboliques, ce compartiment adipeux est

impliqué dans le remodelage délétere des vaisseaux observé apres une exposition a I’HI.

La compréhension des mécanismes physiopathologiques des complications du SAOS telle
que nous l’avons décrite au travers des différentes approches expérimentales, pourrait
permettre d'envisager de nouvelles perspectives thérapeutiques, en complément ou comme

alternative a la PPC, notamment chez les patients a haut risque cardiovasculaire.
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