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RESUME

L’hypoxie intermittente (HI), induite par les apnées du sommeil, conduit a des altérations de
la sensibilité a l'insuline et de I’'homéostasie glucidique mais les mécanismes impliqués
restent mal connus. L’objectif de ce travail était d’étudier les effets et les mécanismes sous
jacents d’une exposition chronique a I’HI sur 'homéostasie glucidique. L'HI induit une
résistance a l'insuline a la fois systémique et tissulaire, ainsi qu’une amélioration de la
tolérance au glucose associée a une activation de ’AMPK musculaire. L'HI cause également
des altérations du foie et du tissu adipeux associées a un changement du pattern
d’expression des génes dans ces tissus et a un risque accru de développement de
pathologies vasculaires comme ['athérosclérose. Enfin, la délétion de PHD1, une des
protéines régulatrices de HIF-1, entraine une résistance a l'insuline associée une stéatose
hépatique, faisant de HIF-1 une cible potentielle impliquée dans les altérations métaboliques
induites par I'HI.

Mots clés : Syndrome d’apnées obstructives du sommeil, hypoxie intermittente, résistance

al’insuline, tolérance au glucose, AMPK, HIF-1.

ABSTRACT

Intermittent hypoxia (IH) induced by sleep apnea leads to insulin resistance and impairment
in glucose homeostasis but the underlying mechanisms remain poorly understood. The aim
of this work was to study the molecular mechanism(s) by which chronic exposure to IH
affect glucose homeostasis in mice. In our study, we showed that IH impairs both systemic
and tissue-specific insulin sensitivity, but improves glucose tolerance by selectively
promoting AMPK activation in skeletal muscle. IH also caused changes in the pattern of gene
expression in the liver and adipose tissue, notably in gene subsets that are associated with
increased risk for vascular diseases such as atherosclerosis. Finally, we reported that whole-
body deletion of PHD1, a regulatory protein of HIF-1, leads to insulin resistance associated
with hepatic steatosis in mice, suggesting that HIF-1 might be a possible player involved in
the metabolic changes induced by IH.

Key words: Obstructive sleep apnea syndrome, intermittent hypoxia, insulin resistance,

glucose tolerance, AMPK, HIF-1.
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I-LE SYNDROME D’APNEES OBSTRUCTIVES DU SOMMEIL

I-1 Le SAOS

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est caractérisé par une obstruction
partielle ou totale des voies aériennes supérieures (VAS), entrainant des hypopnées ou des
apnées durant le sommeil. Les apnées sont définies par un arrét total du débit aérien
pendant au moins 10 secondes et les hypopnées correspondent a une diminution d’au moins
50% du flux aérien (1). L'indice d’apnées-hypopnées (IAH) définit le nombre d’apnées et
d’hypopnées par heure de sommeil et est utilisé pour quantifier la sévérité du SAOS qui est
considéré comme léger a modéré lorsque I'lAH est entre 5 et 30, et sévére lorsque I'lAH est
supérieur a 30 (1). Ces évenements obstructifs récurrents induisent une hypoxie
intermittente (HI), une fragmentation du sommeil et des efforts respiratoires (1). Ces
différents stimuli contribuent aux nombreuses conséquences du SAQS, incluant des
complications cardiovasculaires (hypertension artérielle, athérosclérose, infarctus du
myocarde, arythmies cardiaques...) (2-4) et métaboliques (5). Il apparait cepedant que la

composante hypoxique est la plus délétere (6).
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v v v
cec 00 | ANt B oo

EMG (uv) 50 I W —r—.

100

Sa0,
(%)
80

Rib
Cage 200
(ml

Abdomen 200
(ml)

Figure 1 Exemple d’un tracé de polysomnographie d’un patient présentant un SAOS
EEG : électroencéphalogramme ; EMG : électromyogramme ; Sa02 : sturation en oxygéne. D’aprés
Thompson et al, 2001(7).

A I’heure d’aujourd’hui on estime que cette maladie affecte 3 a 9% des femmes et 10 a 17%
des hommes (8). La prévalence du SAOS augmente avec I'dge (9), a cause de modifications
structurelles des voies aériennes liées au vieillissement (10). L’augmentation de Ia

prévalence du SAOS est aussi tres reliée a I'épidémie croissante d’obésité. En effet, 50 a 60%
10



des personnes obeéses souffrent aussi d’apnées du sommeil (11; 12). Malgré une telle
association, les apnées restent peu diagnostiquées chez les patients avec des dysfonctions
métaboliques (13), alors que ces facteurs pourraient avoir des effets synergiques sur les

complications cardiovasculaires et la mortalité associée.

I-2 Les pathologies associées au SAOS

I-2-1- Le SAOS et pathologies cardiovasculaires

Le SAOS est considéré comme un facteur de risque indépendant pour les maladies
cardiovasculaires (14). Plusieurs études dont celle de Marin en 2005, ont montré que les
évenements cardiovasculaires fatals ou non, sont augmentés chez les patients apnéiques et
cela d’autant plus que I'lAH est élevé (15). De plus, en I'absence de traitement, les formes

séveres du SAOS ont un risque de mortalité cardiovasculaire multiplié par 5,2 (16).

Parmi les pathologies cardiovasculaires associées au SAQOS, I'athérosclérose a retenu notre
attention de part son lien étroit avec les pathologies métaboliques. Le SAQOS induit des
modifications précoces associées au développement de |'athérosclérose comme une
augmentation de I'épaisseur intima-média ou une dysfonction endothéliale. En effet, une
étude a mis en évidence des élévations de I'épaisseur intima-média corrélés au temps passé
a une désaturation en oxygéne inférieure a 90% (17) ou a I'lAH (18). De plus, il existe une
altération de la fonction endothéliale chez le patient apnéique (19; 20; 21). Le SAOS active
les mécanismes connus pour induire une dysfonction endothéliale tels que le stress oxydant
(22), I'inflammation (23) ou I'augmentation de substances vasoconstrictrices (24). Enfin, des
études ont observé une augmentation des plaques athéromateuses chez les patients

apnéiques (25; 26).

I-2-2 Le SAOS et syndrome métabolique
Le syndrome métabolique est un regroupement de différentes anomalies métaboliques
incluant I'obésité, la résistance a l'insuline, la dyslipidémie et I'hypertension (27). La

prévalence du syndrome métabolique est plus importante chez les patients souffrant de
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SAQS (28). Concernant l'obésité, celle-ci est reconnue comme l'un des plus importants
facteurs de risque pour les apnées avec des prévalences qui augmentent de facon paralléle
(11; 12). Une augmentation de 10% du poids corporel est associée a une augmentation de
32% de I'lAH et du risque de développer un SAOS modéré a sévere d’un facteur 6 (29). Le
SAOS touche 41% des personnes ayant un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 28,
la prévalence atteignant méme 78% pour des personnes obéses dirigées vers une chirurgie
bariatrique (30; 31). L'obésité peut altérer la mécanique normale des voies aériennes
supérieures et contribuer a la physiopathologie du SAOS. En effet, des dépbts graisseux
autour du pharynx peuvent réduire le calibre et modifier la forme des VAS promouvant le
collapsus (32). L'obésité est associée a une réduction du volume des poumons, contribuant a
diminuer la taille des VAS et a augmenter la résistance aérienne (33). De plus, I'obésité est
caractérisée par une résistance centrale a la leptine, qui est une hormone produite par les
adipocytes, dont le taux est proportionnel a la masse grasse et qui réduit I'appétit (34). En
plus de son effet sur I'appétit, elle agit sur les centres respiratoires centraux pour stimuler la
ventilation (35). La résistance a la leptine chez I'obése empéche la leptine de stimuler la
ventilation en réponse a une apnée (36) et favorise donc la sévérité de celle-ci. Un certain
nombre d’études ont démontré un niveau de leptine élevé chez les patients apnéiques ainsi
qu’une diminution de ce taux apres le traitement des apnées (37; 38). Ceci suggére une
influence du SAOS sur le métabolisme de la leptine et cela indépendamment du poids (39).

De plus, il semble qu’il n’existe pas uniquement un lien de cause a effet de I'obésité sur les
apnées. Le SAOS pourrait lui aussi étre un facteur favorisant le développement de I'obésité
(40). En effet, méme s’il est connu qu’une prise de poids favorise les événements apnéiques
(41), on sait aussi que la diminution de I’activité physique induite par une somnolence diurne

excessive entraine une prise de poids (42).

I-2-3 Le SAOS et intolérance au glucose

De nombreuses études ont mis en évidence le lien entre le diabete de type 2 et le SAOS. Une
plus haute prévalence de diabéte est retrouvée chez des patients apnéiques en comparaison
a des patients non-apnéiques. En effet, on estime que 15 a 30 % des patients apnéiques
souffrent de diabéte de type 2 (43-45) et ce pourcentage est corrélé a la sévérité des apnées

(46; 47). Une étude de suivi sur 2 a 4 ans a mis en évidence une incidence de diabéte plus
12



importante chez les patients souffrant d’'un SAOS (48; 49). La désaturation nocturne en
oxygene induite par les apnées serait responsable de cet effet, puisque le risque de
développer un diabéte de type 2 augmente de facon proportionnelle avec la sévérité de
cette hypoxie (45; 48; 50; 51). La présence d’apnée est associée a un controle de la glycémie
moins efficace chez des patients diabétiques (52; 53) et d’autant moins efficace que la
sévérité des apnées augmente (46). Enfin, il apparait que le SAQS induise aussi un moindre

controle de la régulation de la glycémie indépendamment de la pathologie diabétique (54).

I-4 Les traitements

I-4-1 L’exercice physique

L’exercice physique a été associé a une diminution de I'incidence des troubles respiratoires
du sommeil qui est largement induite par un changement des habitudes (55). Au contraire,
la diminution du niveau d’exercice a été associée a une augmentation de I'lAH. Ensemble,
ces résultats suggerent que I'exercice physique peut jouer un réle important dans la prise en
charge des apnées en modulant leur sévérité et leur incidence (55). Plus intéressant encore,
I’entrainement diminue significativement I'l[AH de facon indépendante d’'un changement
d’IMC (56; 57). Ceci évoque que les effets de I'exercice sur I'l[AH ne sont pas uniquement

induits par la perte de poids mais peuvent avoir un effet synergique avec celle-ci (58).

I-4-2 La perte de poids

Plusieurs études ont exploré la perte de poids comme option thérapeutique et incluent des
méthodes comportementales (régime et exercice physique), pharmacologiques et de
chirurgie bariatrique (59). La perte de poids semble étre un facteur majeur dans le
traitement des apnées, avec une diminution de poids corporel associée a une diminution de
I'lAH (60). Les patients avec un SAOS sévere bénéficient plus de la perte de poids que ceux
ayant un SAOS modéré (61). Le sibutramine, une molécule anorexigene, a été évalué dans
plusieurs études sur des patients apnéiques, mais la prise de cette molécule était associée a

de nombreux risques cardiovasculaires et les études ont donc été suspendues (59).
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Les effets de la chirurgie bariatrique ont I'air plus prometteur. Ainsi, la diminution moyenne
de I'IMC apreés chirurgie était associée a une amélioration marquée des symptémes du SAOS
avec une moindre incidence du diabéte de type 2 ou de I'hypertriglycéridémie (62). Le
cerclage gastrique chez des patients sévérement obéses avec un SAOS modéré a sévere a
induit une perte de poids significative ainsi qu’une diminution de I'lAH (63). Le changement
des regles d’hygiéne de vie semble prometteur dans la prise en charge des patients
apnéiques. Cependant, les changements définitifs d’hygiene de vie sont assez difficiles a
obtenir. De plus, il existe des patients apnéiques qui ne sont pas obéses et pour lesquels une

diminution du poids n’est pas suffisante.

I1-4-3 L’orthése mandibulaire

Selon la cause des apnées, en particulier, dans le cas d’apnées induites par une descente du
menton vers le cou lors du sommeil. Cette orthése permet de maintenir la machoire
inférieure en position avancée pour libérer le passage de I'air dans les voies aériennes et

ainsi éviter les apnées (64).

I-4-4 La pression positive continue

Le traitement de référence des apnées consiste a appliquer une ventilation par pression
positive continue (PPC). Il s’agit d’une machine qui propulse de I'air ambiant dans les voies
respiratoires de fagcon continue par l'intermédiaire d’'un masque facial. La pression de I'air
empéche la fermeture des voies aériennes en écartant les parois pharyngées, et empéche

ainsi I'obstruction des voies aériennes supérieures et donc les apnées ou hypopnées.

'

Avec PPC

Figure 2 : Schéma illustratif des voies aériennes supérieures lors d’une apnée
obstructive (A) et apreés traitement a la PPC (B).
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Cependant, cela reste un traitement lourd et difficile a supporter pour les patients. De plus,
des discordances dans la littérature persistent concernant ses effets bénéfiques sur les
conséquences métaboliques des apnées. En effet, certaines études mettent en évidence que
la PPC réduit le niveau de glucose et d’hémoglobine glyquée (65), améliore le contréle
glycémique (66) ou encore induit une amélioration de la sensibilité a I'insuline évaluée par
un clamp euglycémique-hyperinsulinémique (67). D’autres études quant a elles n’ont
montré aucun effets de la PPC. En effet, Smurra et al., ne mettent pas en évidence de
changement de glycémie, d’insuline plasmatique, de peptide-C ou d’hémoglobine glyquée, ni
ne montrent de différence de quantité de glucose infusée lors d’'un clamp (68). De méme, la
PPC ne change pas les niveaux de glucose, de lipides ou de résistance a l'insuline de patients
avec un syndrome métabolique (69). La raison de ces discordances peut étre expliquée par la

sévérité des apnées ainsi que le design des études cliniques.

C'est en raison de ces discordances qu’il apparait indispensable de renforcer Ia
compréhension de la physiopathologie du SAQOS, et en particulier les conséquences
métaboliques de cette pathologie, pour déterminer les mécanismes mis en jeu dans ses
conséquences déléteres et proposer des stratégies thérapeutiques alternatives ou

complémentaires a celles déja proposées.

II-METABOLISME DU GLUCOSE

11-1 Régulation périphérique du métabolisme du glucose

L’homéostasie glucidique est un état d’équilibre entre les apports (absorption intestinale ou
production de glucose par le foie) et l'utilisation de glucose (entrée de glucose et utilisation
dans les organes). Cette régulation met en jeu le systeme hormonal ainsi que l'intervention
de plusieurs organes qui communiquent entre eux tels que le pancréas, le foie, le tissu

adipeux et le muscle squelettique (70).

Plusieurs hormones interviennent dans la régulation de la glycémie dont les deux principales

sont l'insuline et le glucagon. Pendant une phase de jeune physiologique, la glycémie est
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maintenue a des niveaux normaux par la production de glucose endogéne majoritairement
par le foie et de facon moindre par le rein, a partir de la glycogénolyse ainsi que de la
gluconéogeneése sous I'action du glucagon (70). Lors d’une prise alimentaire, les nutriments
sont absorbés par l'intestin et la glycémie s’éleve. Cette augmentation du glucose dans le
sang stimule la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques. L'hyperglycémie et
I’"hyperinsulinémie vont permettre de stimuler I'entrée de glucose dans les tissus
périphériques, en majorité dans le tissu musculaire, et d’inhiber la production de glucose

endogene (70).

L'insuline est une protéine globulaire comportant 2 chaines polypeptidiques reliées entre
elles par 3 ponts disulfures. La premiére chaine, a, comporte 21 acides aminés et la seconde,
B, en comporte 30. Le gene de l'insuline code pour la pré-proinsuline, présentant un peptide
signal de 24 acides aminés dans sa partie N-terminale et un peptide C au centre de la
séquence. La séquence signal sera clivée lors de la translocation du peptide dans le réticulum
endoplasmique, et les ponts disulfures seront mis en place, ce qui donnera alors la
proinsuline. L'insuline mature résultera ensuite du clivage enzymatique du peptide C, ce qui

formera les chaines a et B (71).

L'insuline est une hormone hypoglycémiante. Pour cela elle agit sur ses tissus cibles
principalement le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux. Elle induit une entrée de
glucose dans le muscle et le tissu adipeux, favorise I'utilisation du glucose, permet la
transformation du glucose en glycogéne et inhibe la production de glucose dans le foie en
limitant la dégradation du glycogene et la néoglucogenese, elle inhibe la sécrétion de
glucagon par le pancréas. De plus, elle entraine la synthése de lipides dans les cellules

adipeuses et dans le foie et la synthése de protéine dans le foie et le muscle (72).
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Figure 3 : Effets de I'insuline sur les principaux tissus cibles de I'insuline

Le glucagon est une hormone catabolique constitué de 29 acides aminés. Elle est sécrétée
par les cellules a pancréatiques. Lorsque le glucose plasmatique s’abaisse au dessous des
valeurs normales, la sécrétion de glucagon augmente, et induit la production de glucose
hépatique pour élever la glycémie (72).

En plus de ces deux hormones principales, d’autres hormones interviennent dans la
régulation de la glycémie telle que le cortisol, les catécholamines ou I’hormone de

croissance. Ces derniéres ont toutes un effet hyperglycémiant comme le glucagon (72).

lI-1-1 La signalisation insulinique

Les effets métaboliques de l'insuline nécessitent la fixation de cette hormone a son
récepteur, présent a la membrane des tissus cibles de I'insuline (principalement le foie, le
muscle et le tissu adipeux) (73). La fixation de l'insuline permet I'activation du récepteur qui
initie une cascade de réactions de phosphorylations et déphosphorylations avec pour but

final I'activation des voies impliquées dans le métabolisme du glucose.

Le récepteur de l'insuline (RI) est une protéine hétérotétramerique constituée de deux sous-

unités a extracellulaires et de deux sous-unités B transmembranaires (74). La liaison de

I'insuline sur les sous-unités o entraine la dimérisation du récepteur ainsi que son
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autophosphorylation sur des résidus tyrosine de la sous-unité B qui activent le RI (75; 76;

74).

Les tyrosines phosphorylées du Rl servent de sites d’ancrage sur lesquels des substrats du
récepteur vont pouvoir se fixer. Parmi ces substrats, les mieux caractérisés sont les insulin
receptor substrate (IRS). Ces IRS sont recrutés a la membrane et au Rl grace a leurs domaines
d’homologie a la pleckstrin (PH) et de liaison aux phosphotyrosines (PTP) (77). lls sont

ensuite phosphorylés eux aussi par le Rl sur des résidus tyrosine (77; 78).

Les tyrosines phosphorylées de ces IRS agissent comme des sites d’ancrages pour d’autres
protéines de la cascade de signalisation contenant des domaines d’homologie a Src (SH2)
(77). Il existe plusieurs isoformes d’IRS (1 a 6) qui malgré leur homologie, semblent avoir un
role complémentaire et non redondant. Les fonctions différentes des IRS seraient contrélées
par leur distribution tissulaire, leur localisation cellulaire ou leur activité. L'IRS-1 et -2 sont
largement distribués. Chez le rongeur, I'IRS - 3 est le plus abondant dans les adipocytes, le
foie et le poumon. L'IRS - 4 est exprimé dans le muscle squelettique, le foie, le cceur, le
cerveau et les reins. Les IRS 5 et 6 ont une expression tissulaire trés limitée et ne constituent
pas des substrats majeurs pour le Rl (77). Des délétions de ces IRS dans des modeles de
souris donnent des phénotypes différents confirmant ce rbéle complémentaire et non
redondant des IRS (79) IRS-1 et IRS-2 semblent avoir un role majeur dans le métabolisme du

glucose et des lipides, tandis que le réle des IRS-3 et IRS-4 est moins clair (80; 81).

La phosphoinositide 3-kinase (PI3K) est un hétérodimére constitué d'une sous-unité
régulatrice, p85, et d'une sous-unité catalytique, p110. Lorsque les deux sous-unités sont
associées, cela maintient la PI3K dans un état inactif. La liaison des domaines SH2 de la sous-
unité régulatrice de la PI3K aux tyrosines phosphorylées des IRS permet I'activation de la
sous-unité catalytique (77). L'inhibition de la PI3K bloque la plupart des effets métaboliques
de I'insuline mettant en évidence son rdle central dans cette signalisation (82). La PI3K peut
activer de différentes facons des effecteurs. En effet, elle catalyse la transformation du

phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3-phosphate (PIP3)
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(83), elle posséde une activité sérine kinase et enfin ses deux sous-unités peuvent interagir
avec d’autres protéines (82). Le PIP3 produit par I'action de la PI3K, active des molécules de
signalisation dont des protéines a activité sérine/thréonine kinase (84) comme la
phophosphoinositide dependent kinase-1 (PDK-1) et active le complexe protéique mamalian

target of rapamycin complex 2 (mTORC2) (77).

Une fois activée, la PDK-1 active la protéine AKT aussi connue sous le nom de protein kinase
B (PKB), en la phosphorylant sur son résidu thréonine 308 (85). L’activation complete d’AKT
nécessite une phosphorylation supplémentaire sur la sérine 473 par le complexe mTORC2
(84; 86) lui aussi activé par la PI3K. Il existe trois isoformes de PKB (1 a 3) codées par des
genes différents (87). Toutes ces isoformes possedent un domaine PH qui permet leur
interaction avec le PIP3 et la membrane plasmique. L'isoforme 2 de la PKB est la plus
abondante dans les tissus sensibles a I'insuline et semble jouer un réle prédominant dans
I'action métabolique de l'insuline. Ainsi, des souris déficientes en PKB2 sont résistantes a
I'insuline (88), contrairement au phénotype obtenu lors d’'une délétion des PKB 1 ou 3 (89).
PKB a un role majeur dans la transmission du signal de I'insuline a travers la phosphorylation
de plusieurs enzyme clé du métabolisme du glucose : la glycogen synthase kinase-3 (GSK-3),
de forkhead/winged helix transcription factor O class member 1 (Foxol), de cAMP response
element-binding protein (CREBP) ou encore d’Akt substrate 160 kDa protein (AS 160) (73). De
plus, PKB active la voie mTORC1 en phosphorylant et inhibant un complexe protéique
intermédiaire ou la protéine prolyl rich Akt-substrate (PRAS 40) (90). Les effets sur les voies

du métabolisme glucidique associés a ces substrats de PKB sont décrits ci-dessous.

Par ailleurs, l'insuline comme d’autres facteurs de croissance, stimule aussi les mitogen-
activated protein kinase (MAP kinase). Cette voie implique la phosphorylation sur tyrosine
des IRS et/ou la protéine Shc pour activer la protéine Ras. Une fois activé, Ras opére comme
un interrupteur moléculaire, stimulant une cascade de sérine kinase pour initier la

prolifération et la différenciation cellulaire (73).
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Figure 4 : Cascade de signalisation de I'insuline.

Contréle de I’entrée de glucose dans les organes périphériques

PKB régule I'entrée de glucose dans les cellules périphériques, adipeuses et musculaires, en
particulier par I'intermédiaire de la protéine AS160, qui intervient dans la translocation de
transporteurs du glucose spécifiques les GLUT4 vers la membrane plasmatique. A I'état
basal, les transporteurs GLUT4 sont séquestrés dans des vésicules intracellulaires et I’AS160
est associée a celles-ci. Lors de son activation par I'insuline, la PKB phosphoryle I’'AS160 et
induit sa dissociation des vésicules qui sont alors transloquées a la membrane plasmique par
la voie de I'exocytose (91). De plus, d’autres complexes protéiques ont été impliqués dans la
régulation de la translocation des GLUT4. Ainsi, le complexe protéique APS/Cbl/CAP (APS
pour Adapter protein containing pleckstrin homology and Src homology-domains ; Cbl,
produit d’un proto-oncogene et CAP, Cbl-associating protein) est activé apres la fixation de

I'insuline au récepteur et permet par la régulation du trafic des protéines impliquant les rafts
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lipidiques et les cavéoles, d’activer la translocation des vésicules contentant les GLUT4 vers

la membrane plasmique (92; 93).

Contréle de la production de glucose par le foie

Linsuline inhibe la production et la libération de glucose par le foie en bloquant la
gluconéogeneése et la glycogénolyse. Ces effets se produisent a travers un effet direct de
I'insuline sur le foie (94). En effet, I'insuline contrdle directement I'activité de plusieurs
enzymes par phosphorylation ou déphosphorylation et régule I'expression de certains genes
impliqués dans la gluconéogenese (95) . En conditions de jeline, le facteur de transcription
CREB est lié¢ a 'ADN et a un co-activateur CREB-regulated transcription coactivator 2
(CRTC2), ce qui conduit a I'expression des genes codant pour la phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) (96), la fructose-1,6-bisphosphatase (FBP) et la glucose-6-
phosphatase (G6P), ainsi que I'expression d’un facteur de transcription PGC-1a, un autre
régulateur transcriptionnel de la gluconéogenése hépatique. L'activation de PKB conduit la
phosphorylation de CRTC2 ce qui empéche sa liaison avec CREB (97). De plus, PKB
phosphoryle également FoxO1, un autre facteur de transcription, qui I'empéche d’aller dans
le noyau et bloque son activité transcriptionnelle, ce qui contribue a assurer l'inactivation de
la transcription des genes de la néoglucogenese ainsi que PGC-1a. (98); (77). L'insuline peut
aussi influencer le métabolisme du glucose de facon indirecte par des changements d’acides
gras libres (AGL) générés par le tissu adipeux viscéral (99). Ce flux d’AGL vers le foie peut
augmenter la production de glucose, correspondant a un signal de sensibilité ou de

résistance a l'insuline.

Transformation du glucose en substrat énergétique : glycogéne, protéines et triglycérides

L'insuline active l'utilisation du glucose par une activation de la glycolyse, notamment en
activant l'activité des enzymes 6-phosphofructokinase et I’hexokinase (100) ou en
augmentant la transcription des génes codant pour la glucokinase (GK) et la pyruvate kinase
(PK) (101) impliquées dans la glycolyse. L'expression de la GK dans le foie est bien

dépendante de I'insuline mais les acteurs moléculaires impliqués dans cette activation (102;
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103) restent controversés et sont cependant indépendants du facteur de transcription
SREBP-1c (104) mais I'insuline active I'expression de I’'HKII dans le muscle via SREBP-1c (105).
Linsuline stimule aussi I'accumulation de glycogéne principalement dans le foie et le muscle,
a travers une augmentation du transport du glucose et la synthése de glycogéne. Pour cela,
PKB phosphoryle et inactive la GSK-3 ce qui diminue le niveau de phosphorylation de la

glycogéne synthase (GS) augmentant son activité (106).

Majoritairement dans le muscle et le foie, I'insuline augmente la synthése et bloque la
dégradation des protéines a travers |'activation de mTORC1. PKB phosphoryle et inhibe le
complexe protéique tuberous sclerosis complexe TSC1/TSC2. Ce complexe ayant un effet
inhibiteur sur la protéine Rheb activatrice de mTORC1, I'inihibition de TSC1/TSC2 conduit au
final a I'activation de mTORC1. De méme, PKB inhibe PRAS 40, un inhibiteur de mTORC1, en
phosphorylant sur réside ser 79, ce qui léve l'inhibition sur mTORC1 (77). l’activation de
MTORC1 active la machinerie de traduction par une phosphorylation et activation de la
kinase ribosomale p70S6K ou encore la phosphorylation de l'inhibiteur de I'eucaryotic
translation initiation factor 4E (elF-4E). P70rsk active la synthése de ribosome en
phosphorylant la protéine ribosomal S6 produisant une augmentation de traduction de

’ARNm (107).

Linsuline induit la synthése de lipides et inhibe leur dégradation. La plupart de ces
changements ont lieu sous le contréle d’un facteur de transcription sterol regulatory
element binding protein (SREBP-1c) activé par mTORC1 (108). SREBP-1c régule I'expression
des génes de la lipogenése comme la fatty acid synthase (FAS) et I'acetyl-coa carboxylase
(ACC). SREBP-2 régule I'expression des génes impliqués dans le synthese de cholestérol, tel
que I HMG-CoA reductase (HMGCR) (109). Dans les adipocytes, l'insuline stimule la
lipogenese ainsi que l'adipogenése, c'est-a-dire la différenciation des adipocytes (110).
L'insuline inhibe aussi profondément la lipolyse dans le tissu adipeux principalement par
I'inhibition de I’hormone sensitive lipase (HSL) (111). Cette enzyme est finement régulée par
le contréle de sa phosphorylation qui est activée par phosphorylation par la PKA. Linsuline

inhibe I'activité de la lipase par la réduction de 'AMPc en raison de l'activation de la
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phosphodiestérase spécifique de ’AMPc dans les cellules graisseuses (112). L’insuline induit
la phosphoryaltion de la phosphodiestérase 3B (PDE3B) sur le résidu sérine 273 ce qui
I'active et induit une diminution du niveau d'AMP cyclique. Ceci entraine une diminution de
I'activation de la protéine kinase A (PKA) qui AMPc dépendante responsable de I'activation
de I'HSL par phosphorylation sur plusieurs résidus (77). L'insuline peut aussi inhiber la
lipolyse en activant la protéine phosphatase -1 (PP1) par la phosphorylation de sa sous-unité

régulatrice. La PP1 active déphosphoryle et désactive I'HSL (113).

La cascade de signalisation est soumise a un rétrocontrdle négatif qui peut avoir lieu a
différents niveaux de la cascade. En premier lieu, en plus de phosphorylations sur des
résidus tyrosine, le récepteur a l'insuline et les IRS peuvent subir des phosphorylations sur
des résidus sérine qui vont diminuer I'accessibilité des sites de phosphorylations sur tyrosine
et bloquer la cascade de signalisation normale (78; 114). L'activation du Rl et des IRS est
aussi atténuée par des protéines phosphatases, telle que la protein-tyrosine phosphatase 1B
(PTP1B) ou la protein-tyrosine phosphatase non-receptor type2 (PTPN2), qui catalysent leur
déphosphorylation (75); (77). La signalisation de la PI3K est diminuée par la phosphatase
and tensin homologue (PTEN) et SH2-containing inositol 50-phosphatase-2 (SHIP2) qui
déphosphoryle le PIP3 (73). La PI3K participe au rétrocontréle négatif sur le récepteur a
I'insuline et les IRS, par la phosphorylation des résidus sérine (115) mais aussi par la
présence en plus grande quantité de sous-unités régulatrices (116) ou la dimérisation de la
sous-unité p85 avec des protéines inhibitrices (117). Akt, GS3K ainsi que mTORC1 sont aussi

connus pour participer au rétrocontrole négatif de cette voie de signalisation (115; 118).

Ces mécanismes de rétrocontrole négatif physiologique sont retrouvés dans un contexte
pathologique de résistance a l'insuline. La résistance a l'insuline est caractérisée par des
défauts a plusieurs niveaux de la cascade de signalisation, telles qu’une diminution de la
guantité et de l'activité tyrosine kinase des récepteurs a l'insuline, une diminution de la
quantité et de la phosphorylation des IRS-1 et -2. L’hyperinsulinémie induit une diminution
de lI'expression des IRS-1 et -2, par une dégradation de I'IRS-1 et une inhibition de la

synthése de I'IRS-2 (204) sur tyrosine ou via I'activation de la dégradation de ces protéines
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médiée par l'ubiquitine induite par SOCS (205). Il a été montré aussi une diminution de
I'activité de la PI3K, ainsi qu’une diminution de la translocation des GLUT4 ou une
diminution de I'activité des enzymes intracellulaires (119). La présence d’une résistance a
I'insuline induit une moindre suppression de la production de glucose hépatique qui joue un
réle majeur dans I'hyperglycémie, une moindre entrée de glucose dans les tissus captant le
glucose comme le muscle et le tissu adipeux, ainsi qu’un défaut de suppression de la lipolyse
au niveau du tissu adipeux favorisant la libération d’acides gras circulants qui participent
eux-mémes au maintien de la résistance a l'insuline.

A I'heure actuelle, de nombreuses études ont permis de valider l'implication de
I'inflammation, du stress oxydant ou de la lipotoxicité dans ces altérations de la signalisation

a l'insuline (119).

11-1-2 La voie de 'TAMPK

L’adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK) est un régulateur majeur de
I'homéostasie énergétique au niveau cellulaire ainsi qu'au niveau de l'organisme entier
(120). Lorsqu'elle est activée, I'AMPK permet d'inhiber les voies anaboliques
consommatrices d'ATP et d'activer les voies cataboliques productrices d'ATP pour restaurer
I'équilibre énergétique de la cellule (120). L'AMPK est un complexe protéique composé de
trois sous-unités, une sous-unité catalytique a et deux sous-unités régulatrices B et y (121).
Chaque sous-unité est présente sous différentes isoformes codées par des genes distincts.
Chez les mammiféres, il existe les isoformes al et a2 (codées respectivement par les génes
prkaal et prkaa2), Bl et B2 (prkabl et prkab2), ainsi que y1, y2 et y3 (prkagl, prkag2 et
prkag3). La sous-unité catalytique a (63kD) est constituée d’'un domaine catalytique
serine/thréonine kinase, d’'un domaine auto inhibiteur et d’'une séquence de liaison a la
sous-unité B. Le domaine kinase qui détermine I’activité du complexe de ’AMPK, est localisé
sur la partie N terminale de la protéine et est trés conservé entre les 2 isoformes de la sous-
unité a. Il contient une boucle d’activation sur laquelle est situé un site d’activation, un
résidu thréonine 172 dont la phosphorylation active le complexe protéique (120). Plus

récemment, il semblerait que ce résidu correponde en fait au résidu 183 pour la sous-unité
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al (122). Le domaine auto inhibiteur inhibe I'activité catalytique de la sous-unité a. Le
domaine de liaison a la sous-unité B se situe au niveau de la région C-ter de la protéine.

Les sous-unités B et y ont principalement un réle structural mais agissent aussi comme des
acteurs de l'activité de la protéine.

La sous-unité B contient 2 régions spécifiques : un domaine de liaison au glycogéne et un
domaine d’attache pour les sous-unités a et y. Le domaine de fixation au glycogéne permet
au complexe AMPK de s’associer au glycogene et aux hydrates de carbone (122). La sous-
unité B intervient aussi dans la localisation subcellulaire de I'AMPK par la présence de sites
de myristoylation sur celle-ci, qui permettent de localiser la protéine a la membrane
plasmique (122).

La sous-unité y a un réle majeur dans la sensibilité de I'AMPK au niveau d’énergie cellulaire.
En effet, les 3 isoformes de cette derniére contiennent 4 répétitions cystathionine-p-
synthase (CBS) dont le réle principal est le controle des métabolites intracellulaires et
particulierement la fixation des nucléotides adényliques (122).

L'existence de ces différents complexes est dictée par I'expression tissulaire de chaque
isoforme (121). Les isoformes de chaque sous-unité sont exprimées de maniére différente
selon les tissus et la combinaison de ces différentes isoformes va donner lieu a la formation

de 12 hétérotrimeres différents avec des fonctions cellulaires variées (122).
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Figure 5: Structure de I'AMPK.
L'AMPK est constituée de trois sous-unités a, B et y, composées de différents domaines détaillés
dans le texte, qui existent sous plusieurs isoformes. D’apreés Viollet et al, (120)

Il existe plusieurs niveaux de régulation de '’AMPK. Tout d'abord, 'AMP est un activateur
allostérique connu de I'’AMPK et se fixe sur la sous-unité y. Lorsqu’une premiére molécule
d’AMP se fixe, elle induit un changement conformationnel permettant d’augmenter I'affinité
de la sous-unité pour d’autres molécules d’AMP. La fixation d'AMP et I'activation
allostérique permet d’augmenter d’un facteur 2 a 5 'activité de la protéine. L'ATP peut aussi
se fixer sur I’AMPK avec cinqg fois moins d’affinité que I’AMP, et est un inhibiteur allostérique
de celle-ci. Ainsi, I'AMPK est régulée par le ratio AMP/ATP dans la cellule correspondant au
niveau d'énergie cellulaire. La phosphorylation de la Thr 172 de la sous-unité a, quant a elle,
active 'AMPK de facon beaucoup plus puissante a savoir d’'un facteur 100 a 1000 (121).
Plusieurs kinases ont été impliquées dans cette phosphorylation. Les principales sont la Liver
kinase B1 (LKB1), la Ca2+/Calmoduline dependant protein kinase kinase (CaMKK) et la

mammalian transforming growth factor b-activated kinase (TAK1) (121; 120).
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Figure 6: Régulation de I'activation de I'AMPK.
L'AMPK est activée par phosphorylation sur la Thr172 sur la sous-unité a par les protéines kinase
LKB1, CaMKK et TAK1. Elle est inhibée par des phosphatases. Des molécules d’AMP peuvent se fixer
sur la sous-unité B activant la protéine et protégeant contre la déphosphorylation de la Thr172.
D’apres Viollet et al, (120)

Enfin, en plus de la phosphorylation de la Thr 172, des études ont montré le role critique de
I'inhibition de cette déphosphorylation (120). Par ailleurs, la fixation d’AMP ou d’ADP sur la
sous-unité a permet de protéger la Thr172 de la déphosphorylation par les phosphatases

(121).

D’autres sites de phosphorylation de 'AMPK participent également a la régulation de
I'activité de cette protéine. Par exemple, la phosphorylation par la PKA de la Ser 485 de la
sous-unité al (ou Ser 491 sur la sous-unité a2) exerce un effet inhibiteur sur ’AMPK (122),
tandis que la phosphorylation de la Ser 108 sur la sous-unité B semble nécessaire a
I'activation compléte de la protéine. Par ailleurs la phosphorylation du résidu Ser 182 de
cette méme sous-unité impacte quant a elle la localisation sub-cellulaire qui joue un réle

important dans |'activité de la protéine (121).

L’AMPK est connue pour étre activée par divers types de stress cellulaires qui implique en

particulier une élévation de 'AMP, de I’ADP ou du Ca2+ en accord avec les mécanismes

27



d’activation présentées ci-dessus. Parmi les facteurs activateurs décrits, I'hypoxie est au
centre de notre intérét et active '’AMPK. Le mécanisme d’activation de I’AMPK par I’hypoxie
semble principalement faire intervenir la réduction de la production d’ATP par la
mitochondrie. Par ailleurs, des radicaux libres oxygénés (RLO) produits lors de conditions
hypoxiques, peuvent eux aussi intervenir dans I'activation de I’AMPK de facon indépendante
d’une diminution du ratio ATP/AMP, par I'activation des kinases activatrices de 'AMPK. En
particulier, les RLO peuvent étre responsables d’une altération de I'homéostasie calcique
entrainant une augmentation Ca2+ intracellulaire activant 'AMPK par I'intermédiaire de la

CaMKK (123).

L’AMPK est un senseur de I'état énergétique de la cellule et possede un role important dans

les processus métaboliques.
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Figure 7: Role de 'AMPK dans les processus métaboliques.
LAMPK a divers effets métaboliques incluant la modulation du métabolisme lipidique,
I'augmentation de I'entrée de glucose dans le muscle, I'augmentation de la biogenése
mitochondriale, I'amélioration de la sensibilité a I'insuline et la diminution de la glycémie. D’apres
Viollet et al, (120)

Effet sur I’entrée de glucose dans la cellule
Le réle de ’AMPK dans I'entrée de glucose a été particulierement bien décrit dans le muscle

squelettique (124; 125). L’activation de I'AMPK par la molécule AICAR induit une

28



augmentation de I'entrée de glucose, associée a une augmentation de la translocation des
transporteurs de glucose, GLUT 4, a la membrane plasmique (126). Cela a été démontré
aussi bien dans le muscle squelettique de sujets minces que dans celui de patients
diabétiques de type 2 (127). La stimulation de I’AMPK dans le muscle apparait comme une
méthode efficace pour augmenter I'entrée de glucose de facon indépendante de I'insuline,
en contournant la voie de l'insuline défectueuse lors d’une résistance a l'insuline. En effet, la
translocation des GLUT4 induite par ’AMPK n’est pas modifiée lors de I'inhibition de la voie
PI3BK-AKT stimulée par linsuline. L'étude de mutants pour I'AMPK a confirmé ce roéle.
L’expression chez la souris d’'un dominant négatif a2, abolit I'entrée de glucose dans le
muscle induite par I’AICAR et par I’hypoxie (128; 129). De méme cette abolition des effets de
I’AICAR sur I’entrée de glucose est retrouvée chez des animaux avec une délétion d’a2, y3 ou
LKB1 (130; 131-133).

Tout comme l'insuline, la translocation des transporteurs GLUT4 induite par I’AMPK implique
I’AS160. En effet, une infusion d'AICAR est associée a une augmentation de la
phosphorylation de I’AS160 dans le muscle squelettique de rongeur (134). Par ailleurs, il
existe une corrélation positive entre la phosphorylation d’AS160, I’entrée de glucose dans le
muscle squelettique et I'activité d’AMPK a2 (135). La phosphorylation de 'AS160 est altérée
ou abolit dans les muscles squelettiques de souris exprimant un dominant négatif a2, ou
déficient pour les sous-unités a2 ou y3 (136). Le role de ’AMPK dans le tissu adipeux reste
plus discuté, mais les mécanismes impliqués dans la régulation de I'entrée de glucose entre
muscle et tissu adipeux étant tres similaires suggerent que I’AMPK pourrait intervenir dans
I’entrée de glucose au niveau du tissu adipeux (137; 138). En plus de son effet sur I’entrée de
glucose dans la cellule, ’'AMPK est impliquée dans d’autres mécanismes de régulation du

métabolisme glucidique.

Effet sur la glycolyse
Dans le muscle cardiaque, 'AMPK stimule la glycolyse en phosphorylant et activant la
phosphofructokinase-2 (PFK-2) (139). Une activation de I'expression de I’hexokinase Il (HKII)

dans le muscle a été mise en évidence suite a un traitement a I’AICAR (139).
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Effet sur la synthése de glycogéne

L’effet de I'activation de I’AMPK sur la synthése de glycogéne reste encore discuté, mais il
est logique de penser que 'AMPK puisse aussi inhiber cette voie anabolique. D’ailleurs, il
apparait que I’AMPK phosphoryle sur la Ser7 et inhibe la GS musculaire (140). En accord
avec cela, l'activité de la GS apparait diminuée dans le muscle squelettique de rat perfusé
avec de I'AICAR (141). Enfin, cela est confirmé par I'abolition de la phosphorylation de la
Ser7 et de l'inactivation de la GS chez des souris spécifiquement déficientes pour ’AMPKa2
dans le muscle squelettique (142). Ceci est donc en faveur d’'une diminution de synthése de
glycogéne musculaire lors de I'activation de I’AMPK. Cependant, de nombreuses études
montrent une accumulation de glycogéne dans le muscle lors de I’activation de '’AMPK (143;
144). Ceci peut étre expliqué par [I'activation de I'entrée de glucose dans la cellule
musculaire induite par [l'activation de I'AMPK et qui va potentiellement activer
allostériquement la GS via une augmentation de la concentration intracellulaire de G-6-P,
premier métabolite du glucose. En effet, I'’AICAR ne permet plus d’induire I'accumulation de
glycogene dans le muscle de souris transgénique chez lesquelles la GS n’est plus activable
par la concentration de G-6-P (145). Inversement, le glycogéne peut se fixer a I’AMPK par
I'intermédiaire de son domaine CBM et avoir un effet inhibiteur sur celle-ci (146). En effet,
de haut niveau de glycogéne diminue l'activation de 'AMPK induite par I'AICAR dans le
muscle de rongeur (141). De fagon concordante, I'activation de ’AMPK par I’exercice est plus

importante quand les muscles sont déplétés de glycogene (141).

Effet sur la gluconéogeneéese

De nombreuses études ont mis en évidence que l'activation de I"AMPK hépatique
réprimerait I'expression des principaux genes de la gluconéogenése, G6Pc et Pckl, et de ce
fait inhiberait la production hépatique de glucose (147; 148). Cet effet passerait en grande
partie par la régulation du coactivateur CRTC2. L’activation de I'AMPK induit la
phosphorylation de CRTC2 qui séquestre CREB dans le cytoplasme empéchant alors la
transcription des genes de la gluconéogenese (149). L'inhibition transcriptionnelle de ces
génes peut-étre également réalisée par la phosphorylation par 'AMPK des facteurs de

transcription HNF4alpha et FoxO1 provoquant leur dégradation protéolytique (150; 151).
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Cependant, d’autres études ont montré que I’AICAR pouvait inhiber la gluconéogenése de
facon indépendante de 'AMPK laissant a déterminer le role de 'AMPK dans la régulation de

cette voie métabolique (152).

Effet sur le métabolisme des lipides

L’AMPK régule plusieurs acteurs importants du métabolisme des lipides et son action globale
est en faveur de I'oxydation des acides gras et en défaveur de leur biosynthése. L'AMPK
phosphoryle et inactive ’ACC (153; 154) dans le muscle squelettique (155) et dans le foie
(156). L’ACC catalyse la transformation de I'acétylCoA en malonyl-coA, étape initiatrice et
limitante dans la biosynthése des acides gras. L’ACC existe sous deux isoformes : ACC1, et
ACC2. Lorsque le malonyl-coA est produit, il est ensuite utilisé par la fatty acid synthase (FAS)
cytoplasmique dans la synthése des triglycérides (157). Le malonyl-coA produit par I’ACC
joue aussi un role de régulation en bloquant le transport des acides gras du cytoplasme vers
la mitochondrie via I'inhibition de la carnitine palmitoyl transférase-1 (CPT-1). L’activation de
'’AMPK permet donc de diminuer la production de malonyl-coA et de faciliter I'entrée des
acides gras dans la mitochondrie ou ils seront oxydés. L'AMPK active aussi la malonyl CoA
decarboxylase (MCD) ce qui permet de réduire le taux de malonyl coa (158). LAMPK a un
effet a plus long terme en inhibant les facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP (156;
159; 160). L'AMPK supprime |'expression des génes impliqués dans la lipogenése induite par
I'insuline comme FAS (159), ACC ou pyruvate kinase (161) ou ceux induits par le glucose
comme la L-PK. En parallele, TAMPK inhibe la HMG-CoA reductase, enzyme impliquée dans
la synthese du cholestérol (162). 'AMPK a aussi été impliquée dans l'inhibition de la lipolyse
a travers une phosphorylation directe de I’'HSL dans le tissu adipeux (163). Une diminution

de I'activité de 'AMPK est associée a une augmentation de lipolyse (164).

Effet sur le métabolisme des protéines
L’AMPK est aussi impliquée dans I'inhibition de la synthése protéique. Pour cela elle inhibe le
complexe protéiqgue mTORC1 (impliqué dans les effets de l'insuline sur la synthése de

protéines). L'AMPK inhiberait soit indirectement mTORC1 par I'intermédiaire de TSC2 qui est
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impliqué dans I'inhibition de mTORC1 (165), soit directement par phosphorylation inhibitrice

d’une protéine du complexe mTORC1, connue sous le nom de raptor (166; 167).
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Figure 8: Effets de I'activation de I'AMPK sur les voies métaboliques.

L’AMPK active ou inhibe des protéines cibles impliquées dans différentes voies métaboliques
détaillées dans le texte.

11-2 Régulation centrale

En plus d’une régulation de ’lhoméostasie du glucose impliquant les organes périphériques,
le cerveau joue un réle important dans le contrdle de la prise alimentaire et du métabolisme
énergétique en général.

Deux structures spécifiques sont particulierement impliquées dans cette régulation et sont

I’hypothalamus et le tronc cérébral (168).
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Figure 9 : Régulation centrale de la prise alimentaire.
L'insuline et la leptine se fixent a leurs récepteurs sur les neurones a POMC/CART et augmentent
I'expression des peptides anorexigenes (POMC et CART) augmentant l'activité de I'hormone
mélanotrope -MSH qui agit sur ’hormone MCH dans le noyau paraventriculaire. L’action de la leptine
et de l'insuline sur les neurones a AgRP/NPY, inhibe I'expression des peptides oréxigénes AgRP et
NPY.

L’hypothalamus a un réle central. Il est constitué de différents noyaux avec des populations
neuronales avec chacune des spécificités. Le noyau arqué occupe un role intégrateur majeur
avec ses connexions avec d’autres zones hypothalamiques ou le tronc cérébral (169). Deux
populations neuronales principales sont contenues dans ce noyau. Tout d’abord, les
neurones exprimant le gene codant pour la pro-opiomélanocortine (POMC) et le transcrit
régulé par la cocaine et les amphétamines (CART), qui ont un effet anorexigéne. La POMC est
activée par plusieurs clivages donnant des neuropeptides actifs dont les hormones
mélanotropes alpha et beta (a- et b-MSH) qui vont se fixer aux récepteurs a la mélanocortine
MC4R ou MC3R pour exercer leur effet anorexigene (170; 171).
La deuxiéme population neuronale du noyau arqué correspond a des neurones co-exprimant
le neuropeptide Y (NPY) et 'agouti-related peptide (AgRP) induisant un effet orexigéene,
notamment par |'effet antagoniste de I’AgRP sur les MC4R. L’activation ou l'inhibition de ces
neurones hypothalamiques vont permettre de moduler la prise alimentaire et la dépense
énergétique (172).
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En particulier, ces neurones du noyau arqué expriment des récepteurs aux hormones
comme les récepteurs a la leptine ou l'insuline les rendant sensibles aux niveaux de ces
hormones et donc au statut énergétique de I'organisme (173). En effet, I'insuline et la
leptine sont connus pour étre des signaux d’adiposité, puisque leurs niveaux évoluent de
facon parallele a la masse grasse, et entrent dans les zones cérébrales spécifiques de facon
proportionnelle a leurs niveaux plasmatiques (174). Ces deux hormones possédent un effet
anorexigene a travers leurs fixations a leurs récepteurs des cellules neuronales de

I’hypothalamus (174).

Le tronc cérébral joue un réle important lui aussi. Il est le siége des informations nerveuses
issues du systéeme nerveux périphériques et représente la deuxiéme composante essentielle
dans la régulation centrale de la prise alimentaire et de la glycémie. Il est composé du noyau
du tractus solitaire (NTS) qui possede des neurones a POMC et une concentration
importante de récepteurs MC4R, ainsi qu’une forte concentration de récepteur a la leptine
(172).

En plus d’un contréle important sur le poids et la prise alimentaire, des études ont mis en
évidence un role important de I'hypothalamus dans le contréle de la glycémie. En effet, des
études ont montré un impact du contréle central sur la production de glucose endogene par

le foie ou sur l'utilisation de glucose par les organes périphériques.

Outre sa sensibilité a I'insuline et a la leptine, I’"hypothalamus est sensible au glucose et a
d’autres nutriments comme les acides gras circulants.

Ainsi, une infusion intracérébroventriculaire (ICV) de glucose induit une diminution des
niveaux périphériques de glucose et d’insuline (175). De plus, une hyperglycémie
périphérique chez le rat, entraine une augmentation du niveau de glucose dans
I’hypothalamus et supprime la production de glucose hépatique (175). Enfin, si I'oxydation
du glucose est bloquée dans I’hypothalamus, la suppression de la production de glucose
induite par I'hyperglycémie est abolit (175).

Les signaux centraux activent les canaux Karp dans I’"hypothalamus et une infusion de glucose

dans I'hypothalamus ventro-médial inhibe la réponse aux hormones de contre-régulation
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lors d’une hypoglycémie. Si les canaux Karp sont bloqués, les effets de I'infusion de glucose
sont inhibés. Les canaux Karp de I’'hypothalamus sont constitués de la sous-unité Kir6.2. Des
souris transgéniques qui ont un défaut de sensibilité au glucose induit par I’expression d’un
mutant de Kir6.2, développent une intolérance au glucose périphérique (176).
L’administration d’un activateur des canaux Karp diminuent la production de glucose
endogéne aussi chez des sujets humains non-diabétiques. Ce qui appuie le role régulateur de
I'activation des canaux KATP dans la régulation centrale de la production de glucose

endogéne régulation (177).

Le cerveau a longtemps été considéré comme insensible a I'insuline, du fait de I'expression
de transporteurs du glucose, GLUT3, qui ne sont pas régulés par l'insuline. Cependant, une
étude a montré qu’un défaut de sensibilité a I'insuline centrale induisait une intolérance au
glucose (178). Ceci est confirmé par le fait que des souris n’exprimant pas le récepteur a
I'insuline dans les neurones développent une obésité, une résistance a I'insuline modérée et
une élévation de l'insuline plasmatique (178).

L'infusion d’un antagoniste des récepteurs a linsuline dans les ventricules cérébraux
diminue le contenu en récepteur a l'insuline dans le noyau arqué de I’hypothalamus, induit
une hyperphagie, une augmentation de masse grasse et |'échec de la suppression de la
production de glucose endogene (179). L'insuline stimule aussi les canaux Karp chez des rats
minces, mais cet effet disparait lorsque les animaux sont obéses (180).

L’administration d’insuline dans I’hypothalamus active la cascade de signalisation de
I'insuline avec I'activation du récepteur, des IRS, de la PI3K ainsi que des cibles d’AKT (181).
De plus, I'inhibition de la PI3K induit une intolérance au glucose et altére la suppression de la
production endogéne de glucose (179; 182). L’infusion d’insuline ICV chez des souris
déficientes pour IRS1 ou IRS2 dans le foie n’a pas d’effet sur la production de glucose

hépatique (183).

La suppression de la production hépatique de glucose est induite par I'inactivation du nerf
vague (184). La diminution de la production de glucose hépatique aprés une infusion

d’insuline ICV est causée par la diminution de I'expression des enzymes de la
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gluconéogeneése alors que la glycogénolyse ne semble pas affectée (185). Le mécanisme par
lequel l'insuline au niveau central supprime la production de glucose endogene, fait
intervenir le facteur de transcription Signal transducer and activator of transcription 3,
STAT3. Des souris ayant une délétion spécifique de STAT3 dans le foie présentent une
résistance a l'insuline et une augmentation des enzymes de la gluconéogenése (186). Une
augmentation d’insuline induit une augmentation de la phosphorylation de STAT3 dans le
foie. Les souris déficientes pour STAT3 dans le foie inhibent les effets de l'infusion ICV
d’insuline sur la production de glucose hépatique et I'expression des geénes de la
gluconéogenése. Ramadoss et al, ont montré que STAT3 pouvait se lier directement a la
région promotrice de la GPase pour en diminuer sa transcription (187). L’interleukine 6 (IL-6)
est une cytokine qui est I'un des ligands principaux de STAT3 (184). Il semblerait que ce sont
les cellules de Kupffer dans le foie qui soit a I'origine de la sécrétion de la cytokine, qui va
agir sur les hépatocytes et activer STAT3. Cela est confirmé par le fait qu’une infusion
d’insuline ICV chez des souris déficientes pour I'IL-6, n’induit pas de phosphorylation de
STAT3 (184).

L’hypothalamus ressent aussi le taux d’acides gras circulants. Une infusion d’AG a longue
chaine ICV chez le rat induit une réduction rapide de la prise alimentaire ainsi que des
enzymes de la gluconéogenése et de la production hépatique de glucose (188). Les canaux
KaTp seraient aussi activés par les flux de lipides au niveau central et 'activation de la PKC
hypothalamique est nécessaire pour moduler la production de glucose endogene aprés une

infusion de lipides (189).

En plus des effets de la régulation centrale sur la production de glucose hépatique, des
études ont mis en évidence I'impact de I’'hypothalamus sur le métabolisme du muscle et du
tissu adipeux. Ainsi, I’action de I'insuline au niveau central via I'activation des canaux KATP,
permet d’augmenter I'entrée de glucose dans le muscle squelettique (190) ainsi que dans le
tissu adipeux (191). De plus, I'insuline au niveau central module le métabolisme lipidique
périphérique en diminuant la lipolyse dans le tissu adipeux (192) et en augmentant I'entrée

d’acides gras dans le tissu adipeux (193).
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Comme le glucose, I'insuline ou les acides gras, la leptine activent les canaux KATP dans les
neurones de rats (194). Les effets centraux de la leptine sont dépendants de la signalisation
STAT3 dans I’hypothalamus et sont perdus chez des animaux soumis a un régime riche en
graisse suggérant l'existence d’une résistance a leptine centrale (195; 196). La leptine
stimule les neurones a POMC induisant une diminution de la prise alimentaire et une perte
de poids (194).

Les effets de la leptine semblent faire intervenir plusieurs voies de signalisation comme

I’AMPK (197), la voie PI3K (198) ou encore mTOR (199).

En effet, la leptine augmente I'activité de mTOR dans I’"hypothalamus et le blocage de la voie
mTOR abolit les effets anorexigenes de la leptine (199). L'activation de mTOR dans les
neurones hypothalamiques induit aussi la phosphorylation de p70S6K et de 4EBP1 (200).
Plus récemment, une étude a pu montrer grace a I'inactivation de S6K dans les neurones a
POMC ou les neurones a AgRP, que S6K1 dans les neurones a POMC régule la production de
glucose tandis que S6K1 dans les neurones a AgRP participe plutot a la régulation de la

sensibilité a I'insuline.

PTP1B

. JAK2-independent pathway
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Body Weight
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Figure 10 : Signalisation de la leptine.
La leptine se lie a son récepteur, LepRb, et active la protéine Janus kinase 2 (JAK2). JAK2 phosphoryle
LepRb sur des résidus tyrosine. Cela permet la liaison et I'activation de la voie des MAPK, de STATS et
STAT3. JAK2 permet aussi le recrutement et |'activation des protéines IRS de la signalisation de
I'insuline. L’activation de la kinase Src promeut |'activation de STAT3. La leptine régule aussi la
CaMKK2 et I’AMPK. D’apres Morris et al., (201)

37



Dans cette régulation, I’AMPK posséde aussi un réle important. Contrairement au muscle ou
la leptine active 'AMPK, celle-ci I'inhibe dans I’hypothalamus et il en est de méme pour
I'insuline, le glucose ou les acides gras (200).

La réduction de l'activité de I'AMPK hypothalamique induite par la leptine diminue
I’expression des génes codant pour le NPY et I’AgRP dans le noyau arqué ainsi que de la MCH
ou la CRH dans d’autres zones de I’'hypothalamus (202). De plus, une diminution de I'activité
de 'AMPK induit une augmentation de la concentration en malonyl-CoA et donc une
diminution de l'activité de la CPT-1 (200). L'augmentation de malonyl-coA qui semble
pouvoir agir directement sur des protéines régulant I'expression des genes des
neuropeptides ou l'accumulation d’AG dans le cytoplasme entraine une diminution de
I'expression des génes codant pour les neuropeptides oréxigénéniques (203). En plus des
effets sur la prise alimentaire, I'inhibition de 'AMPK rejoint les effets de la leptine ou de
I'insuline sur la production hépatique de glucose, puisque l'inhibition de I'activité de 'AMPK
hypothalamique chez la souris induit une diminution de la production de glucose hépatique.
Au contraire, lorsque I'AMPK hypothalamique est activée pharmacologiquement, cela
diminue la production de glucose par le foie (204). En revanche, les effets centraux sur

I’entrée de glucose dans le muscle ne semble pas impliqués I’AMPK (190).

I-HYPOXIE ET METABOLISME DU GLUCOSE

111-1 Hypoxie, HIF-1, contrdle du métabolisme du glucose

L'obésité a été associée a une hypoxie du tissu adipeux (205). En effet, une faible pression
partielle en oxygene a été observée dans le tissu adipeux abdominal de patients en surpoids
ou obeses (206). De plus, ce résultat a été confirmé par une augmentation de marquage au
pimidazole (marqueur de I’hypoxie) ainsi gqu’une diminution de la pression en oxygene (p02)
dans le tissu adipeux de souris soumises a un régime riche en graisse (207). L’hypoxie joue
un role majeur dans les dysfonctions métaboliques du tissu adipeux en altérant la

signalisation de l'insuline dans les adipocytes (208; 209). De plus, I'augmentation de la pO2
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dans le tissu adipeux de souris soumises a un régime riche en graisse a été associée avec une
augmentation de I'expression de génes de I'inflammation (210).

Cette hypoxie du tissu adipeux est associée a une augmentation de I'expression et de la
guantité protéique d’'un facteur impliqué dans la réponse a I’hypoxie, HIF-1 pour hypoxia
inducible factor-1 (207). HIF-1 a été découvert par Semenza tel qu’un facteur nucléaire se
liant au géne de I'érythropoiétine en réponse a I’hypoxie (211). On connait désormais plus
de 100 génes cibles de HIF (212; 213).

HIF est un complexe hétérodimérique constitué d’une sous-unité alpha, régulée par le
niveau d’oxygéne sanguin, et d'une sous-unité beta également appelée ARNT, Aryl
hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator, constitutive et stable. Il existe trois isoformes
de la sous-unité alpha. HIF-1a est une isoforme ubiquitaire, a l'inverse de HIF2a et HIF3a
restreintes a certains types cellulaires (213). Il existe également deux sous-unités B. HIF1b
est la sous-unité majeure, indispensable au cours du développement embryonnaire et
exprimée dans la plupart des tissus, alors que HIF2B est plus spécifiquement exprimée dans
les reins et le cerveau a I'age adulte (214). En normoxie, la sous-unité a est continuellement
dégradée par I'intermédiaire d’hydroxylation. Ces hydroxylations permettent l'interaction de
HIF1a avec la protéine von Hippel-Lindau (VHL) contenue dans un complexe protéique doté
d’une activité ubiquitine-ligase qui permet d’induire la dégradation de la sous-unité alpha
par le protéasome. Ces hydroxylations sont effectuées par les prolines hydroxylases (PHDs)

et 'acquisition de sa pleine activité est régulée par I'asparagine hydroxylase (FIH) (213).
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Figure 11 : Régulation de HIF-1a par les prolylhydroxylases.
En normoxie, HIF-1a est hydroxylé par des PHD (1 a 3). HIF-1a est reconnue par la protéine VHL et
envoyée vers le protéasome pour étre dégradé. En hypoxie, les PHD sont inhibées et la sous-unité a
est stabilisée. HIF-1a est inhibé par le FIH qui réduit son activité transcriptionnelle.
D’apres Rapisarda et al., (215)

Les PHDs et le FIH sont des senseurs d’oxygéne qui appartiennent a la large famille des
dioxygénases. Leurs activités dépendent du 2-oxoglutarate et du fer (ll) Il existe trois
isoformes des PHDs et une isoforme de FIH. Elles présentent toutes une distribution
tissulaire, une régulation, ou une spécificité vis-a-vis des sites d’hydroxylation de HIFa
différentes. En hypoxie, la sous-unité HIF-1a est stabilisée et se dimérise avec HIF1p dans le
noyau, le complexe se lie alors aux séquences HRE présentes sur I’ADN, et recrute ses

co-facteurs nécessaires a son activité transcriptionnelle (213).

L’activation de HIF-1 lors de I’hypoxie semble étre un facteur majeur dans la dysfonction
métabolique. En effet, une étude a montré que dans des adipocytes de souris obeses,
I'altération de la signalisation a I'insuline était associée a I'activation de HIF-1 ou HIF-2 et que
I'inhibition de ces facteurs par interférence ARN abolissait les effets déléteres sur la
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signalisation (208). Pour comprendre l'implication de HIF-1 dans les altérations de la
sensibilité a l'insuline, des études ont modifié I'expression de ce facteur et évalué I'impact

sur la sensibilité a I'insuline.

La surexpression d’un dominant négatif de HIF1-a dans le tissu adipeux rend les animaux
plus sensibles a un régime riche en graisse et conduit a une intolérance au glucose et une
résistance a l'insuline (216). De méme, la délétion spécifique de HIF-1a dans le tissu adipeux
protege contre I'obésité et la résistance a I'insuline induite par un régime riche en graisse
(217; 218). La délétion spécifique de HIF-1B 7 dans le tissu adipeux (218) conduit 3 la méme
protection contre I'obésité et I'intolérance au glucose induite par un régime riche en graisse.
L'inhibition de HIF-1a dans le tissu adipeux (219) améliore la tolérance au glucose et la
sensibilité a l'insuline. La délétion partielle systémique de HIF-1a (220) induit de méme une
meilleure tolérance au glucose. L'utilisation d’un oligonucléotide anti-sens contre HIF-1a
entraine une perte de poids et une diminution des niveaux plasmatiques de glucose et
d’insuline dans des souris rendues obéses par un régime riche en graisse (220). Cependant,
la délétion spécifique de HIF-1a dans le foie (221) augmente la résistance a l'insuline induite
par un régime riche en graisse.

En accord avec les résultats précédents, la surexpression de HIF-1 a dans le tissu adipeux
induit une intolérance au glucose (222). Il apparait cependant que la délétion spécifique de
la protéine VHL dans le tissu adipeux n’induise pas de changement de sensibilité a I'insuline
(223). De plus, la délétion spécifique de la PHD2 dans le tissu adipeux ou au niveau
systémique aurait plutot un effet bénéfique avec une protection contre la prise de poids
induite par un régime riche en graisse ainsi qu’'une amélioration de la tolérance au glucose
(220; 224). De méme, la délétion systémique du FIH protége contre la prise de poids et
améliore la sensibilité a I'insuline (216).

Dans le cas de I'HI, Reinke et al., ont montré que les tissus étaient touchés différemment par
les cycles d’hypoxie. En effet, alors que le foie et le muscle voient les désaturations
répétitives, le tissu adipeux serait plutét soumis a une hypoxie continue (225).

Une exposition a I’HI chronique in vivo, induit une activation importante et soutenue de HIF-

1 (226) et persistante méme lors d’un retour a la normoxie (227).
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L’HI apparait comme un stimulus plus puissant que I’"hypoxie continue pour I'activation de
HIF-1 (228). Une augmentation de la quantité de protéine de HIF-1a ainsi qu’une
augmentation de I'activité transcriptionnelle de HIF-1 ont été mis en évidence dans des
cellules exposées a I'HI (229). HIF-1 peut étre activé par les espéces réactives de I'oxygene

(ROS) (230), ce qui en fait une bonne cible dans le contexte de I'HI.

111-2 Hypoxie intermittente et homéostasie glucidique

Des études expérimentales avec des modeles de rongeurs ont étudié I'impact de I’"hypoxie

intermittente sur le métabolisme glucidique

Le stimulus d’hypoxie intermittent est trés complexe, car le but est de reproduire les
désaturations nocturnes en oxygene associées aux apnées chez le rongeur notamment.
Plusieurs types de dispositif ont donc été créés pour mimer au mieux ce stimulus, mais il
apparait évident que des différences dans la durée des cycles, la sévérité des désaturations
ou le temps d’exposition, peuvent étre un facteur majeur de désaccord entre les études. En
tenant compte de ceci, nous nous attarderons uniquement sur la revue de la littérature dont
les stimuli sont destinés a reproduire des apnées avec des cycles répétitifs réguliers et assez
courts, et avec une intermittence d’hypoxie/normoxie lors des cycles mais aussi entre une
période nocturne et diurne pour mimer les phases de sommeil et d’éveil chez les patients.

Deux types majeurs d’exposition peuvent aussi étre dissociées, des expositions dites aigues,

de 30 min a 12h, ou des expositions chroniques de 5 jours a plusieurs semaines

1ll-2-1 Exposition aigue
Tout d’abord, une exposition aigue a I’hypoxie intermittente, c'est-a-dire de 30 min (231) a
12h (225) ne semble pas modifier le taux d’insuline plasmatique chez le rongeur. La glycémie
guant a elle, n’évolue pas dans le méme sens apres I'exposition aigue a I’HI selon les études.
En effet, celle-ci est augmentée dans certaines études (225; 231-233) chez la souris (225;
231; 232) ou le rat (233) alors gu’elle n’est pas modifiée dans deux autres études (231; 234;

235).
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Concernant la sensibilité a I'insuline et la tolérance au glucose, les études divergent. En effet,
une exposition aigue a I'HI peut induire une augmentation de sensibilité a I'insuline mesurée
par un test de tolérance a l'insuline chez le rat, ou au contraire entrainer une résistance a
I'insuline évaluée par un clamp euglycémique-hyperinsulinémique chez la souris (232). De
méme, la tolérance au glucose est améliorée (233) ou altérée selon les études (231; 234). La
différence des cycles d’HI pourrait étre la cause de ces différences, puisque lorsque la
sensibilité a I'insuline est améliorée, les cycles sont constitués de 45 secondes d’hypoxie a
6% suivie d’'une période de normoxie (21% d’02) longue de 5 minutes, soit environ 10 cycles
par heure. Au contraire, dans le cas ou la sensibilité a 'insuline est altérée, les cycles sont

plus courts pour obtenir environ 60 cycles par heure (231; 234).

L'obésité est un facteur de risque tres important chez le patient atteint de SAOS. Pour cette
raison, des études expérimentales ont eu pour objectif d’évaluer I'impact de I’'HIl en présence
ou non de cette comorbidité. Ainsi, une exposition aigue a I’HI de souris obése soumises a un
régime riche en graisses, induit une augmentation de la glycémie et de I'insuline plasmatique
en comparaison aux souris obéses en normoxie. Les niveaux de glycémie et d’insuline étant
déja plus élevés dans le groupe obéese que le groupe mince, il apparait clairement un effet

additionnel de I'obésité et de I'HI (225).

Malgré des résultats démontrant I'impact d’une exposition aigue a I'HI, cela ne permet pas

de reproduire la chronicité de la pathologie apnéique.

11l-2-2 Exposition chronique

Concernant les variables plasmatiques, une seule étude met en évidence une diminution de
la glycémie chez des souris exposées 5 jours a I’HI (236). Quelques autres travaux ne mettent
pas en évidence de différence de glucose sanguin chez le rat ou la souris (237-242; 243). La

plupart cependant sont plut6ét en faveur d’'une augmentation de la glycémie (240; 244-253).
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Durée Cycles sensibilitéd  Told
Exposition aigue a I’hypoxie intermittente d’exposition Glycémie Insulinémie e,r.15| : .I s olerance
. I'insuline au glucose
par jour
liyori, 2007 ) 9h 30s a 5% - 30s
S C57BL6 = |
(232) ourts 321% T { (clamp EH)
Reinke, 2011 Souris C57BL6 12h 30s a 5% - 30s 2 _
(225) 421% -
Rafacho, 2013 Rats Wistar 57,5 min 45§ a\G%O- PN _ A PN
Modale (233) S5min a 21%
mince >
8h 0s a 5% - 30
Lee, 2013 (234) Souris C57BL6 30s Z 21‘:% s = = ¢
Moreau, 2013 Rots Sprague-Dawle 8h 80s a 6,5% - _ _
(235) prag 4 120s 3 21% B -
. 5h 30s a 5% - 30s
Jun, 2014 (231) Souris C57BL6 321% ™ = N;
Mods! Reinke. 2011 12h 30s & 5% - 30s
°\ ele einke, Souris C57BL6 a21% ™ =
obése (225)

Tableau 1: Effets d'une exposition aigue a I'hypoxie intermittente

Les effets de I’HI sur le taux d’insuline plasmatiques sont plus diversifiés. Une grande partie
des études montrent une augmentation de l'insuline plasmatique chez des rats ou des souris
exposées a I'HI (237-239; 242; 244-246; 248; 253). Une diminution de linsulinémie a
néanmoins été observée dans des conditions similaires d’exposition (249-251; 254). Par
ailleurs, quelques autres études n'ont pas mis en évidence de changement plasmatique du

niveau d’insuline (236; 237; 240; 241; 243; 252; 253).

Alors que les résultats ne paraissent pas toujours concordants concernant les parametres
plasmatiques, il apparait clairement qu’une exposition chronique a I’HI induit une résistance
a l'insuline. En effet, mis a part une étude démontrant que 5 jours d’HI diminue I'index
HOMA et donc améliore la sensibilité a l'insuline (236), les autres mettent toutes en
évidence une diminution de la sensibilité a I'insuline, évaluée par le HOMA (238; 242; 243;
247; 248; 253); (244) ou lors de tests métaboliques tels que des tests de tolérance a

I'insuline (237; 248; 252; 255) ou des clamps euglycémiques-hyperinsulinémiques (239).

Concernant la tolérance au glucose les données sont plus difficilement interprétables. En
effet, une amélioration de la tolérance au glucose a été montrée chez des souris exposées 5

jours a I'HI (236), alors que d’autres études ont vu une altération de cette tolérance au
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glucose (240; 244; 248; 251; 254) ou alors qu’elle n’était pas modifiée par I'HI (237; 240; 243;

247; 248; 252; 253). Globalement il apparait que le temps d’exposition soit un facteur

majeur dans ces différences, puisque lors d’'une méme étude, Fenik et al., ont montré que

sur des souris C57BI6 une exposition de 7 jours ou 35 jours a I’HI induit une intolérance au

glucose, alors qu’elle n’est pas modifiée a 21 jours (240). De méme, Polak et al., ne voient

une altération de tolérance au glucose qu’aprés 14 jours d’HI et non pas apres 7 jours (248).

De plus, dans plusieurs des études citées, la résistance a l'insuline ne s’accompagne pas

toujours d’une détérioration de la tolérance au glucose (247; 252; 253).

Duree Cycles Glycémi Sensibilité a  Tolérance
Exposition chronique a I’hypoxie intermittente d’exposition 4 Insulinémie ) X
. I'insuline au glucose
Polotsky, 2003 ) 16h 30sa5%-
S C57BL6 =
(236) ourts 305 3 21% v THomA) T
. 12h 30s a 5% -
Souris C57BL6 = =
Li, 2005 (241) ouris 308 5 21%
. i 12h 30s a 5% -
Li, 2006 (246) Souris WT 308 3 21% ™ ™
Savransky, ) 12h 30sa5% -
S C57BL6
2007 (249) ours 30s 3 21% T v
Savransky, ) 12h 30s a 5% -
S C57BL6
2007 (250) ouns 305 421% T v
Chen, 2010 Rat Sorague Dawle 10h 60s a 8% - _ 2 3 EH)
(239) prag 4 120s 4 21% - clamp
Drager, 2011 Souris C57BL6 12h 30sa 6% - _ _ L (HOMA ¢
(243) 30sa21% - N ( )
Fenik 2012 | . 10h 90s 2 10% - A ~ ~ v
(240) preg Y 90s 221% B B
Modeéle mince
12h 30s a 5% -
Souris C57BL6 = = =
Lee, 2013 (234) ouris 308 5 21%
Wang, 2013 ) 8h 15sa 5% -
S C57BL6 =
(242) ourts Smin & 21% T iHoma) v
Polak, 2013 12h 30s a 6% -
Souris C57BL6
(248) ourts 305 4 21% T T L v
Sherwani, 2013 ) 8h 80s a 5% -
(251) Souris Thallyho/IngJ 160s 3 21% ™ N NA
) 8h 30sa 7,5% -
He, 2014 (245) Rats Wistar 90s 3 21% ™ ™
1h 4min a 10% -
R -Dawl
Pae, 2014 (254) | Rats Sprague-Dawley Amin 3 21% NA N2
Poulain, 2014 8h 30sa 5% -
Souris ApoE-/-
(255) ourts Apot/ 305 2 21% L
Carreras, 2014 ) 12h 90s a 6,4% -
S C57BL6 =
(238) ourts 90s 4 21% T L (Homa)

Tableau 2: Effets d'une exposition chronigue a I'hypoxie intermittente
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Ici, encore I'impact de I'obésité associée a I'HI a été observé. Des études basées sur des
expositions chroniques ont montré la méme chose avec des niveaux de glycémie et
d’insuline d’autant plus élevé dans les groupes hypoxiques et obéses (247). Il apparait méme
que I'obésité permet de déceler les effets de I’'HI que I'on ne met pas forcément en évidence
chez des animaux minces. En effet, I'impact de I'HI est d’autant plus important chez les
animaux obeses avec une différence de tolérance au glucose, de glycémie ou d’insuline
plasmatique beaucoup plus marquée entre la normoxie et I’hypoxie chez les animaux obeses
(243). Une autre étude a méme mis en évidence des altérations métaboliques uniquement

chez des animaux obeses et exposés longtemps a I’'HI (236).

Alors qu’il apparait que I'HI induit des modifications de I'"homéostasie glucidique, I'étude
plus approfondie des voies moléculaires impliquées dans ces altérations, apparaissent

importante pour établir clairement I'impact de cette HI.

La voie de signalisation a l'insuline a été peu étudiée dans le contexte de I'HI, les études se
sont attardées surtout sur I’état de phosphorylation de la protéine AKT.

Ainsi, une diminution de la phosphorylation d’AKT a été montrée dans le foie de rats exposés
28 jours a I'HI (242) ainsi que dans le tissu adipeux et le muscle squelettique de souris
exposées 6 ou 8 semaines a I'HI (238; 252; 253). Cependant, aucune différence de
phosphorylation d’AKT n’a été observée dans le muscle soléraire de souris exposées 1 jour
ou 4 semaines a I'HI (234). Au contraire, Rafacho et al.,, ont mis en évidence que
I'amélioration de sensibilité a I'insuline de rats exposés de facon aigue a I'HI était associée a
une augmentation de la phosphorylation d’AKT dans le muscle squelettique (233). De plus,
I’'HI induit une diminution d’expression de la PI3K dans le tissu adipeux de souris minces
exposées 12 semaines a I’HI (236). Pour finir, une augmentation des ARNm de PEPCK et G6P
ont été mis en évidence dans les foies de souris exposées 14 jours ou 6 semaines (248; 252),
ainsi qu’une augmentation des ARNm du récepteur a l'insuline et de GLUT2 dans les foies de
rats exposés 28 jours a I'HI (242). Une diminution de la quantité de GLUT4 a été associée a
une diminution de sensibilité de I'insuline uniquement chez des rats exposés 40 jours a I'HI

(239). Ainsi, il apparait que I’état de résistance a l'insuline puisse impliquer une altération de
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la cascade de signalisation a I'insuline ; cependant selon les études, les tissus ne semblent
pas tous affectés.

Alors que I'hypoxie est connue pour étre un des activateurs de '’AMPK (256), seulement 2
études ont recherché I'activation de I’AMPK en hypoxie intermittente. La premiere a montré
une diminution de I'activation de ’AMPK dans le muscle génioglosse de rats exposés a I'Hl
(257), tandis que la seconde a mis en évidence une augmentation de la phosphorylation de

I’AMPK dans le muscle cardiaque de rats soumis a I'HIC (258).

La plupart des études sur des modeles d’HI, ont mis en évidence une diminution de poids et
de prise alimentaire chez les animaux exposés a I'HI (225; 235; 240; 243); (259), suggérant
une altération de la régulation de cette prise alimentaire. Volgin at al., ont mis en évidence
une augmentation de I'expression des facteurs de transcription de la famille des STAT :
STAT1, STAT3 et STATSb, impliqués dans la signalisation induite par la leptine, dans
I’hypothalamus de rats exposés 35 jours a I'HI (260). Les auteurs ont aussi montré une
augmentation de I'expression des génes codant pour les récepteurs a-adrénergiques au
niveau hypothalamique dans ces conditions.

Une autre étude a observé qu’une exposition aigue a I'HI suffisait a induire une
augmentation de la phosphorylation de STAT3 et une augmentation de I'activité des
neurones POMC dans le noyau arqué de I’hypothalamus (235) chez le rat. Ces résultats
étaient accompagnés d’'une augmentation du taux de leptine plasmatique ainsi qu’une
diminution de la prise alimentaire.

Ensemble ces résultats suggerent que I'HI peut altérer la régulation du métabolisme a
travers des mécanismes centraux et en réponse a des variations des taux d’hormones ou de

catécholamines circulantes.
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Figure 12: Effet de I’HI sur la régulation centrale de la prise alimentaire.
L'HI induit une augmentation de la leptine plasmatique, une augmentation de I'expression et de la
phosphorylation de STAT3 et de I'activité des neurones a POMC. Ceci est associé a une diminution de
la prise alimentaire (235; 260).

11l-2-3 Mécanismes sous-jacents
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Figure 13: Mécanismes liant I'hypoxie intermittente induite par le syndrome d'apnées
obstructives du sommeil et le développement des altérations métaboligues.
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L'HI est connue pour étre a I'origine d’une activation sympathique, d’un stress oxydant et
d’une inflammation (261). Ces trois mécanismes peuvent tous agir de maniére synergique
dans l'altération de I’'homéostasie du glucose associée a I’HI aussi bien au niveau de la
signalisation de l'insuline, que de la régulation centrale du métabolisme et potentiellement

de I'activation de ’AMPK.

111-2-3-1 Activation du systéme nerveux sympathique
Normalement, l'activité du systeme nerveux central diminue pendant le sommeil par
rapport a la journée. Au contraire, les patients apnéiques présentent un haut niveau
d’activité sympathique pendant la journée mais aussi pendant la nuit, associé a des niveaux
élevés de catécholamines circulantes (262; 263). Les modeles humains et animaux du SAOS
confirment ces résultats. En effet, une expérience de notre laboratoire, chez le sujet sain
exposé a I'HI pendant 14 jours, montre une augmentation du systéme nerveux sympathique
chez celui-ci (3). Plusieurs études chez le rongeur arrivent a la méme conclusion (264). Une
augmentation du tonus sympathique a un impact sur le métabolisme, a travers l'innervation
du foie, du pancréas, du muscle squelettiques et du tissu adipeux (265). L’adrénaline
sécrétée par la médullo-surrénale sous le controle du systéme nerveux autonome, augmente
la production de glucose et altére la sécrétion d’insuline, favorisant le développement d’une
résistance a l'insuline (266). L'inhibition du systéme nerveux sympathique par la dénervation
des corps carotidiens abolit la résistance a I'insuline induite par un régime riche en graisse
(267). De plus, I’'adrénaline et la noradrénaline sont connues depuis longtemps pour étre des
médiateurs cruciaux dans la lipolyse du tissu adipeux (268). En effet, le systéme
catécholaminergique induit une lipolyse dans le tissu adipeux a travers différents type de
récepteurs B-adrénergiques (269). La lipolyse et la résistance a l'insuline induites par I'HI
pourraient étre provoquées par |'activation du systeme nerveux sympathique. Chez le
volontaire humain, une exposition de 5 heures a I’HI induit une diminution de la sensibilité a
I'insuline associée a une augmentation de I'activité du systeme nerveux sympathique (270).
Cependant, chez la souris, le blocage du SNS pharmacologiquement suggére que le
développement de la résistance a I'insuline est indépendant de I'activité sympathique (232).
De récentes études ont montré que I’"hyperglycémie ou l'intolérance au glucose induites par

I’HI chez la souris étaient abolies lors de la dénervation des corps carotidiens, du blocage des
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récepteurs a-adrénergiques ou d’une surrénalectomie médullaire, mais sans impacter la

sensibilité a I'insuline (231; 252; 253).

111-2-3-2 Stress oxydant

La présence de stress oxydant dans le SAOS et sa place importante dans les pathologies
associées a ce syndrome ont été bien démontrées (271). En effet, les désaturations et
resaturations en oxygéne engendrent la production de radicaux libres (272). Dans les
modeles animaux d’HI, de nombreuses études ont fait le lien entre le stress oxydant et les
atteintes cardiaques (273) et vasculaires (274). L'augmentation du stress oxydant est
différente entre les organes. Le foie semble impacté, avec une augmentation d’expression
d’une des sous-unités (p47phox) de la NADPH oxidase, enzyme générant des ions
superoxides, associée a une augmentation de la peroxydation des lipides (275). Une
activation chronique de stress oxydant a été associée a une résistance a l'insuline in vitro
(276). D’autres études ont mis en évidence I'association du stress oxydant avec la résistance
a l'insuline in vivo dans le contexte du diabéte (277; 278), de I'obésité (279) ou du syndrome
métabolique. Ces résultats ont été retrouvés dans des modéles animaux olU une
augmentation de stress oxydant a été retrouvée dans le foie, le tissu adipeux ou le muscle
squelettique de souris nourries avec des régimes riches en graisses (280; 281; 282). Une
étude a montré in vitro qu’'une augmentation de ROS pouvait induire I'activation de
protéines serine kinases (283) qui sont impliquées dans les phosphorylations inhibitrices du
récepteur de 'insuline et de ses substrats dans des modeéles de résistance a 'insuline (284).
Les effets bénéfiques de traitements antioxydants supportent le lien entre résistance a
I'insuline et stress oxydant. En effet, des études chez des modeles animaux de diabete
indiquent que les antioxydants améliorent la sensibilité a I'insuline (285).

Le stress oxydant a donc été étudié et envisagé comme cause des troubles métaboliques
associés a I'Hl. En effet, une augmentation de la peroxydation des lipides du foie chez des
souris minces (225; 243; 248; 250) ou obeéses (225; 243) a été observée que ce soit lors
d’expositions aigues (225; 247) ou chroniques (243; 247; 248; 250).

Des essais cliniques ont démontré une amélioration de sensibilité a I'insuline chez des

patients apnéiques insulino-résistants traités avec des anti-oxydants tels que la vitamine C,
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la vitamine E ou la N-acétylcystéine (286 ; 287; 288). De la méme facon, des traitements
antioxydants ont été envisagés chez I'animal exposé a I’'HIl. Ainsi, un traitement au
resvératrol, molécule antioxydante, abolit 'augmentation d’insuline plasmatique et de
I'index de résistance a l'insuline, HOMA, induite par I'HI (238; 242). Il améliore la sensibilité a
I'insuline évaluée par la phosphorylation des protéines PI3K et Akt dans le foie ou le tissu

adipeux (238; 242).

I1l-2-3-3 Inflammation
Le SAOS est reconnu comme une pathologie inflammatoire (289). L’hypoxie intermittente
est bien connue comme induisant une inflammation, et le réle de I'inflammation dans les
conséquences déléteres de I'HI a été mis en évidence dans plusieurs études et au niveau de
plusieurs organes (290). En particulier, une exposition aigue a I’'HI induit une augmentation
de I'expression de TNFa dans le tissu adipeux epidydymal (225). Plus récemment, I'étude par
cytométrie en flux de la fraction stromale du tissu adipeux de souris minces exposées a I'HI
pendant 8 semaines a mis en évidence une augmentation du nombre de macrophages ainsi
gu’une augmentation de macrophages avec un phénotype pro-inflammatoire vs une
diminution de ceux ayant un phénotype anti-inflammatoire (237). Des travaux ont mis en
évidence que l’environnement pro-inflammatoire pouvait entrainer un changement de
phénotype des macrophages. En effet, alors que les macrophages résidents du tissu adipeux
de souris minces expriment des génes caractéristiques des macrophages M2 « anti-
inflammatoire » qui peuvent protéger les adipocytes contre I'inflammation, lors d’un régime
riche en graisse, les macrophages subissent une transformation vers un état « pro-
inflammatoire M1 » qui contribue a la résistance a l'insuline (291; 292). Les macrophages
expriment alors des marqueurs spécifiques de cet état M1 comme CD11c (293). En outre,
dans notre équipe nous avons mis en évidence que la délétion du récepteur toll-like receptor
4 (TLR-4) protégeait les souris de la résistance a l'insuline induite par I’HI (294). Comme pour
le tissu adipeuy, il existe un lien fort entre inflammation et atteinte métabolique au niveau
du foie. Le foie contient de nombreuses cellules immunitaires dont des lymphocytes et des
macrophages résidents spécifiques du foie, les cellules de Kupffer. De la méme facon, les

cellules de Kupffer ont la possibilité de se polariser vers un état pro-inflammatoire M1 (295).
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Des patients ayant une stéatose et une fibrose hépatique présentent une augmentation de
I’expression de TNFa (296). De méme, l'inhibition de TNFa améliore la stéatose hépatique
induite par un régime riche en graisse chez la souris (297). La déplétion des cellules de
Kupffer prévient du développement de la résistance a l'insuline hépatique induite par un
régime riche en graisse (298). Une exposition chronique a I'HI induit une augmentation de
I'activité de NFkB (247; 249) et une augmentation de I'expression de de TNF a ou MIP-2
(243) dans le foie de souris minces ou obéses. Plusieurs études ont mis en évidence des
niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires circulantes chez les patients apnéiques avec
plus ou moins d’effets bénéfiques sur ces parameétres du traitement par pression positive

continue (299; 300).

11-2-3-4 Lipotoxicité

La résistance a I'insuline dans le tissu adipeux induit une moindre inhibition de la lipolyse par
I'insuline et entraine alors une augmentation de la sécrétion d’acides gras libres par les
adipocytes. Un niveau élevé d’acides gras circulants sécrétés par le tissu adipeux est associé
a 'accumulation de graisse ectopique et responsable de la résistance a l'insuline dans le
muscle squelettique et le foie (301). L'HI est connue pour induire une dyslipidémie. En effet,
une exposition a I’'HI de 5 jours a 12 semaines chez des souris sauvages ou ApoE-/- induit une
augmentation des niveaux plasmatiques de cholestérol total, de LDL-cholestérol ainsi que de
triglycérides (241; 302; 303). De plus, le niveau d’acides gras libres est lui aussi augmenté
aprés une exposition a I’'HI de 2 semaines (303), suggérant une activation de la lipolyse au
niveau du tissu adipeux.

Drager et al., ont montré qu’une exposition de 4 semaines a I’HI induisait une surexpression
de I'angiopoietine like 4 (Angptl4) associée a une diminution de I'activité de la lipoprotéine
lipase dans le tissu adipeux épididymal de souris (304). La lipoprotéine lipase (LPL) est une
enzyme qui hydrolyse les TG circulants pour permettre I'entrée des AG dans la cellule via la
FA transport protein (FATP) et le CD36. Cette protéine semble jouer un réle majeur dans
I"accumulation intra-organite de lipides et le développement d’une résistance a l'insuline. La
surexpression spécifique de la lipoprotéine lipase dans le muscle ou le foie, induit une

augmentation de I'entrée de lipide dans le muscle et une stéatose hépatique
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respectivement, conduisant a une résistance a 'insuline dans le tissu (305). Au contraire, la
délétion musculaire de la LPL (306), de CD36 (307) ou de FATP1 (308), protége contre
I"accumulation de lipide dans le muscle et la résistance a I'insuline concomitante. Plusieurs
études récentes ont fait le lien entre stéatose hépatique non alcoolique et SAOS (309). Minville
et al., ont de plus suggéré que la sévérité de I'hypoxie nocturne est indépendamment associée a
la stéatose, et que I'obésité préexistante exacerbe I'effet de I'hypoxie (310). D’un point de vue
expérimental, des dommages structurels dans le foie ont été mis en évidence lors d’une
exposition a I'HI (311). Alors gu’une exposition de 4 ou 12 semaines a I'HI ne semble pas
modifier le contenu du foie en 13 triglycérides de souris minces, celui-ci augmente en présence
d’'une obésité (243; 250). En effet, I'exposition a I'HI conduit a une augmentation de la
biosynthése des lipides dans le foie pouvant étre responsable d’une accumulation de lipides

hépatiques (312).
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OBJECTIFS
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L’hypoxie intermittente (HI) est une conséquence délétere du syndrome d’apnées
obstructives du sommeil (SAOS) et a été suggéré comme pouvant étre une des causes
principales des pathologies métaboliques et cardiovasculaires associées au SAOS. Des
modeles d’HI chez I'animal ont démontré une diminution de la sensibilité a I'insuline mais les
mécanismes moléculaires sous-tendant ces altérations sont mal connus. D’autre part, des
effets bénéfiques ou déléteres de I'HI sur I’homéostasie glucidique ont été rapportés dans la

littérature et restent donc conflictuels a I’heure actuelle.

L’objectif général de cette thése était d’étudier les conséquences et les mécanismes sous
jacents d’une exposition chronique a I’'HI sur I'homéostasie métabolique et le

développement de I’athérosclérose dans différents modeles murins.

Dans le chapitre 1, nous avons dans un premier temps caractérisé les effets d’'une exposition
chronique a I’HI sur la sensibilité a I'insuline et la tolérance au glucose au niveau systémique
chez la souris, puis étudié en détails les mécanismes moléculaires sous jacents dans les

principaux tissus métaboliques.

Dans le chapitre 2, nous avons réalisé une analyse combinée par immunohistologie et
transcriptomique du tissu adipeux et du foie de souris soumises a une HI chronique afin
d’essayer d’identifier de nouvelles voies mécanistiques potentiellement impliquées dans les

altérations métaboliques associées a I'HI.

Dans le chapitre 3, le role du tissu adipeux dans le développement de |'athérosclerose lors
d’une exposition chronique a I'HI a été etudié chez la souris trangénique déficiente pour

I’ApoE.

Enfin, le facteur de transcription HIF-1 a été impliqué dans les effets de I'hypoxie et la
régulation du métabolisme énergétique. Dans le chapitre 4, nous avons donc évalué les
effets d’une délétion de PHD1, une des principales protéines régulatrices de HIF1, sur la

sensibilité a I'insuline et 'homéostasie du glucose dans un modele de souris transgénique.
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I-ANIMAUX ET DESIGN EXPERIMENTAUX

Les animaux des différentes études ont été hébergées dans des conditions réglementaires
de température (20-24°C) et d’hygrométrie avec des cycles d’alternance jour/ nuit de 12h.
L’acces a I'eau et a la nourriture se faisait ad libitum sauf dans des conditions expérimentales
particuliéres qui seront détaillées ci-dessous. Le projet a recu I'autorisation du ministere de
I’éducation nationale, de I'enseignement supérieur et de la recherche pour ['utilisation

d’animaux a des fins scientifiques (n°20150414171623568V26-APAFIS#641).

I-1 Chapitre 1

Dans cette étude, des souris C57BL/6j agées de 8 semaines ont été exposées a la normoxie
(N) et a I’'hypoxie intermittente (HI) pendant 17 jours (voir [I-Modéle d’ Hl). Le poids et la
prise alimentaire ont été suivis pendant I'exposition. Des prélevements plasmatiques ont été
réalisés a la fin de I'exposition, ainsi les tests métaboliques (voir chronologie ci-dessous). Les
tissus ont été prélevés a la fin de I'expérimentation selon plusieurs conditions : injection de
NaCl, pour la condition contrdle, injection de glucose (2g/kg) et injection d’insuline (0,5U/kg)

respectivement 15 et 10 minutes avant la mise a mort des animaux.

Prélevement plasma

Jo J11 J14 117

Normoxie
Hypoxie intermittente _ Prélévements
(10 min apreésinsuline ou
15 min apreés glucose):
Test de tolérance au glucose Foie, muscle, tissu adipeux
2g/kg, 5hde jelne

Test de tolérance a I'insuline
0,5U/kg, 5h de jedine
ou
Test de tolérance au pyruvate
2g/kg

I-2 Chapitre 2
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Dans cette seconde étude, des souris de fond génétique Swiss x 129, agées de 8 semaines
ont été exposées 14 jours a la N et a I'HI. Ces animaux n’ont pas eu d’évaluation
métabolique. Le foie et le tissu adipeux ont été prélevés aprés 14 jours d’HI sans autre

intervention.

JO J14
Normoxie | |

Hypoxie intermittente (NG

Prélevements:
Foie et
tissu adipeux

I-3 Chapitre 3

Dans ce chapitre, nous avons utilisés des souris déficientes pour I'apolipoprotéine E (ApoE'/')
de fond génétique C57BL/6j, qui développent des plaques athéromateuses. Elles ont été
exposées pendant 6 semaines a I’Hl ou la N. Une partie des animaux a subit une lipectomie

du tissu adipeux épididymal avant I'exposition.

Prélevement plasma

SO S5 S6
ApOE Al | Normoxie ]
ApOE/ —————Normoxie |

lipectomisés Hypoxie

Prélevements:
Tissu adipeux et

aorte
Test de tolérance a lI'insuline

0,5U/kg, 5h de jeline

I-4 Chapitre 4
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Dans cette étude, des souris de fond génétique Swiss x 129, wild type (WT) et déficiente
pour la protéine PHD1 (PHDl'/'), agées de 8 a 13 semaines ont été utilisées. Une partie des

animaux a été soumise a un régime standard et étudiée a I’age de 10 semaines.

Prélevement plasma

S0 S9 S10
Wild type | ]

pHp1 (.

Prélevements:
Foie, muscle,
tissu adipeux

Test de tolérance au glucose
2g/kg, Shde jeline

Test de tolérance a l'insuline
0,5U/kg, 5h de je(ine

Une seconde partie a été soumise a un régime riche en graisse ou High-fat diet, HFD (60%
énergie venant du gras; D13091502 ; Research Diets) ou pauvre en graisse ou low fat diet,
LFD (10% énergie venant du gras; D13091501; Research Diets) a partir de I'age de 8
semaines et pendant 12 semaines. Le poids et la prise alimentaire ont été suivis pendant
plusieurs semaines pour le premier groupe expérimental et tout au long du régime pour le
second groupe. Des prélevements plasmatiques ont été réalisés, ainsi que des tests
métaboliques (voir chronologie ci-dessous). Les tissus ont été prélevés a la fin de
I’expérimentation aprés une injection d’insuline (0,5U/kg) 10 minutes avant la mise a mort

des animaux.
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Préléevement plasma

SO S11 S12
O —— ————————

Préléevements 10 min
aprésinsuline:
Foie, muscle, tissu
adipeux

Test de tolérance au glucose
2g/kg, 5h de jeline

Test de tolérance a l'insuline
0,5U/kg, 5h de jeline

1I-MODELE D'HYPOXIE INTERMITTENTE (HI)

L’hypoxie est obtenue par un enrichissement du milieu en azote, directement dans les cages
d’hébergements des animaux. Ce mélange d’air est injecté dans les cages en alternance avec
de l'air afin d’obtenir une hypoxie intermittente (HI). Un systeme d’électrovannes dont
I'ouverture et la fermeture sont commandées de fagon électronique par un systéme de
pilotage informatisé, permet d’obtenir des cycles d’hypoxie/normoxie de trés courte durée
grace a une injection trés précise des mélanges gazeux. Le développement de ce systeme a
été réalisé au sein du laboratoire HP2 en partenariat avec |'entreprise André Cros S.A.,
Echirolles, France.

Les animaux hypoxique sont exposés a I’'HI 8h par jour (de 6h a 14h) avec des cycles de 1
minute, composés de 30 secondes d’hypoxie avec une fraction inspirée d’oxygene(FiO2) a
5% et de 30 secondes de normoxie a 21%. Les animaux normoxiques sont soumis aux méme
flux d’air mais la FiO2 dans les cages est maintenue a 21%. De cette facon les animaux en

normoxie sont eux aussi soumis au stress engendré par le bruit et le souffle d’air.
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Figure 14: Dispositif d'hypoxie intermittente chez le rongeur.
Les cages sont placées sur un portoir (A) permettant une distribution homogéne de I'air dans toutes
les cages (B). La fraction en oxygéne de I'air est modulée par un enrichissement en azote permettant
d’obtenir le cylce d’Hl suivant : Fi02=21% durant 30 secondes puis Fi02=5% durant 30 secondes.

III-TECHNIQUE D’EXPERIMENTATION ANIMALE

Ill-1 Analyses sanguine et plasmatiques
lll-1-1 Mesure de la glycémie

La glycémie est mesurée apres une petite incision a I'extrémité de la queue. Une goutte de
sang est utilisée pour mesurer la glycémie avec un glucométre One-touch ultra, Lifescan. Elle

est exprimée en mg/dl.

lll-1-2 Mesures plasmatiques d’insuline, de cholestérol et de triglycérides

Apres incision de I'extrémité de la queue, du sang est collecté sur animal éveillé et a jeun (de
6 a 16h selon I'expérimentation) dans un capillaire hépariné. Le capillaire est ensuite
centrifugé a 3000 rpm pendant 7 minutes a température ambiante.

11I-1-2-1-Mesure de I’hématocrite
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L’'hématocrite est le rapport de la quantité de globules rouges par rapport au volume de

sang total. Elle est exprimée en %.

IlI-1-2-2--Dosage de l'insuline
L'insuline plasmatique a été dosée avec un kit ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay
(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Elle est exprimée en ng/ml.

1lI-1-2-3-Dosage des triglycérides et du cholestérol plasmatiques
Les triglycérides et le cholestérol total sont dosés avec un test enzymatique en utilisant les
kits enzymatiques 236691, 11488872 (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Elles

sont exprimées en mg/ml.

1ll-2 Test de tolérance au glucose, a l'insuline et au pyruvate

Les tests de tolérance a l'insuline et au glucose ont tous été réalisés aprés 6h de jeune. Le
test de tolérance au pyruvate a été réalisé aprés une nuit a jeun (16h). Aprés une prise de
sang initial (t=0), une injection intrapéritonéale de glucose (2 g/kg de poids total), d’insuline
(0,5 U/kg de poids total) ou de pyruvate (2 g/kg de poids total) a été réalisée sur des souris
éveillées. Le taux de glucose sanguin a ensuite été mesuré en faisant saigner la queue a 15,
30, 60, 90 et 120 minutes en utilisant un glucometre.

IV-TECHNIQUES D’ANALYSES ET DE DOSAGES BIOCHIMIQUES SUR TISSUS CONGELES

IV-1 Composition lipidique du foie

Des petits morceaux de foies ont été homogénéisés dans du méthanol froid. Apres
centrifugation, les lipides ont été extraits par addition de 1800 ul de CH;OH:CHCl5 (1:3 v/v) a
45 pl d’homogénat, suivi d’'un mélange par vortex et d’une séparation de phase par
centrifugation (1400 rpm; 15 min a température ambiante). La phase organique a été séchée
et dissoute dans de I’eau avec du triton X-100 a 2%. Les triglycérides et le cholestérol ont été
dosés comme décrit dans la partie 1-2-c. La quantité de lipides a été exprimée en mg par mg

de protéine déterminée par un dosage de Bradford (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France).

1V-2 Détermination du contenu en glycogéne du foie
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Des morceaux congelés de foie d’environ 20 mg ont été homogénéisés dans 500 ul de 0, 5 M
de NaOH, puis chauffés a 100°C pendant 15 minutes. Aprés refroidissement, 200 ul d’acide
acétique a 2 M ont été ajoutés suivi d’une centrifugation de 2 minutes a 2500 g. Ensuite, 100
pl ont été ajoutés, suivi d’une incubation de 30 minutes a 40 °C avec de amylo (alpha-1,4-
alpha-1,6)-glucosidase (102857, Roche diagnostics, Meylan, France) dans un tampon
contenant 66 mM Pi, 2 mM Mg2+, 1,5 mM ATP 1,5 mM NADP, et 2,25 U/ml glucose-6-
phosphate dehydrogenase (127 655, Roche diagnostics, Meylan, France). L'absorbance a été
lue a 340 nm en utilisant un spectrophotometre (Microplate reader 680, Biorad) avant et 15
minutes aprés 'addition d’hexokinase a 1,54 U/ml (1426362, Roche diagnostics, Meylan,

France).

IV-3 Western Blot

Des échantillons d’environ 50 mg de foie, de muscle squelettique et de tissu adipeux
épididymal ont été lysés dans du tampon refroidi contenant: 50 mM d’Hepes (pH 7.6), 50
mM de NaF, 50 mM de KCI, 5 mM de NaPPi, 1 mM d’EDTA, 1 mM d’EGTA, 1 mM de DTT, 5
mM de PB-glycerophosphate, 1 mM de sodium vanadate, 1% de NP40 et de cocktail
d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche, Mijdrecht, The Netherlands). Les échantillons
ont été séparés par électrophorese SDS-Page, puis transférés sur membrane PVDF. Les
membranes ont alors été incubées avec des anticorps primaires, puis des anticorps
secondaires. Les bandes ont été visualisées par chimiluminescence et les images quantifiées

a I'aide du logiciel Image J (NIH, US).

1IV-4 PCR quantitative

Des morceaux d’environ 20 a 50 mg de foie, de muscle squelettique ou de tissu adipeux
épididymal ont été lysés dans 1 ml de trizol (Trireagent, Sigma). Les protéines sont
précipitées en ajoutant 200ul de choloforme et centrifugation a 12000 g, 15 minutes, 4°C.
L’ARN est ensuite précipité par I'ajout de 500 ul de 2-propanol a la phase aqueuse et
centrifugation a 12000 g, 10 minutes, 4°C. 0,5 pg d’ARN est soumis a une transcription
inversée pour obetnir de I'’ADN complémentaire par utilisation d’'une enzyme de

rétrotranscription iScript (Biorad). L'ADNc est alors utilisé pour la qPCR (quantitative
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polymerase chain reaction) en temps réel. Les génes sont amplifiés dans un thermocycleur

Biorad (40 cycles de: 30 secondes a 95°C, 5 secondes a 95°C et 10 secondes a 60°C).

V-ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (erreur standard a la moyenne). L’analyse
statistique a été réalisée avec le logiciel Graphpad Prism 6 pour windows (San diego,
California USA). Les données ont été comparées soit par des tests de Student soit par des
analyses de variances (ANOVA) associées a des tests post-hoc (Sidak ou Tukey). Les
différences entre les groupes ont été considérées statistiquement significative pour un

p<0,05.

La partie “Matériel et Méthodes” se limite aux expérimentations que j’ai réalisées moi-
méme dans les différentes études. Les expérimentations réalisées par les autres co-auteurs

sont complétées dans les parties « matériel et méthodes » de chaque article.
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CHAPITRE 1 : ETUDE DE L’ALTERATION DE LA SENSIBILITE A L'INSULINE ET DU
METABOLISME GLUCIDIQUE INDUITE PAR L'HYPOXIE INTERMITTENTE

Des modeles d’HI chez I'animal ont mis en évidence une diminution de la sensibilité a
I'insuline mais les mécanismes moléculaires sous-tendant ces altérations sont mal connus.
D’autre part, des effets bénéfiques ou délétéres de I'HI sur ’'homéostasie glucidique ont été

rapportés dans la littérature et restent donc conflictuels a I’'heure actuelle.

Dans ce chapitre, nous avons dans un premier temps caractérisé les effets d’une exposition
chronique a I’HI sur la sensibilité a I'insuline et la tolérance au glucose au niveau systémique
chez la souris, puis étudié en détails les mécanismes moléculaires sous jacents dans les

principaux tissus métaboliques.

Dans cette étude, nous avons confirmé que I'HIC réduisait la sensibilité a l'insuline
systémique chez la souris. De plus, nous avons montré pour la premiére fois que cela était
secondaire a des altérations de la signalisation de l'insuline dans les trois principaux tissus
métaboliques impliqués dans la régulation de '"homésotasie du glucose, a savoir le foie, le

tissu adipeux et le muscle squelettique.

L'autre découverte importante a été la démonstration que, malgré l'induction d’une
résistance a l'insuline, I'HIC améliorait la tolérance au glucose, trés certainement en
favorisant I'absorption de glucose induite par I'activation de la voie de I'AMPK dans le

muscle squelettique.

Globalement, nous avons montré que I'HIC altére la sensibilité a I'insuline systémique mais
améliore la tolérance au glucose en activant la voie de AMPK dans le muscle

squelettique.
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ABSTRACT (250 Words)

Introduction: Obstructive sleep apnea syndrome is a highly prevalent disease resulting in
chronic intermittent hypoxia (CIH). CIH is associated with insulin resistance and
dysregulation of glucose homeostasis although conflicting results persist in the literature. In
the present study, we investigated the effects and underlying mechanism(s) of CIH on

whole-body insulin sensitivity and glucose tolerance in mice.

Methods: C57BI6/) male mice were exposed to CIH (1 min cycle, FiO2 21-5%, 8h/day) or
normoxia during two weeks. Fasting plasma parameters, hepatic lipid composition, and
whole-body insulin sensitivity and glucose tolerance were determined. Changes in various
signaling pathways and expression of key metabolic/inflammatory genes were assessed in

liver, skeletal muscle and white adipose tissue (WAT) by western blot and gPCR.

Results: CIH reduced food intake and body weight in mice. Blood glucose was not affected
whereas plasma insulin level was increased by CIH, indicating systemic insulin resistance. In
line with this, whole-body insulin sensitivity assessed by intraperitoneal insulin tolerance test
was reduced in CIH mice. The insulin-induced phosphorylation of Protein Kinase B (PKB) and
of some PKB downstream targets were also significantly reduced in liver, epididymal WAT
and skeletal muscle, from CIH mice. Remarkably, CIH improved whole-body glucose
tolerance, independently of changes in body weight, food intake and circulating insulin
levels. This effect was associated with elevated Thrl172-AMP-activated Protein Kinase
(AMPK) phosphorylation in skeletal muscle, suggesting a tissue-specific AMPK-dependent

increase in glucose uptake.

Conclusion: CIH impairs whole-body and tissue-specific insulin sensitivity while improving

glucose tolerance by promoting skeletal muscle AMPK activation.

Key words: sleep apnea, intermittent hypoxia, insulin resistance, glucose tolerance, AMPK
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Abbreviations

AMPK, AMP-activated protein kinase

AUC, area under curve

CIH, chronic intermittent hypoxia

eWAT, epididymal adipose tissue

FiO2, fraction of inspirited oxygen

GTT, glucose tolerance test

HOMA, homeostasis model assessment

ITT, insulin tolerance test

OSAS, Obstructive sleep apnea syndrome

TC, total cholesterol

TG, triglycerides
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Introduction

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by recurrent pharyngeal
collapse during sleep leading to transient respiratory arrest and intermittent hypoxia (IH).
The prevalence of OSAS is increasing worldwide (1), mostly reflecting the parallel rise in
obesity, a major risk factor for the disease (2). Indeed, half of the obese people are suffering
from OSAS (3) and a strong link has been established between apneic pathology and

metabolic disorders such as insulin resistance and type 2 diabetes (4).

Among the components of OSA, IH has been independently associated with
metabolic dysfunctions (5) and acute exposure to IH was shown to decrease insulin
sensitivity in healthy volunteers (6). As an experimental model for OSAS, various groups have
investigated the impact of acute or chronic IH on whole-body insulin sensitivity and glucose
homeostasis in rodents (7-10), (10-14), (15), (16), (17), (18). Although IH was generally found
to impair insulin sensitivity in both rodents and humans (5; 8; 9; 14; 16; 18), the exact
underlying molecular mechanism(s) remain mostly unknown to date, notably the respective
contribution of the various metabolic organs to systemic insulin resistance. Among the
possible mechanisms, adipose tissue inflammation has been recently suggested to be
involved in metabolic alteration associated to IH (18), (19). On the other hand, some
conflicting results were reported on the effects of IH on whole-body glucose homeostasis.
For instance, whole-body glucose tolerance was shown to be impaired in lean and obese
mice following acute or chronic exposure to IH (10). By contrast, glucose tolerance was
reported to be improved in mice subjected to 5 days of IH (7) and rats acutely exposed to IH
(13). Overall, these discrepancies might reflect differences in experimental protocols,

including frequency, intensity and duration of IH, and/or the rodent models used.

In the present study, we investigate the effect of two weeks IH exposure on whole-
body insulin sensitivity and glucose tolerance in mice and dissect the underlying molecular
mechanisms in the main organs involved in the regulation of whole-body metabolic

homeostasis, i.e. white adipose tissue, skeletal muscle and the liver.

70



Methods

Ethics. All mouse experiments were performed in accordance with the Institute for
Laboratory Animal Research Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and have
received approval from the ethical committee of the Université Grenoble Alpes (agreement

number: B3851610006).

Animals and experimental design. In this study, 8 weeks-old male C57BL/6J mice (Janvier,
France), were housed under standard conditions in conventional cages with ad libitum
access to standard chow diet (RM1, Special Diets Services, Essex, England) and water. Upon
randomization according to body weight, mice were next exposed to intermittent hypoxia
(IH) for 2 weeks. IH was achieved in experimental cages as previously described (1). Briefly,
the animals were exposed to IH (60-s cycle, 21% to 5% of Fraction of inspired oxygen, FiO2)
for 8 hours during daytime (6am-2pm). FiO, was measured with a gas analyzer (ML206,
ADInstruments) throughout the experiment. In similar experimental cages located in the
same animal facility, control animals were exposed to air (21% FiO,) at similar flows than the
IH stimulus to reproduce equivalent levels of noise and turbulences related to gas

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

Plasma analysis. Blood samples were obtained in 6h unfed mice (food withdrawn at 6:00
am) via tail vein bleeding. Blood glucose levels were determined by use of a glucomoter
(OneTouch ultra, Lifescan, Issy-Les-Moulineaux, France). Plasma TC, TG and insulin levels
were measured using the commercially available enzymatic kits 236691, 11488872 (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) and ELISA insulin kit (#EZRMI, Milipore),
respectively. The homeostatic model (HOMA), which is a good surrogate measure of whole-
body insulin sensitivity in mice (20), was calculated as ([glucose (mg/dI)*0.055] x [insulin

(ng/ml) x 172.1])/3857.

71



Glucose, insulin and pyruvate tolerance tests

Whole-body glucose tolerance and insulin sensitivity were assessed by an intraperitoneal
(i.p.) glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT), respectively. After an initial
blood collection (t = 0), an i.p. injection of glucose (2g/kg total body weight) or insulin
(0.5U/kg total body weight, NovoRapid, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) was performed
in 6h-unfed conscious mice (food withdrawn at 6am). Blood glucose levels were next
measured by tail bleeding at different time points using a glucometer (One Touch, Lifescan).
A pyruvate tolerance test was also performed after an i.p. injection of sodium pyruvate
(2 g/kg of total body weight) in 16h-fasted conscious mice. The area under the curve (AUC)

for the glucose excursion was calculated using trapezoidal integration.

Hepatic lipid composition. Liver lipids were extracted as previously described (21). Briefly,
small liver pieces were homogenized in ice-cold methanol. After centrifugation, lipids were
extracted by addition of 1800 pl CH30H: CHCI3 (1:3 v/v) to 45 pl homogenate, followed by
vigorous vortexing and phase separation by centrifugation (14000 rpm; 15 min at RT). The
organic phase was dried and dissolved in 2% Triton X-100 in water. TG and TC concentrations
were measured using commercial kits as described above. Liver lipids were expressed as mg
per mg protein, which was determined using the Bradford protein assay kit (Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France).

Hepatic glycogen content. Liver glycogen content was extracted from 20 mg of frozen liver
of 6h-fasted mice homogenized in 500 ul of 0.5 M NaOH and boiled for 15 minutes. After
cooling, 200 ul of 2 M acetate was added followed by centrifugation (2 min, 2500g). 100 pl
of supernatant was next incubated for 30 min at 40°C with amylo(alpha-1,4-alpha-1,6)-
glucosidase (102857, Roche diagnostics, Meylan, France) in a buffer containing 66 mM Pi, 2
mM Mg2+, 1,5 mM ATP 1,5 mM NADP, and 2,25 U/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase

(127 655, Roche diagnostics, Meylan, France). The absorbance was read at 340nm using a

72



spectrofluorometer (Microplate reader 680, Biorad) before and 15 min after addition of 1,54

U/ml hexokinase (1426362, Roche diagnostics, Meylan, France).

Western blot analysis. Snap-frozen liver, skeletal muscle and epididymal white adipose
tissue samples (~50 mg) were lysed in ice-cold buffer containing: 50 mM Hepes (pH 7.6), 50
mM NaF, 50 mM KCI, 5 mM NaPPi, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 5 mM -
glycerophosphate, 1 mM sodium vanadate, 1% NP40 and protease inhibitors cocktail
(Complete, Roche, Mijdrecht, The Netherlands). Western blots were performed as
previously described (21). All the primary antibodies used are listed in Supplementary Table
1. Bands were visualized by enhanced chemiluminescence and quantified using Image J (NIH,

us).

RNA purification and gRT-PCR. RNA was extracted from snap-frozen liver, skeletal muscle or
epididymal white adipose tissue samples (~25 mg) using Trireagent RNA Isolation reagent
(Sigma, Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Total RNA (0.5 pg) was reverse transcribed
and quantitative real-time PCR was then performed with SYBR Green Core Kit on a MylQ
thermal cycler (Bio-Rad). mRNA expression was normalized to mGUSb mRNA content and
expressed as fold change compared to control mice using the AACT method. All the primers

sequences are listed in Supplementary Table 2.

Statistical analysis. All data are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed
using Graphpad Prism 6 software package for Windows (San diego, California USA) with two-
tailed unpaired Student’s test when only 2 groups are compared, and two-way anova
analysis of variance and post-hoc test. Differences between groups were considered

statistically significant when p<0.05.
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Results
Chronic intermittent hypoxia decreases body weight and food intake

Eight week-old male C57BI6/J mice were subjected to chronic intermittent hypoxia (CIH, 30s
at 5% of Fi02- 30s at 21% of FiO2) or normoxia during 8 hours every day (from 6am to 2pm)
for two weeks (Fig. 1A). At the end of the experimental period, blood hematocrit was
significantly higher in CIH mice than in normoxic mice (+16%; Fig 1B), validating our protocol
for CIH exposure. The body weight was significantly decreased by CIH (-11% after 2 weeks;
Fig. 1C), mostly due to reduction in liver weight, whereas epididymal white adipose tissue
(eWAT) and skeletal muscle mass were not affected (Fig. 1D). The total food intake was
significantly reduced in mice subjected to CIH mice (-21%), an effect mostly due to complete
inhibition of food intake during the hypoxic exposure (-95% from 6am to 2pm; Fig. 1E).
During the normoxic period, i.e. from 2pm to 6am, the food intake was similar between

groups without any compensatory overfeeding in CIH-exposed mice.

Chronic intermittent hypoxia impairs systemic and tissue-specific insulin sensitivity

Exposure to CIH did not affect fasting plasma cholesterol, triglycerides and glucose levels (Fig
1F-H) but increased plasma insulin level (+51%, Fig 1I) and the HOmeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance index (HOMA-IR, +70%,; Fig 1J), suggesting systemic insulin
resistance. To further investigate the effect of CIH on insulin sensitivity, mice were subjected
to an intraperitoneal insulin tolerance (ipITT) after 14 days of CIH exposure (Fig 2A). In line
with HOMA-IR, CIH mice have impaired whole-body insulin sensitivity when compared to
normoxic mice (Fig 2B,C). To study the effect of CIH on tissue-specific insulin sensitivity, liver,
eWAT and skeletal muscle from CIH and normoxic mice were harvested in separate
experiments 10 min after intraperitoneal injection of PBS or insulin. Although the IR protein
contents were not affected, the insulin-induced phosphorylations of Protein Kinase B (PKB)
and its downstream targets Proline-Rich Akt Substrate of 40 kDa (PRAS40, Fig 2D-G) and
Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3, data not shown) were reduced in liver, epididymal white

adipose tissue and skeletal muscle from CIH mice, indicating that insulin sensitivity was
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Figure 1. Chronic intermittent hypoxia decreases body weight and food intake, and
increases plasma insulin level. Mice were subjected to intermittent hypoxia (closed bars) or
normoxia (open bars) from 6am to 2pm for 14 days (A). Blood hematocrit (B) was measured
at the end of the experimental period. Body weight (C) was monitored throughout the
experimental period. The weights of liver, epididymal white adipose tissue (eWAT) and
skeletal muscle were measured after sacrifice (D). Food intake (E) was determined during
(6am to 2pm) and after IH-exposure (2pm to 6am). At day 14, plasma total cholesterol (F),
triglycerides (G), glucose (H) and insulin (I) levels were determined after 6h of fast and
HOMA-IR (J) was calculated. Data are means = SEM (B n=23, C n=31, D n=11, F-J n=23). *
p<0.05 vs normoxic mice.
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Figure 2. Chronic intermittent hypoxia impairs systemic and tissue-specific insulin sensitivity. At day 14, an
intraperitoneal insulin tolerance test (0.5 U/kg total body weight) was performed in 6h-fasted normoxic (open squares)
and clH mice (closed squares), and tissue-specific insulin signaling was studied in liver, epididymal white adipose tissue
(eWAT) and skeletal muscle 10 minutes after insulin injection (A). Blood glucose levels were measured at the indicated
time-points (B), and the AUC of the glucose excursion curve was calculated as a surrogate for whole-body insulin
sensitivity (C). The protein expression of IRf3, PKB, PRAS40 and HSP90, and phosphorylation states of Ser473-PKB and
Thr246-PRAS40 were determined by Western blot (D) and quantified by densitometric analysis in liver (E), e WAT (F) and
skeletal muscle (G). The phospho-to-total ratios were calculated and expressed a fold change relative to normoxic mice
in basal condition. Data are means + SEM (B-C n=8, D-G n=3 basal, n=5 insulin). * p<0.05 vs normoxic mice.



impaired in each of these metabolic organs. In the liver, the insulin resistance was associated
with increased in HIF-1a protein content (Fig. 3A-B) and upregulation of some HIF-1a target
genes involved in glucose oxidation (Fig. 3C). No difference in hepatic glycogen level was
observed between the two groups (Fig. 3D). The expression of lipogenic genes, but not of
those involved in fatty acid oxidation, were also found to be significantly upregulated in the
liver of CIH mice (Fig. 3C), although hepatic triglycerides and cholesterol contents were not
affected (Fig. 3E-F). In WAT, the insulin resistance induced by CIH is also associated with
elevated HIF-a protein levels (Fig S1A-B) but neither the gene expression of pro-
inflammatory M1 macrophage markers (Fig. S1C) nor the activity of the NFkB pathway (data

not shown) were found to be changed.

Chronic intermittent hypoxia improves whole-body glucose tolerance

To investigate whether the detrimental effect of CIH observed on insulin sensitivity have an
impact on glucose homeostasis, mice were subjected to an intraperitoneal glucose tolerance
test (GTT, Fig. 4A). Surprisingly, we found that CIH significantly improves whole-body glucose
tolerance (Fig. 4B, C) whereas plasma insulin levels were similar in between groups (Fig. 4D).
Importantly, the same result was obtained when the GTT was performed after injecting the
same absolute amount of glucose in both groups, allowing to exclude any eventual
experimental bias due to the lower body weight in CIH mice (Supplementary Fig. 2A-C).
Similarly, the difference of feeding behavior observed during CIH exposure, i.e. almost
complete inhibition of food intake, could also potentially underlie part of the effect on
whole-body glucose homeostasis. However, the whole-body glucose tolerance was still
increased in CIH mice when compared to normoxic mice that were subjected to the same
pattern of food intake than CIH mice by removing food from 6am to 2pm (Fig. S2D-F),
indicating that this beneficial effect on glucose homeostasis was independent of the CIH-
induced decrease in food intake. Of note, no differences on the glucose excursion curve
during an intraperitoneal pyruvate tolerance (Fig. S3A-B) and the expression of key

gluconeogenic genes in the liver (Fig. S3C) were observed between CIH and normoxic mice,
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Figure 3. Chronic intermittent hypoxia increases HIF-1a protein content and expression of
glycolytic and lipogenic genes in the liver but does not affect hepatic lipid composition.
The livers from 6h-fasted normoxic (open squares) and clH mice (closed squares) were
collected and immediately freeze-clamped for subsequent analysis. HIF-la. protein
expression was measured by Western blot (A), quantified by densitometric analysis (B) and
expressed as fold change relative to normoxic mice. The mRNA expression of key genes
involved in the regulation of hepatic glycolysis (Slc2a2: GLUT2; MIxipl: ChREBP; Gck: GK; Pkir:
L-PK), TG synthesis (Srebfl: SREBP-1c; Fasn: FAS; Acaca: ACC1) and fatty acid (FA) oxidation
(Pdk4: PDK4; Cptla: CPT-1la; Acacb: ACC2) was measured by RT-gPCR. The results are
expressed relative to the housekeeping gene RPLPO as fold change versus normoxic mice.
Hepatic glycogen (D), triglycerides (TG, E) and cholesterol (F) contents were determined.
Data are means + SEM (n=6 mice/group). * p<0.05 vs normoxic mice.
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indicating that the effect on glucose tolerance is specific and unlikely related to changes in

hepatic gluconeogenesis.

Chronic intermittent hypoxia promotes skeletal muscle AMPK activation

To elucidate the molecular mechanism(s) underlying the enhanced whole-body glucose
tolerance in CIH mice, the two main signaling pathways involved in the regulation of glucose
uptake were studied (Fig. 4D-J). For this purpose, the liver, eWAT and skeletal muscle were
sampled during the GTT at the climax of the effect, i.e 15 min after glucose load, and the
insulin and AMPK pathways were analyzed. Neither the expression of PKB nor its
phosphorylation on Ser473 were affected by CIH during the GTT in any of the tissues. By
contrast, although not affected in eWAT, the phosphorylation of Thr172-AMPK was
significantly reduced in the liver and increased in skeletal muscle of CIH mice. The
phosphorylation of the AMPK downstream target AcetylCoA Carboxylase (ACC) on Ser79 was
also found to be increased in skeletal muscle. Altogether, our results suggest that the
improvement of whole-body glucose tolerance by CIH could be secondary to specific

activation of AMPK in skeletal muscle resulting in tissue-specific increase in glucose uptake.
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Figure 4. Chronic intermittent hypoxia improves whole-body glucose tolerance and
promotes specific AMPK activation in skeletal muscle. At day 11, an intraperitonal glucose
tolerance test (ipGTT, 2 g/kg total body weight) was performed in 6h-fasted normoxic (open
squares) and clH mice (closed squares) (A). Blood glucose levels were measured at the
indicated time-points (B), and the AUC of the glucose excursion curve was calculated as a
surrogate for whole-body glucose tolerance (C). The plasma insulin level during ipGTT was
measured at 15 minutes (D). Data are means + SEM (n=8 mice/group).* p<0.05 vs normoxic
mice. Tissue-specific insulin/AMPK signaling pathways were studied during ipGTT 15 minutes
after glucose injection in liver (E-F), epididymal white adipose tissue (eWAT, G-H) and
skeletal muscle (I-J). The phosphorylation state of Ser473-PKB, Thr172-AMPK and Ser79-ACC,
were assessed by Western blot and quantified by densitometric analysis The phospho-to-
total ratios were calculated and expressed a fold change relative to normoxic mice in every
tissue. Data are means * SEM (n=7 animals/group). * p<0.05 vs control.

80



Discussion

Obstructive sleep apnea (OSA), and its associated episodes of systemic intermittent hypoxia,
is a risk factor for the development of insulin resistance (5). A significant number of studies
in both rodents and humans have indeed reported that CIH impaired insulin sensitivity but
the exact underlying mechanism(s) still remained unknown to date. In the present study, we
confirmed that CIH lowered systemic insulin sensitivity in lean mice but showed for the first
time that this was secondary to alterations of insulin signaling in the three main metabolic
tissues involved in the regulation of whole-body glucose homeostasis, i.e. liver, adipose
tissue and skeletal muscle. The other important finding was the striking demonstration that,
despite inducing insulin resistance, CIH can improve whole-body glucose tolerance,

presumably by promoting AMPK-mediated glucose uptake in skeletal muscle.

In line with several previous studies (22; 23), we found a significant decrease in the
mean daily food intake in lean mice subjected to 14 days of CIH. By assessing the feeding
pattern throughout the day, we provided clear evidence that this decrease in food intake is
exclusively due to a complete inhibition of food intake but only during the CIH exposure.
Feeding behavior is tightly controlled by the central nervous system through complex
regulatory networks involving afferent neural inputs from the periphery and circulating
metabolites and hormones acting directly on specific neurons from key hypothalamic
regions (24). Among the hormones potentially involved in the anorexigenic effect of CIH,
plasma leptin levels was reported to be enhanced during both acute (8h) (23) and chronic
exposure to HI (25). This is also in accordance with clinical studies showing that patients with
OSA have significantly higher leptin levels than weight-matched subjects without OSA (26).
Although not measured in our study, changes in circulating leptin can eventually underlie the
inhibition of food intake observed during CIH, but we cannot exclude that this might also be
secondary to alterations in various other oxygen-sensing pathways in the CNS. For example,
Zhang et al. have reported that activation of HIF-2a in the hypothalamus directly controls
the transcription of the anorexigenic gene Pomc, leading to inhibition of food intake (27).

Further studies are clearly required to clarify this point.
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Remarkably, even if our mice exhibited lower daily food intake and reduced body
weight following CIH exposure, they were also clearly insulin resistant, in accordance with
previous studies showing increased plasma insulin levels (7; 9; 10; 15; 16; 28), lower glucose
response during ITT (15; 16; 18) or decrease in glucose infusion rate during
hyperinsulinemic-euglycemic clamp (8; 9; 14). Interestingly, the analysis of tissue-specific
insulin signaling during ITT revealed that CIH alters insulin sensitivity in all the main

metabolic tissues, i.e. WAT, skeletal muscle, and the liver.

HFD-induced WAT hypoxia has been reported to trigger tissue-specific inflammation
and insulin resistance by promoting infiltration of monocytes and/or polarization of resident
macrophages towards a pro-inflammatory M1 phenotype (29). In addition, 4 weeks of I|H
was found to induce insulin resistance and WAT inflammation, as assessed by ex vivo release
of pro-inflammatory cytokines and increased NFkB activity, an effect abolished in TLR4
knockout mice (30). In our experimental conditions, we found increased HIF-1la protein
content in epidydimal WAT from CIH mice, suggesting tissue hypoxia, but no significant
changes in the gene expression of macrophages markers and pro-inflammatory cytokines.
These results are in contrast with our previous work showing that ApoE-/- mice exposed to
CIH for 6 weeks exhibited a reduced systemic insulin sensitivity associated with increased
WAT pro-inflammatory macrophages (18). However, on top of having been performed in a
different mouse strain, the shorter duration of IH exposure in our present study (14 days
versus 6 weeks) might also be one of the explanations for this discrepancy. Among other
possible mechanisms, increased ER stress in WAT, as previously reported in other metabolic
mouse models (31), has also been shown to promote insulin resistance. Interestingly, some
of our preliminary results might support enhanced ER stress in WAT from CIH mice,
indicating that activation of this pathway could underlie part of the detrimental effect of CIH
on WAT insulin sensitivity (data not shown). However, a detailed study dissecting ER stress
pathways in WAT is definitely required to investigate this attractive hypothesis more in

depth.

Skeletal muscle insulin resistance is also a classical feature of HFD-induced metabolic

dysfunctions (32) and was found to be induced by CIH in our study. Among the possible
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underlying mechanisms involved in tissue-specific alteration of insulin signaling, neither
enhanced local inflammation nor activation of ER stress were found to be present in skeletal
muscle from CIH mice (data not shown). Some other pathways involved in skeletal muscle
insulin resistance, such as defect in mitochondrial oxidative phosphorylation or increased
intramyocellular fat content, were not covered in our study and would certainly deserve a

careful attention in the framework of future investigation.

In the liver, HFD-induced local insulin resistance can be secondary to tissue-specific
inflammation and/or increased in hepatic steatosis (33). Despite no apparent changes in
inflammatory markers (data not shown), we found a significant upregulation of lipogenic
genes in the livers from CIH mice. However, glycogen and lipid contents were not
significantly affected, indicating that changes in hepatic glycogen and TG synthesis were
unlikely contributing to the CIH-induced insulin resistance in the liver. Among the possible
other underlying mechanisms, oxidative stress is known to impair insulin signaling and
induce hepatic insulin resistance (34; 35). Although oxidative stress per se was not
investigated in our study, Jun et al. have reported an increase in p47phox in the liver after 4
weeks of IH (36), suggesting that activation of this pathway might play a role in hepatic
insulin resistance induced by CIH. This aspect would definitively require further dedicated

investigation.

The other important outcome of this study was the counterintuitive demonstration
that, despite systemic and tissue-specific insulin resistance, CIH can improve whole-body
glucose tolerance by a mechanism that appeared to be independent of changes in feeding
behavior and body weight. At the molecular level, the regulation of glucose uptake by
peripheral tissues involved both insulin-dependent and -independent mechanisms (37).
Interestingly, the activity of AMP-activated protein kinase (AMPK), which plays a central role
in the control of glucose uptake by promoting insulin-independent translocation of GLUT4 to
the plasma membrane (38), was found to be specifically increased in skeletal muscle from
CIH mice. AMPK is a heterotrimeric protein kinase which acts as an intracellular energy
sensor and is constituted of an alpha catalytic subunit and two beta and gamma regulatory
subunits. Among the possible mechanism(s) underlying AMPK activation, a decrease in

energy status induced by CIH exposure in skeletal muscle cells might be possible.
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Determination of adenine nucleotides content in skeletal muscle would therefore be very
important to assess this possibility. An increase in some circulating hormones, such as leptin,
adiponectin or catecholamine, in skeletal muscle AMPK activation by CIH might also be
involved (39). Although we did not measure plasma levels of these specific hormones in our
experimental conditions, we did not found any change in the phosphorylation state of
STAT3, suggesting that activation of skeletal muscle AMPK during CIH is unlikely due to
increased leptin signaling. Finally, an effect of CIH on the heterotrimeric composition of
AMPK might also affect the sensitivity of the complex towards adenine nucleotides and/or
its interaction with some AMPK downstream targets. In mouse skeletal muscle, the two
major heterotrimers of AMPK are composed of a2p2y1 (70%) and a232y3 (20%) subunits
(40). Although, a trend for a decrease in gammal and a concomitant increase in beta2
subunit expression was evidenced in skeletal muscle from CIH mice (data not shown), the
putative contribution of this slight effect on AMPK activation should be investigated more

extensively in further studies.

In summary, our findings indicate that CIH impairs systemic insulin sensitivity by
altering insulin signaling in various metabolic organs, but clear underlying molecular
mechanism(s) are still lacking. Further studies are therefore required to elucidate this
important feature, including the possible contribution of the CNS in the regulation of
peripheral tissue-specific insulin sensitivity during CIH. On the other hand, CIH promotes
whole-body glucose tolerance by a mechanism presumably involving tissue-specific
activation of AMPK and glucose uptake in skeletal muscle. The elucidation of the molecular
mechanim(s) by which CIH induce AMPK activation in skeletal muscle and the exact
contribution of this specific activation to the regulation of whole-body glucose homeostasis
during CIH, notably by the use of AMPK knockout mice, would be crucial. Of note, together
with an increase in hepatic HIF-1a content by CIH we found an upregulation of some HIF-1a
target genes involved in glycolysis (41), suggesting that enhanced glucose flux through the
oxidative pathway in the liver from CIH mice might also contribute to the improvement in

whole-body glucose tolerance.
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Supplementary Figure 1. Chronic intermittent hypoxia increases HIF-1a protein but does
not affect the gene expression of pro-inflammatory macrophages markers in white
adipose tissue. The WAT from 6h-fasted normoxic (open squares) and cIlH mice (closed
squares) were collected and immediately freeze-clamped for subsequent analysis. HIF-1a
protein expression was measured by Western blot (A), quantified by densitometric analysis
(B) and expressed as fold change relative to normoxic mice. The mRNA expression of general
macrophages markers (Cd68: CD68; Emrl: F4/80) and M1- (ltgax: CD11C; Tnfa: TNF-o; ll1b:
IL-13; 116: IL-6) or M2-specific (Retnla: FIZZ1; Argl: ARG1; Chil3: YM1) was measured by RT-
gPCR. The results are expressed relative to the housekeeping gene RPLPO as fold change
versus normoxic mice. Data are means + SEM (n=6 mice/group). * p<0.05 vs normoxic mice.
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Supplementary Figure 2. Chronic intermittent hypoxia improves whole-body glucose
tolerance independently of changes in body weight and food intake. At day 11 (A), an
intraperitonal GTT (30mg/mouse) was performed in 6h-fasted normoxic (open squares) and
clH mice (closed squares) (A). Blood glucose levels were measured at the indicated time-
points (B), and the AUC of the glucose excursion curve was calculated (C). An intraperitonal
GTT (2g/kg of total body weight) was performed in 6h-fasted clH mice (closed triangles) and
normoxic mice pair-fed during IH exposure (open triangles). Food was removed daily from
6am to 2pm to reproduce the food intake pattern observed in clH mice (see Fig.1E). Data are
means + SEM (n=6 mice/group).* p<0.05 vs normoxic mice.
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Supplementary Figure 3. Chronic intermittent hypoxia does not affect hepatic
gluconeogenesis. At day 14, an intraperitonal pyruvate tolerance test (2 g/kg total body
weight) was performed in 16-fasted normoxic (open squares) and clH mice (closed squares)
(A). Blood glucose levels were measured at the indicated time-points (B), and the AUC of the
glucose excursion curve was calculated as a surrogate for hepatic gluconeogenesis (C). The
mRNA expression of key genes involved in the regulation of hepatic gluconeogenesis
(Ppargcla: PGClalpha; G6pc: G6Pase; Pckl1: PEPCK; Fbpl: FBP1) was measured by RT-qPCR.
The results are expressed relative to the housekeeping gene mGUSb as fold change versus
normoxic mice. Data are means * SEM (n=7-8 mice/group in A-B and D-F and n=10 in C and
G).* p<0.05 vs normoxic mice.
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Supplementary Table 1: Primary antibodies for Western blots

Primary antibody Residue Supplier Reference Dilution
ACC - Cell Signaling #3662 1:2000
ACC Ser79 Cell Signaling #3661 1:2000
AMPKo - Cell Signaling #2532 1:1000
AMPKa Thrl172 Cell Signaling #2535 1:1000
IR - Santa Cruz Sc-711 1:1000
PKB 1 - Upstate 07-416 1:1000
PKB 2 - Upstate 07-372 1:1000
PKB Ser473 Cell Signaling #9271 1:1000
PRAS40 - Cell Signaling #2640 1:1000
PRAS40 Thr246 Cell Signaling #2610S 1:1000

Supplementary Table 2: Primer sequences for gRT-PCR

Gene  Accession number Forward primer Reverse primer
Acaca NM_133360.2 CAGCTGGTGCAGAGGTACCG TCTACTCGCAGGTACTGCCG
Acach NM_133904.2 GCGCCTACTATGAGGCCCAGCA ACAAACTCGGCTGGGGACGC
Cptla NM_013495 AGGAGACAAGAACCCCAACA AAGGAATGCAGGTCCACATC
Fasn NM_007988 CACAGGCATCAATGTCAACC TTTGGGAAGTCCTCAGCAAC
Fbpl NM_019395.2 GCATCGCACAGCTCTATGGT ACAGGTAGCGTAGGACGACT
Gek NM_010292.5 TGCGGAGATGCTCTTTGACT TCTCGGAGAAGTCCCACGAT
Goépe NM_008061 CCATGGGCGCAGCAGGTGTA AGCCACGACCTGGTGGGGAA
Mixipl NM_021455 CCAGCCTCAAGGTGAGCAAA CATGTCCCGCATCTGGTCA
Pdi4 NM_013743 GATTGACATCCTGCCTGACC CAGGGCTTTCTGGTCTTCTG
Pckl NM_011044.2 GGGCCGCTGGATGTCGGAAG GGTGCGGCCTTTCATGCACC
Phlr NM_013631 CCTCTGCCTTCTGGATATCGAC CGATGGTGGCAATGATGCT
Ppargcla NM_008904.2 CCCAGAGTCACCAAATGACCCCA CCTCTTGGTTGGCGGTGGCA
Srebfl NM_011480 GGCCGAGATGTGCGAACT TTGTTGATGAGCTGGAGCATGT
Sle2a2 NM_031197.2 TCATGTCGGTGGGACTTGTG CCCAAGGAAGTCCGCAATGT
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Figure 15: Schéma récapitulatif de I’article “Chronic intermittent hypoxia impairs insulin
sensitivity but improves whole-body glucose tolerance by activating skeletal muscle AMP-

activated protein kinase in mice”
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CHAPITRE 2 : ETUDE DES ATTEINTES TISSULAIRES DU FOIE ET DU TISSU ADIPEUX INDUITE
PAR L'HYPOXIE INTERMITTENTE

Dans la recherche des mécanismes moléculaires pouvant étre impliqués dans les altérations
de I’"homéostasie du glucose, nous avons voulu déterminer les voies cellulaires impactées

par I’HI dans deux tissus métaboliques majeurs, le foie et le tissu adipeux.

Ainsi, dans cette étude, une analyse transcriptomique par micro-array nous a permis de
mettre en évidence que dans le foie, I'expression de 184 genes était augmenté et celle de
192 était diminuée par I'HI. Concernant le tissu adipeux, 4158 génes étaient activés contre

1654 dont I'expression était abaissée.

Globalement, I'HI induit une augmentation de la lipogenése, de la B-oxydation, de
I’oxydation phosphorylante mitochondriale ainsi que la fibrose et I'inflammation dans le foie,
De plus, I'HI entraine une altération du métabolisme du tissu adipeux avec par exemple une

diminution de la B-oxydation, une inflammation et une fibrose du tissu adipeux.

L’augmentation de I'inflammation et de la fibrose au niveau hépatique ont été confirmées
par une analyse histologique ainsi que par gPCR. Une augmentation des genes impliqués
dans la lipogeneése, la fibrose et I'inflammation, a bien été observée. Cependant, aucunes de

ces modifications n’a induit d’altérations macroscopiques du foie.

Concernant le tissu adipeux. Nous avons montré une augmentation de la masse grasse des
animaux soumis a I’HI avec une augmentation de la taille de ses adipocytes, ainsi que de sa

vascularisation.
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Abstract (254)

Background and aim: During obesity, Obstructive sleep apnea (OSA) and chronic
intermittent hypoxia (CIH) associate with the occurrence and progression of non alcoholic
fatty liver diseases (NAFLD). NAFLD also associates with obesity-induced adipose tissue (AT)
alterations. CIH impact on liver and AT in non-obese OSA and lean mice has been poorly
studied. Therefore our aim was to evaluate whether two weeks of CIH in lean mice may

impact these two organs in the absence of obesity.

Methods: Lean mice were submitted to either normoxia (controls) or CIH (CIH+) for 14 days.
We analyzed liver and epidydimal adipose tissue signatures using transcriptomic analysis,
further confirming our results with RT-PCR and immuno-histology of both adipose and liver

tissues.

Results: Liver transcriptomic analysis revealed that 184 and 192 genes were respectively up
and down-regulated in CIH+ vs. controls. CIH exposure induced NAFLD pathways with
increased lipogenesis, B-oxydation, mitochondrial oxidative phosphorylation, extra-cellular
matrix deposition and inflammation and decreased detoxification of ROS production.
Nevertheless, two weeks CIH exposure did not translate into liver tissue alteration.
Noteworthy, we observe adaptative responses at the AT level with increased visceral
adiposity despite weight loss and AT characteristics modifications (hypertrophy and
increased vascularization). Transcriptomic signatures revealed 4158 up- and 1654 down-
regulated genes in CIH+ vs controls, with blunted AT metabolism and oxidation-

phosphorylation and increased extracellular matrix and inflammation pathways.

Conclusion: Two weeks CIH in lean mice induces all the main pathways involved in NAFLD.
AT responds differently to CIH with reduced local metabolism and AT remodeling with

increase in adipocytes size and vascularization.
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Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is a significant health concern which is highly
prevalent in obesity and independently associated with the different components of the
metabolic syndrome such as visceral obesity, hypertension, insulin resistance and abnormal
lipid metabolism (1). OSA induces repetitive occurrence of partial or complete pharyngeal
collapses during sleep which subsequently induce chronic intermittent hypoxia (CIH), thus
leading to intermediary mechanisms including low grade inflammation, sympathetic over-

activity and oxidative stress (2).

Non-alcoholic liver fatty liver disease (NAFLD) is also very prevalent in obesity and/or
type-2 diabetes. Diagnosed by liver biopsy, NAFLD includes a continuous spectrum of
severity ranging from simple steatosis (in more than 5% of the hepatocytes) to overt
steatohepatitis (i.e NASH) defined as the association of steatosis, ballooning and
inflammatory infiltration (3). The staging of the disease includes the amount of fibrosis
deposition which predicts the disease prognosis and can further progress towards cirrhosis
and hepatocarcinoma (4). The physiopathology involves a “first hit” including insulin
resistance and lipid accumulation in the liver and subsequently a “second hit”, namely
inflammatory mediators, that would exacerbate liver alterations (5). Recently, this concept
has been revised high lightening more complex mechanisms (4). It is believed that free-fatty
acids and their metabolites display liver lipotoxicity, and concomitantly with impaired
mitochondria function, the occurrence of oxidative stress further aggravates liver alterations

(6) as summarized in figure 5.

Thus, OSA and NAFLD share common intermediary mechanisms and OSA might play a
role in NAFLD occurrence and progression. As such, human studies using both non-invasive
surrogates of liver injury or liver biopsy based diagnosis have demonstrated that OSA is
involved in NAFLD development (7-9) as confirmed in a large meta-analysis (10). CIH display
a dose-dependant effect in the severity of NAFLD lesions (7) and the absence of OSA seems

protective from NAFLD development in morbid obesity (11).
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Rodent studies have attempted to dissect the pathophysiology linking CIH and
NAFLD. CIH exposure rapidly induces metabolic features associated with NAFLD. Rodent
models submitted to CIH develop insulin resistance in 4 weeks in lean mice or as soon as 5
days in obese ones (12, 13). Triglyceride systemic levels also increase significantly after 5
days both in lean and obese animals that further exacerbate when submitted to longer
duration of CIH exposure. This systemic increase in triglyceride associates with increased
liver fat accumulation (14, 15). Since HIFla- genetically-invalidated mice submitted to CIH
are protected from those alterations, it is suggested that molecular mechanisms involving
this key transcription factor are involved in CIH-mediated NASH (16). Oxidative stress is also
induced by CIH both at the systemic level and in the liver after short and longer term
exposure (17-19). Lipid peroxydation produced from Reactive oxygen species in the liver are
prevented by the use of antioxidants (17, 18). If long term CIH (from 4 weeks to 6 months)
induces liver alterations in lean and obese mice (18-21), short term CIH does not alter liver
histology in lean ones (12, 15). Interestingly, some limited evidence exist showing that 5 days
of CIH up-regulated genes involved in hepatic lipogenesis (15). Nevertheless, change in fat
mass may intervene in the propensity to NAFLD development in response to CIH. Indeed, the
amount and phenotypic characteristics of visceral AT promotes NALFD (22). Free-fatty acid
overflow in the liver comes from increased AT lipolysis during obesity (4), and AT

inflammation contribute to NAFLD progression (23)

However, there is currently limited number of studies investigating the effects of CIH
on both tissues (7) during obesity and none in lean animals. Our purpose was then to
examine the effects of a short term CIH exposure on mouse liver and AT phenotypes

independently of obesity.
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Material and methods

Animals:

Normal weight Swiss mice were maintained in a temperature-, humidity- and light controlled
room (12 h light/dark cycles), allowed free access to water and standard chow (dry food
composed of 2.5% lipid, 14.4% protein and 4.4% fiber). During light phase, eight-weeks old
mice were submitted either to normoxia (n=8) or chronic intermittent hypoxia for 14 days
(n=8). While the control group was maintained for 8 hours in normoxia, the treated group
was maintained for 8 hours/d during sleep to cycles of CIH of 1 min including 30 sec at FiO2
5% and 30 sec in normoxia for 14 days as described in (24). At the end of the experiment,
epidydimal, subcutaneous AT were taken as well as liver for further analysis. Part of the
tissues was immediately frozen in liquidnitrogen and stored at —-80°C until RNA extraction.
The other part of the tissues was conserved in AFA 4% then frozen at -80°C for future
immunohistological studies. Weight was measured at the beginning and at the end of the
study protocol. All animal experiments were approved by the Institutional Animal Care and

Use Committee.

Microarray experiments

Total RNA was extracted from stored tissues by using the RNeasy total RNA Mini kit
(QIAGEN) with one-column DNase digestion. RNA quality and concentration were assessed
by using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Only RNA having a RIN (RNA
Integrity Number) over 4 were amplified. An Illumina RNA amplification kit (Ambion) was
used according to the manufacturer’s instructions to obtain biotin-labeled complementary
RNA from 250 ng total RNA. Hybridization processes were performed with lllumina
MouseRef-8 v2.0 Expression BeadChip (lllumina Inc). Hybridized probes were detected with
cyanin-3-streptavidin (1Img/mL; Amersham Biosciences, GE Health Care) and scanned by
using an lllumina BeadArray Reader. Raw data were extracted with GenomeStudio 2011.1
software by using the default settings and without any additional normalization. The
difference in gene expression between the two conditions (normoxia or CIH) was performed
by SAM software (Significant analysis of microarray, Stanford University, CA, USA.

http://wwwstat. stanford.edu/~tibs/SAM/index.htlm), which provides a list of significant
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genes and an estimate of the false discovery rate (FDR) representing the percentage of

genes that could be identified by chance. The FDR was tested at 5%.

RT-PCR Analysis

Total RNA from AT depots performed at the time of sacrifice was extracted using an RNeasy
total RNA Mini kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France). RNA was quantified by Nanodrop
spectrophotometer (ND-1000, Nanodrop Technologies). RNA (200 ng to 1 mg) was reverse
transcribed using the Multi-Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen). Realtime quantitative RT-
PCR for selected genes was performed on a StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, France). Data were normalized to the mean of four reference genes, 18S,

CYCLO, RLPO and RLP19 levels, and analyzed using the comparative CT method.

Histological Analysis

Epidydimal, subcutaneaous AT as well as liver were fixed with neutral-buffered formalin 10%
for 24 hr, embedded in paraffin, sectioned, and stained with hematoxyllin eosin. Fibrosis was
evaluated using Masson Trichrome staining. Adipocyte size was measured on 10 different

fields using perfect image software.

Statistical analysis

As specified in the legends of the figures, data are presented as the mean + sd, or mean +
sem and P<0.05 was considered statistically significant. Non-parametric Mann and Whitney
test was used to compare two groups, with a Welch correction when distribution was not

Gaussian.
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Results

Change in pangenomic signatures after intermittent hypoxia exposure in liver

Confirming previous results in lean mice, short term CIH did not translate in changes in liver
immuno-histochemistry, both using hematoxin eosin (to detect vacuoles of steatosis) or
Trichrom Masson (to detect fibrosis) as seen in Figure 1a. Despite, no noticeable histological
liver changes, we observed major transcriptomic changes. As expected HIFla gene
expression, the most important pathway modified by hypoxia, was significantly different
between groups in liver (3.6 fold higher in the CIH+ group as displayed on supplemental
Figure 1) confirming the significant impact of two weeks of CIH exposure on this major
transcription factor. We further characterized the specific effects of CIH on liver using
transcriptomic signatures. The Significance Analysis of Microarrays (SAM) procedure
detected 184 up- and 192 down-regulated genes when comparing CIH+ to controls. The
functional analysis of genes, annotated with categories of the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) are shown in Figure 1c. Significant up-regulated pathways included
oxidative phosphorylation, tricarboxylic acid (TCA) cycle, synthesis and degradation of citrate
and ketone bodies pathways. Significant down-regulated pathways included glycan
structures biosynthesis, circadian rhythm, and Notch signaling pathways. We further used
GO process functional annotations displayed in supplemental Figure 2 which confirmed that
significant up-regulated pathways included transport, metabolic process oxido-reduction,
electron transport chain and lipid metabolism and transport, generation of precursor
metabolites and energy pathways. Genes involved in the respiratory chain complexes (such
as cytochrome c oxidase, NADH dehydrogenase and ATP synthase), acetyl-CoA production,
B-oxydation enzymes (such as acetyl-Coenzyme-A acyltransferase 2) but also ketogenesis
(such as 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase, 3-hydroxybutyrate dehydrogenase and
isocitrate dehydrogenase) were up-regulated. By contrast, other gene were down-regulated
such as genes involved in the regulation of activities of respiratory complexes (nitric oxide
associated 1 (NOA1)) and glutathione S-transferase involved in detoxification of electrophilic
compounds including products of oxidative stress. Overall these results suggest an increased
lipogenesis and B-oxydation, increased mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS)

and decreased detoxification of ROS production after 14 days of CIH.
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Figure 1: NAFLD pathway increased during CIH. a) KEGG Pathways up and down regulated
between CIH+ and controls in the liver. Up-regulated pathways are highlighted in red or
yellow whereas down-regulated pathways are represented in green or blue. The tool Funnet
http://www.inside-r.org/node/45909 was used to build this figure b) immuno-
histochemistry of liver tissue. The upper panel uses hematoxylin eosin staining and the lower
panel uses Trichrom masson. c) Increased expression of genes involved in lipogenesis,
extracellular matrix and inflammation; the red line represents the gene expression of the
control groups whereas the bars represent gene expression expressed as the ratio to the
reference genes in the CIH group (N=8; non parametric Mann and whitney test were used);
Data are expressed as mean = sd, * indicate significant results.
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represents the controls and black the CIH+ mice
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Changes of liver Lipogenic, inflammatory and ECM genes after CIH

We further verified whether key genes involved in NAFLD physiopathology were modified by
14 days of CIH using qPCR. We found significant differences in gene expression between
controls and CIH+ mice as seen in Figure 1b. Genes involved in lipogenesis such as ACC,
SREBP1c, FAS were significantly up-regulated by a 10 to 2 fold ratio in CIH+ as compared to
controls. Genes involved in extracellular matrix synthesis such as coll 1, coll 3 and TGFp were
significantly up-regulated by a 6 to 3 fold ratio in CIH+ as compared to lean controls. Genes
involved in inflammation pathway such as lymphocytes marker CD3, and inflammatory
cytokines TNFa and IL1B were significantly up-regulated by a 10 to 2 fold ratio in CIH+ as
compared to controls. By contrast we did not observe any difference in PPARy transcription
factor nor in extracellular matrix degradation proteins (MMP2, MMP9) nor in total or pro or
anti-inflammatory macrophages markers (CD68, CD11b, arginase) (data not shown). Overall,
microarrays as well as our RT-PCR results demonstrated up-regulation in pathways involved
in NAFLD namely lipogenesis, B-oxydation, extracellular matrix and inflammation after 14

days of CIH in non-obese mice.

Increase of adipocyte size after CIH

After 14 days of CIH, although lean controls slightly gain weight (+1.16+1.2g), CIH+
mice lost weight (-0.1£2.3g ns). We measured visceral adiposity at sacrifice, expressed as the
ratio of epididymal AT on total body weight. We observed that CIH+ mice exhibited at least
two fold more visceral fat compared to the normoxia group despite slight decreased of total
weight (Figure 2A). In epididymal AT, there was an increased proportion of larger adipocytes
in CIH+ (p=0.001), which did not reach significance when compared by adipocyte size
intervals. By contrast, in inguinal AT (subcutaneous depot), mean adipocyte size was
significantly increased in CIH+ as depicted in Figure 2D. Furthermore, the distribution of
adipocytes sizes varied across all size intervals in CIH+ with a shift towards bigger adipocytes

(Figure 2B, C and E).

103



>
w
<
m
@
T

HIF1c

i
o
)
«
3

mRNA levels
(Fold change over reference genes)
{ § £ o
o o
1 1
mMRNA levels
{Fold change over reference genes)

N
1

-
1

o
L4
1

o

=)
o
Y A

G,
KN

40+

30 —I—

204

o
-

-
e
e
NumBer or capiliaries
adjusted on adipocyte size
o
-
1

Number of capillaries

o
o
o

X
&

Figure 3: CIH effects on vascularisation _in_epidydimal adipose tissue. a) HIFla gene
expression in controls and CIH+ animals, b) VEGF expression in controls and CIH+ animals
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and CIH+ animals.
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Increased adipose tissue vascularization after CIH

As in the liver, HIF1a gene expression was significantly increased in epididymal AT in CIH+ as
compared to controls (by 1.5 fold; p=0.04) Figure 3A. HIF-1 regulates vascular endothelial
growth factor (VEGF) transcription and accordingly we found a two fold significant increase
in VEGF in epididymal AT from CIH+ as compared to controls (p=0.04) Figure 3B. This was
associated with a significant increase in the number of capillaries (Figure 3C, D) even after

normalization by adipocyte size, upon immunohistochemistry (Figure 3E, F).

Change in pangenomic signatures characterize intermittent hypoxia exposure in fat tissue

We characterized the effects of CIH on epidydimal AT using transcriptomic signatures. We
detected 4158 up- and 1654 down-regulated genes when comparing CIH+ to controls.
Functional annotations using KEGG are shown in Figure 4a and using GO annotation on
Supplemental Figure 3. Significant up-regulated pathways included MAPK signaling, insulin
signaling, regulation of actin cytoskeleton, Wnt signalling, cancer and apoptosis pathways.
By contrast, down-regulated pathways included oxidative phosphorylation, citrate cycle,
fatty acid metabolism pathways. Furthermore, up-regulated genes involved genes related to
inflammation as well as TLR4 and genes from the extra-cellular matrix such as collagens and
integrins and extra cellular matrix remodelling such as LOX1. Down-regulated genes were
those of the respiratory complex chain (NADH dehydrogenase, ATP synthase), those leading
glycolysis products into the Krebs cycle and those involved in B-oxydation and lipoprotein
lipase. Overall those results suggest a concomitant down-regulation of AT metabolism and
an up-regulation of pathological alterations of its structure (inflammation and remodeling)

under CIH as compared to controls.

Finally, we 192 genes were common to both tissues and were differentially expressed in liver
and epididymal AT upon CIH as represented on figure 4b. Interestingly 54 and 34 were
respectively both up and down-regulated in the two tissues. Clock genes were amongst the
latter. By contrast 174 were down regulated in the liver and up-regulated in the AT and 27
were up-regulated in the liver and down regulated in the AT mostly part of the respiratory
chain and production of acetyl co-A.
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Discussion

This is the first description of concomitant transcriptomic signature reflecting the effects of
two weeks of intermittent hypoxia exposure in liver and AT, independently of obesity. 14
days of CIH, in lean mice, induce differential effects on liver and AT. It activates at the
transcriptomic level, pathways related to NAFLD physiopathology (lipogenesis, free-fatty
acid metabolism, extra-cellular remodeling and inflammation) as summarized in figure 5.
However such a short-term exposure does not yet translate into liver tissue alterations. By
contrast, CIH rapidly impact AT depots by promoting visceral adiposity with a shift to larger
adipocytes. Furthermore, there is an extra cellular matrix remodeling of AT with adaptations

to CIH by increasing vascularization, and altered metabolism.

This is the first study that allows a broader view of the pathways involved in the
effects of CIH on AT and liver. Concomitantly to the expected HIFla up-regulation, we
observed an increase in genes mediating liver lipogenesis, which is in accordance with
previous data. Indeed, only 5 days of IH already increased key genes involved in fatty acid
synthesis namely SREBP-1, SCAP, and SCD-1 (15,16). Conversely, in mice with partial
deficiency of HIFla lipogenesis increase was partially blunted (16). However, we herein
display a more complete picture regarding the different pathways of NASH pathogenesis.
Indeed, we showed that not only lipogenesis is increased but also lipid metabolism pathways
such as B-oxydation and TCA cycle which are two key mechanisms known in NASH
development (25). Interestingly, we observe that 14 days of CIH seem to induce an overall
increase in pathways leading to Acetyl co-A production. During NAFLD, in order to deal with
increase Acetyl co-A influx, TCA cycle is up-regulated, as demonstrated in a study using
labeled tracers comparing patients with high or low intra-hepatic triglyceride without OSA.
By contrast, ketogenesis, evaluated by the production of B-hydroxybutyrate turn-over, was
unchanged (26) in this setting. In fact, a recent kinetic study displayed that ketogenesis is
induced in the first 16 weeks of HFD and NAFLD development and further decreases below
normal value when the HFD is pursued for 32 weeks with the exacerbation of NAFLD
severity, suggesting a progressive defect in that ketogenesis adaptative response (27).

Furthermore, it was recently demonstrated in mice that defect in ketogenesis induced major
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increase in hepatic triglyceride content and liver inflammation under high-fat diet. By
contrast enhancing ketogenesis rescued the normal TCA cycle (28). Thus ketogenesis is
believed to play a major role in the regulation of hepatic acyl-CoA metabolism and TCA cycle
function in the absorptive state and might therefore modulate NAFLD (29). We herein
observed a new finding namely the up-regulation of ketogenesis during CIH. This could
account for several hypotheses. On the one hand, it might represent an adaptation to deal
with the increase of Acetyl co-A in order to produce energy for the liver (30), in this specific
context of lack of oxygen. It has indeed been demonstrated that although mitochondrial
content and TCA cycle increase during NAFLD, mitochondrial consumption of 02 and ATP
synthesis are inefficiently coupled (27). Furthermore, it might also support the need to
increase the energy supply to further support the function of other tissues such as AT where
we observed a blunted metabolism. On the other hand, since hepatic cells do not possess
the final enzyme to oxidize ketone bodies, increasing ketogenesis at this early stage of CIH
could represent an early adaptation to protect against the development of liver alterations.
Indeed, despite major changes at the gene expression level, we did not observe any
modifications at the tissue level after such a short CIH duration in lean mice, in conformity

with previous studies (12,15).

Genes from the respiratory complex chain were up-regulated, suggesting an
increased oxidative phosphorylation (OXPHOS). However concomitantly, CIH mice display a
down-regulation of NOA1, a protein involved in the machinery that adjusts OXPHOS activity
to oxygen concentrations. It has been demonstrated that when mNOA1 levels drops, the
stability of the respiratory chain complex is decreased thus inducing increased oxidative
stress (31). Likewise, mechanisms involved to detoxify oxidative stress are down-regulated
namely glutathione S-transferase. Overall these data are concordant with previous data
which displayed that CIH induced liver oxidative stress (17-19), a process that is also
enhanced during NAFLD development (27). All of the above suggest that CIH induces
mitochondrial dysfunction, a process that is at stake also in NAFLD without OSA (32). This
suggest that the addition of CIH in a context NALFD risk, such as insulin resistance or obesity,
might exacerbate this mitochondrial dysfunction and participate to the increased severity of

NALFD observed in patients with morbid obesity and OSA (7,33). Finally we display another
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important observation which is the down-regulation of circadian pathways during CIH. There
is currently a large literature linking clock genes to the regulation of lipid metabolism and
subsequent hepatic steatosis and NAFLD development (30). Sleep duration and quality has
been demonstrated as linked to NAFLD in epidemiological studies (34). A new hypothesis
brought up by our data is that CIH and associated alteration in sleep quality might play a

deleterious role in exacerbating liver alterations by modulating circadian rhythm.

Remarkably, our study did not solely focus on liver but also evaluated the effects of
CIH on the cross talk between AT depots and liver. We demonstrated that although
lipogenesis, oxidative phosphorylation pathways, B-oxidation and TCA cycle are increased in
the liver, the reverse occurs in the AT with a reduced B-oxidation, TCA cycle activity and fatty
acid metabolism. These results suggest that mice are able to adapt their overall biology to a
short term CIH by blunting AT metabolism which might enable the liver to remain functional
despite reduced oxygen availability. A previous study had established that when rats were
submitted to CIH, local PO2 differed between organs with a nice intermittent hypoxia profile
occurring in the liver which contrast to the rather sustained hypoxia in fat tissue (35). The
50% dramatic reduction in partial pressure in AT might account for the reduced oxidative-
phosphorylation pathway we herein observe. We also showed that CIH induced AT
adaptation to reduced oxygen availability by increasing the expression of VEGF, a target
pathway of HIF1la (36). Subsequently, and as soon as 14 days, CIH induced an increase in the
number of capillaries in the epidydimal AT. We have recently demonstrated in young healthy
humans exposed to 14 nights of intermittent hypoxia that such an exposure up-regulates
serum VEGF (37). This is a phenomenon often observed in cancer where local hypoxia

triggers an increase vascularization (38,39).

We also observed that CIH induces moderate weight loss in accordance to previous
reports (12,35,40). However we herein went further and demonstrated that CIH increases
visceral adiposity which is known to play a role in metabolic related diseases such as NAFLD
(22,33). Furthermore, we displayed remodeling of AT towards larger adipocytes.
Interestingly, in a previous study performed in obese human individuals, we did not see any

differences in adipocyte size or in macrophage infiltration in patients with or without CIH (7).
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However, the importance and the duration of obesity might have blunted additional effects
of CIH on AT. The novelty of our study relies in the fact that we studied the effect of CIH per
se on AT of lean mice. Hypertrophy is known to be associated with increased production of
inflammatory cytokines (41) in accordance to the observed up-regulation of some
inflammatory genes. In fact a recent human study evaluated in obese individuals with or
without OSA the transcriptomic signatures of visceral AT, using affimetrix microarray (42).
They also display that inflammatory genes were up-regulated as well as other pathway such
as ubiquitine proteasome proteolysis, involved in many processes including cell cycle,
apoptosis, and responses to inflammatory and oxidative stress (43). In lean animals, we also
observed a reduced AT metabolism, but our results differ from a previous mice study
displaying increased expression of genes involved in the respiratory chain in visceral AT of
lean mice submitted to CIH (44). Accordingly to our data, in humans fat samples, OSA was
not associated with respiratory chain complex genes up-regulation (42). In the discordant
rodent experiment, mice were older and most importantly, the CIH protocol was unusual
with cycles of 3 minutes of normoxia/hypoxia instead of 1min as most generally performed
(13,35,40), which does not reflect human OSA exposure to intermittent hypoxia. The cyclic
pattern of IH exposure is known impact on HIFla induction and subsequently on host

metabolism (45).

Finally, we shown that in the context of CIH, visceral AT up-regulates genes involved
in extra-cellular matrix (collagens, integrins) and it's remodelling (LOX). Extracellular matrix
dynamics plays a key role in inducing adipogenesis and functional adipocytes (46).
Interestingly, a recent study performed in humans display that LOX serum concentrations
were increased in OSA patients with NASH. Moreover CPAP, which is a treatment of OSA
that reduces CIH, was associated with reduction of LOX systemic concentrations (33). The
authors show that it was induced in liver. By contrast, we only saw an increase in the visceral
AT. However, our mice did not display histological NASH and were of normal weight whereas
they investigated LOX in the context of massively obese individuals with NASH. From our
point of view, LOX is indeed an important marker involved in collagen cross-linking. It is
known to be increased in AT from obese individuals with fibrosis (47). Furthermore AT

fibrosis is associated with metabolic alterations (48) as well as the severity of liver fibrosis
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and NAFLD (49). Therefore, it might well be that the increase in LOX systemic concentration
seen in patients with OSA and NAFLD (33) comes from both liver fibrosis but also that of AT

during obesity.

Although our finding are novel and shed a new light into the relationship between OSA,
NAFLD and AT biology, we are aware of some limits of our study. In this specific experiment,
we did not assess serum concentrations to evaluate the degree of metabolic alterations such
as fasting glucose and triglycerides. However, it has been extensively demonstrated already
that CIH induces those alterations even in lean mice (12,15) before they display any liver
alterations. Another limit is that we did not confirm our gene expression results with protein

concentration assessment.

Conclusion

Overall, we report for the first time the effects of two weeks of CIH on both AT and
liver in lean animals. Although we do not observe any tissue alterations at the liver level, our
results demonstrate that relatively short term CIH induces all the pathways involved in
future NALFD development. More interestingly we uncover novel mechanistic pathways that
are early induced in short term CIH such as ketogenesis. We also display that CIH display
specific responses to CIH in liver and AT. Oxidation-phosphorylation is increased in the liver
but in contrast is down-regulated in the AT suggesting early adaptation to protect the
normal liver function. Furthermore, AT is able to rapidly increase its vascularization to adapt

to the decrease oxygen availability.
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Supplemental figure 1

a) Increased HIFla gene expression in CIH+ (black) as compared to controls (white) and
expressed as the ratio to reference genes. Data are expressed as mean % sd, * indicate
significant results b) mean adipocyte size in epidydimal adipose tissue in controls white and
in CIH+ (black)
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CHAPITRE 3 : ROLE DU TISSU ADIPEUX VISCERAL DANS LES CONSEQUENCES VASCULAIRES
DE L'HYPOXIE INTERMITTENTE

Le SAOS a travers sa composante hypoxique, est fortement associé aux pathologies
cardiovasculaires. Il a été bien établi depuis ces dernieres années, que les pathologies
métaboliques étaient des facteurs de risque majeurs dans le développement d’altérations
cardiovasculaires. Parmi les mécanismes reliant les atteintes métaboliques et les altérations
vasculaires, l'implication du tissu adipeux dans le développement de plaques

athérosclérotiques a bien été démontré.

Les chapitres précédents ont mis en avant une dysfonction du tissu adipeux avec une

augmentation de son inflammation ainsi qu’une moindre sensibilité a I'insuline.

Ainsi, dans cette étude nous nous sommes intéressé au rdle potentiel de ce tissu adipeux

altéré, sur les processus d’athérogenése dans les vaisseaux dans le contexte de I'HI.

Pour cela nous avons utilisé des souris prédisposées au développement de plaques
d’athéorsclérose (ApoE-/-) que nous avons exposées a I'HI. Une partie des animaux a subit

une lipectomie afin d’évaluer I'impact du retrait de ce tissu sur le remodelage vasculaire.

Cette étude montre que I’HI induit un remodelage vasculaire athérosclérotique associé a
un remodelage structurel et inflammatoire du tissu adipeux viscéral. Ces effets vasculaires
sont abolit lors d’une lipectomie, suggérant I'implication du tissu adipeux remodelé sur les

vaisseaux.
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ABSTRACT  Obstructive sleep apnoea is a highly prevalent disease characterised by repetitive upper airway
collapse during sleep leading to intermittent hypoxia. Cardiometabolic complications of sleep apnoea 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 recognised for playing an
important role in inflammation, atherogenesis and insulin resistance.

Epididymal adipose tissue alterations were investigated in 20-week-old nonobese male apolipoprotein E-
deficient mice exposed to intermittent hypoxia (inspiratory oxygen fraction 5-21%, 60-s cycle, 8 h-day™') or
air for 6 weeks. These adipose tissue alterations, as well as metabolic alterations and aortic atherosclerosis,
were then assessed in lipectomised or sham-operated mice exposed to intermittent hypoxia or air for
6 weeks.

Intermittent hypoxia induced merphological (shrunken adipocytes), functional (increased uncoupling
protein-1 expression) and inflammatory (increased macrophage recruitment and secretion of interleukin-6
and tumour necrosis factor-o) remodelling of epididymal adipose tissue. Hypoxic mice presented more
severe dyslipidaemia and atherosclerosis lesions and developed insulin resistance. Epididymal lipectomy
attenuated both intermittent hypoxia-induced dyslipidaemia and atherogenesis, but did not improve
insulin sensitivity.

Our results confirmed that the dyslipidaemic and proatherogenic effects of intermittent hypoxia are
partly mediated through morphological, functicnal and inflammatory remedelling of visceral white fat,
regardless of obesity.
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Introduction

Obstructive sleep apnoea (OSA) is a public health problem, as it affects >10% of middle-aged males, and
represents a main cause of cardiovascular morbidity and mortality [1]. Repetitive upper airway collapses
during sleep result in intermittent hypoxia, thought to be responsible for cardiovascular complications such
as atherosclerosis [2]. In OSA patients, increased carotid intima media thickness (IMT), an eatly sign of
atherosclerosis, correlates with nocturnal oxygen desaturation, independently of other cardiovascular risk
factors [3, 4]. The rodent sleep apnoea model (i.e. rodents exposed to intermittent hypoxia) confirmed the
detrimental role of hypoxia in OSA-associated vascular alterations; intermittent hypoxia 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 (ApDE’/’) mice [8, 9].
However, the direct relationship between sleep apnoea or intermittent hypoxia and its cardiovascular
consequences is not fully elucidated. We and others have evidence of a role for haemodynamic alterations
[5], inflammation [6] and metabolic dysregulations [10, 11]. OSA is 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, 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 tumour necrosis factor (TNF)-o
expression and secretion, which is known to mediate insulin resistance [15]. In addition, a recent study
showed that atherosclerosis-prone mice transplanted with inflamed epididymal WAT (EWAT) (the largest
and easily harvested visceral WAT depot in mice} developed significantly more atherosclerosis, and that
reduction in EWAT inflammation reduced atheroscleresis [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 intermittent hypoxia induced vascular and systemic inflammation in nonobese
C57BL6 [6] and ApoE”" [9] mice, and noted that intermittent hypoxia also induced inflammatory
alterations and morphological changes of EWAT, with histological features of brown adipose tissue [17].
Therefore, we hypothesised that intermittent hypoxia itself could induce EWAT remodelling, which could
contribute to metabolic and vascular disorders, independently of any obesity. The aims of the present study
were firstly to characterise intermittent hypoxia-induced functional and structural alterations of EWAT using
a nonobese mouse model of intermittent hypoxia, then to determine the contribution of this fat remedelling
to intermittent hypoxia-induced metabolic and vascular alterations using EWAT-lipectomised animals,

Methods

Animals

35 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 [18], and to the Guide for Care and Use of Laboratory Animals [19].

Intermittent hypoxia

Intermittent hypoxia was performed as previously described [6]. The animals were exposed during daytime
(n=10 per cage, 8 h~day’1, cyclic inspiratory oxygen fraction (Fl0,) 5-21%, 60-s cycle (60 eventssh™') and
lowest blood exygen saturation up to 60%) for 6 weeks. FlO, was measured with a gas analyser (ML205,
ADInstruments GmbH, Spechbach, Germany) throughout the experiment. Control animals (normoxic
mice) were exposed to air in similar cages to reproduce similar noise and turbulences to those of the
intermittent hypoxia stimulus. Ambient temperature was maintained at 20-22°C.

Adipose tissue alterations

On the day following the last exposure period, animals were anesthetised by intraperitonal ketamine-
xylazine mixture (100 mg~kg’1/10 mg-kg’l) 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% ethanel for immunohistochemistry
or incubated for cytokine determinations.

Immunohistochemical study

Ethanol-fixed, paraffin-embedded EWAT were sectioned (3.5 um), deparaffinised in toluene and
rehydrated in descending ethanol series, then stained with haematoxylin and eosin to assess tissue
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morphology. Adipocyte size was measured from photographs (10 x 40 magnification) using NIS-Elements
microscope imaging software (Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, the Netherlands).

For macrophage staining, sections were incubated overnight at 4°C with a rat anti-F4/80 (1:10; eBiosciences
SAS, Paris, France). Endogenous peroxidase activity was blocked with hydrogen peroxide. Nonspecific
binding was blocked with normal goat serum (Vector Clinisciences SAS, Nanterre, France). Specific staining
was detected using the N-Histofine Simple Stain Mouse Max-PO (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan)
followed by hematoxylin counterstaining, Macrophage infiltration was calculated as the ratic of nuclei of
F4/80 positive cells to total nuclei counted in eight fields for each animal (n=5 mice per group).

Uncoupling protein-1 and monocyte chemoattractant protein-1 mRNA expression

Uncoupling protein (UCF)-1, the hallmark of brown adipocytes, and monocyte chemoattractant protein
(MCP)-1 mRNA levels were determined by reverse transcription followed by real-time quantitative reverse
transcriptase (QRT}-PCR. Total mRNA was extracted from epididymal fat of intermittent hypoxic and
normoxic mice (n=7-11 per group), isolated with Tri-reagent (Invitrogen Life Technologies SAS, Saint
Aubin, France} and analysed by qRT-PCR (ABI-7500; Applied Biosystems Life Technelogies SAS, or
LightCycler; Roche Diagnostics, Meylan, France). Each sample was analysed in duplicate, and 36B4 or
TATA box-binding protein mRNA levels were simultaneously analysed as housekeeping genes (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 B-adrenergic agonist isoprenaline
(4% 107 M; Hospira Enterprises BV, Almere, the Netherlands). The basal condition was defined as cytokine
secretion in the absence of the lipolytic agent isoprenaline. After 120 min of incubation, interleukin (IL)-6
and TNF-o were measured in the supernatants using ELISA, according to the manufacturer’s instructions
{R&D Systems Eutope, Lille, France). Cytokine concentrations were expressed as ng-mL ™ for 1 g of adipose
tissue. Plasma levels of IL-6, TNF-& and adiponectin were measured using ELISA (R&D Systems).
Circulating leptin level was evaluated using MILLIPLEX MAP Mouse Adipokine Panel based on multiplex
technology (Millipore SAS, Molsheim, France).

The role of epididymal adipose tissue

Epididymal lipectomy

In another series of mice, the animals were either lipectomised or sham-operated under intraperitoneal
ketamine-xylazine (100 mg-kg™’/10 mg-kg™'} anaesthesia. 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 SAS, Issy-Les-Moulineaux, France) and
mice received buprenorphine (0.1 mg-kg™ i.p.). After 3 days during which body weight was measured daily,
the animals were exposed to intermittent hypoxia or normoxia for 6 weeks, therefore constituting four
experimental groups (lipectomised intermittent hypoxic and normoxic mice and sham intermittent hypoxic
and normoxic mice, n=7-10 per group). On the day following the last exposure period, the animals were
anaesthetised as described above. Blood was collected by cardiac puncture. The thoracoabdominal acrta,
including the aortic roots, was removed and snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.

Metabolic alterations

Lipid measurements

Total and high-density lipoprotein cholesterol and triglycerides were measured in plasma by a colorimetric
enzymatic reaction using the Modular P analyser (Roche Diagnostics). Low-density lipoprotein (LDL)-
cholesterol was calculated using the Friedewald formula.

TABLE 1 Primers used for guantitative reverse transcriptase PCR analysis

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence
UcP-1 GAC-CGA-CGG-CCT-TTT-TCA-A AAA-GCA-CAC-AAA-CAT-GAT-GAC-GTT
MCP-1 TGG-AGC-ATC-CAC-GTG-TTG-6C ACT-ACA-GCT-TCT-TTG-GGA-CA
TBP AGT-CGG-AGG-AAT-CAG-ATG-AGG-AT GGC-TGA-CTT-GGT-TGC-TTT-GG
36B4 TGG-TGT-GCA-CAG-GAG-CCA-AG TTC-ACA-TCA-CAG-CTC-CCC-AC

UCP: uncoupling protein; MCP: monocyte chemoattractant protein; TBP: TATA box-binding protein; 3éB4:
acidic ribosomal phosphoprotein [ribosomal protein, large, PO: RPLPQ).
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Plasma levels of glycerol and nonesterified fatty acids (NEFA) were measured by colorimetric enzymatic
reaction using the free glycerol reagent (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and the NEFA-HR(2) (Wako
Diagnostics, Neuss, Germany) assays, respectively.

Intraperitoneal insulin tolerance test

During intermittent hypoxia exposure, we used the intraperitoneal insulin tolerance test to assess global
insulin sensitivity. Mice were fasted for 10 h then weighed before blood was collected from the tail tip for
baseline glucose determination (t=0). Blood glucose was measured using the OneTouch Ultra glucometer
(LifeScan France, Issy-Les-Moulineaux, France). Insulin (0.75 TU'kg™" body weight; Novo Nordisk A/S,
Bagsvaerd, Denmark) was injected intraperitoneally, followed by further blood glucose measurements at 15,
30, 60 and 90 min 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 thoracoabdominal acrta and aortic roots were analysed by Oil-red-O staining (n=7-10 per
group). For each aortic root, we quantified lipid deposition from five sections (8 (um thickness), separated
from each other by 80 pm. Quantitative analysis of lipid deposition was performed using computer image
analysis (MetaMorph 7 software, Zeiss Microscope; Molecular Devices France, St. Grégoire, France) 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 antimouse macrophage (Mac-3, 1:100) and CD3 (1:1000; DakoCytomation, Les Ulis, France)
antibodies. Anti-&-smooth muscle actin antibody (1:50; Abcam, Paris, France} was used to stain smooth
muscle cells, Nonspecific 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
haematoxylin counterstaining. All stainings were assessed by computer-assisted image analysis (MetaMorph
7 software, Zeiss Microscope). Content of macrophages, smooth musdle cells and collagen were expressed as
percentage of plaque size.

Statistical analysis

Results were expressed as mean + sem. Differences between two groups over time were determined by two-
way ANOVA for repeated measures, with a subsequent Tukey’s post hoc test. For comparison between
independent groups, t-tests or Mann-Whitney U-tests were used according to normality and variance
homogeneity. Statistical significance was set at p<<0.05.

Results

intermittent hypoxia induces morphological and functional remodelling of epididymal fat

EWAT from intermittent hypoxic mice exhibited shrunken adipocytes (fig. 1a) with increased expression of
UCP-1 (fig. 1b) and thicker extracellular matrix (fig. 1c).

Intermittent hypoxia induces inflammatory remodelling of epididymal fat

The hypoxic WAT exhibited increased macrophage (F4/80-positive cells) infiltration (fig. 2a), organised in
crown-like structures around individual adipecytes (fig. 2¢) and increased expression of MCP-1 mRNA
(fig. 2¢). This inflammatory phenotype was confirmed by TNF-o and IL-6 secretion from EWAT. At
baseline, IL-6 and TNF-o were not modified by intermittent hypoxia (fig. 2d and e). After isoprenaline
stimulation, both cytokines increased in intermittent hypoxia animals, significantly for IL-6, but without
reaching significance for TNF-¢ (p=0.08). Whereas we observed localised inflammation in adipose tissue,
we did not find evidence of systemic inflammation, as plasmatic cytokines (IL-6 and TNF-o) were
undetectable and adipokines (adiponectin and leptin) were not different between the four groups.

Intermittent hypoxia induces insulin resistance and aggravates both dyslipidaemia and
atherosclerosis

The pre-existing dyslipidaemic pattern of the ApoE” mouse strain was aggravated by intermittent hypoxia,
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 glycaemia decline following insulin administration (fig. 3). Intermittent
hypoxia also accelerated the development of atherosclerosis, as shown by the larger lesions in
thoracoabdominal acrta and aortic roots (fig. 4). The atherosclerotic plaque composition was not affected
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FIGURE 1 Intermittent hypoxia induces epididymal white adipose tissue morphological and functional remodelling.
a) Quantification of adipocyte size after 6 weeks of intermittent hypoxia or normoxia. n=7-8 per group. *: p</0.05 versus
normoxia. b) Adipose tissue mRNA expression of uncoupling protein-1. Measurement is normalised to 3684 mRNA.
n=7-8 per group. *: p<<0.05 versus normal. ¢} and d) Haematoxylin and eosin staining of adipose tissue from c)
normoxic and d) intermittent hypoxic mice. Scale bar=50 pm.

by intermittent hypoxia, as shown by the similar plaque content of macrophages (normoxia 5.40 + 1.40%
versus intermittent hypoxia 3.81 +0.56%), T-cells (normoxia 0.25+0.05% versus intermittent hypoxia
0.29 +0.04%) and smooth muscle cells (normoxia 4.54-1.53% versus intermittent hypoxia 4.16 4 1.20%).

Epididymal lipectomy prevents intermittent hypoxia-induced dyslipidaemia and atherosclerosis
Lipectomy prevented the intermittent hypoxia-related disturbances in plasma cholesterol, whereas glycerol
and NEFA levels remained similar to those of sham hypoxic animals (table 2). The proatherogenic effect
of intermittent hypoxia was also prevented by lipectomy, as atherosclerotic plaque size in the
thoracoabdominal aorta was very similar to those of normoxic animals (fig. 4a and b). This effect was
more modest in the aortic roots (fig. 4c and d). In contrast, plaque quality was not medified by lipectomy,
as shown by the plaque contents of macrophages (normoxia 3.02 +-0.62% versus intermittent hypoxia
3.9940.66%), T-cells (normoxia 0.294 0.07% versus intermittent hypoxia 0.26 +0.05%) and smooth
muscle cells (normoxia 2.83 + 1.10 versus intermittent hypoxia 5.0 4+ 1.96%).

Regarding glucidic metabolism, lipectomy did not prevent the intermittent hypoxia-induced insulin
resistance. In contrast, and in agreement with the buffering role of WAT in maintenance of glucose
homeostasis, lipectomy induced insulin resistance in normoxic animals (fig. 3).

Discussion

The pathophysiology of OSA-induced atherogenesis and metabolic alterations remains poorly understood.
Here, we showed in nonobese ApoE-deficient mice that 6 weeks of intermittent hypoxia led to
morphological, functional and inflammatory remodelling of the visceral WAT, and this remodelling
contributed te intermittent hypoxia-induced dyslipidaemia and atherosclerosis. ‘This study is the first te
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FIGURE 2 Intermittent hypoxia (IH) induces epididymal white adipose tissue inflammatory remodelling. a) Quantification of macrephage infiltration after
6 weeks of IH or normoxia (N). n=5 per group. *: p<<0.05 versus normoxia. b) and c) Representative F4/80 immunostaining showing macrophages organised in a
crown-like structure around adipocytes (arrow). Scale bars=100 pm. d) Adipose tissue mRNA expression of monocyte chemoattractant protein-1. Measurement
is normalised to TATA box-binding protein mRNA. n=8-11 per group. *: p<<0.05 versus normexia. ¢) Interleukin (IL)-6 and f) tumour necrosis factor (TNF)-o
secretion from epididymal adipose tissue (AT) at basal condition or after isoprenaline stimulation. n=13 per group. *: p<<0.05 versis normoxia; *: p<<0.05 versus basal

condition; T, p=0.083.

provide evidence that a physiological amount of visceral WAT exposed to intermittent hypoxia becomes
pathological, behaving like excess fat in obesity.

Methodological considerations

The intermittent-hypoxia experimental model was developed over two decades agoe and reproduces one of
the major components of OSA, which is considered to be the most detrimental factor contributing to sleep
apnoea complications [2]. However, in the absence of additional factors (obesity, high fat diet, etc)
intermittent hypoxia 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 apnoea [2, 5, 6].

Intermittent hypoxia induces EWAT remodelling

In lean mice, intermittent hypoxia induced moderate EWAT inflammation, including macrophage
infiltration, increased MCP-1 expression and proinflammatory cytokine release (IL-6 and TNF-&). Fat
inflammation is well known in obesity and results at least in part from hypoxia, as, with fat expansion,
adipocytes become too distant from blood vessels [20]. Through the repetitive hypoxia-reoxygenation
sequence, intermittent hypoxia generates free radical stress and inflammation. Intermittent hypoxia also
increases sympathoadrenergic activity, which in turn exacerbates oxidative stress [21], and the adipose
expression of MCP-1 [22], which is a key chemokine regulating macrophage tissue infiltration [23]. 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.
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TABLE 2 Weight and biological characteristics in lipectomised and sham-operated apolipoprotein-E deficient mice exposed to
intermittent hypoxia or normoxia

Sham Lipectomy
Normoxia Inter mittent hypoxia Normoxia Intermittent hypoxia
Age weeks 20 20 20 20
Subjects n 10 9
Mouse weight g
Day 0 29.4+1.0 28.7+0.7 28.7+0.6 28.8+0.9
Day 7 2911141 26.6+0.7+% 29.8+09 28.2+0.8
Day 42 285+1.3 28.5+0.6 30.7405% 28.3+0.7*
Epididymal adipose tissue weight mg
Day 42 34614373 27314410
Parameters at 42 days
Haematocrit % A1+1.7 48.440.9% 41.4+0.8 453 4+1.1%
Total cholesterol §|~L’1 4.7+05 6.3+0.5* 47+09 4.8+0.3
LDL cholesterol g-L™' 3.7+0.4 5.14+0.5* 37+08 3.9+03
HEL cholesterol g-L™' 0.9+002 0.9+0.03 08+0.1 0.8+0.1
Triglycerides gL' 0.6+0.1 0.9+0.2* 09+0.1 0.6+0.1
Glycerol g-L™' 28.0+2.1 51.1+9.5* 344442 59.94+7.1*
NEFA g-L™' 0.9+0.09 1.6+0.08* 11402 1.8+0.2*

Data are presented as mean—+SEM, unless otherwise stated. LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; NEFA: nonesterified fatty
acids. *: p<<0.05 versus normoxia; *: p<0.05 versus day 0.

a

Blood glucose mg-dL-!

EWAT from mice subjected to intermittent hypoxia 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, ie. brown-like
adipocytes). Again, B-adrenergic stimulation may account for both alterations as it leads to lipolysis
(NEFA release from adipocytes) and induces the appearance of brite adipocytes in WAT [24]. However, a
full characterisation 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 remodelling due
to intermittent hypoxia, Moreover, the meaning of this adipose plasticity, in particular regarding energy

imbalance under intermittent hypoxia, remains to be elucidated.
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FIGURE 3 Intermittent hypoxia (IH) induces insulin resistance. a) Intraperitoneal insulin tolerance test in epididymal lipectomised or sham-operated mice
exposed to TH or normoxia (N) for 6 weeks; b) Lowest bload glucose level during the first 90 min (nadir). n=6-15 per group. *: p<<0.05 versus N; ™ p<<0.05
versus sham N.
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Intermittent hypoxia induces insulin resistance, dyslipidaemia and atherosclerosis

As previously, we used ApoE-deficient mice to assess the atherogenic and metabolic effects of intermittent
hypoxia, as they are atherosclerosis-prone animals and develop dyslipidaemia and insulin resistance. We
confirmed the atherogenic and dyslipidaemic effects of intermittent hypoxia; 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 [25], have been previously described both in
OSA patients and in mice exposed to intermittent hypoxia [26]. Intermittent hypoxia also increased
plasmatic glycerol and NEFA, and aggravated the insulin resistance. WAT constitutes the main source of
NEFA, also called free fatty acids (FFAs), and excessive circulating FFAs contribute to insulin resistance [27,
28]. 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 [26]. Exposure to intermittent hypoxia also leads to decreased insulin sensitivity in healthy
volunteers [29] and in lean mice [30]. Collectively, our data and those from the literature demonstrate that
intermittent hypoxia induces metabolic disorders independently of any obesity, and suggest that
intermittent hypoxia-induced adipose tissue alterations could represent one of the links between
inflammation, insulin resistance and vascular consequences.

EWAT lipectomy attenuates the dyslipidaemic and atherogenic effects of intermittent hypoxia

We performed bilateral EWAT lipectomy before exposure to assess the specific role of EWAT in
intermittent hypoxia-induced cardiovascular and metabolic alterations. Lipectomised animals had smaller
atherosclerotic lesions in the thoracoabdominal aorta, whereas the preventive effect was less in the aortic root.
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~
o
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This suggests that, beyond WAT alterations, the atherogenic effect of intermittent hypoxia invelves additional
mechanisms such as regional aortic susceptibility to develop atheroscleresis, e.g. aortic roots are prone to
develop the largest lesions in particular due to haemodynamic factors.

From our results, the lesser atherosclerosis progression after lipectomy appears to be related te the
prevention of intermittent hypoxia-induced dyslipidaemia, as lipectomised 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 preinflammatory cytokines, but other signalling proteins, such
as the adipose angiopeietin-like 4, a potent lipoprotein lipase inhibitor, are probably involved in
intermittent hypoxia-associated atherosclerosis and may have contributed to the preventive effect of
lipectomy [31]. In contrast, the intermittent hypoxia-induced elevation in plasma glycerol and FFAs
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 and subcutaneous WAT. Glycerol and FFAs 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 FFAs originate from
subcutaneous WAT [32].

Regarding insulin sensitivity, whereas it has been shown that removing visceral fat could prevent insulin
resistance in obese or ageing rats [33], 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 [34]. We found that sham-operated hypoxic mice and lipectomised normoxic mice exhibited
similar insulin resistance, suggesting that EWAT in animals exposed to intermittent hypoxia 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 intermittent hypoxia had
detrimental effects on EWAT of nonobese mice, and these contributed to the cardiovascular and metabelic
complications induced by intermittent hypoxia. EWAT exhibited inflammatory alterations that were
exacerbated under B-adrenergic activation, the latter mimicking the sympathetic activation induced by sleep
apnoea events. Therefore, our original findings suggest novel therapeutic options for OSA patients, as
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 by improving lifestyle (diet and exercise), and buffering nocturnal sympathetic activation could
provide further therapeutic options for OSA patients.
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CHAPITRE 4: IMPLICATION DU FACTEUR DE TRANSCRIPTION HYPOXIA-INDUCBLE FACTOR 1
(HIF-1) DANS LES ALTERATIONS DU METABOLISME DU GLUCOSE

L'implication du facteur HIF-1 dans les conséquences cardiovasculaires de I'HI a été
démontré dans notre laboratoire mais son réle dans les dysfonctions métaboliques associées
a I'HI reste a déterminer. Des études ont mis en évidence que, lors d’une obésité, le tissu
adipeux devenait hypoxique. HIF-1 est connu pour étre activé dans ces conditions et pour

participer aux altérations métaboliques induites par I’obésité.

Dans cette étude, nous avons supposé que l'inactivation de PHD1, l'une des protéines

régulatrices de HIF-1, induirait une altération de 'homéostasie métabolique chez la souris.

Nous avons observé que la délétion de la PHD1 induisait une diminution de la tolérance au
glucose et de la sensibilité a I'insuline chez des souris sous régime normal ou pauvre en

graisse (Low fat diet, LFD).

Le tissu métabolique principalement impliqué dans ces altérations semble étre le foie, ou
une diminution tres significative de la signalisation de l'insuline a été mise en évidence. Ces

effets néfastes au niveau hépatique sont associés a une stéatose et une inflammation.

Il est apparu néanmoins, que la délétion de PHD1 n’aggravait pas les effets métaboliques

induits par un régime riche en graisses (High fat diet, HFD).
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ABSTRACT (252 Words)

Introduction: Obesity is associated with hypoxia and elevated hypoxia-inducible factor 1
alpha (HIF-1a) in metabolic tissues. Prolyl hydroxylase-1 (PHD1) plays an important role in
regulating HIF-1a stability. Here we investigated the consequence of PHD1 inactivation on

metabolic homeostasis in mice.

Methods: Wild-type (WT) and PHD1-deficient (PHD1-/-) mice were studied at baseline and
after 12 weeks on low- (LFD) or high-fat diet (HFD). Plasma parameters, whole-body insulin
sensitivity and glucose tolerance, and hepatic lipid composition were determined. Changes
in insulin signaling and expression of key metabolic/inflammatory genes were studied in

various metabolic tissues.

Results: At baseline, PHD1-/- mice exhibited higher white adipose tissue (WAT) mass despite
lower body weight and impaired insulin sensitivity and glucose tolerance when compared to
age-matched WT mice. PHD1-/- mice on LFD showed a higher body weight gain and WAT
mass than WT mice, this being associated with glucose intolerance and systemic insulin
resistance. Analysis of metabolic tissues revealed that PHD1 deficiency led to increased
expression of the lipogenic proteins ACC and FAS in the liver, leading to hepatic steatosis and
insulin resistance. Furthermore, markers of inflammation were also found to be increased in
the liver, but not in WAT or skeletal muscle, from PHD-/- mice. As expected, HFD promoted
obesity, hepatic steatosis and systemic insulin resistance in WT mice but the extents of these

diet-induced metabolic dysfunctions were similar in PHD1-/- mice.

Conclusion: Whole-body PHD1 deficiency in mice promotes hepatic steatosis and liver-
specific insulin resistance but did not worsen the deleterious effects of HFD on metabolic

homeostasis.

Key words: Hypoxia-inducible factor prolyl hydroxylase 1, insulin resistance, PKB, AMPK,

inflammation, hepatic steatosis, lipogenesis
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Abbreviations

AMPK, AMP-activated protein kinase

ACC, acetyl-CoA carboxylase

AUC, area under curve

eWAT, epididymal white adipose tissue

FAS, fatty acid synthase

GTT, glucose tolerance test

HFD, high-fat diet

HOMA, homeostasis model assessment

HIF-1o, hypoxia-inducible factor 1 alpha

ITT, insulin tolerance test

LFD, low-fat diet

PHD1, prolyl hydroxylase 1

PKB, protein kinase B

TC, total cholesterol

TG, triglycerides

WT, wild-type
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Introduction

Obesity is believed to be associated with some degree of hypoxia in metabolic organs,
notably in white adipose tissue (WAT) (1; 2). A significant decrease in oxygen tension (pO,)
was indeed reported in various fat pads from different mouse models of obesity but also in
subcutaneous WAT from overweight and obese subjects (3). Hypoxia was suggested to be
involved in WAT inflammation (4) and to play a major role in obesity-induced metabolic
dysfunctions, at least partly by impairing adipocyte insulin sensitivity (5; 6). At mechanistic
level, WAT hypoxia promotes increase in both gene and protein expression of the

transcription factor HIF-1 (7).

HIF-1 is a heterodimer composed of the constitutive nuclear HIF-B subunit and one of
the three isoforms of the O,-regulated cytosolic HIF-a subunit: HIF-1a, HIF-2¢ and HIF-
3a (8). HIF-1 expression and transcriptional activity are tightly regulated by the oxygen-
sensitive prolyl hydroxylases (PHD1-3), although the tissue-specific respective contribution
of each PHD isoforms remains unclear (9). In normoxia, once hydroxylated by PHDs, HIF-a
subunits are ubiquitinated and subjected to proteasomal degradation. By contrast, the PHD
activities are reduced during hypoxia, leading to stabilization of HIF-o. subunits and their
subsequent translocation to the nucleus where they can dimerize with HIF-B to trigger
activation of specific target genes (10). Through increased HIF-1a transcriptional activation,
adipose tissue hypoxia play a major role in obesity-induced insulin resistance and metabolic
dysfunctions, notably by promoting local expression and secretion of
chemokines/adipokines and recruitment of pro-inflammatory macrophages and T cells
accumulation into WAT (2). By contrast, pharmacological or genetic inhibition of HIF-1a was
reported to lower high-fat diet (HFD)-induced metabolic dysfunctions (11; 12; 13; 14; 15) at
least partly by attenuating adipose tissue fibrosis and inflammation (11) and lowering
hepatic steatosis (12). Overall, this indicates that modulation of HIF-1la transcriptional
activity in metabolic tissues might be involved in the hypoxia- and obesity-associated

alteration of whole-body energy homeostasis.
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In the present study, we hypothesized that inactivation of PHD1, one of the critical
component of the HIF-PHD oxygen-sensing pathway, would impair metabolic homeostasis in
mice. We therefore examined the impact of PHD1 deficiency on whole-body glucose

homeostasis and tissue specific insulin sensitivity in mice subjected to low- and high-fat diet.
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Methods

Ethics. All mouse experiments were performed in accordance with the Institute for
Laboratory Animal Research Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and have
received approval from the ethical committee of the Université Grenoble Alpes (agreement

number: B3851610006).

Animals and experimental design.

In this study, male PHD1-/- mice (Swiss x sv129 background) and their wild-type (WT)
littermates, were housed under standard conditions in conventional cages with ad libitum
food and water. Ambient temperature was maintained at 20-22°C. In the first experiment,
mice were fed a standard chow diet (RM1, Special Diets Services, Essex, England) and study
at age of 10-12 weeks. In the second set of experiments, 10 weeks-old PHD1-/- and WT mice
were fed a low fat diet (10% energy derived from fat; D13091501; Research Diets) or high fat
diet (60% energy derived from fat; D13091502 ; Research Diets) during 12 weeks.

Plasma analysis. Blood samples were obtained in 6h unfed mice (food withdrawn at 8:00
am) via tail vein bleeding. Blood glucose levels were determined by use of a glucometer
(OneTouch ultra, Lifescan, Issy-Les-Moulineaux, France). Plasma TC, TG and insulin levels
were measured using the commercially available enzymatic kits 236691, 11488872 (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) and ELISA insulin kit (#EZRMI, Milipore),
respectively. The homeostatic model assessment (HOMA) adapted to mice was calculated as
([glucose (mg/dl)*0.055] x [insulin (ng/ml) x 172.1])/3857 and used as a surrogate measure

of whole-body insulin sensitivity (11).
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Glucose and insulin tolerance tests

All the experiments were performed in 6h unfed mice (food withdrawn at 8:00 am). Whole-
body glucose tolerance and insulin sensitivity were assessed by an intraperitoneal (i.p.)
glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT). After an initial blood collection
(t = 0), an i.p. injection of glucose (2g/kg total body weight) or insulin (0.5U/kg total body
weight, NovoRapid, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) were performed in conscious mice.
Blood glucose levels were next measured by tail bleeding at 15, 30, 60, 90, and 120 minutes
using a glucometer. Whole-body insulin sensitivity was assessed by an i.p. insulin tolerance
test (ITT). The glucose or insulin areas under the curve (AUC) were measured using

trapezoidal integration.

Hepatic lipid composition. Liver lipids were extracted as previously described (12). Briefly,
small liver pieces were homogenized in ice-cold methanol. After centrifugation, lipids were
extracted by addition of 1800 pl CH30H:CHCI; (1:3 v/v) to 45 pul homogenate, followed by
vigorous vortexing and phase separation by centrifugation (14000 rpm; 15 min at RT). The
organic phase was dried and dissolved in 2% Triton X-100 in water. TG and TC concentrations
were measured using commercial kits as described above. Liver lipids were expressed as mg
per mg protein, which was determined using the Bradford protein assay kit (Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France).

Western blot analysis. Snap-frozen liver, skeletal muscle and epididymal WAT samples (~50
mg) were lysed in ice-cold buffer containing: 50 mM Hepes (pH 7.6), 50 mM NaF, 50 mM KCl,
5 mM NaPPi, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 5 mM B-glycerophosphate, 1 mM sodium
vanadate, 1% NP40 and protease inhibitors cocktail (Complete, Roche, Mijdrecht, The
Netherlands). Western blots were performed as previously described (12). All the primary
antibodies used are listed in Supplementary Table 1. Bands were visualized by enhanced

chemiluminescence and quantified using Image J (NIH, US).
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RNA purification and gRT-PCR. RNA was extracted from snap-frozen liver, skeletal muscle or
epididymal adipose tissue samples (~25 mg) using Trireagent RNA Isolation reagent (Sigma,
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Total RNA (0.5 ug) was reverse transcripted and
guantitative real-time PCR was then performed with SYBR Green Core Kit on a MylQ thermal
cycler (Bio-Rad). mRNA expression was normalized to RPLPO mRNA content and expressed as
fold change compared to control mice using the AACT method. All the primers sequences are

listed in Supplementary Table 2.

Statistical analysis. All data are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed
using Graphpad Prism 6 software package for Windows (San Diego, California USA) with two-
tailed unpaired Student’s test. Differences between groups were considered statistically

significant at p<0.05.
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Results

PHD1 deficiency impairs whole-body metabolic homeostasis. We first determined the effect
of constitutive deletion of PHD1 gene on expression of the other PHD isoforms and the HIF-
1o target gene Ldha in liver, epididymal white adipose tissue (eWAT) and skeletal muscle
(Fig. S1). As expected, a drastic decrease of EgIn2 gene expression, corresponding to PHD1
protein, was found in each tissues. In the liver, an increase in the expression of EgIn3 (PHD3)
was observed, while an upregulation of Eginl (PHD2) and a downregulation of Egln3 were
evidenced in eWAT. No compensatory expression was detected in skeletal muscle (Fig. S1A-
C). LDHa expression was elevated in all tissues from PHD1-/- mice, although this did not
reach statistical significance in skeletal muscle, suggesting increase in HIF-1o transcriptional

activity.

To investigate the role of PHD1 on whole-body metabolic homeostasis, PHD1-
deficient and WT control mice on regular chow diet were phenotyped at the age of 12
weeks-old. The body and liver weights were found to be lower in PHD1-/- mice compared to
WT mice whereas epididymal and subcutaneous adipose tissue weights were significantly
higher (Fig. 1A-B). The mean daily food intake was also lower in PHD1-/- than in WT mice
(Fig. 1C). PHD1 deficiency was associated with elevated fasting plasma triglycerides (Fig. 1D),
glucose (Fig. 1F) and insulin (Fig. 1G) levels, although circulating total cholesterol was not
affected (Fig. 1E). The calculated HOmeostasis Model Assessment of Insulin Resistance index
(HOMA-IR) was increased in PHD1-/- mice compared to WT mice (Fig. 1H), suggesting
systemic insulin resistance. To assess the effect of PHD1 deletion on whole-body glucose
homeostasis and insulin sensitivity, mice were subjected to intraperitoneal glucose and
insulin tolerance tests, respectively. In line with HOMA-IR, PHD1-/- mice have impaired
whole-body glucose tolerance (Fig. I-K) and systemic insulin sensitivity (Fig. L-M) when

compared to WT mice.
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Figure 1. PHD1 deficiency induces glucose intolerance and insulin resistance in chow-fed
mice. Body weight (A) and weights of liver, epididymal white adipose tissue (eWAT) and
subcutaneous white adipose tissue (scWAT) were measured at sacrifice in 12 weeks-old mice
on regular chow diet (B). Daily food intake (C) was monitored during 5 weeks. Plasma
triglycerides (D), total cholesterol (E), glucose (F) and insulin (G) levels were determined
after 6h of fast and HOMA-IR (H) was calculated. An intraperitonal glucose tolerance test
(ipGTT, 2 g/kg total body weight) was performed in 6h-fasted WT (open squares) and PHD1”
mice (closed squares). Blood glucose levels were measured at the indicated time-points (l),
and the AUC of the glucose excursion curve was calculated as a surrogate for whole-body
glucose tolerance (J). The plasma insulin level during ipGTT was measured at 15 minutes (K).
An intraperitoneal insulin tolerance test (0.5 U/kg total body weight) was performed in 4h-
fasted WT (open squares) and PHD1”" mice (closed squares). Blood glucose levels were
measured at the indicated time-points (L), and the AUC of the glucose excursion curve was
calculated as a surrogate for whole-body insulin sensitivity (M). Data are means + SEM (n=7-
13). * p<0.05 vs WT mice.
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PHD1 deficiency promotes body weight and fat mass gain, dyslipidemia and glucose

intolerance but does not worsen HFD-induced metabolic alterations.

To further investigate the effect of PHD1 deletion on metabolic homeostasis, WT and PHD1-
/- mice were next challenged with a synthetic low-(LFD, 10% kcal from fat) or high-fat diet
(HFD, 60% kcal from fat) for 12 weeks. PHD1-/- mice on LFD showed a higher body weight
gain and liver and fat mass than WT mice (Fig. 2A-C), although no significant difference was
observed in mean daily food intake (Fig. 2D). In line with what was observed on chow diet,
fasting plasma TG and insulin levels, and HOMA-IR were significantly higher in LFD-fed PHD1-
/- mice when compared to WT mice (Fig. 2E-1), suggesting impairment in whole-body
metabolic homeostasis. Indeed, glucose intolerance coupled to elevated plasma insulin level
was observed in LFD-fed PHD-/- mice subjected to an intraperitoneal glucose tolerance test
(Fig. 2J-L). Of note, similar effects on body weight gain, plasma parameters and whole-body

metabolic homeostasis were observed in between genotype after 6 weeks (Fig. S2).

As expected, WT mice on HFD exhibited increased body weight, liver and fat mass,
fasting plasma TG, TC, glucose and insulin levels (Fig. 2A-H). HOMA-IR and whole-body
glucose tolerance were also significantly impaired when compared with mice fed a LFD (Fig.
2I-L). Surprisingly, although most of the metabolic parameters were similarly affected, HFD-
fed PHD1-/- were found to have a slightly but significantly lower fasting plasma glucose level

(Fig. 2G) and better glucose tolerance (Fig. 2J-K) than WT mice on the same diet.
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Figure 2: PHD1 deficiency promotes weight gain and insulin resistance but does not
worsen high fat diet-induced metabolic alterations. WT and PHD1” mice were fed a low-fat
diet (LFD, 10 % fat, open squares) or high-fat diet (HFD, 45% fat, closed squares) for 12
weeks. Body weight was monitored throughout the experimental period (A). The delta (4)
change in body weight from the start of diet (B), weight of liver, epididymal and
subcutaneous white adipose tissue, and skeletal muscle (C) were measured after sacrifice at
week 12. The mean daily food intake (D) was assessed during 12 weeks. Plasma triglycerides
(E), total cholesterol (F), glucose (G) and insulin levels (H) were determined and HOMA-IR (l)
was calculated in 6-hour unfed mice at week 12. An intraperitoneal GTT (2 g/ kg of total
body weight) was performed in 6-hour unfed mice at week 11. Blood glucose levels were
measured at the indicated time-points (J), and the area under the curve (AUC) of the glucose
excursion curve was calculated as a measure for glucose tolerance (K). The plasma insulin
level during ipGTT was measured at 15 minutes (L). Data are means * SEM (n=4-7). * p<0.05
vs LFD-fed mice, # p<0.05 vs WT mice.
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PHD1 deficiency impairs hepatic insulin sensitivity.

In order to study the impact of PHD1 deletion on systemic insulin sensitivity, LFD- and HFD-
fed WT and knockout mice were subjected to an intraperitoneal insulin tolerance test. In
parallel experiments, metabolic tissues (liver, eWAT and skeletal muscle) were harvested 10
min after insulin administration for assessing tissue-specific insulin sensitivity by Western
blot. The hypoglycemic response to insulin was impaired in LFD-fed PHD1-/- mice compared
to WT mice (Fig. 3A-B), reflecting systemic insulin resistance. Remarkably, the insulin-
induced phosphorylation of Protein Kinase B (PKB) was significantly reduced in the liver (Fig.
3C-D) whereas no significant impairments were observed in eWAT and skeletal muscle (Fig.
3E-H), indicating that the alteration of systemic insulin sensitivity in LFD-fed PHD1-/- mice
was mostly due to hepatic insulin resistance. When subjected to HFD, both WT and PHD-/-
mice developed systemic and hepatic insulin resistance but no significant differences were

observed in between the two genotypes (Fig. 3A-H).

PHD1 deficiency promotes hepatic steatosis and liver inflammation.

Hepatic insulin resistance is often associated with nonalcoholic steatohepatitis (NASH),
which is characterized by inflammation and ectopic accumulation of TG in the liver.
Strikingly, when compared to WT mice, PDH-/- mice on LFD exhibited significantly higher TC
and TG hepatic contents (Fig. 4A-C) that are associated with increased gene and protein
expressions of the lipogenic enzymes ACC and FAS (Fig. 4D-G). Of note, a general trend for
higher expression of inflammatory gene markers, such as Ccr2, Ccl2 and Tnfa, was also
observed in LFD-fed PHD1-/- mice, although this not always reach statistical significance (Fig.
4H). As expected, HFD increased liver TC and TG levels in WT mice which is associated with
the classical compensatory downregulation of proteins involved in hepatic de novo
lipogenesis (Fig. 4A-G). However, neither the hepatic lipid composition nor the expression of
lipogenic proteins were significantly different between WT and PHD1-/- mice on HFD,

indicating that HFD-induced hepatic steatosis was not aggravated by PHD1 deficiency.
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Figure 3. PHD1 deficiency induces systemic and liver-specific insulin resistance. An
intraperitoneal ITT (0.5 U/kg total body weight) was performed in 4-hour unfed WT and
PHD-/- mice on either low-fat diet (LFD, open squares) or high-fat diet (HFD, closed squares)
mice at week 11. Blood glucose levels were measured at the indicated time-points (A) and
the AUC of the glucose excursion curve was calculated as a measure for insulin resistance
(B). In separate experiments, the mice were sacrificed 15min after insulin injection and the
tissue-specific insulin signaling pathway was studied in liver, eWAT and skeletal muscle by
Western blot. Representative blots are shown in (C, E and G). Densitometric quantification
was performed and results were expressed a fold change relative to WT-LFD mice (D, F and
H) . Data are means = SEM (n=4-7). * p<0.05 vs LFD mice, # p<0.05 vs WT mice.
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Figure 4. PHD1 deficiency promotes hepatic steatosis. Livers from WT and PHD-/- mice on
either low-fat diet (LFD, open squares) or high-fat diet (HFD, closed squares) were sampled
(A) after 12 weeks. Hepatic cholesterol (B) and triglycerides (TG, C) contents were
determined. The mRNA expression of key genes involved in the regulation of hepatic TG
synthesis (Srebplc: SREBP1c; Acaca: ACC1; Fasn: FAS; Scdl: SCD1), cholesterol synthesis
(Srbp2: SREBP2 ; Hmgcoar: HMGCoA Reductase; Hmgcoas: HMGCoA Synthase) and fatty acid
oxidation (Ppara: PPARa; Pdk4: PDK4 ;Cptla: CPT1a; Acox1: Acyl-Coenzyme A Oxidase) was
measured by RT-qPCR. The results are expressed relative to the housekeeping gene RPLPO as
fold change versus WT-LFD mice. Liver ACC and FAS protein expression were studied by
Western blot. Representative blots are shown in (E). Total protein expression was quantified
by densitometric analysis and expressed a fold change relative to WT-LFD mice (F, G). HSP90
expression was used as internal housekeeping protein. The mRNA expression of key genes
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involved in inflammation (Emrl: F4/80, Cd68: CD68, Vsig4: VSIG4, Clecdf: CLEC4F; Itgax:
CD11c; Ly6c: ; Ccr2: CCR2; Ccl2: MCP-1; Tnfa: TNFo, 1l6: IL6) was measured by RT-qPCR. The
results are expressed relative to the housekeeping gene RPLPO as fold change versus WT-LFD
mice. Data are means + SEM (n=4-7). * p<0.05 vs LFD mice, # p<0.05 vs WT mice.

Overall, our results indicates that whole-body PHD1 deficiency in mice promotes hepatic
steatosis and liver-specific insulin resistance but did not worsen the deleterious effects of

HFD on metabolic homeostasis

Discussion

In the present study, we report that whole-body PHD1 deletion in mice impaired systemic
glucose homeostasis and insulin sensitivity in mice on normal chow or low-fat diet, this
detrimental metabolic effects being associated with increased hepatic steatosis and

inflammation, and liver-specific insulin resistance.

PHD is a dioxygenase that requires oxygen and 2-oxoglutarate as co-substrates and
iron and ascorbic acid as cofactors for hydroxylation of proline residues. Three isoforms of
PHD (PHD1, PHD2, and PHD3) are evolutionary conserved and ubiquitously expressed in
most tissues (1). In normoxic conditions, PHDs act as oxygen-sensing enzymes and promote
hydroxylation of the alpha subunit of HIF, leading to its subsequent proteasomal
degradation (1). Deletion of PHDs is therefore expected to increase cellular HIF-1a content
by promoting protein stabilization, although the respective role of each PHDs in the control

of tissue-specific levels of HIF-o isoforms remain to be clarified (13).

The main metabolic tissue apparently involved in the alteration of systemic insulin resistance
and glucose intolerance in PHD-/- knockout mice on LFD appears to be the liver, where a
very significant decrease in tissue-specific insulin signaling was evidenced. At the
mechanistic level, an increase in both lipogenic enzymes and hepatic lipid content, and in
inflammatory markers were found in LFD-fed PHD1-/- mice. Interestingly, both hypoxia and

deletion of PHD-1 were shown to activate the pro-inflammatory IKKB/NFk(3 canonical

149



pathway in an in vitro model of cancer cells (13), suggesting that a similar alteration might
occur in metabolic tissues and underlie increased local inflammation and insulin resistance.
Of note, the increase in hepatic steatosis in PHD1-/- mice probably result from increased
hepatic de novo lipogenesis due to upregulation of gene and protein involved in TG
synthesis, like ACC and FAS. However, additional defects in key pathways controlling
nutrients metabolism in peripheral tissues might also occur in other metabolic organs, such
as WAT, and promote ectopic fat accumulation in the liver. In line with this, PHD1 deletion
led to both a decrease in ACC and FAS protein expression and a reduction in AMPK activity in
WAT (Fig. S4) that might result in impaired tissue-specific fat storage and oxidation,

respectively.

At systemic level, the altered metabolic phenotype of our PHD1-/- mice resembles
the one observed in a mouse model of adipose-tissue specific HIF-1 activation. Indeed,
overexpression of a constitutively active form of HIF-1a in WAT led to an increase in body
weight gain, fat mass and impairment of whole-body glucose tolerance in mice on normal
chow diet (14). Furthermore, in contrast with our study, the metabolic phenotype of these
mice was also clearly worsened when challenged with HFD, an effect associated with higher
inflammation, fibrosis and insulin resistance in WAT (14). However, contrasting findings
were recently reported showing that both systemic and adipose-tissue specific deletion of
PHD2 can protect mice against HFD-induced metabolic disorders (13). On the other hand,
liver-specific deletion of PHD3 alone or concomitantly with PHD1 or 2, was also shown to
improve glucose tolerance and insulin sensitivity (14). Adipocyte-specific PHD2-/- mice on
HFD are indeed characterized by a decrease in fat mass and adipocyte size when compared
to WT mice, as well as a reduction in monocytes/macrophages infiltration, expression of pro-
inflammatory cytokines and lipogenesis in WAT (13; 15). Moreover, an increase in glucose
oxidation in WAT due to upregulation of glycolytic genes in adipocytes might also contribute
to the improvement in whole-body glucose homeostasis (13; 15). A reduction in both HFD-
induced hepatic gluconeogenesis and liver steatosis was also suggested to be involved in the
favorable metabolic profile of these various models of PHD deficiency (13-15). Finally, it can
also be speculated that part of the detrimental effect on metabolic homeostasis of whole-

body PHD1 deletion might be secondary to a central effect, ie. alteration of the
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hypothalamic regulation of peripheral insulin sensitivity and nutrient metabolism. Some
isoforms of HIF-a. are indeed expressed in various hypothalamic regions (16) and deletion of
PHD1 might therefore affect HIF-a protein contents and transcriptional activities in key brain

area involved in metabolic homeostasis.

Altogether, the reason(s) for the discrepancies in the metabolic phenotype between
the various PHD mouse models are not clear but may be due to differences and/or
redundancies in the tissue-specific control of the various HIF-a isoforms by each PHD. Of
note, most of the studies showing an improvement in metabolic homeostasis have been
performed in HFD-fed PHD knockout mice, a condition where we also observed a trend for a
better glucose tolerance in our whole-body PHD1-/- mice. However, by contrast to our
study, relatively few information are available on the metabolic phenotype of these animals
on LFD and/or normal chow diet and would have been useful to eventually unravel subtle
metabolic consequences of PHD deficiencies. Finally, it is important to underline that in our
model of constitutive whole-body knockout mice, we observed significant and tissue-specific
compensatory expression of the other PHD isoforms when PHD1 was deleted. Therefore, we
cannot exclude that some of the detrimental effects on the metabolic homeostasis found in
our model are actually secondary to a shift in the composition (and functions) of PHD
isoforms in the various metabolic tissues. Further studies using tissue-specific and inducible
deletion of PHD1 are therefore clearly required for investigating the respective contribution
of the organs involved in the regulation of metabolic homeostasis, notably the brain, in the

impairment of whole-body insulin sensitivity and glucose homeostasis.
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Supplementary Figure 1. Effects of whole-body PHD1 deficiency on tissue-specific
expression of PHDs isoforms. The mRNA expression of the various HIF-PHDs isoforms
(Egin2: PHD1; Egin1: PHD2; Egin3: PHD3; Ldha: LDHa) was measured by RT-qPCR in liver (A),
epididymal white adipose tissue (B) and skeletal muscle (C) of WT and PHD1” mice on chow
diet. The results are expressed relative to the housekeeping gene RPLPO as fold change vs
WT mice. Data are means + SEM (n=7-13). * p<0.05 vs WT mice.
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Supplementary Figure 2. PHD1 deficiency promotes weight gain and insulin resistance but does not worsen high fat diet-induced
metabolic alterations. WT and PHD1-/- mice were fed a low-fat diet (LFD, 10 % fat, open squares) or high-fat diet (HFD, 45% fat, closed
squares) for 6 weeks. Body weight was monitored throughout the experimental period (A). The delta (A) change in body weight from the
start of diet (B). Plasma triglycerides (C), total cholesterol (D), glucose (E) and insulin levels (F) were determined and HOMA-IR (G) was
calculated in 6-hour unfed mice at week 6. An intraperitoneal GTT (2 g/ kg of total body weight) was performed in 6-hour unfed mice at
week 5. Blood glucose levels were measured at the indicated time-points (H), and the area under the curve (AUC) of the glucose excursion
curve was calculated as a measure for glucose tolerance (l). The plasma insulin level during ipGTT was measured at 15 minutes (J). An
intraperitoneal ITT (0.5 U/kg total body weight) was performed in 4-hour unfed mice at week 6. Blood glucose levels were measured at the
indicated time-points (K) and the AUC of the glucose excursion curve was calculated as a measure for insulin resistance (L). Data are means
+ SEM (n=4-7). * p<0.05 vs LFD-fed mice, # p<0.05 vs WT mice.
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Supplementary Figure 3. Effects of PHD1 deficiency on AMPK signaling pathway in skeletal
muscle from low- and high-fat diet-fed mice. The protein expression of AMPKo and ACC,
and the phosphorylation states of Thr172-AMPKa and Ser79-ACC were assessed by Western
Blot 15min after insulin injection in skeletal muscle from WT and PHD1-/- mice on low- (LFD,
open squares) or high-fat diet (HFD, black square), as described in Figure 3. Representative
blots are shown in (A) and densitometric quantifications in (B-C). The phospho-to-total ratios

were calculated and expressed a fold change relative to WT-LFD mice. Data are means + SEM
(n=4-7). * p<0.05 vs LFD mice, # p<0.05 vs WT mice.
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Supplementary Figure 4. Effects of PHD1 deficiency on AMPK signaling and expression of lipogenic proteins and
metabolic/inflammatory genes in white adipose tissue from low- and high-fat diet-fed mice. The protein expression of AMPKE, ACC
and FAS, and the phosphorylation state of Thr172-AMPKE were assessed by Western Blot 15min after insulin injection in epididymal
white adipose tissue (eWAT) from WT and PHD1-/- mice on low- (LFD, open squares) or high-fat diet (HFD, black square), as described
in Figure 3. Representative blots are shown in (A) and densitometric quantifications expressed a fold change relative to WT-LFD mice
in (B). HSP90 expression was used as internal housekeeping protein. The mRNA expression of key genes involved in glucose/FA
uptake (Insr: Insulin receptor B, Slc2a4: GLUT4; Cd36: CD36), triglycerides synthesis (Fasn: FAS; Acaca: ACC1), fatty acid oxidation
(Lipe: HSL; Cptla: CPT1R; Ucpl: UCP1) and adipokines (Adipog: Adiponectin; Lep: Leptin) were measured by RT-gPCR (C). The mRNA
expression of key genes involved in eWAT inflammation (D) was measured by RT-qPCR (Emr1: F4/80, Cd68:CD68,;Arg1: ARG1; Itgax:
CD11c; Ccl2: MCP-1; ll1b: IL1R; Tnfa: TNFE). The results are expressed relative to the housekeeping gene RPLPO as fold change versus
WT-LFD mice. Data are means + SEM (n=4-7). * p<0.05 vs LFD mice, # p<0.05 vs WT mice.



Supplementary Table 1: Primary antibodies for Western blots

Primary antibody Residue Supplier Reference Dilution
ACC - Cell Signaling #3662 1:2000
ACC Ser79 Cell Signaling #3661 1:2000
AMPKa - Cell Signaling #2532 1:1000
AMPKa Thrl72 Cell Signaling #2535 1:1000
FAS Cell signaling #3180 1:1000
PKB 1+2 Upstate 07-416 + 07-372 1:2000
PKB Serd73 Cell signaling #9271 1:1000
HSP90 Santa Cruz sc-7947 1:1000

Supplementary Table 2: Primer sequences for qRT-PCR

Accession . .
Gene Forward primer Reverse primer

number
Acaca NM_133360.2 CAGCTGGTGCAGAGGTACCG TCTACTCGCAGGTACTGCCG
Acox1 NM_015729 GGGACCCACAAGCCTCTGCCA GTGCCGTCAGGCTTCACCTGG
Adipoq NM_009605 GGAATGACAGGAGCTGAAGG CGAATGGGTACATTGGGAAC
Argl NM_007482.3 GACCACGGGGACCTGGCCTT ACTGCCAGACTGTGGTCTCCACC
Ccl2 NM_011333.3 TCAGCCAGATGCAGTTAACGCCC GCTTCTTTGGGACACCTGCTGCT
Cd36 NM_001159558 GCAAAGAACAGCAGCAAAATC CAGTGAAGGCTCAAAGATGG
Cd68 NM_009853.1 CCTCCACCCTCGCCTAGTC TTGGGTATAGGATTCGGATTTGA
Cptla NM_013495 AGGAGACAAGAACCCCAACA AAGGAATGCAGGTCCACATC
Emri NM_010130.4 CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG
Fasn NM_007988 CACAGGCATCAATGTCAACC TTTGGGAAGTCCTCAGCAAC
Hmgcr NM_008255 CTTGTGGAATGCCTTGTGATTG AGCCGAAGCAGCACATGAT
Hmgcs2  NM_008256.4 CATCGCAGGAAGTATGCCCG GCTGTTTGGGTAGCAGCTCG
Insr NM_010568.2 GCCAAAATTATCATTGGACCCC CATCCGGCTGCCTCTTTCT
Itgax NM_021334.2 GCCACCAACCCTTCCTGGCTG TTGGACACTCCTGCTGTGCAGTTG
Lipe NM_010719 AGCCTCATGGACCCTCTTCT GCCTAGTGCCTTCTGGTCTG
Lep NM_008493 CCCTGTGTCGGTTCCTGTGGC GCGGATACCGACTGCGTGTGT
Pdk4 NM_013743 GATTGACATCCTGCCTGACC CAGGGCTTTCTGGTCTTCTG
Ppara NM_011144 CAACCCGCCTTTTGTCATAC CCTCTGCCTCTTTGTCTTCG
Slc2a4 NM_009204 CTCAATGGTTGGGAAGGAAA GAGGAACCGTCCAAGAATGA
Srebf1 NM_011480 GGCCGAGATGTGCGAACT TTGTTGATGAGCTGGAGCATGT
Srebf1 NM_011480 CTGGCTGAGGCGGGATGA TACGGGCCACAAGAAGTAGA
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L’objectif général de ce projet était d’explorer les mécanismes moléculaires de la réponse a
I’hypoxie intermittente (HI) sur ’homéostasie du glucose. Ce sujet est d’un intérét majeur
compte tenu des implications cliniques et épidémiologiques. Par ailleurs, I'impact de I'HI sur
I’'homéostasie du glucose et la prise en charge appropriée, ne sont pas définitivement établis
en recherche clinique ce qui renforce I'attente de données expérimentales originales. Dans
le chapitre 1, nous confirmons que I’HI induit une résistance a l'insuline chez la souris et
montrons pour la premiére fois dans le domaine des apnées du sommeil que cette
diminution de sensibilité a I'insuline était secondaire a un défaut de signalisation a I'insuline
dans les trois principaux tissus métaboliques impliqués dans I’homéostasie du glucose (foie,
tissu adipeux et muscle squelettique). Dans ce modele original d’exposition a I'HI, les
animaux hypoxiques présentaient une meilleure tolérance au glucose induite par I'activation
de ’AMPK dans le muscle squelettique. Dans le chapitre 2, I’étude transcriptomique du foie
et du tissu adipeux de souris non obeses exposées a I'HI pendant 14 jours a montré une
réponse organe-spécifique. Nous avons observé une activation des genes impliqués dans la
lipogenese, la fibrose et I'inflammation au niveau hépatique, ainsi qu’une activation des
génes de l'inflammation et de la fibrose au niveau du tissu adipeux, conduisant a une
augmentation de la masse grasse et de la taille des adipocytes. La chapitre 3 évaluant
I'impact de I'HI sur le remodelage vasculaire a montré que des souris ApoE-/- exposées a 6
semaines d’Hl avaient un remodelage morphologique, fonctionnel et inflammatoire du tissu
adipeux viscéral et que ce remodelage contribuait a la dyslipidémie et I’athérosclérose
induite par I'Hl. Dans le chapitre 4, nous avons montré que la délétion au niveau de
I'organisme entier de la PHD1, une des enzymes inhibitrices de HIF-1a, induisait une
altération de ’lhoméostasie du glucose et de la sensibilité a I'insuline chez la souris non
exposée a I'Hl, principalement due a une stéatose et une inflammation hépatique associées

a une altération de la signalisation insulinique spécifiquement au niveau du foie.

HYPOXIE INTERMIETTENTE, POIDS ET PRISE ALIMENTAIRE

Nous confirmons (1-10), une diminution de poids chez les animaux exposés a I’hypoxie.

Comme déja mis en évidence par d’autres équipes, la prise alimentaire était réduite chez les
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animaux exposés a I’'HI contribuant a la perte de poids observée (6; 11; 12). Notre travail
apporte une contribution supplémentaire en montrant que la diminution de prise
alimentaire est spécifique a la période d’exposition (8h par jour, de 6h a 14h), alors que la
prise alimentaire est la méme entre les deux groupes en dehors de la période d’exposition
(14h-6h). Parmi les mécanismes impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, la
leptine a été considérée avec intérét dans les modeéles d’HI. En effet, des études ont mis en
évidence une augmentation de leptine chez les animaux hypoxiques lors d’une exposition
chronique (313) ou aigue (235). Cette augmentation chez les animaux hypoxiques concorde
avec 'augmentation des taux de leptine plasmatique observée chez le patient apnéique (30)
essentiellement présente quand I'obésité est associée au SAS. La leptine a par ailleurs un
effet sur le contr6le ventilatoire, I'activité sympathique et participe aux conséquences
cardiovasculaires de I'HI (14). En Hl, le niveau de leptine est augmentée et est associée a une
augmentation de [I'activation des neurones anorexigenes méme en ['absence
d’augmentation de la masse grasse (235; 260), suggérant un effet plus direct du stimulus
hypoxique sur sa régulation. Le facteur de transcription HIF-1, activé pendant I'HI régule la
transcription de génes cibles dont celui de la leptine (16). Néanmoins, I'arrét brutal de la
prise alimentaire pendant I'exposition, laisse envisager une régulation a cinétique rapide de
la prise alimentaire reposant sur d’autres mécanismes. Par exemple, il a été montré qu’une
activation de HIF-2a directement au niveau de I’hypothalamus pouvait contréler la
transcription du geéne anorexigéne Pomc et ainsi diminuer la prise alimentaire (17). Les
résultats obtenus en HI et I'hypothese d’un réle de HIF-1 sur ces parameétres, concordent
avec les résultats obtenus chez des animaux déficients pour la PHD1, qui présentent lors
d’un régime standard, une diminution de prise alimentaire, ainsi qu’un poids plus faible. Par
ailleurs, nous avons soumis des animaux normoxiques a une alimentation contrélée de facon
a reproduire exactement le format de prise alimentaire des animaux en HI. Fait intéressant,
ces animaux « pair-fed » présentent quand méme une diminution de leur poids (résultats
non montrés), suggérant d’autres effets que la seule diminution de prise alimentaire sur le
poids. L'exposition a I'hypoxie ou a l'altitude entraine une augmentation de la dépense
énergétique de repos ou d’activité (314), suggérant que la dépense énergétique pourrait

étre augmentée chez les animaux exposés a I'HI et participer aux effets sur le poids. On sait

162



gu’une diminution de poids induite par I’"hypoxie est associée a une diminution de la masse
de certains tissus, en particulier la masse adipeuse et la masse musculaire (314), méme s'il
existe encore des controverses quant aux tissus préférentiellement atteints (315). Dans nos
conditions, les effets de I'HI sur la masse musculaire n’ont été étudiés que dans le chapitre 1,
et nous n’avons pas observé de modifications de celle-ci. Concernant le tissu adipeux, les
données sont plus controversées puisque dans le chapitre 1, aucune modification de masse
grasse n’a été observée ; dans le chapitre 2, I’HI a induit une augmentation de la masse du
tissu adipeux et de la taille des adipocytes; et enfin, dans le chapitre 3, les animaux
hypoxiques présentaient une diminution de masse adipeuse associée a une diminution de la
taille des adipocytes. Ces différences peuvent s’expliquer par des durées d’expositions
différentes, le caractere obése ou non obese des souris exposées et les lignées utilisées.
Ainsi, nous avons utilisé des souris de fond génétique C57BL6 dans le chapitre 1, des Swiss
129 dans le chapitre 2 et enfin des souris déficientes pour I’ApoE (fond C57BL6) pour le
chapitre3. La durée d’exposition a I'HI était également différente, allant de deux (chap. 1 &
2) a six semaines (chap. 3). Il est probable que I'impact de I'HI soit différent selon le contexte
(tissu adipeux déja modifié par I'obésité ou remodelage de novo lié a I'HI) et que les

mécanismes adaptatifs varient en fonction d’une exposition aiglie ou chronique a I'HI.

La perte de poids et la diminution de prise alimentaire sont reconnues pour avoir des effets
bénéfiques sur I’homéostasie du glucose (316) ; (317). Cependant dans nos conditions, les
effets du poids et de la prise alimentaire ont été évalués et ne participent pas aux altérations

mises en évidence sur la régulation de I’'homéostasie du glucose.

HYPOXIE INTERMITTENTE ET RESISTANCE A L'INSULINE

En utilisant les critéres validés dans la littérature (2; 22; 23; 24-28) nous avons montré une
résistance a 'insuline apres une exposition de deux (chapitre 1) ou six (chapitre 3) semaines
a I'Hl. L'analyse de la sensibilité a l'insuline au niveau tissulaire par évaluation de la

signalisation de l'insuline, nous a permis de démontrer que I'HI induisait une atteinte de
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cette sensibilité dans les trois organes métaboliques étudiés a savoir le foie, le tissu adipeux
et le muscle squelettique. Des études précédentes avaient déja observé des diminutions de
la phosphorylation de PKB dans un des trois organes lors d’'une exposition a I'HI (233; 238;
30; 10), mais nous mettons en évidence pour la premiere fois cette altération de fagon
concomitante dans les trois tissus cibles de I'insuline. Les mécanismes classiquement décrits
pour induire une résistance tissulaires a l'insuline, tels que lI'inflammation ou la stéatose
hépatique, n‘ont pas été retrouvés dans le contexte du chapitre 1 (318; 301). Cependant
dans les chapitres 2 et 3, nous avons observé une inflammation du tissu adipeux caractérisée
par une augmentation de I'expression de genes pro-inflammatoires, de I'accumulation de
macrophages ou de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux aprés
une exposition a I’HI. L'inflammation tissulaire, en particulier au niveau du foie et du tissu
adipeux est bien associée aux altérations métaboliques induites par I'HI. Ainsi des études ont
observé une augmentation hépatique de NFkB chez des souris ou des rats exposés
respectivement 12 semaines ou 14 jours a I’HI (33; 34), ainsi qu’une élévation des taux de
TNFa et de MIP-2 au niveau du foie (243). Concernant le tissu adipeux, une étude a mis en
évidence une polarisation des macrophages de type M1 (pro-inflammatoire) dans le tissu
adipeux de souris exposées a I'HI pendant 8 semaines (238). Des travaux de notre
laboratoire ont récemment confirmé ces résultats, en mettant en évidence une
augmentation du rapport M1/M2 dans le tissu adipeux de souris minces et obéses
hypoxiques, ainsi qu’une corrélation entre cette polarisation des macrophages et la
diminution de réponse a l'insuline (319). Enfin Poulain et al., ont montré que la délétion du
récepteur TLR4, supprimait l'inflammation du tissu adipeux viscéral et la résistance a

I'insuline induites par I'HI (294).

Des études ont mis en évidence une augmentation de contenu lipidique dans le foie
d’animaux exposés a I'Hl (33; 37; 243), en accord avec le développement de stéatose
hépatique chez le patient apnéique obése et non obése (310). On sait a I’heure actuelle que
I’'accumulation de lipides dans le foie contribuent a I'altération de sa sensibilité a I'insuline
(301). Dans nos conditions, nous avons observé une augmentation de I'expression des génes

lipogéniques au niveau hépatique dans les chapitres 1 et 2. Cependant, ces expressions
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géniques n‘ont pas été associées a des modifications de contenus lipidiques évalués par
dosages (étude 1) ou par analyses immunohistologiques (étude 2) chez des animaux non

obeéses et exposés deux semaines a I'Hl.

Le stress oxydant peut lui aussi étre associé aux modifications de I’'homéostasie du glucose
mais n’a pas été étudié dans notre projet. Néanmoins il apparait clairement, que I'HI induit
une élévation du stress oxydant avec par exemple une augmentation de p47phox dans le
foie de souris apres 4 semaines d’HI (39) ou une augmentation de la peroxydation lipidique
hépatique chez des animaux exposés de facon aigue ou chronique a I'HI (33; 37; 7; 248; 34).
Par ailleurs, des études récentes ont montré qu’un traitement avec un antioxydant, le

Resvératrol, supprimait la résistance a l'insuline induite par I'HI (1; 30).

Une piste particulierement intéressante concerne le stress du réticulum endoplasmique (RE)
qui est connu pour participer a la résistance a l'insuline en particulier au niveau du foie et du
tissu adipeux (40; 41). Cette thématique est en cours de développement dans le laboratoire
et des résultats préliminaires suggéerent une augmentation du stress du RE dans le foie et le
tissu adipeux de souris exposées 14 jours a I'HI. Ainsi, on observe une augmentation de
I’expression des génes codants pour GRP78 et CHOP dans le foie et le tissu adipeux (Figure
1), ainsi qu’une augmentation de la quantité de protéine GRP78 et de la phosphorylation de
PERK dans le foie. L'analyse plus détaillée de ces voies de signalisation permettront de
confirmer I'implication du stress du RE dans les altérations métaboliques induites par I'HI.
Cette hypothése est notamment supportée par I'activation du stress du RE dans le myocarde
de souris exposées 14 jours a I’HI induisant I'augmentation de la susceptibilité a I'ischémie-

reperfusion (320).
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Figure 19: Stress du RE dans le tissu adipeux et le foie.
L'expression des génes ou des protéines impliqués dans le stress du RE ont été mesuré dans le tissu adipeux
(A) ou le foie (B, C, D) de souris N (blanc) ou HI (noir) par RT-qPCR ou WB. Les résultats sont calculés en fonction
d’un géne (RPLPO) ou d’une protéine (tubuline) de référence et exprimés relativement par rapport au groupe
N. Les valeurs sont moyennées + écart standard a la moyenne (n=4-6/groupe). * p<0.05 vs N.

Alors que le muscle est résistant a I'insuline, comme démontré dans notre premiére étude,
nous n’avons mis en évidence ni d’inflammation, ni de stress du RE dans ce tissu (résultats
non montrés). D’autres voies, qui n‘ont pas été étudiées dans ce projet, peuvent étre
impliquées dans la résistance a l'insuline musculaire induite par I'HI comme un défaut
d’oxydation phosphorylante mitochondriale ou une accumulation musculaire de lipides

(321).
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HIF-1, peut étre activé par I’hypoxie seule ou par I'intermédiaire d’un stress oxydant, d’'une
inflammation ou d’une activation du systéme nerveux autonome qui sont les trois
mécanismes majeurs impliqués dans les conséquences délétéres de I'HI tant sur le plan
cardiovasculaire que métabolique (261). Dans notre premiére étude, nous avons mis en
évidence une augmentation de la stabilisation de la sous-unité HIF-1la ainsi qu’une
augmentation de la transcription des genes cibles de HIF-1 dans le foie et le tissu adipeux. La
seconde étude a montré une augmentation de la transcription de HIF-1a dans le foie et le
tissu adipeux, en association avec une augmentation de |’expression des génes de
I'inflammation. Ceci est en accord avec les études ayant mis en évidence une élévation de la
guantité de HIF-1a dans le foie (322) ou le tissu adipeux (244). HIF-1 est connu pour étre
impliqué dans les dysfonctions métaboliques induites par I’'hypoxie qui se créer dans le tissu
adipeux d’animaux obeses (205). Par ailleurs, I'inhibition pharmacologique ou génétique
(48 ;49;50;51;52) de HIF-1a diminue les altérations métaboliques induites par un régime
riche en graisses en atténuant la fibrose et lI'inflammation du tissu adipeux (48) ou la
stéatose hépatique (49). Ces résultats suggérent que l'augmentation de HIF-1 dans le
modeéle d’HI peut contribuer aux atteintes métaboliques que I’'on a observées. La modulation
de HIF-1 par les animaux déficients pour la PHD1 permet de confirmer cette hypotheése. En
effet, les animaux PHD1-/- présentent une résistance a I'insuline systémique induite par une
diminution drastique de la sensibilité a I'insuline du foie associée a une accumulation et une
inflammation de ce tissu, qui n’est pas amplifiée par un régime riche en graisses. Cependant,
dans la littérature, il apparait plutot que la délétion d’une PHD soit bénéfique pour le
métabolisme du glucose. La délétion de la PHD2 dans le tissu adipeux protege les souris des
désordres métaboliques induits par un régime riche en graisses (53) et la délétion spécifique
de la PHD3 seule ou concomitante avec la délétion de la PHD1 ou 2, améliore aussi la
sensibilité a linsuline et la tolérance au glucose (323). Ces effets bénéfiques passent
notamment par la diminution de masse grasse, de la taille des adipocytes et de
I'inflammation du tissu adipeux lors de la délétion de la PHD2 dans le tissu adipeux (53). Ces
discordances peuvent étre induites par la suppression spécifique d’'une PHD dans les
différentes études. Dans notre cas, nous montrons les effets d’'une délétion globale qui peut

ne pas induire les mémes effets qu’une délétion spécifique dans un seul tissu. Par ailleurs, la
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délétion de la PHD1, n’altére pas la sensibilité a I'insuline du tissu adipeux et du muscle
squelettique. Le fait au contraire que I'HI altére la sensibilité a I'insuline aux niveaux des trois
tissus suggere qu’en dehors d’une activation de HIF-1, d’autres mécanismes, dont ceux
exposés précédemment, interviennent dans la résistance a 'insuline du tissu adipeux et du

muscle squelettique induite par I'HI.

HYPOXIE INTERMITTENTE ET TOLERANCE AU GLUCOSE

Un autre résultat majeur, est I'amélioration de la tolérance au glucose induite par I’'HI malgré
une résistance a l'insuline systémique et tissulaire. Une amélioration de tolérance au glucose
en HI avait déja été observée chez des souris minces ou obéses exposées 5 jours a I'HI (236).
Cependant dans cette étude, I'index de résistance a l'insuline (HOMA) était diminué en
faveur d’une amélioration de sensibilité a I'insuline. D’autres études ont aussi observé une
meilleure tolérance au glucose chez des rats exposés de fagon aigue a I'HI, mais une fois
encore, associée a une meilleure sensibilité a I'insuline évaluée par un test de tolérance a
I'insuline (233). L'HI est connue en dehors du SAOS, pour induire des effets plut6t
bénéfiques lors de courtes expositions induisant chez la souris obése, une diminution de
poids et une amélioration des paramétres métaboliques plasmatiques (314). Cela a conduit a
proposer |'exposition a I’hypoxie intermittente comme un traitement dans certaines
maladies chroniques et a évoquer dans les mécanismes de réponse a I’hypoxie intermittente
un versant délétere (trés étudié) et un versant protecteur pré-conditionnant (en début
d’évaluation) (324). Une seule étude de la littérature, et en dehors du contexte de I'HI, a
montré une dissociation de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline. En effet,
les auteurs ont observé une résistance a lI'insuline associée a une amélioration de tolérance
au glucose chez des rats femelles gestantes. Cette résistance a l'insuline serait nécessaire
pour lutter contre les hypoglycémies induites par la gestation (325). Cette étude n’a pas
recherché les mécanismes moléculaires pouvant étre a I'origine de ces modifications. Nos
hypothéses sur cette amélioration de tolérance au glucose ont concerné la voie AMPK.
L’APMK est connue pour activer des voies métaboliques impliquées dans la régulation du

métabolisme glucidique (126), dont I'augmentation de I'entrée de glucose dans le muscle
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squelettique (58; 59; 60; 128). Nous avons mis en évidence une activation de I’AMPK dans le
muscle squelettique des animaux exposés a I'HI qui pourrait induire une augmentation de
I’entrée de glucose dans le muscle chez les animaux hypoxiques et de facon indépendante
de la signalisation insuline. L’hypoxie est connue pour activer 'AMPK (256). Les études sur
I'impact de I'HI sur 'AMPK sont peu nombreuses mais montrent une augmentation de
I’activation de I’AMPK dans les muscles génioglosse ou cardiaque de rats exposés a I'HI (63 ;
64). La diminution du ratio ATP/AMP ou ATP/ADP active ’AMPK, mais aucune étude n’a mis
en évidence de modification de ce ratio en HI. Par ailleurs, des radicaux libres oxygénés
(RLO) produits lors de conditions hypoxiques, peuvent eux aussi intervenir dans |’activation
de 'AMPK de facon indépendante d’une diminution du ratio ATP/AMP, par I’activation des
kinases activatrices de I'’AMPK. En particulier, les RLO peuvent étre responsable d’une
altération de I'homéostasie calcique entrainant une augmentation Ca®' intracellulaire

activant '’AMPK par I'intermédiaire de la CaMKK (326).
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Figure 20: Expression des sous-unités de 'AMPK.
L’expression des sous-unités de '’AMPK dans le muscle squelettique de souris N (blanc) ou HI (noir) ont été
étudié par WB. Les résultats sont calculés en fonction d’une protéine de référence HSP90 et exprimés
relativement par rapport au groupe N. Les valeurs sont moyennées + écart standard a la moyenne
(n=6/groupe). * p<0.05vs N.

L’AMPK est composée de plusieurs sous-unités qui possedent chacune plusieurs isoformes et
donc peuvent former des complexe trimériques différents qui vont modifier leur sensibilité,
leur interaction avec des protéines cibles de 'AMPK ainsi que leur localisation cellulaire
(327). Dans notre modeéle nous avons mis en évidence une diminution de I'expression de la
sous-unité y1 et une tendance a I'augmentation de I'expression de la sous-unité 2 dans le
muscle des souris exposées a I'HI pendant 14 jours (Figure 2). Les effets de ces changements

d’expression restent cependant a déterminer.
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L'autre hypothese est I'activation de HIF-1 induite par I’HI. HIF-1 est connu pour activer des
génes impliqués dans la glycolyse (328), ce qui suggere une activation du flux de glucose vers
le foie qui pourrait contribuer a I'amélioration de la tolérance au glucose. En effet, une étude
a mis en évidence une diminution de la tolérance au glucose chez des animaux déficient
pour HIF-1a dans le foie induit par une diminution de I'entrée et de I'utilisation du glucose

(221).

Ldha Gck Pkir Sic2a1 Sic2a2 Gapdh Eno1

#

Gene expression
(relative to control)

Figure 21: Expression des génes de la glycolyse.
Les foies de souris WT et PHD1-/- exposées a un régime pauvre en graisse, LFD (blanc) ou riche en graisse, HFD
(noir) ont été prélevés et analysés. L'expression de 'ARNm des geénes impliqués dans la glycolyse ont été
mesurés par RT-qPCR (Ldha: LDHa; Gck: GK; Pklr: L-PK; Slc2al: GLUT1; Slc2a2: GLUT2; Gapdh : GAPDH;
Enol : ENO1). Les résultats sont calculés en fonction d’un gene de référence RPLPO et exprimé relativement par
rapport au groupe WT-LFD. Les valeurs sont moyennées + écart standard a la moyenne (n=4-5/groupe). *
p<0.05 vs WT-LFD.

L'amélioration de la tolérance au glucose chez les animaux KO pour la PHD1 par rapport aux
WT sous régime HFD peut confirmer le réle de HIF-1 dans I'amélioration de la tolérance au
glucose. La Figure 3 montre d’ailleurs une augmentation de I'expression de certains genes
codant pour des protéines impliquées dans la glycolyse telles que la pyruvate kinase ou
I'enolase 1, dans le foie des souris PHD1-/- quel que soit le régime. Par ailleurs, fait
intéressant, I'analyse de la voie AMPK montre une tendance a I’activation de cette voie dans
le muscle squelettique des souris déficientes en PHD1 par rapport aux WT sous régime HFD,
qui peut questionner quant au lien entre |'activation de HIF-1, 'AMPK et la tolérance au

glucose. AMPK et HIF partagent en effet un certain nombre de cibles et ont des effets
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similaires. Par exemple, HIF1 et I'’AMPK activent tous deux la glycolyse (67; 69). Ces deux
protéines sont toutes les deux activées par I'hypoxie mais leur interaction dans ces
conditions reste encore discutée. Des études ont observé que I'hypoxie induisait une
activation d’AMPK dans un modeéle de cellules qui précédait I'induction de I'expression de
HIF-1a (70). De plus l'inhibition de 'AMPK abolirait I'expression de HIF-1 induite par
I’hypoxie (70). 'AMPK est cruciale pour induire I'activité transcriptionnelle de HIF-1 dans des
conditions hypoxiques, mais 'AMPK seule n’est pas suffisante pour stimuler I'activité
transcriptionnelle de HIF-1 (70; 71). D’autres études montrent au contraire que '’AMPK n’est
pas requis pour I'activation de HIF-1 en hypoxie (329). De plus, la perte de I’AMPK induit une
augmentation de la stabilisation de HIF-1a (73). AMPK est activée dans des cellules lors

d’une diminution du niveau d’oxygene indépendamment de I'activité de HIF-1 (74).

CONTRIBUTION DES REPONSES TISSUS-SPECIFIQUES A L’HI

L’activation spécifique de I’AMPK musculaire en réponse a I'HI ainsi que |'expression de
génes inversement régulés entre le foie et le tissu adipeux apportent une nouvelle preuve de
la spécificité de la réponse a I'HI entre les différents tissus métaboliques. Cette différence est
majeure et I'étude approfondie de chaque tissu est cruciale afin de permettre de mieux
connaitre les mécanismes d’action spécifique induits par I'HI et leurs impacts au niveau
systémique. Ceci est d’ailleurs mis en lumiere par I'étude des souris déficientes pour la PHD1
caractérisées par une atteinte métabolique plutot hépatique, suggérant des altérations plus

ou moins importante de I'activation de la voie de réponse a I’hypoxie selon les tissus.

PERSPECTIVES A COURT ET MOYEN TERMES

Parmi les perspectives majeures a envisager, la premiére est de confirmer I'implication de
I'activation de I’AMPK dans I'amélioration de la tolérance au glucose induite par I'HI. Pour
cela, I'étude des effets de I’HI sur la tolérance au glucose chez des souris spécifiqguement
déficientes pour la sous-unité a2 de 'AMPK dans le muscle squelettique sera d’une

importance capitale, nous permettant de confirmer ou d’invalider cette hypothése. De plus,
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notre étude a pour l'instant étudié I'impact de I’'HI sur certaines voies de signalisation
impliquées dans la résistance a I'insuline, mais les mécanismes moléculaires responsables de
ces altérations n‘ont, a I'heure actuelle, pas encore été élucidés. L'étude d’autres
mécanismes potentiellement impliqués dans la régulation de la sensibilité a I'insuline,

comme par exemple le stress du réticulum endoplasmique, est nécessaire.

Dans notre modeéle de souris PHD1-/-, la perte de la PHD1 induisait une compensation par
les autres PHDs. Par conséquent, les effets délétéres sur I'homéostasie métabolique dans
notre modeéle pourraient étre la conséquence des changements dans la composition ou
I'activité des isoformes de PHD dans les différents tissus métaboliques. Des études
complémentaires utilisant des délétions de PHD1 inductibles et spécifique a un tissu seront
nécessaires pour évaluer la contribution respective de chaque organe impliqués dans la

régulation de I'homéostasie métabolique.

HYPOXIE INTERMITTENT ET SAOS

De nombreuses études se sont intéressées aux troubles métaboliques dans le SAOS, mais les
effets restent encore discutés car il est difficile de dissocier les effets du SAOS per se de ceux
induits par I'obésité qui est présente chez la majorité des patients apnéiques (330). Cela
suggere que l'obésité joue un role essentiel et éventuellement interagit avec les mécanismes
liés directement a I'HI. Ainsi le bénéfice d’'une perte de poids, associée ou non a de la PPC,
apparait clairement chez les patients apnéiques, alors que la PPC seule ne permet pas
toujours d’abolir les altérations métaboliques chez ces patients (330). Cela implique que le
traitement des apnées soit combiné au traitement de I'obésité et des co-morbidités. Notre
modele d’HI reproduit une pathologie trés sévere qui concerne moins de 10% de la
population apnéique (331). De plus, on étudie les conséquences de la composante
hypoxique sans tenir compte des autres conséquences de I'HI telle que la fragmentation du
sommeil. Or, de nombreuses études chez 'lhomme ou I'animal ont bien décrit les effets
néfastes d’une fragmentation du sommeil sur les paramétres métaboliques (77; 78). Aussi,
on peut envisager, que dans le SAQS, les conséquences métaboliques sont également

induites par cette composante. Il sera nécessaire dans les expérimentations a venir d’étudier
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un groupe d’animaux spécifiguement exposés a une fragmentation de sommeil pour séparer
les mécanismes moléculaire et étudier la combinaison d’une Hl et d’une fragmentation de
sommeil. La principale piste thérapeutique envisagée par ce travail, serait la modulation du
facteur de transcription HIF-1. Cependant, nos résultats ne nous permettent pas encore de
statuer sur les effets déléteres ou bénéfiques de I'activation de HIF-1 dans notre modéle
puisqu’il semble intervenir a la fois dans la diminution de sensibilité a I'insuline mise en
évidence en HI et chez les animaux déficients pour la PHD1, mais pourrait aussi intervenir
dans I'amélioration de la tolérance au glucose par I'activation de la glycolyse hépatique.
Nous confirmons par I'analyse transcriptomique, des conséquences organe-spécifiques de
I’'HI. Ceci peut conduire a différentes combinaisons de co-morbidités chez les patients. Ces
résultats ouvrent la voie au développement de nouveaux biomarqueurs pour le
phénotypage au diagnostic et permettant d’orienter les patients vers des interventions
spécifiques (médecine personnalisée). Certains de ces biomarqueurs pourraient étre utilisés
pour apprécier au niveau moléculaire la réponse aux différents traitements (médecine de

précision du SAOS).
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