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HIF-1 : Hypoxia-inducible factor 1

HTA : Hypertension Artérielle

IAH : Index d’apnées hypopnées

IDM : Infarctus du Myocarde

IMC : Index de Masse Corporelle

LDL : Lipides de faible densité

MiRNA / miR : miRNA

MMP : Métalloprotéinases

MV : Microvésicules

NFS : Numération Formule Sanguine

NO : Monoxyde d’azote

NOS : Synthase de NO

OAM : Orthése d’avancée mandibulaire

PAS : Pression artérielle systolique

PAD : Pression artérielle diastolique

PI3-K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PAF : Platelet activating factor

PPP : Plasma pauvre en plaquettes

PRP : Plasma riche en plaquettes

RHI : Index de Réactivité Hyperhémique

ROS : Reactive oxygen species

SAHOS : Syndrome d’Apnées Hypopnées Obstructives du sommeil
SDE : Somnolence diurne excessive

VAS : Voies aériennes supérieures

VE : Vésicules extracellulaires
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Introduction générale

Le Syndrome d’Apnées Hypopnées Obstructives du Sommeil (SAHOS) est une pathologie
secondaire a des collapsus itératifs, partiels ou complets, des voies aériennes supérieures
(VAS). Il est défini par un Index d’Apnées Hypopnées du sommeil (IAH), déterminé par
un enregistrement polygraphique ou polysomnographique nocturne, supérieur a 5/heure.
On parle de SAHOS sévere lorsque cet index est supérieur a 30/heure.

Le SAHOS est une pathologie responsable de conséquences immédiates telles que
I'hnypoxie intermittente (HI) et la fragmentation du sommeil, mais également de
conséquences a long terme. En effet, le SAHOS est associé a un risque accru de
complications cardio-vasculaires (CV) et métaboliques. La physiopathologie impliquée est
encore mal définie mais plusieurs hypothéses sont explorées telles que le stress oxydant
ou la dysfonction endothéliale (DE).

Le SAHOS est associé a des comorbidités comme I'obésité ou encore le diabéte de type 2
(DT2). Or, ces comorbidités sont également responsables de complications CV. Par
exemple, le DT2 est un risque accru d’infarctus du myocarde (IDM).

Les microvésicules (MV) pourraient contribuer a la DE mise en évidence au cours du
SAHOS. Ce sont de petites vésicules dont le diamétre varie de 0,1 a 1um. Elles font donc
partie de la famille des vésicules extracellulaires (VE). La formation des MV résulte de
processus par bourgeonnement, aussi bien physiologiques que pathologiques : soit un
processus apoptotique, soit un stimulus physique ou chimique.

Elles sont composées d’une double membrane originaire de la membrane plasmique de la
cellule souche. Elles peuvent contenir des protéines, des lipides mais également du
matériel génétique tel que les miRNAs. Les MV jouent ainsi un réle majeur dans la
communication intercellulaire et pourraient ainsi expliquer en partie la DE au cours du
SAHOS.

Dans le cadre du SAHOS, le taux global de MV circulantes est similaire chez des sujets
sains ou porteurs d’'un SAHOS. Cependant, leur phénotype différe et leurs propriétés
fonctionnelles different. Les MV au cours de cette pathologie sont responsables d’une
diminution de la biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO) ainsi qu’une augmentation de
I’'expression des molécules d’adhésion a I’endothélium. Les MV au cours du SAHOS sont
également responsables d‘une hyperréactivité vasculaire avec un rble central et
obligatoire de I'endothélium. Cette hyperréactivité pouvant étre lié a une augmentation
de la production d’espéeces réactives de I'oxygene (ROS). Les MV de patients apnéiques
favorisent également les phénomeénes d’angiogenése secondaire a la libération
d’endothéline-1 (Et-1).

Il a également été montré qu’au cours du DT2, comorbidité reconnue du SAHOS, les MV
de ces patients sont modifiées sur un plan quantitatif et phénotypique. De plus, les MV
circulantes de ces patients agissent sur la cellule endothéliale en diminuant la production
de NO et en augmentant la production de ROS. Les MV sont ainsi impliquées dans la DE
observée au cours du diabéte.
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Parmi les molécules bioactives transférées par les MV, on retrouve les miRNA. Il s’agit de
petits segments d’ARN simples brins, non codant, de 18 a 23 nucléotides. Leur fonction
est le contrOle post-transcriptionnel en s’appariant a un ARN messager spécifique. Lors
de cet appariement, le miRNA pourra cliver ’ARN ou encore réprimer ou activer la
traduction. Or, différentes études ont permis d’isoler des miRNA impliqués dans la DE et
les maladies CV.

Dans ce travail, nous avons donc évalué lI'impact du SAHOS, par rapport a celui des
comorbidités et entre autres celui du DT2, sur la DE en partie responsable des
complications CV qui en résultent. Puis, nous avons cherché a identifier les miRNA
présents au sein de ces MV et a définir leur r6le éventuel dans la DE médiée par les MV.
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1. Comorbidités et risques cardiovasculaires du SAHOS

a. SAHOS : généralités

Le SAHOS est défini par I’'existence de troubles respiratoires au cours du sommeil. Cette
pathologie, réellement connue depuis les années 70, est caractérisée par des collapsus
itératifs, partiels ou complets, des VAS au cours de sommeil et responsables de
I'apparition des hypopnées et apnées. Il en résulte alors des micro-éveils avec une
déstructuration du sommeil mais également une HI du fait des désaturations itératives.
La symptomatologie est essentiellement marquée par une somnolence diurne excessive
(évaluée par le score d’Epworth) et des ronflements nocturnes. On peut également
retrouver la description d'apnées par le conjoint, une nycturie, des réveils nocturnes, des
céphalées matinales, des troubles de I'humeur et de la concentration....
Bien que le dépistage se soit largement développé ces derniéres décennies, le diagnostic
reste encore insuffisant et le SAHOS sous-évalué. Le diagnostic repose sur des critéres
clinigues (avec la présence des symptomes précédemment cités) mais surtout sur les
résultats de la polygraphie ou polysomnographie. Le SAHOS sera alors défini par un IAH
supérieure a 5/h. Cet enregistrement nocturne va également permettre de définir la
gravité du syndrome :

- SAHOS léger : 5/h < IAH < 15/h

- SAHOS modéré : 15/h< IAH < 30/h

- SAHOS sévére : IAH > 30/h.

Cette pathologie, initialement considérée comme bénigne, est actuellement un véritable
probléme de santé publique. En effet, sa prévalence ne cesse d’augmenter. Bien que les
différentes études ou cohortes, du fait de populations trés hétérogenes, retrouvent des
chiffres tres variables (Kapur, 2010), les derniéres études épidémiologiques retrouvent
12 a 49% des hommes et 6 a 24% des femmes d’age moyen a avancé, porteurs d’un
SAHQOS (Heinzer et al., 2015; Peppard et al., 2013).

Au décours des différentes études épidémiologiques, il a été décrit plusieurs facteurs de
risque de développer un SAHOS. Parmi cela, nous retrouvons le genre masculin, I'age et
I'obésité. En effet, I'ensemble des données concordent pour dire que la prévalence du
SAHOS est 2 a 4 fois plus importante chez les hommes que chez les femmes. Cependant,
si cela est vrai avant 50 ans, cette différence s’efface aprés la ménopause pour retrouve
un risque similaire dans les deux populations (Trzepizur and Gagnadoux, 2014).
Certaines des hypothéses pouvant expliquer cette différence sont une répartition des
tissus mous différente en fonction du genre ou encore I'impact du statut hormonal avec
un effet protecteur des hormones féminines. L'adge semble également étre un facteur de
risque. En effet, chez les hommes, la prévalence augmente progressivement jusqu’a I'age
de 65 ans. Aprés 70 ans, il semblerait que la prévalence stagne voire diminue. Une des
hypothéses explicatives est la surmortalité dans cette population apnéique du fait entre
autres des complications CV. Enfin et surtout, le facteur dont l'impact sur le risque de
survenue d'un SAHOS semble le plus important, est I'obésité. En effet, il a été décrit
I’existence d’une corrélation entre la sévérité du SAHOS et I'index de masse corporelle
(IMC). La physiopathologie repose sur une infiltration des tissus mous des VAS et
notamment du pharynx ou encore de la langue, par du tissu adipeux. Cette infiltration
est responsable d’'une diminution du calibre des VAS.
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Le traitement de 1% intention et de référence pour un SAHOS sévére est la ventilation
par pression positive continue (PPC) (“Haute Autorité de Santé - Evaluation clinique et
économique des dispositifs médicaux et prestations associées pour prise en charge du
syndrome d‘apnées hypopnées obstructives du sommeil (SAHOS),” n.d.). Ce systéme
permet de créer une véritable attelle pneumatique des VAS pour lutter contre le
collapsus. Doivent s’y associer des mesures hygiéno-diététiques avec notamment une
hygiéne de sommeil dont I’éviction de I'alcool et des hypnotiques. Une prise en charge
diététique et nutritionnelle doit étre proposée a tout patient dont I'IMC est supérieure a
25 kg/m?.

D’autres alternatives peuvent étre proposées, en fonction des différentes situations :
orthése d’avancée mandibulaire (OAM) (Carberry et al., 2018), mesures positionnelles
(Ravesloot et al., 2017) (dans le cas précis des SAHOS positionnels), traitement
chirurgical (amygdalectomie, chirurgie d’avancée mandibulaire...), prise en charge de la
musculature des VAS (stimulation du nerf hypoglosse (Schwartz et al., 2001),
rééducation des VAS...)...

b. Complications cardiovasculaires

Il existe, dans la population des patients apnéiques, une surmortalité, d’autant plus si le
SAHOS est sévere. Or, cette surmortalité est en lien avec une pathologie CV, secondaire
au SAHOS. En effet, il a été montré que le SAHOS est un facteur de risque indépendant
de différentes pathologies CV telles que : I'hypertension artérielle (HTA), I'IDM, les
troubles du rythme cardiaque (Linz and Arzt, 2015), les accidents vasculaires cérébraux
(AVQ), les pathologies thromboemboliques (figure 1).
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Figure 1. Mécanismes des atteintes vasculaires au cours du SAHOS (d’aprés (Stiefel et
al., 2013)

ROS : Reactive oxygen species, eMV : Microvésicules issues des cellules endothéliales

i. Hypertension artérielle

L'ensemble des données épidémiologiques concordent pour conclure au lien étroit qu'il
existe entre SAHOS et HTA. Il a été observé une grande prévalence de SAHOS chez les
patients hypertendus. Cette prévalence est d'autant plus importante (83%) qu'il s'agisse
d’'une HTA réfractaire (Logan et al., 2001). A l'inverse, les patients réalisant des apnées
au cours du sommeil présentent un risque élevé de développer a court terme, une HTA.
En effet, les patients avec un SAHOS sévére ont 3,2 fois plus de risque de développer
une HTA (Peppard et al., 2000).

Du fait de la physiopathologie en cause, le SAHOS est bien un facteur de risque
indépendant de I'HTA. En effet, le SAHOS active le systéme rénine-angiotensine-
aldostérone. Mais il va également étre responsable d'un stress oxydant et d'une DE
causés par les apnées (Torres et al., 2015). De plus, comme cela sera décrit plus tard, la
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prévalence de l'obésité est importante chez les patients apnéiques. Or, l'obésité est
également un risque d'HTA.

Cependant, le r6le du SAHOS dans |'apparition et la sévérité d’'une HTA semble limité
dans le temps, en fonction de I'dge. Effectivement, |'implication semble nulle aprés 60
ans (Haas et al., 2005). Par ailleurs, il semblerait que ce lien soit plus important chez
I'homme que chez la femme (Hedner et al., 2006).

ii. Complication cardiaque

1) Infarctus du myocarde

Dans le cadre d'une revue de la littérature récente portant sur 3 études, soit 5067
patients, le lien entre IDM et SAHOS a été confirmé, qu'il s’'agisse d’infarctus létal ou non
(Porto et al., 2017). En effet, 12,7% de ses patients apnéiques ont présenté un
évéenement cardiaque qui a été fatal dans 25,6% des cas.

Selon I'équipe de Kendzerska (Kendzerska et al., 2014a), le facteur prédictif du risque
d'IDM ou de toute autre atteinte cardiaque dans le cadre d'un SAHOS n’est pas
uniquement la sévérité de I'lAH mais également d’autres parametres comme l'index de
désaturation, le nombre de micro éveils, la durée ainsi que la qualité du sommeil, la
somnolence diurne excessive (SDE) ou encore la fréquence cardiaque.

De plus, le risque de récidive d’'un IDM dans les suites d’'un épisode aiglie est d’autant
plus important que le patient présente un SAHOS. La mortalité par un événement
cardiaque ischémique sera également plus important chez ces patients (Milleron et al.,
2004).

2) Trouble du rythme

Certaines équipes ont mis en évidence un risque accru de trouble du rythme chez les
patients apnéiques. Cependant, cette conclusion est variable selon les auteurs. Il
semblerait que la prévalence de l'arythmie cardiaque par fibrillation auriculaire (ACFA)
soit plus élevée lorsque le patient présente des apnées. De la méme facon, le risque de
récidive d’ACFA aprés une cardio-version est majoré chez ces patients.

De plus, la prévalence de I’ACFA croie avec la sévérité du SAHOS. 1| existe en effet une
corrélation entre la prévalence de I'apparition de troubles du rythme et I'lAH (Khalyfa and
Gozal, 2018).

iii. Accident vasculaire cérébral (AVC)

De nombreuses études épidémiologiques ont démontré que le SAHOS est un facteur de
risque indépendant d’AVC (Redline et al., 2010). En effet, lorsque le patient présente des
apnées non traitées, son risque de faire un AVC augmente d’un facteur 2. Ceci peut étre
en lien, notamment, a I'HI ou encore a l'activation sympathique au cours du sommeil
(Javaheri et al., 2017a).

Il existe un lien entre AVC au cours du sommeil et SAHOS (Mohammad et al., 2019). Ce
fait est en partie expliqué par I'absence de diminution de la tension artérielle au cours de
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la nuit mais également directement par I'HI qui peut étre dans certains cas profonde
(Yoshida et al., 2016).

De facon générale, il semblerait que c’est le risque thromboembolique, en lien avec un
trouble du rythme ou encore du fait d’une hypercoagulabilité, qui soit en grande partie
responsable de ce risque accru d’AVC chez les patients apnéiques (Alexiev et al., 2018).
Ceci est d’autant plus vrai que le SAHOS est fréquemment associé a d’autres facteurs de
risque indépendants d’AVC tel que : I’ACFA, les maladies coronariennes, le diabéte. De
plus, il existe une vasoconstriction en réponse aux apnées. En effet, suite a I'apnée, il
existe un micro éveil responsable d’une hyperventilation pour compenser |I'hypercapnie
consécutive a I'apnée. Cette hyperventilation va aboutir a une hypocapnie et elle-méme a
une vasoconstriction. Chez des patients qui présentent déja une pathologie vasculaire,
ces vasoconstrictions itératives peuvent favoriser les phénoménes d’ischémie (McKee and
Auckley, 2019).

iv. Maladies thromboemboliques et athérosclérose

Il est décrit dans la littérature que le SAHOS, via notamment |'athérosclérose, joue un
role dans les maladies thromboemboliques veineuses et artérielles. L'équipe de Lin (Lin
et al., 2017) a ainsi pu montrer récemment I'existence d’événements cardiaques graves
et notamment d'IDM chez les patients apnéiques. Il a également été prouvé que
Iimportance de la plaque d’athérome coronarienne ainsi que de la sténose coronarienne
est corrélée a la sévérité du SAHOS (Umut Somuncu et al., 2019).

Concernant le risque thromboembolique, il a été montré une augmentation du risque
d’embolie pulmonaire chez les patients apnéiques avec un risque accru de récidive en cas
de SAHOS (Alonso-Fernandez et al., 2016; Berghaus et al., 2016). Ce risque accru
d’athérosclérose en lien avec le SAHOS, et plus précisément I'HI, s’explique par
I'inflammation chronique qui en résulte, associée notamment a une prolifération cellulaire
du muscle lisse vasculaire. Ces deux phénomeénes vont favoriser |'athérosclérose
notamment via la sécrétion d'agents pro inflammatoires tels que l'interleukine 6 et HIF-1
(hypoxia-inducible factor) (Kyotani et al., 2019).

Le phénomene thromboembolique s’explique quant a lui par I’'expression de protéines pro
thrombotiques dans un contexte d’inflammation systémique.

c. Autres comorbidités associées au SAHOS

D’autres comorbidités sont décrites avec une prévalence augmentée lors de la présence
d’apnées du sommeil. Il s’agit notamment des pathologies endocriniennes telles que
I'nypothyroidie, I'acromégalie, un retard staturopondéral chez les enfants apnéiques du
fait d’'une diminution de la sécrétion d’hormone de croissance. On retrouve également les
complications neurologiques avec notamment les neuropathies périphériques (Lidemann
et al., 2001). Des cas de névrite optique ont également été décrits. Cependant, l'impact
réel du SAHOS dans ces pathologies reste encore incertain puisque peu d’études ont
montré ce lien.

Il semblerait que la prévalence des cancers ainsi que la mortalité qui en découle soit plus
importante chez les patients présentant un SAHOS sévére.

De la méme fagon, on retrouve une prévalence augmentée des troubles métaboliques
dont la dyslipidémie et le diabete de type 2 (DT2).
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o Le diabéte de type 2 :

o Généralités

Le DT2 est une pathologie chronique définie par une hyperglycémie a jeun supérieure a
1.26g/l a deux reprises. Elle est secondaire a un déficit en sécrétion d'insuline ou une
insulinorésistance ou encore les 2 phénomeénes associés. Au cours des derniéres années,
la prévalence n‘a fait qu’augmenter pour atteindre prés de 5% de patients diabétiques
traités. Cette prévalence augmente avec |'dge et est plus élevée chez I'homme. La
mortalité toute cause de ces patients est prés de 2 fois supérieure a celle de la
population générale notamment en lien avec une pathologie CV (HAS, 2015).

Les facteurs de risque sont multiples. Le principal est sans aucun doute |'obésité. Il faut
savoir que 40% des hommes et 47% des femmes diabétiques de type 2 sont obéses.
D’autres facteurs de risque sont décrits tels que I'dge supérieur a 45ans, la sédentarité,
I'origine géographique, un antécédent familial au premier degré ou encore un antécédent
de diabete gestationnel.

La prise en charge va reposer sur une éducation thérapeutique avec la mise en place de
mesures hygiéno-diététiques. S’en suit la mise en place d’un traitement médicamenteux
avec en premiéere intention la metformine (biguanides). Ce traitement peut aboutir si
nécessaire des injections d’insuline pluriquotidiennes.

o Diabete de type 2 et complications cardiovasculaires

Les complications CV au cours du DT2 sont largement décrites et sont en lien avec des
altérations micro et macro angiopathiques.

Les macro-angiopathies vont engendrer des complications CV et cérébro-vasculaires :
insuffisance coronarienne, artériopathie oblitérante des membres inférieures (AOMI),
AVC. Ces complications, 2 a 3 fois plus fréquentes que dans la population générale, vont
étre responsables de prés de 50% de la mortalité des patients diabétiques.

La physiopathologie de ces complications CV repose sur une DE (Tooke and Hannemann,
2000), associée a une augmentation du stress oxydant et une diminution de la
production du NO (Paneni et al., 2013).

o Diabete de type 2 et SAHOS

Des études ont montré qu'il existe un lien bidirectionnel entre le DT2 et le SAHOS
(Aurora and Punjabi, 2013). Selon des données qui sont relativement anciennes
maintenant, 15 a 30 % des patients souffrant d'un SAHOS ont également un diabéte. Ces
données ont été confirmées par une méta analyse récente (Anothaisintawee et al.,
2016).

A contrario, 70 % des diabétiques développent un SAHOS modéré a sévere (Pamidi and
Tasali, 2012). De plus, il a été décrit une corrélation positive entre la sévérité du SAHOS
et les difficultés d’équilibration du diabéte, évalué via I'HbAlc (Pamidi et al., 2010)
(figure 2).
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Figure 2. Corrélation positive entre le déséquilibre du diabéte et la sévérité du SAHOS
(Pamidi et Aronsohn, 2010).

Ces 2 pathologies ont un facteur de risque commun important qui est I‘obésité.
Cependant, chaque pathologie elle-méme, du fait de ses complications, peut favoriser
I'apparition de l'autre. En effet, le DT2, du fait de ses complications neurologiques, peut
favoriser I'apparition d’'un SAHOS. A l'inverse, le SAHOS peut entrainer le développement
d’'un diabéte par le biais de linsulino-résistance. Plusieurs hypothéses sont avancées
pour expliquer ce lien bidirectionnel.

Tout d‘abord, le DT2 va pouvoir entrainer une neuropathie périphérique qui peut
atteindre les muscles des VAS. Cela peut entrainer une hypotonie des VAS et ainsi
favoriser I'apparition d’apnées. Par ailleurs, le DT2 peut altérer la commande respiratoire
et favoriser une instabilité respiratoire qui est décrite comme pouvant étre impliquée
dans le développement d’'un SAHOS.

A l'inverse, le SAHOS va entrainer, notamment via I’'HI, une inflammation systémique et
chronique. Il va également activer le systéme sympathique ou encore modifier Ia
sécrétion d’adipokines. Tous ces phénoménes vont aboutir a une insulino-résistance puis
a un DT2 (figure 3).
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Figure 3. Relations physiopathologiques entre le SAHOS et le DT2. Modifié d’aprés
Muraki et al., 2018.

2. Fonction endothéliale

a. Physiologie de la fonction endothéliale

L'endothélium a une place centrale dans I'homéostasie vasculaire. C'est un organe a part
entiere dont les réles sont multiples dans la physiologie et physiopathologie vasculaire.
Comme décrit initialement, I'endothélium a un r6le de barriere, mais il rentre également
en jeu dans la régulation de la vasomotricité, |'angiogenése ou encore la réponse
inflammatoire.

L’endothélium est constitué d'une monocouche de cellules endothéliales (CE),
directement en contact avec la lumiére des artéres. C'est grace a cette position
stratégique que l'endothélium a un réle de barriére. Etant au contact direct du sang
circulant, il régule le passage de nombreuses molécules et notamment de I'immunité ou
encore inflammatoire, en modifiant la perméabilité endothéliale.

Cette monocouche de CE associée a la limitante élastique interne forment l'intima qui va
étre en contact avec la média, elle-méme composée des cellules musculaires lisses (CML)
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et de la limitante élastique externe. L'épaisseur des CML va directement dépendre du
calibre de l'artére. C’est la contraction et relaxation de ces cellules qui va permettre la
vasoconstriction ou dilatation des vaisseaux. Enfin, la couche externe de |'artére ou
adventice est composée de tissu conjonctif (figure 4).

Tissu conjonctif > Adventice
Limitante élastique externe

— Média
Cellules musculaires lisses
Limitante élastique interne

— Intima
Endothélium

Figure 4. Composition de la paroi artérielle.

Les CE sont capables de moduler leur structure et leurs fonctions suite a un stimulus
physique ou chimique.

Outre son réle dans I'hémostase primaire et la régulation de la coagulation, I'endothélium
participe a la régulation du tonus vasomoteur. En effet, les CE sécrétent des substances
vasodilatatrices comme le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline, et aussi des
substances vasoconstrictives comme |'endothéline et le « platelet activating factor »
(PAF).

Le monoxyde d’azote

Le NO est une molécule trés importante dans la vasodilatation. Il est produit a partir de
la L-arginine par les synthases de NO (NOS) : la NOS endothéliale (eNOS), la NOS
neuronale (nNOS) et la NOS inductible (iNOS). Cette derniére va intervenir au cours des
réponses inflammatoires.

La eNOS peut étre stimulée par différents mécanismes physiques (flux sanguin, force
pulsatile...) ou chimiques (ADP, substance P..). Elle posséde un site d’activation de
I’eNOS au niveau de la sérine 1177, ainsi qu’un site d’inhibition au niveau de la thréonine
495. En fonction de leur phosphorylation en lien avec les différents mécanismes cités
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précédemment, on observe une modulation de l'activité de la eNOS et donc de la
libération de NO.

Le NO va diffuser et agir sur les CML. En effet, le NO active la guanylate cyclase de ces
cellules aboutissant a la formation de GMP cycligue. On observe alors une
déphosphorylation de la myosine et donc une inhibition de la contraction musculaire.

Le NO a ainsi un r6le majeur dans la réactivité vasculaire mais il a également des
propriétés anti agrégantes, anti apoptotiques, ou encore anti inflammatoires.

La prostacycline

La prostacycline est un dérivé de l'acide arachidonique. Elle peut étre produite par
différentes cellules vasculaires mais elle est essentiellement synthétisée par les CE suite
a un stimulus physique (augmentation du flux sanguin) ou chimique (cytokine,
médiateurs inflammatoires...).

Trois voies permettent de prendre en charge |'acide arachidonique : la voie des cyclo-
oxygénases (COX), la voie des lipoxygénases (LOX) et la voie du cytochrome P450. Seule
la voie des COX permet la libération de prostacycline. Elle va ensuite se fixer sur son
récepteur situé sur les CML. Via une protéine G, I|'AMPc est synthétisée, ce qui va
entrainer une diminution du calcium intracellulaire et donc une vasodilatation.
Parallélement a son role dans la réactivité vasculaire, la prostacycline intervient dans
I'inhibition de I'apoptose et I'agrégation plaquettaire.

L'endothéline

L’endothéline (ET) est une molécule importante dans le phénoméne de vasoconstriction.
Elle est synthétisée par les CE. Elle sera produite uniguement en réponse a un stimulus
gui peut-étre en autre I'hypoxie. Il existe 3 formes principales qui sont : ET-1, ET-2 et
ET-3. L'ET-1 est la forme la plus connue et la mieux décrite. Il existe 2 récepteurs a I'ET-
1 situés sur les CML : ETA et ETB. L'activation de ces récepteurs va aboutir a une
augmentation du calcium intracellulaire dans les CML et ainsi induire leur contraction.

Le « platelet activating factor »

Le PAF est un phospholipide qui provient, tout comme la prostacycline, du métabolisme
de I'acide arachidonique. De la méme fagon que I’ET, il va permettre la vasoconstriction.
Parallelement, il stimule I'adhésion des leucocytes a I’endothélium et joue donc un role
dans l'inflammation et la formation de plaque d‘athérome.

b. Physiopathologie de la dysfonction endothéliale

La DE est caractérisée par une anomalie de la relaxation endothélium dépendante. Elle
est observée dans différentes pathologies vasculaires telles que I’'HTA, le diabéte, la
dyslipidémie. Elle est décrite a une phase débutante de I'histoire vasculaire et pourrait
donc jouer un role trés important dans l'initiation et |'installation des pathologies CV.

Elle est liée a une atteinte de la production de différents messagers ce qui entraine une
situation pro inflammatoire, pro athérosclérotique, et vasoconstrictive. Bien qu'il s'agisse
d’'un mécanisme multi factoriel, elle est caractérisée par une diminution de la
biodisponibilitt du NO dont résulte une atteinte de la vasodilatation aux stimuli
endothéliaux. Cette diminution du NO est liée a une diminution de la production (par
phosphorylation du site inhibiteur de la eNOS ou au contraire absence de phosphorylation
de la forme active) ou a une diminution de son biodisponibilité suite a la réaction entre le
NO et I'anion superoxyde. De nombreuses situations peuvent engendrer une
augmentation des radicaux libres et donc étre responsables d’'un déséquilibre dans la
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balance du NO favorisant la DE. On retrouve par exemple le tabac, l'obésité, une
exposition a certains polluants, I'hyperglycémie...(Steven et al., 2015).

Différents éléments peuvent induire |'apparition d’'une DE (Daiber et al., 2017a) : des
facteurs environnementaux (la pollution, le bruit, le stress), l'inflammation chronique
(pathologies auto immunes...), la Vvieillesse, certaines thérapeutiques (radio ou
chimiothérapie) (Wethal et al., 2014) ou certaines pathologies telles que le diabete,
I’'hnypercholestérolémie, etc.

Pathologies en lien avec la dysfonction endothéliale

L'ensemble des maladies CV est lié a une DE que ce soit les atteintes périphériques dont
I'HTA qui résulte notamment d’un trouble de la réactivité vasculaire ou les maladies
thromboemboliques telles que I'IDM ou I'AVC. En effet, I'ensemble des phénomeénes
nécessaires a la formation de I'athérome sont liés a la DE puisque nous retrouvons
I'inflammation, la vasoconstriction, la sécrétion de molécules d’adhésion ou encore une
atteinte de la perméabilité de la barriere endothéliale.

c. Evaluation de la fonction endothéliale in vivo

Du fait de son rdle lors de l'initiation et la progression de toutes les pathologies CV,
I’évaluation de la DE en milieu clinique suscite un grand intérét bien que sa mesure ne
puisse étre réalisée en pratique clinique quotidienne mais reste réservée a I'heure
actuelle, a la recherche clinique. Nous pouvons classifier les différentes techniques en 2
groupes : les méthodes biologiques, non spécifiques (dosage du NO, et de ses
métabolites, de la protéine C réactive, des interleukines...) et les méthodes physico-
chimiques (“La fonction endothéliale : role, méthodes d’évaluation et Ilimites -
EM|consulte,” n.d.).

i. Réponse a I’lhyperhémie

1) Pléthysmographie

La pléthysmographie permet d’évaluer la fonction endothéliale via une mesure de
volume. Sur un méme bras seront positionnés 2 brassards : I'un au niveau du poignet
bloguant la circulation veineuse et artérielle a destination de la main, et I'autre au niveau
du bras qui sera alternativement gonflé et dégonflé pour évaluer les changements de
volume (figure 5). Ces changements corrélent avec la vasodilatation. Cette méthode non
invasive peut le devenir si elle est couplée a l'injection de molécules vasoactives comme
notamment l'acétylcholine (Ach) (Joannides et al., 2006). Elle ne permet pas de prime
abord de différencier la vasodilatation dépendante de I'endothélium de celle
indépendante de I'endothélium. C’est pourquoi, des molécules qui ne mettent pas en jeu
I'implication de I'endothélium sont utilisées.
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Intra-arterial
ACh infusion

Figure 5. Technique de pléthysmographie.

2) Pléthysmographie digitale ou RH-PAT

Cette technique permet de quantifier la réponse périphérique vasodilatatrice en réponse
a I’hyperhémie. Le RH-PAT est modulé en partie par le NO.

Deux doigtiers électroniques appelés Endopath (Itamar medical Ltd, Caesarea, Israel)
vont étre positionnés a chaque index. Ils vont ainsi mesurer la tonométrie ou tension
artérielle périphérique (figure 6). Cette technique non invasive évalue les vaisseaux de
résistance. Le 1°" bras nous permettra d’avoir un tracé de référence. Au niveau du second
bras, nous créons un arrét du flux grace a un brassard positionné au niveau de l'artere
brachiale et gonflé 50mmHg au-dessus de la pression artérielle systolique. Aprés ces
5min, nous levons la compression. On enregistre alors |'amplitude de I'enregistrement
correspondant a la vasodilation réflexe. Il est alors aisé de calculé I'Endoscore ou |'index
de réactivité hyperhémique (RHI) qui est calculé automatiquement par le logiciel avec
une norme fournie par le fournisseur > 1.68. Ce score va étre diminué chez les patients
présentant une DE (Celermajer, 2008).
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Figure 6. RH-PAT : sonde de pléthysmographie (a gauche), tracé et calcul de I'index RH-
PAT (a droite).
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3) Dilatation liée au flux (FMD)

Cette technique est tout comme la précédente une technique non invasive qui permet
d’évaluer les capacités vasomotrices en réponse a |I'hyperhémie et donc via la production
de NO (Joannides et al., 1995). Elle évalue les vaisseaux de conductance.

Pour cela, une occlusion de |'artére brachiale est réalisée, pendant généralement 5min,
grace a un brassard gonflé. L'image de la vasodilatation qui en résulte lors de la levée de
I'obstacle, va étre observée grace a une échographie de haute résolution (figure 7). La
FMD sera alors exprimée en pourcentage de changement de diameétre. L'injection intra
vasculaire de molécules vasoactives peut étre couplée a cette technique.

Control 60s 4 min
diameter after ischemia after NTG s.|.

12 MHz

Figure 7. Technique de FMD (Daiber et al., 2019).

ii. Réponse aux molécules vasodilatatrices

1) Injections intra coronaires

Il s'agit de la technique la plus anciennement décrite ainsi que de la technique de
référence. Au cours de la coronarographie, technique fréquemment utilisée dans la
pratique clinique a but diagnostique et thérapeutique lors d’'un IDM par exemple, il est
possible d’introduire des drogues vasoactives et ainsi évaluer la fonction endothéliale
(Zeiher et al., 1991) (figure 8). C’est ainsi que l'injection d’Ach va entrainer une
vasodilatation en présence d'un endothélium intégre. En cas d’altération de ce dernier,
nous observerons au contraire une vasoconstriction par stimulation directe des CML
(Flammer et al., 2012a).
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Figure 8. Vasoréactivité dépendante de I’Ach lors d’'une coronarographie (Daiber et al.,
2017b).

2) Iontophoreése

La iontophorése est un des tests de provocation utilisé avec les lasers pour |I'évaluation
de la fonction endothéliale. Il s'agit d'une méthode non invasive et indolore puisque les
molécules vasoactives ne sont pas injectées en intravasculaires, mais vont migrer au
niveau de la microcirculation cutanée grace a un courant électrique de faible intensité.

Le principal biais de cette technique est que la réponse de la microcirculation peut étre
en lien avec la molécule testée mais également uniquement du fait du passage du
courant (Durand et al., 2002). Différentes molécules peuvent étre utilisées pour tester
I'endothélium (I’Ach, la métacholine) mais également les CML (le nitroprussiate de
sodium) (Mahé et al., 2012).

D’autres tests de provocation peuvent étre utilisés avec la méthode des lasers : la
microdialyse, I'hyperhémie post ischémique.

Pour conclure sur les méthodes d’évaluation de la fonction endothéliale, les méthodes
évaluant la réponse a I'hyperhémie sont non invasives contrairement aux autres. La FMD
et I'Endopath sont donc les 2 techniques a privilégier. Cependant, 2 éléments
différencient ces 2 facons de faire. L'endopath est facile d’utilisation contrairement a la
FMD qui peut étre fastidieuse. De plus, I'Endopath est non opérateur dépend puisque le
logiciel détermine seul, automatiquement le RHI (tableau 1).
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Tableau 1. Les principales techniques utilisées pour I'évaluation de la fonction
endothéliale in vivo ( d'aprés (Flammer et al., 2012a).

d. Dysfonction endothéliale : facteur prédictif de maladies
cardiovasculaires

La DE est aujourd’hui un facteur prédictif reconnu de maladies CV. Ce phénomeéne est
retrouvé dans le cadre de l'ensemble des facteur de risque CV : I'HTA, le DT2,
I’hnypercholestérolémie, I'obésité ou encore le tabagisme (Daiber et al., 2019). Il existe
par ailleurs une corrélation entre la sévérité de la DE et certains marqueurs comme la
protéine C réactive, les BNP (Brain natriurétique peptide).

Différentes études ont montré l'intérét et la place de I'évaluation de la DE. Ainsi, il existe
une corrélation entre le pro atrial natriurétique peptide (ANP) ainsi qu’avec le diagnostic
d’athérosclérose et I’'évaluation non invasive de la vasoréactivité (Garcia et al., 2012;
Schnabel et al., 2012). Cependant, il semblerait que ces techniques ne soient pas un
facteur prédictif d’événements CV de qualité chez les sujets sains et a faible risque CV
(Roos and Kaina, 2013; Suessenbacher et al., 2013).

Une autre étude a révélé que |'évaluation non invasive de la fonction vasculaire ne
permet pas de déterminer une valeur pronostic.
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3. Vésicules extracellulaires

a. Généralités

Les vésicules extracellulaires (VE) sont de petites vésicules, nanométriques,
libérées par différentes cellules. Elles sont libérées dans les fluides biologiques (plasma,
urines...) dans des situations pathologiques mais également physiologiques. Nous
retrouvons 3 types de VE (figure 9): les exosomes ou « small VE », les microvésicules
(MV) ou « large VE » et les corps apoptotiques. IIs se différencient notamment par leur
taille et leur biogenése (Zaborowski et al., 2015). Ces VE transportent différents
éléments (protéines, ADN, miRNA....) et vont ainsi jouer un réle dans la communication
intercellulaire. En effet, les VE transférent des informations biologiques via des protéines,
enzymes, lipides.... jusqu’a la cellule cible (Doyle and Wang, 2019; Yafez-Mé et al.,
2015).

Le taux de VE ainsi que leur phénotype vont étre modifiés dans certaines situations et
notamment au cours des pathologies CV. C’est pour cela qu’elles pourraient servir de
marqueurs diagnostiques et pronostiques d‘un certains nombres de pathologies. Elles
pourraient également, du fait de leur réle de transporteur, avoir intérét majeur dans la
thérapeutique (Raposo and Stoorvogel, 2013).

Figure 9. Biogeneése et libération des différentes vésicules extra cellulaires (d’apres
Yafiez-M¢ et al., 2015).
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Les microvésicules

Les MV sont des VE qui sont issues directement de la membrane plasmique de cellules
par un phénomeéne de bourgeonnement. Leur taille varie de 0.1 a 1 ym de diamétre. La
guantité de MV libérées par une cellule va dépendre de différents éléments tels que le
type cellulaire, I'environnement, |’état physiologique ou physiopathologique.... Les
mécanismes impliqués dans la formation d’'une MV ne sont pas complétement élucidés.
Une atteinte du cytosquelette de la cellule mere semble étre nécessaire. Une des
explications est que suite a un signal apoptotique ou un stimulus physique ou chimique,
on observe une augmentation du calcium intracellulaire. Ceci va entrainer, via différentes
voies de signalisations, une fragilisation de la membrane cellulaire par la déstabilisation
du cytosquelette. Cette fragilisation sera renforcée par I|'externalisation de la
phosphatidylsérine qui est chargée négativement (Andriantsitohaina et al., 2012) (figure
10).
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Figure 10. Mécanismes aboutissant a la formation d’'une MV ( d’apres Malloci et al.,
2019).

Leur composition va dépendre de la cellule d’origine et de leur biogenese (Doyle and
Wang, 2019). Etant secondaire a un bourgeonnement externe de la membrane
plasmique de la cellule mére, les MV peuvent contenir les éléments de cette membrane,
les protéines (protéines du cytosquelette, intégrine, protéines impliquées dans la
phosphorylation...). Elles peuvent également contenir des micro organelles de la cellule :
mitochondrie, corps de Golgi, réticulum endoplasmique.. La communication inter
cellulaire est possible grace via plusieurs mécanismes : internalisation de la MV, fusion
membranaire, interaction direct ligand / récepteur, transfert de molécule sans besoin de
fusion de la membrane (Mause and Weber, 2010) (figure 11).
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Figure 11. Mécanismes d’interaction lors de la communication inter cellulaire entre la MV
et la cellule cible (d’apres (Mause and Weber, 2010).

b. Microvésicules et SAHOS

Au cours du SAHOS, le taux global de MV est similaire a celui des sujets sains.
Cependant, il existe une augmentation des MV issues des leucocytes activées (MV
CD62L), exprimant la L-sélectine, ainsi que des MV issues des granulocytes exprimant
CD66b (Priou et al., 2010). Cette augmentation est corrélée a la sévérité des
désaturations nocturnes. De plus, il a été rapporté une augmentation anormale des MV le
matin au réveil, augmentation qui se normalise au cours de la journée pour atteindre le
soir un taux similaire aux sujets sains. Chez ces derniers, les MV augmentent du matin
au soir avec un taux minimal au réveil (Trzepizur et al., 2011).

Une variation du taux de MV a été observée et notamment de celles issues des
plaguettes exprimant CD41 et de celles externalisant la phosphatidylsérine au cours de la
journée. Cette variation corréle avec la sévérité du SAHOS et disparait sous traitement
par PPC (Bikov et al., 2017).

Aprés traitement par PPC, il a également été montré que la quantité totale de MV
diminue. Ceci est d'autant plus vrai que le SAHOS est sévére. Parallélement a cette
baisse du taux de MV, s’y associe une amélioration de la fonction endothéliale in vivo,
évaluée par FMD (Mufioz-Hernandez et al., 2015).
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Les MV vont avoir différentes actions sur les CE, notamment dans le cadre du SAHOS.
Elles vont pouvoir engendrer une DE. Elles vont également modifier et augmenter
I'expression de molécules d’adhésion, favoriser linflammation et entrainer une
hyperréactivité vasculaire (Trzepizur et al., 2014) (figure 12).
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Figure 12. Principales voies impliquant les MV dans la dysfonction endothéliale au cours
du SAHOS (d’aprés (Trzepizur et al., 2014).

LMV : MV issues des leucocytes, PMV : MV issues des plaquettes, EMV : MV issues des CE, HI : hypoxie
intermittente

Les MV au cours de cette pathologie sont responsables d'une diminution de la
biodisponibilité du NO. La diminution du NO est liée a une régulation négative de I'activité
de la eNOS par les MV par phosphorylation du site inhibiteur (Priou et al., 2010). Les MV
vont également entrainer une augmentation de I’expression des molécules d’adhésion
dans les CE telles que I'E-sélectine, ICAM et intégrine a5.

Dans le cadre du SAHOS, les MV sont responsables d’'une hyper réactivité vasculaire avec
un role central et obligatoire de I'endothélium. Cette hyper réactivité peut étre due a une
augmentation de la production d’especes réactives de l'oxygéne (Tual-Chalot et al.,
2012). Or, l'augmentation du stress oxydatif contribue a la DE. Cet effet délétére de
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I'nypoxie est potentialisé par la fragmentation du sommeil et la privation de sommeil en
augmentant l'inflammation vasculaire et la pro-coagulabilité (Atkeson and Jelic, 2008).
Les MV de patients apnéiques favorisent le processus d’angiogenése secondaire a la
libération d’ET en stimulant le récepteur ETB. Les MV peuvent donc étre impliquées dans
le processus de formation de nouveaux capillaires dans le cadre du SAHOS (Tual-Chalot
et al., 2014).

c. Microvésicules et pathologies cardiovasculaires

Différentes équipes se sont intéressées au role des MV dans |'apparition de maladies CV
notamment via la DE qui favorise notamment |'athérosclérose.

Parallelement, les MV peuvent étre un facteur pro coagulant notamment du fait de la
phosphatydilsérine chargée négativement présente sur leur membrane externe
(Sinauridze et al., 2007). La présence d’autres molécules (PSGL-1, facteur VIII et Va...)
favorise ce caractére procoagulant.

Les MV ont également été décrites comme ayant un rble dans la régulation du stress
oxydant et du remodelage vasculaire (Badimon et al., 2017).

Des études récentes suggerent que la régulation de I'expression des protéines dont les
protéines pro inflammatoires dépend du contenu en miRNA des MV. Par exemple, miR222
est décrit comme régulant I'expression de ICAM-1 (Jansen et al., 2015). De plus,
miRNA10 présent dans les MV d’origine endothéliale régule I'activation et I'adhésion des
monocytes et leucocytes dans le processus d’athérome (Njock et al., 2015).

Les MV peuvent étre des marqueurs biologiques treés intéressants de la dysfonction
vasculaire notamment dans le cadre de troubles métaboliques (Agouni et al., 2014),
lipidiques, du « shear stress », d’un IDM. Il a méme été démontré une corrélation entre
le taux de MV et I'importance de la DE au cours de différentes pathologies : insuffisance
rénale chronique, IDM, DT2, HTA...(Badimon et al., 2017).

En effet, il a été demontré que les MV sont de véritables régulateurs des mécanismes
impliqués dans la DE, linflammation de la paroi vasculaire, le stress oxydant et
I'apoptose et ainsi contribuent activement a la progression athéromateuse et a leur
complications. Les MV issues des CE altérent la fonction endothéliale en réponse a I’Ach.
Différentes études ont également montré que les MV peuvent diminuer la production du
NO et ainsi avoir un r6le dans le controle de I'homéostasie vasculaire.

Parallelement, les MV notamment celles issues des plaquettes facilitent I'adherence
cellulaire a la paroi vasculaire. En effet, elles jouent un réle dans |'expression de
molécules d’adhésion telle que ICAM-1. De plus, elles peuvent étre impliquées dans des
cascades pro-inflammatoires et ainsi favoriser la formation de la plaque d’athérome.

Les MV ont également une capacité procoagulante du fait notamment de leur membrane
chargée négativement entre autres du fait de I'externalisation de la phosphatédylsérine.
De plus, les MV circulantes exercent un effet sur les phénoménes d’athérothrombose en
favorisant le dépot de plaquettes et de fibrine sur la paroi des artéres athérosclérotiques.
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4. miRNA

a. Généralités

Les miRNA sont de petites séquences d’ARN simple brin, non codant, d’environ 22
nucléotides. Ils ont un réle de régulation de I'expression des génes dans de nombreux
processus physiologiques ou pathologiques. Un miRNA va pouvoir réguler en moyenne
une centaine d’ARNm cibles et un ARNm cible peut étre régulé par de multiples miRNA.
Dans le nucléole, le complexe RNA et polymérase II permet la formation d’un pri-miR qui
sera clivé grace a Drosha qui est une RNAse III et son co-facteur DGCR8 en un
précurseur : le pré-miR. Ce pré-miR est transplanté dans le cytoplasme grace a
I'exportin-5. Une autre enzyme va alors rentrer en action : Dicer. Elle clive la boucle
terminale pour former un hétéroduplex de 22 nucléotides qui sera clivé a son tour par
I'nélicase en 2 bras. Un de ces bras sera dégradé. L'autre formera un complexe avec
RISC (RNA induced silencing complex), permettant au miR de se fixer a I’ARNm cible (Li
and Yang, 2013). Le miR a alors avoir 3 actions possibles : cliver I’'ARNm, réprimer ou
activer la traduction (figure 13) (Rooij and Olson, 2007).

Les miRNA peuvent étre retrouvés a lintérieur de cellules, ou bien au niveau
extracellulaire comme dans le plasma, on parle alors de miRNA circulant, ou dans des
« transporteurs » telles que les VE, aussi bienles MV que les exosomes. Contrairement
aux miRNA plasmatiques qui sont rapidement dégradés, les miRNA situés dans les MV
bénéficient d'une protection grace a la double membrane des MV. Ceci va empécher leur
dégradation et donc favoriser leur action auprés des ARNm cibles.

Les miRNA sont impliqués dans la physiopathologie de trés nombreuses maladies et
notamment les maladies cancéreuses ou athéromateuses.

Ils peuvent servir de biomarqueurs de différentes pathologies et notamment en oncologie
(Kosaka et al., 2010). IIs pourraient également étre la cible de nouvelles thérapeutiques
dans le futur (Schwarzenbach et al., 2015).
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Figure 13. Mécanismes de biogenése des miRNA. Modifié d’aprés Li and Yang, 2013.

b. miRNA et SAHOS

Depuis quelques années, différentes équipes se sont intéressées a |'étude et la
caractérisation de miRNA chez les patients apnéiques et notamment pour expliquer la
physiopathologie des complications CV ou encore néoplasiques de cette maladie.

Il semblerait que le facteur induisant une modification du phénotype des miRNA au cours
du SAHOS soit I'HI. En effet, |’équipe de Lacedonia a pu mettre en évidence que certains
miRNA (miR21, miR23b, miR145 and miR210) ont un taux plus élevé chez une
population présentant une HI (Lacedonia et al., 2018). HIF-1 est un facteur qui est
largement impliqué dans |’'adaptation cellulaire a I’'HI. Or, des chercheurs ont montré que
HIF-1 est régulé par de nombreux miRNA (figure 14) (Loscalzo, 2010; Meng et al., 2012;
Rane et al., 2009; Yamakuchi et al., 2010).

Certains de ces miRNA sont impliqués dans la survenue de pathologies CV. Il a été
démontré que la quantité de ces miRNA est modifiée chez les patients apnéiques (Li et
al., 2017). Ce qui pourrait, du moins en partie, expliquer les complications CV décrites
dans le SAHOS. Par exemple, une équipe chinoise a mis en évidence dans un modeéle
animal l'implication de miR145 dans le remodelage aortique lors de la simulation d’un
SAHOS (C. Yu et al., 2017).

Une équipe américaine a montré que le miR630 transporté par les exosomes est diminué
chez les enfants apnéiques présentant une DE (Khalyfa et al., 2016). Or, ce miRNA est
connu pour réguler un grand nombre de génes jouant un role sur la CE.

Les miRNA pourraient étre un bio marqueur non invasif des complications des apnées au
cours du sommeil.

En effet, les miRNA circulants ont tous les caractéristiques nécessaires pour étre de bons
bio marqueurs (de Gonzalo-Calvo et al., 2017) et notamment :
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- IIs peuvent étre recueillis grace a des techniques peu invasives : prélévement
sanguin

- Ils sont stables et ont une demi-vie longue
Ils peuvent étre quantifiés efficacement et relativement rapidement.....

Par exemple, le miR664a-3p est décrit comme tel dans le cadre de |'athérosclérose chez
les patients apnéiques (Li et al., 2018).

Une étude a montré que les miRNA pourraient de la méme fagon, étre des bio marqueurs
de la réponse adaptée a un traitement par PPC (Sanchez-de-la-Torre et al., 2015).

miR210 /' mir373

Cellule endothéliale

Modifications métaboliques,
angiogenese

Figure 14. Exemple de réponse décrite de la cellule endothéliale a I’'HI (d'aprés Loscalzo,
2010).

PU.1 : facteur de transcription
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c. miRNA et pathologies cardiovasculaires

L'expression des miRNA est anormale dans les différents tissus composant le systeme CV
au cours de pathologies telles que l'insuffisance cardiaque, les cardiomyopathies ou
encore |'athérosclérose. Les miRNA vont intervenir a différents niveaux de I'homéostasie
cardiovasculaire : remodelage cardiaque, I'apoptose cellulaire, I'inflammation,
I'angiogenese....

Il a été décrit que les miRNA interviennent a différents étapes responsables de
I'athérosclérose (Laffont and Rayner, 2017) (figure 15). Tout d’abord, ils vont intervenir
dans I'homéostasie du cholestérol (Wagschal et al., 2015). Par la suite, l'activation
endothéliale va favoriser le recrutement des leucocytes. Différentes voies de signalisation
participent a cela et notamment celle de ICAM-1, VCAM-1, et E sélectine. Différents
miRNA, par exemple miR126-3p, miR31 et miR17-3p ont été décrits comme modifiant
I’'expression de ces molécules (Harris et al., 2008; Suarez et al., 2010). Ils peuvent
également promouvoir la prolifération des CE (miR126, miR495) (Liu et al., 2015;
Schober et al., 2014).

Les miRNA vont de la méme facon réguler certaines voies pro inflammatoires (Wei and
Schober, 2016), ou encore des mécanismes impliqués dans le phénomene de rupture de
plaque.

Parallélement, plusieurs études ont pu démontrer le role des miRNA dans la DE. A titre
d’exemple, miR205 va agir sur la cascade enzymatique impliquant les métalloprotéinases
MMP2 et MMP9 impliquées dans la dégradation de la matrice extra cellulaire et ainsi
favoriser le développement de I'anévrysme de |'aorte abdominale. Ces MMP sont inhibées
par TIMP3 et RECK. MiR205, en inhibant les inhibiteurs des MMP, favorise la dégradation
de la matrice extra cellulaire vasculaire. Plus la concentration de miR205 est importante,
plus nous observons une dégradation de la matrice (Kim et al., 2014).

D’autre part, miR146 agit sur différentes voies pro-inflammatoires dont les voies de MAP
kinase et NFkB. Ces 2 voies vont notamment entrainer une activation endothéliale. Or
miR146 va inhiber ces voies et ainsi lutter contre I'activation endothéliale. Une diminution
de miR146 va donc favoriser cette activation endothéliale (Cheng et al., 2013).
Egalement, miR92 a pour cible KLF-2 ARNm. KLF-2 régule certains génes comme celui de
la eNOS. MiR92 va également réguler la biodisponibilité du NO (Wu et al., 2011).

Enfin, différents miRNA ont été décrits comme impliqués dans la régulation de la réponse
inflammatoire de la CE (Andreou et al., 2015).
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Figure 15. Principaux miRNA et leur impact sur les mécanismes cellulaires conduisant a

I’'athérosclérose (a partir de (Laffont and Rayner, 2017).
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Partie 1 : SAHOS et dysfonction endothéliale

1. Objectif

Le dysfonctionnement endothélial occupe une place importante dans la pathophysiologie
des complications cardiovasculaires de I'AOS. Ceci a été confirmé par diverses méta-
analyses.

Cependant, les revues et méta-analyses antérieurs dans ce domaine ont inclus des
études hétérogénes avec une description limitée des comorbidités qui contribuent de
facon importante au risque CV associé au SAHOS, comme I'hypertension et les troubles
métaboliques. De plus, la plupart de ces études étaient de petites études a centre unique
évaluant la fonction endothéliale par la FMD et pouvant étre sujettes a la variabilité intra-
et inter-opérateurs.

Du fait de ces limites méthodologiques, il est intéressant de pouvoir confirmer ces
données et notamment en présence d’un autre facteur de risque de DE qu’est le DT2.

De maniére générale, ce travail a eu pour but d'évaluer I'implication du SAHOS dans la
DE décrite chez les patients apnéiques, en s‘intéressant a deux populations bien
distinctes que sont les patients exempts de toute pathologie CV et les patients présentant
un diabéte de type 2 associé.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons voulu préciser |I'impact réel du SAHOS
sur la dysfonction endothéliale déterminée chez des patients sans aucun antécédent CV.
Nous avons ainsi étudié le r6le des apnées, et de leurs conséquences sur le sommeil ainsi
que celui des autres cofacteurs de risque CV que peuvent présenter ces patients.

Dans la deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés aux patients diabétiques qui
présentent, du fait de leur maladie métabolique, de facto une dysfonction endothéliale.
Nous avons donc évalué le role que peuvent avoir des apnées obstructives chez ces
patients sur l'atteinte vasculaire déja existante. Nous avons également défini le
phénotypage des MV circulantes afin d’évaluer leur réle dans la DE des patients
diabétiques présentant un SAHOS.
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2. Projet 1 : Recherche d’une association indépendante
entre la sévérité du SAHOS et la DE

Le SAHOS s’accompagne de pathologies CV telles que les AVC, les IDM, I'HTA... La
physiopathologie de ces complications peut étre commune autour de la DE. Cette DE
peut étre évaluée par RH-Pat grace a I'Endopat. Il s‘agit d'une mesure non invasive,
permettant d’évaluer la réponse a I'hyperhémie. Un index supérieur a 1.67 signe une
fonction endothéliale normale.

Or, différentes études ont montré une DE dans le cadre des apnées du sommeil. Ce qui
pourrait expliquer une prévalence augmentée chez ces patients de pathologies CV.
Cependant, le SAHOS est associé a de nombreux cofacteurs de risque CV tels que le
sexe, I'age, I'obésité....

Dans le cadre de cette métanalyse portant sur 12 études s’étant intéressées a la fonction
endothéliale au cours du SAHQOS, |'objectif est donc de déterminer I'implication réelle du
SAHOS dans la DE ainsi que le role des autres cofacteurs de risque CV.
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a. Résultats expérimentaux : projet 1
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Abstract

Obstructive sleep apnoea (OSA) is associated with an increased cardiovascular (CV) risk. The
reactive hyperaemia index (RHI) measured by peripheral arterial tonometry is a validated
measurement of endothelial function and a strong predictor of late CV events in at risk

subjects.

We performed an individual patient data meta-analysis (IPDMA) to investigate the
association between OSA severity and endothelial dysfunction taking into account associated
CV risk factors. Patients from 12 studies underwent overnight polysomnography or
respiratory polygraphy for suspected OSA. Endothelial dysfunction was defined by a log-
transformed RHI<0.51. Subgroup analyses were performed to investigate specific

populations.

Among 730 patients without overt CV disease, 387 (53.0%) had severe OSA and 164 (22.5%)
exhibited endothelial dysfunction. Endothelial dysfunction was associated with severe OSA
(odds ratio, OR [95% confidence interval]: 2.31 [1.12-4.79]; p=0.02), and nocturnal
hypoxaemia (OR: 1.83 [1.20-2.79] for >20 minutes with oxygen saturation<90%; p=0.005)
after adjustment for age, gender, diastolic blood pressure, obesity and diabetes. The
association between severe OSA and endothelial dysfunction seemed more pronounced in
mildly sleepy, older male patients, without metabolic comorbidities.

Among adults without overt CV disease, severe OSA is independently associated with an

increased risk of endothelial dysfunction that may predispose to late CV events.

Key words: obstructive sleep apnoea, endothelial function, reactive hyperaemia index,
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Introduction

The endothelium plays important roles in modulating vascular tone by synthesizing and
releasing endothelium-derived relaxing factors. Endothelial dysfunction caused by reduced
production or action of endothelium-derived relaxing factors is considered as an initial step
toward cardiovascular (CV) disease in at risk patients(Godo and Shimokawa, 2017;
Vanhoutte et al., 2017). In clinical setting, the non-invasive evaluation of peripheral
endothelial function constitutes an excellent surrogate marker of incident CV events(Godo
and Shimokawa, 2017). Many studies have correlated endothelial dysfunction with CV risk in
patients with risk factors such as systemic hypertension, diabetes mellitus, dyslipidemia and
obesity/insulin resistance(Flammer et al., 2012b). A recent systematic review and meta-
analysis showed that brachial artery flow-mediated dilation (FMD), and the reactive
hyperaemia index (RHI) obtained by peripheral arterial tonometry (PAT) significantly predict
CV events, with similar prognostic magnitude(Matsuzawa et al., 2015). From a technical
viewpoint, peripheral arterial tonometry offers the advantages of being completely non-
invasive, simple to perform, and less prone to operator error and thus more reproducible than
FMD(Flammer et al., 2012c; Lian and Keaney, 2010).

Evidence from population- and clinic-based cohort studies supports a causal association
between OSA and the incidence of CV diseases including hypertension, coronary heart
disease, arrhythmia, heart failure, and stroke(Drager et al., 2017; Javaheri et al., 2017b).
Endothelial dysfunction is considered as a key mechanism linking OSA and its hypoxia-
related consequences with CV morbidity(Hoyos et al., 2015). Given the marked heterogeneity
of OSA in terms of clinical phenotypes, co-morbidities and health outcomes, endothelial
function could be used in OSA patients as a predictive tool to better identify which subjects
have preclinical vascular disease at high risk of subsequent CV events. However, the

relationship between OSA and endothelial dysfunction remains to be clarified, taking into
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account both indices of sleep-disordered breathing severity and potential covariates. Indeed,
previous reviews and meta-analysis in the field have included heterogeneous studies with a
limited description of comorbid conditions making an important contribution to OSA-
associated CV risk such as hypertension and metabolic disorders(Hoyos et al., 2015; Joyeux-
Faure et al., 2018b; Kendzerska et al., 2014b; Wang et al., 2015). Furthermore, most of these
studies were small single-centre studies evaluating endothelial function by FMD that may be
prone to intra- and inter-operator variability(Flammer et al., 2012c; Lian and Keaney, 2010).
Approaches using individual participant data meta-analysis (IPDMA) do not aggregate
summary data but address study questions by including actual participant data from different
data sources(Riley et al., 2010). Using individual data for OSA indices of severity overcomes
limitations related to the selective cut-offs used in previous publications and allows specific
subgroup analyses. Information at the participant’s level regarding confounder’s permits
proper adjustment.

The aim of this IPDMA was to investigate the relationship between OSA severity indices and
RHI, a validated measurement of endothelial function with low observer variability, after

appropriate adjustment for confounders.

Methods

We pooled individual data from patients with clinical suspicion of OSA and no overt CV
disease involved in 12 separate studies (7 randomized controlled trials and 5 observational
studies) initiated between 2007 and 2013 by the Departments of Respiratory and Sleep
Medicine of Angers and Grenoble University Hospitals. Only data obtained at the baseline
evaluation of interventional and observational studies were included in the present individual
data meta-analysis. Patients with technical failure of PAT and/or history of CV disease

including coronary heart disease, heart failure, arrhythmias, and stroke were excluded from
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the studies. All studies were approved by an independent Ethics Committee, and were
conducted in accordance with applicable good clinical practice requirements in Europe,
French law, ICH E6 recommendations and the ethical principles of the Helsinki Declaration
(1996 and 2000). All randomized controlled trials were registered on the ClinicalTrials. gov

site (online supplementary table S1).

Clinical evaluation

All clinical examinations and evaluations were conducted during the morning hours following
sleep studies. Clinical evaluation included anthropometric data, smoking habits, medical
history, medication use and questionnaires. Obesity was defined by a body mass index
(BMI)>30 kg/m® Excessive daytime sleepiness was assessed by the Epworth Sleepiness
Score(Johns, 1991). Clinic blood pressure was measured using a periodically calibrated
mercury sphygmomanometer and an appropriate cuff size. Recorded blood pressure was the
average of 3 consecutive readings during a 5-min period following at least 5 min of rest in the
sitting position. Only patients who were previously diagnosed as hypertensive and were
taking antihypertensive medication were considered as having hypertension. Diabetes was
defined based on current use of antidiabetic medications and dyslipidaemia on current lipid-

lowering medications.

Sleep studies

All patients were investigated for suspected OSA using overnight in-laboratory respiratory
polygraphy (RP), or polysomnography (PSG) while spontaneous breathing to characterise
abnormal respiratory events during sleep. Recorded data included nasal-oral airflow
(thermistor and nasal pressure cannula), chest and abdominal wall motion (respiratory
inductance plethysmograph belts), arterial oxygen saturation (finger oximetry), body position

and electrophysiological signals for sleep evaluation (PSG). Respiratory events were scored
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manually using recommended criteria(Berry et al., 2012). The apnoea-hypopnoea index
(AHI) was calculated as the number of apnoea and hypopnoea events per hour of sleep (PSG)

or recording (RP).

Assessment of endothelial function

As previously described(Gagnadoux et al., 2017a), endothelial function was assessed in the
morning following sleep study by digital pulse amplitude, using PAT (EndoPAT®, Itamar
Medical Ltd., Caesarea, Israel). All participating centres followed the same procedure. The
RHI was calculated by a computer in an operator-independent manner, as the ratio of the
average amplitude of the PAT signal post- to pre-occlusion of the tested arm, normalized to
the concurrent signal from the contralateral finger. The log-transformed ratio, expressed as
Ln-RHI was calculated from the same ratio between the digital pulse volume during reactive
hyperaemia and at baseline. Based on previous reports(Akiyama et al., 2012; Bonetti et al.,
2004; Erre et al., 2018), a Ln-RHI cut-off value<0.51 was used to define the presence of a

significant endothelial dysfunction. (See online supplementary materials for further details).

Statistical analysis

Results were expressed as percentages, mean (standard deviation, SD) and odds ratio (OR),
95% confidence interval (Cl). A two-tailed p value <0.05 was considered significant.
Statistical comparisons were performed using the Chi2 test for categorical variables and the
unpaired t-test for continuous variables. The primary dependent variable of interest was the
presence of endothelial dysfunction (Ln-RHI<0.51). Factors significantly associated with
endothelial dysfunction were introduced in a multivariate logistic mixed model with a random
effect by study. The primary independent variables included the AHI and 2 different indices
of nocturnal hypoxemia, the mean oxyhemoglobin saturation (SaO2) during sleep and the

duration of sleep with Sa02 <90% (T90). The following commonly used cut-offs for AHI
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were used to define categories of OSA severity: <5 (no OSA), 5 to <30 (mild to moderate
OSA), >30 (severe OSA). The study sample was grouped into tertiles for the 2 indices of
nocturnal hypoxemia. To avoid potential bias in choosing a RHI cut-off value for endothelial
dysfunction, multivariate linear mixed models with a random effect by study were performed
to characterize the associations between Ln-RHI as a continuous variable and indices of OSA
severity. In order to estimate the effect size of increasing OSA severity on endothelial
function, adjusted means of Ln-RHI were calculated according to categories of OSA severity.
Subgroup analyses were performed to determine if there were some differences across
categories of patients with OSA. All statistical analyses were performed with SAS software
(SAS/STAT Package 2002-2003; SAS Institute Inc., Cary, NC). A 2-tailed p value < 0.05
was considered significant. (See online supplementary materials for further details regarding

the assessment of heterogeneity between studies).

Results

The details of the 12 studies included in the IPDMA are presented in the online supplement
(Table S1). Among 802 patients, 72 were excluded due to history of CV disease (n=42) or
PAT technical failure (n=30). Our final sample size comprised 730 patients with clinical
suspicion of OSA and no overt CV disease. Patient’s characteristics according to their original
study are presented in the online supplement (Table S2). As showed in Table 1, the
prevalence of endothelial dysfunction increased from 14.9% in the no OSA group, to 26.9%
in patients with severe OSA (p=0.0086). As expected, patients with severe OSA were older,
with a marked male predominance, higher prevalence of obesity and hypertension. Patients
with endothelial dysfunction were characterized by higher prevalence of obesity, diabetes and
severe OSA, and higher diastolic blood pressure when compared to subjects with normal

endothelial function (Table 2).
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On multivariate analysis, severe OSA was significantly associated with an increased risk of
endothelial dysfunction (OR [95%CI], 2.31 [1.12-4.79]), after adjustment for age, gender,
diastolic blood pressure, obesity and diabetes (Figure 2). We further investigated the
association between endothelial dysfunction and 2 indices of nocturnal hypoxaemia. As
showed in Table 3, increasing nocturnal hypoxaemia as assessed by the mean SaO, and T90
was associated with a significant increase in the risk of endothelial dysfunction after
adjustment for confounders. Subgroup analyses were performed to evaluate the independent
association between severe OSA and endothelial dysfunction in different patient categories.
As showed in figure 3 the relationship between severe OSA and endothelial dysfunction
seemed more pronounced in older male patients without obesity and diabetes and in non-
sleepy patients with an Epworth sleepiness score below 10.

Multivariate regression analyses were also performed to characterize the association between
categories of OSA severity and Ln-RHI as a continuous variable. Figure 4 presents adjusted
mean values of Ln-RHI according to tertiles of mean SaO, and T90. The adjusted mean value
of Ln-RHI decreased from 0.75 in the lowest tertile of T90 to 0.69 in the highest tertile
(p=0.0001). A similar decrease in the adjusted mean value of Ln-RHI was observed between
the lowest and the highest tertile of mean SaO, (p=0.0008).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first meta-analysis of individual participant data
evaluating the association between OSA severity and endothelial dysfunction with proper
adjustment for confounding factors. Our study included a relatively large sample of
typical OSA patients, predominantly male, with a wide range of disease severity, frequently
presenting hypertension and metabolic comorbidities. All data were obtained using standard
operating procedures and a validated measurement of endothelial function with a low

observer variability. We found that both severe OSA and nocturnal hypoxemia were
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significantly associated with an increased risk of endothelial dysfunction after adjustment for
age, gender, diastolic blood pressure and metabolic comorbidities. The association between
severe OSA and endothelial dysfunction seemed more pronounced in mildly sleepy, older
male patients, without metabolic comorbidities.

Recent reviews and meta-analyses concluded that moderate-to-severe OSA might impair
endothelial function(Johns, 1991; Wang et al., 2015). By pooling the summary data from 11
case-control studies including a total of 445 subjects, Wang et al. found that endothelial
function assessed by FMD was lower in patients with OSA than in controls(Wang et al.,
2015). The authors performed meta-regression to examine the impact of potential modifiers
on OSA-related changes in FMD. In the whole OSA population, the association between OSA
and FMD was significantly modified by the BMI and the level of triglycerides. Conversely,
none of the covariates significantly modified the association in the subgroup of patients with
moderate-to-severe OSA. However, this meta-analysis has potential limitations related the use
of FMD technic that may be prone to intra- and inter-operator variability(Flammer et al.,
2012c; Lian and Keaney, 2010), the inclusion of small single-centre studies, and the exclusion
of patients with traditionally known CV risk factor such as hypertension, diabetes,
dyslipidaemia. By pooling pulse-wave velocity (PWV) data from 5 case-control studies
including 253 patients, Wang et al. also concluded that OSA increased arterial stiffness(Wang
et al., 2015). This finding was not confirmed by a recent IPDMA(Joyeux-Faure et al., 2018Db).
This meta-analysis used individual patient data from 9 studies performed by the same centre
with 893 well-characterised patients and PWV measured using the same technique for all
studies. The authors concluded that the elevation of arterial stiffness in patients with OSA was
driven more by conventional CV risk factors (age, hypertension and the presence of diabetes)
than by indices of sleep-disordered breathing severity(Joyeux-Faure et al., 2018b).

Conversely, our IPDMA provides evidence in support of an independent association between
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OSA severity and endothelial dysfunction after adjustment for traditional CV risk factors.
Several factors may have contributed to these discrepant findings. Joyeux-Faure et al.
included patients with a very high prevalence of hypertension (78%) and diabetes
(45%)(Joyeux-Faure et al., 2018b). In line with previous reports from large clinic-based
cohort studies(Gagnadoux et al., 2016; Kendzerska et al., 2014c), the prevalence of
hypertension and diabetes was markedly lower in our population (39 and 15% respectively).
Another issue is whether a correlation exists between endothelial function and arterial
stiffness indices in patients with OSA. The major determinants of reflection wave magnitude
are the vascular characteristics of the arterial branching regions and impedance mismatch
between the proximal and distal arteries, rather than the degree of peripheral vascular
reactivity(W.-I. Yang et al., 2011). Recent studies found no significant correlation between
endothelial function assessed by PAT and arterial stiffness measured by augmentation index
and PWV in patients with hypertension or acute ischemic stroke(Tuttolomondo et al., 2017;
W.-I. Yang et al., 2011).

The use of individual patient data allowed us to carry out specific subgroup analysis. Our
results suggest that the impact of OSA on endothelial function might be less significant in the
presence of major CV risk factors such as diabetes of obesity. These findings should be
interpreted with caution due to differences in sample sizes. However, they are in accordance
with a recent randomized controlled trial showing no impact of continuous positive airway
pressure therapy for 3 months on endothelial function assessed by PAT in patients with
multiple CV risk factors(Gottlieb et al., 2014). Previous studies have reported an interaction
between gender and OSA on endothelial function assessed by FMD or PAT suggesting a
higher vulnerability of the vascular endothelium to the adverse effects of mild-to-moderate
OSA in women(Faulx et al., 2004; Randby et al., 2013). However, these studies were

population-based studies with a low prevalence of severe OSA. Conversely, our study
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population included a majority of patients with severe OSA and the association with
endothelial dysfunction appeared to be limited to men. We also found an interaction with
daytime sleepiness, the association between severe OSA and endothelial dysfunction being
limited to patients with an Epworth score <10. A strong correlation has been demonstrated
between the RHI measured by PAT and muscle sympathetic nerve activity(Sverrisdottir et al.,
2010). On the other hand, Taranto-Montemurro et al. demonstrated an inverse relationship
between subjective daytime sleepiness and sympathetic activity in patients with heart failure
and OSA(Taranto Montemurro et al., 2012). Endothelial dysfunction in patients with severe
OSA may be associated with mild subjective daytime sleepiness due to sympathetic over-
activity.

The main limitation of our IPDMA is the observational design of the eligible studies which
does not allow establishing temporal or causal relationship between severe OSA and
endothelial dysfunction. Further studies are required to investigate whether PAT assessment
of endothelial function predicts CV outcomes in patients with OSA. As up to 50% of OSA are
minimally symptomatic(Roure et al., 2008), targeting CV outcomes has emerged as a
therapeutic objective in patients with OSA. Endothelial function assessment has also a
potential value in identifying responders and non-responders to therapy(Flammer et al.,
2012c; Modena et al., 2002). Future interventional studies should evaluate whether
improvement of endothelial function after OSA therapy predicts a better CV prognosis in
patients who exhibit endothelial dysfunction at diagnosis.

In conclusion, among adults without overt CV disease, severe OSA is independently
associated with an increased risk of endothelial dysfunction that may predispose to a higher

risk of late CV events.
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Figure legends:

Figure 1: Flow diagram of subjects during the study.
Abbreviations: PAT, peripheral arterial; RP, respiratory polygraphy; PSG, polysomnography;
OSA, obstructive sleep apnoea

Figure 2: Adjusted odds ratio (OR), for endothelial function according to categories of
obstructive sleep apnoea (OSA) severity.

OR were adjusted for age, gender, diastolic blood pressure, presence of obesity and diabetes
Abbreviations: CI, confidence interval

Figure 3: Subgroup analysis of the association between severe OSA (versus no OSA) and
endothelial function

Covariates included age, gender, diastolic blood pressure, presence of obesity and diabetes.
For each subgroup, the corresponding covariate was excluded from the model.

Figure 4: Adjusted mean values of Ln-RHI according to indices of nocturnal hypoxemia.
Abbreviations: T90, sleep time with oxygen saturation < 90%; Sa0,, oxygen saturation

Mean values of Ln-RHI were adjusted for age, gender, diastolic blood pressure, presence of

obesity and diabetes
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Table 1: Characteristics of the study population according to categories of obstructive sleep

apnoea severity

dysfunction*, %

All No OSA Mild-to- Severe OSA | pvalue
moderate
OSA

n 730 67 276 387 -
Age, years 54.3(11.6) | 46.8(12.3) | 54.8(11.8) | 55.3(11.0) | <0.0001
Females, % 20.1 32.8 23.9 15.3 0.0006
BMI, kg/m? 28.7 (5.9) 26.9 (6.4) 27.9 (5.7) 29.6 (5.8) <0.0001
Obesity, % 30.4 25.4 21.7 375 <0.0001
SBP, mmHg 130.5 (16.0) | 124.7 (15.0) | 131.2(15.4) | 131.0(16.4) | 0.0072
DBP, mmHg 78.1(11.6) | 73.4(13.8) | 77.2(10.6) | 79.5(11.7) | <0.0001
Hypertension, % 38.6 25.4 32.6 45.2 0.0003
Diabetes, % 155 18.2 17.5 13.6 0.3243
Dyslipidaemia 20.5 17.7 21.2 20.4 0.8280
Non-smokers, % 48.1 50.8 47.3 48.2 0.8750
Epworth score 9.3 (4.8) 8.2 (4.5) 9.0 (5.0) 9.8 (4.6) 0.0209
EDS, % 40.4 29.0 38.2 44.3 0.0556
T90, min 32.9(65.4) | 14.3(54.6) | 225(56.9) | 45.1(71.4) | <0.0001
Mean Sa0,, % 92.8 (2.5) 94.1 (1.9) 93.1 (2.6) 92.4 (2.5) <0.0001
Ln-RHI 0.72 (0.27) | 0.74(0.25) | 0.75(0.27) | 0.70 (0.27) 0.0490
Endothelial 22.5 14.9 18.1 26.9 0.0086

Data are expressed as mean (standard deviation) or percentages.
Abbreviations: OSA, obstructive sleep apnoea; BMI, body mass index; SBP, systolic blood

pressure; DBP, diastolic blood pressure; EDS, excessive daytime sleepiness (Epworth score >
10); T90, sleep time with oxygen saturation < 90%; Sa0,, oxygen saturation; Ln-RHI, natural
logarithmic transformation of the reactive hyperaemia index.
* Endothelial dysfunction was defined by a Ln-RHI<0.51
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Table 2: Comparison of patients with and without endothelial dysfunction

No endothelial dysfunction | Endothelial dysfunction p value
(Ln-RHI>0.51) (Ln-RHI<0.51)

n 566 164 -
Age, years 54.1(11.4) 55.2 (12.3) 0.2788
Females, % 19.8 21.3 0.6639
BMI, kg/m? 28.1 (5.8) 30.7 (6.0) <0.0001
Obesity, % 26.1 45.1 <0.0001
SBP, mmHg 130.4 (15.9) 130.6 (16.2) 0.9018
DBP, mmHg 77.6 (11.4) 79.7 (12.2) 0.0494
Hypertension, % 37.8 41.5 0.3988
Diabetes, % 11.3 29.9 <0.0001
Dyslipidaemia, % 20.6 20.1 0.9059
Non-smokers, % 47.2 50.9 0.4074
Epworth score 9.3(4.8) 9.3(4.8) 0.9805
EDS, % 40.6 39.9 0.8833
No OSA, % 10.1 6.1
Mild-to-moderate 39.9 30.5 0.0079
OSA, %
Severe OSA 50.0 63.4
AHI, n 31.7 (23.2) 36.3 (23.5) 0.0264
T90, min 29.1 (58.8) 46.1 (83.2) 0.0218
Mean Sa02, % 93.1(2.2) 92.0 (3.1) <0.0001

Data are expressed as mean (standard deviation) or percentages.
Abbreviations: OSA, obstructive sleep apnoea; BMI, body mass index; SBP, systolic blood
pressure; DBP, diastolic blood pressure; EDS, excessive daytime sleepiness (Epworth score >
10); AHI, apnoea-hypopnoea index; T90, sleep time with oxygen saturation < 90%; Sa0,,
oxygen saturation; Ln-RHI, natural logarithmic transformation of the reactive hyperaemia

index.
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Table 3: Adjusted odds ratios for endothelial dysfunction according to variables of nocturnal

hypoxemia
Predictor Adjusted 95% confidence p value
odds ratio interval

Sleep time spent with oxygen

saturation below 90%, min
<1.7 min (ref) 1 - -
1.7-20 min 151 1.21-1.90 0.0004
>20 min 1.83 1.20- 2.79 0.0047

Mean oxygen saturation during

sleep, %
>94.0% (ref) 1 - -
92-94.0% 1.30 1.03-1.64 0.0291
<92% 1.47 1.14-1.90 0.0028

Odds ratios were adjusted for age, gender, diastolic blood pressure, presence of obesity and

diabetes.
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b. Conclusion Projet 1

Aprés ajustement sur |I'age, le genre, la tension artérielle diastolique et les comorbidités
métaboliques, il s'avére que la sévérité du SAHOS définie par I'IAH ainsi que la sévérité
de I'hypoxie nocturne définie par la saturation moyenne et le temps passé avec une
saturation inférieure a 90%, sont associées a une augmentation du risque de DE.

Cette association entre le SAHOS sévere et le DE existe uniquement chez les patients ne
présentant pas d'HTA, de diabéte ou d’obésité (Figure 16).

Hypertension
Yes (n=282) I | |
No (n=449) | ! |
Diabetes
Yes (n=113) | ! |
No (n=617) | ! |
Obesity
Yes (n=222) | ! |
No (n=508) | ! |
0 ! ] : H

Covariates Adjusted OR (95%CI)*

Figure 16. Analyse en sous-groupes de la relation entre SAHOS et DE.
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3. Projet 2 : Role du SAHOS sur la dysfonction
endothéliale des patients diabétiques de type 2 -
DIVAS

Le SAHOS est fréguemment associé a une autre maladie connue pour engendrer une
DE : le diabéte de type 2. Ce lien s’explique non seulement par un cofacteur de risque
commun qui est I'obésité mais également par une relation de cause a effet réciproque.
Différentes études a ce jour ont montré que ces 2 pathologies sont responsables d’une
atteinte endothéliale. Il a également été décrit par notre équipe que les patients
apnéiques ont des MV de phénotype différent. De la méme facon, les patients diabétiques
vont présenter des MV modifiées comparativement aux sujets sains a la fois en nombre
et en phénotype.

Nous avons voulu déterminer le poids du SAHOS sur la DE observée chez les patients
diabétiques. Nous avons cherché a définir des facteurs prédictifs cliniques et para
cliniques de cette dysfonction, notamment via le phénotypage des MV.
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a. Résultats expérimentaux : Projet 2
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Abstract
Background: Obstructive sleep aprea (054) and type 2 diabetes (T20) are associated with endathelial dysfunction a
rmain predictor of late cardiovascular (CV) evenits. Despite the high prevalence of O5A in patients with T20, the impact
of O5A severity on endathelial function has not been clearly elucidated. The aim of this cross-sectional study was ta
determine whether increasing 054 severity is associated with poorer endathelial furction in patients with T20.
Methods: 140 patients with T20 and no overt OV disease underwent polysomnagraphy, peripheral arterial tanom-
atry, clinic blood pressure (BP) measurement, biological assessment for OV risk factors, daytime sleepiness and health
related quality of life (HROL) questionnaires. The fallawing commonly used cut-offs for apnea-hypoprea index (AHI)
were used to define 3 categories of dissase severity: AHI < 15 (no O5A ar mild 0541, 15 = AHI < 30 (moderate O5A),
and AHI = 30 (severe O5A). The primary outcome was the reactive hyperemia index (RHI), a validated assessment of
erdothelial function.
Results: 21.4% of patients had moderate 054 and 47 6% had severe OSA. Increasing 054 severity and nocturnal
hypoxemia were not associated with a significant decrease in RHI. Endothelial dysfunction (RHI < 1.67) was faund
irn 471, 44.4 and 39 2% of patients with no O%A or mild 054 moderate O5A and severe 054, respectively ([p = 0.76).
After adjustment for confounders including body mass index, increasing O5A severity was associated with higher
systalic BP (p = 003), laweer circulating levels of adiponectin (p = 0.0009), higher levels of sP-selectin (p = 0.03), lower
scares in 3 dormains of HROL including enengy/vitality (p = 0:02), rale functioning (p = 0001}, and sacial functioning
[P = Q4.
Conclusions: Moderate to severe OSA is very comiman but has no impact on digital micro-vascular endathelial furc-
tion in patients with T200

Keywords: Obstructive sleep apnea, Type 2 diabetes, Endothelial function, Peripheral arterial tonometry, Reactive
hyperemia index

round cardiovascular (CV) events in at-risk subjects [2]. Flow-
Endothelial dysfunction is a pathophysiological determi- mediated dilatation {FMDY) of the brachial artery has been
nant of atherogenesis that occurs at the early stages of  extensively used as a noninvasive measure of endothelial
coronary artery disease [1] and predicts the occurrence of  function. However, the FMD technique is time-consum-
ing and requires a careful learning curve, which limits its

routine application in large multicenter studies. Measur-

*Camespondence: frgagnad cusgchu-angersir ing endothelial function by peripheral arterial tonom-
Département de Freumnol ogie, Université Bretagre Loie, (HU dingers, Hﬂ" EP-""-T.:' has mcem‘]g.r gained increased attention, as

4 Fuue Larrey, 49100 Angers, France . L .
Fudll list of author infoemabion is #valable at the snd of the artide the reactive hyp&remna index (RHI) measured bF PAT is

€ The Autreorfs) 2007.This amiche is distributed under the temis of g Crsatve Cormmeons Azmbuton 4.0 nserakonal Licores

(--) BioMed &rﬂ [hingeVorean baecommans orplice nees oy 0, which permins unmestricoed use, dikaribenion, and reproduction in any medium,
prosddiod ;.-uulg1m appropriase credin 80 the oiginal suhorls) and the sourcs, provide a ink 1o the Creathee Commmicons Boense.
and rcdicats iFchangaes veone made. The Creatka Comimadora Pulblic Dormain Dedicaton veaivier Jhipooreath e oomimansoeg)
publ cdormad itz e O apples oo dhe data rrade available inodhis articke, unkess othensdse staned.



Birormnesu et al Cardiovase Diabetol [2017) 16:39

a validated marker of endothelial function [3). Validation
studies have demonstrated that RHI is correlated with
coronary micro-vascular function in patients with early
atherosclerosis [4] and predicts CV events [5-7]. Recent
study underlined the relationship between immune-
inflammatory markers, endothelial and arterial stiffness
index in patients with acute ischemic stroke, also sug-
gesting the use of a combination of PAT and arterial stiff-
ness indexes to better categorize patients with schemic
stroke | B, 9]. Witric oxide (WO) plays an important role in
digital reactive hyperemia [10]. Kuvin et al. [11] found a
significant correlation (r = (L55, p < 0L0001) between RHI
and FMD in 89 subjects, 38% of whom had a history of
coronary artery disease. RHI was also significantly corre-
lated with FMD (r = 0.47; p = 0.001) in non-obese and
non-smoker subjects free of overt OV disease [12]. In
the Framingham health study, RHI correlated with tradi-
tional CV risk factors but the association with FMD was
not significant in multivariable-adjusted analyses [13].
The obesity pandemic is associated with an increasing
prevalence of type 2 diabetes (T2D) and obstructive sleep
apnea ((O5A). T2D carries a substantially increased risk of
macro and micro-vascular complications, including cor-
omary artery disease, n.ephmparh}r. retinopathy and non-
healing foot uleers [14, 15]. Endothelial dysfunction is
important in the pathogenesis of diabetic angiopathy doe
to increased vascular tone, vascular inflammation and
oxidative stress [15-17]. Several studies demonstrated
that micro-vascular endothelial function assessed by the
RHI is impaired in patients with T2D and improved by
dietary of pharmacological interventions [15, 18-22]. In
a cross-sectional study including 183 patients undergning
coronary angiography, diabetic patients with and with-
out coronary heart disease showed significantly impaired
peripheral vascular function assessed by RHI compared
to non-diabetic patients without coronary heart disease
[18]. A recent study demonstrated that patients with
T2D and diabetic foot syndrome have lower mean values
of RHI than diabetic subjects without diabetic foot [23).
054 is also associated with a decrease in endothelial NO
synthase and an increase in endothelin-1 levels [24], with
hypercoagulability [25], and inflammation [26]. Repeated
hypoxemia-reaxygenation episodes induce ROS produc-
tion [27]. The final result of this process is the develop-
ment of endothelial dysfunction and micro-vascular
impairment [28). Several clinic-based and population-
based studies have demonstrated that O5A is associated
with severity-dependent deterioration of endothelial
function assessed by RHI in both adults and children
[29-34]. Microparticles (MPs) are small plasma mem-
brane vesicles that can be released by a variety of vascular
or blood cells and contain both membrane and cyto-
solic elements. Experimental data has demonstrated that
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MPs can promote endothelial dysfunction. MPs released
in vitro by apoptotic T-lymphocytes impair endothelial
function by stimulating oxygen free radical generation,
and decreasing Serl179 phosphorylation of endothelial
MO synthase [35]. Recent data suggest that circulating
MPs released by activated endothelial cells can be con-
sidered as biomarkers of endothelial dysfunction in DSA
[35] and in T2D [36].

In clinical practice, 054 is frequently associated with
several risk factors for atherosclerosis, including hyper-
tension [37], T2D [38, 39] and the metabolic syndrome
[40]. Previous studies demonstrated additive effects on
early markers of atherosclerosis in patients with DSA
associated with hypertension [41] or the metabolic syn-
drome [40]. There is evidence to suggest that the pres-
ence and severity of untreated O%A is associated with
poorer glucose control in patients with T2D [38). How-
ever, although recent data suggested that O5A may be
associated with diabetic retinopathy [42], nephropathy
[43] and neuropathy [44], there is no conclusive evidence
today regarding the impact of the OSA-T2D relation on
micro- and macro-vascular diabetic complications [45].
As O5A and T2D often occur concomitantly, the pres-
ence of OSA may exert addictive effects on subclinical
markers of vascular dysfunction in patients with T2D.
The main objective of the present study was to deter-
mine whether increasing O%A severity is associated with
poorer endothelial function, which could contribute to
increase the risk of micro- and macro-vascular complica-
tions in patients with T2D and no overt OV disease.

Methods

Study design

This study was cross-sectional study done in two French
sleep centers (Angers University Hospital and Le Mans
General Hospital, France). The study was approved by
our local ethical committee (CPP OUEST 11, no2011/12).
Cutcome  as5ess0rs  were  unaware of study-group

assigmment.

Participants
Patients aged 18-75 with T2D on stable medications for
the preceding 3 months, without medical history of CV
disease including coronary heart disease, heart failure,
arrhythmias and siroke, were recruited from the out-
patients diabetes clinics of Angers and Le Mans hospi-
tals. All patients gave their written informed consent to
participate in the study.

Sleap studies
In all patients OSA was assessed an overnight in-
laboratory polysemnography (PSG) (CID 1027, Cidelec,
Angers, France) with continuous recording of the
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following channels: electroencephalogram, electrooculo-
gram, chins electrormyogram, arterial oxygen saturation,
nasal—oral airflow, electrocardiogram, chest and abdomi-
nal wall motion, and body position. Respiratory events
were scored manually. An apnea was defined as the com-
plete cessation of airflow and hypopnea as a decrease
in the nasal pressure signal of at least 30% in associa-
tion with either =3% arterial oxygen desaturation or an
arousal both lasting for at least 10 s [4a].

Clinical evaluation

All clinical examinations and evaluations were conducted
during the moming hours following overnight P5G.
Clinical evaluation incluoded anthropometric data, smaok-
ing habits, medical history, and medication use. Patients
who were previously diagnosed as hypertensive and were
taking antihypertensive medication were considered as
having hypertension. Daytime sleepiness was evaluated
by the Epworth sleepiness scale (ESS) [47]. Excessive
daytime sleepiness was defined by an E55 = 11. Health
related quality of life (HROQL) was evaluated with a vali-
dated French-language version of the medical outcomes
study 36-item short-form (SF36) [48]. Clinic blood pres-
sure (BP) was measured using a periodically calibrated
mercury sphygmomanometer and an appropriate cuff
size. Recorded blood pressure was the average of three
consecutive readings during a 5-min period following at
least 5 min of rest in the sitting position.

Assessment of micro-wascular endothelial function
Endothelial function was assessed by digital pulse ampli-
tude, using PAT (EndoPAT®, ltamar Medical Led., Cae-
sarea, lsrael) [4]. PAT was performed in the morning
following P5G. Patients laid down in a quiet room with
probes mounted on both index fingers and a blood pres-
sure cuff around the right arm above the elbow for the
hyperemia testing. The left finger was used as the con-
trol. Finger arterial pulse wave amplitude was recorded
throughout the protocol which included 3 consecutive
stages each of 5 min duration: (1) baseline recording;: (2)
occlusion of the brachial artery by inflating the blood
pressure cuff to 50 mm Hg above the baseline systolic
pressure and (3) post-occlusion recording after deflation
of the cuff to measure of the generated reactive hypere-
mia response. RHI was calculated as the ratio of the aver-
age amplitude of the PAT signal post-to-pre occlusion
of the tested arm, normalized to the concurrent signal
from the contralateral finger. A RHI value <1.67 indicated
endothelial dysfunction [4]. The two participating cent-
ers followed the same procedure and PAT assessors were
blinded to patient’s study group.
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Biological assessment

Fasting blood samples were taken from the antecubi-
tal vein in the morning hours following overnight PSG.
Plasma glucose, total serum cholesteral, and high-den-
sity lipoprotein serum cholesterol (HDLe) were directly
measured in accredited laboratories using standard
techniques. Low-density lipoprotein serum cholesterol
[LDLc) was calculated. Glycated hemoglobin (HbAlc)
was measured in whole blood with ion-exchange high-
performance liguid chromatography and wsed as a clini-
cal indicator of glocose control.

Plasma and serum samples were obtained after cen-
trifugation and stored at —80 *C for assessment of circu-
lating biomarkers of cardiovascular risk. For each ELISA
kit, samples were assayed in duplicate. ELISA assays
included serum levels of leptin (Human Leptin ELISA
EIT, OKAARDOZ2 96 W, AVIVA S5YSTEMS BIOLOGY,
San Diego, USA; detection limit =7 pg,l'rnl}. adiponectin
(Human Adiponectin ELISA KIT, EA2500-1, ASSAY-
PRO), St Charles, MO); detection limit = 0.3 ng/ml), high-
sensitive C-reactive protein (hs-CRPF ELISA, DET40011,
Demeditec. Germany; detection limit = 002 pg/ml),
soluble P-selectin  (sP-selectin, Human P-Selectin/
CD&2E BBES, R&D Systems Europe, Lid., UK; detection
limit = 0.5 ng/ml), and 8-iso-prostaglandin level (OxiSe-
lect™ H-iso-Prostaglandin F2o ELISA Kit, STA-337, Cell
Biolabs, INC., USA). Inter-assay and intra-assay variation
for all the techniques used was «10%. The homeostasis
model assessment resistance index (HOMA-IR) was cal-
culated from fasting glucose and insulin concentrations,
as follows: insulin (mIUf) * glocose (mmal/1)/22.5.

In 43 patients circulating microparticles (MPs) were
isolated from blood samples within 2 h after completion
of sampling, from a peripheral vein using a 21-gauge nee-
dle to minimize platelet activation. A first centrifugation
of blood was carried out 260g for 20 min. Plasma was
centrifuged at 1500y for 20 min in order to obtain plate-
let-free plasma. Two hundred microliters of platelet-free
plasma were frozen and stored at —80 °C for subsequent
analysis. Circulating MPs were quantified and their cel-
lular origin identified using flow cytometry with specific
antibodies (Beckman Coulter, Villepinte, France). Amnti-
CD62P and anti-CD62E antibodies were used to identify
P-selectin® and E-selectin® MPs, corresponding to MPs
from activated platelets and activated endothelial cells,
respectively.

Statistical analysis

The primary outcome variable was endothelial func-
tion assessed by the RHI. Secondary outcomes included
clinic BP, biological data and HROQL questionnaires.
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Characteristics of the study population were determined
according to categories af apnea—hypopnea index (AHI).
The following commonly used cut-offs for AHI were used
to define 3 categories of disease severity: AHI = 15 (no
O5A or mild OSA), 15 = AHI < 30 (moderate OSA), and
AHI = 30 (severe OS5A). Patients with no O5A (AHI < 5)
and patients with mild O34 (5 = AHI < 15) were pooled
in the same group. Indeed, recent epidemiological data
demonstrated that although mild O5A (5 = AHI < 15) is
highly prevalent. most patients are asymptomatic and the
association between mild OSA and adverse clinical out-
comes remains unproven [49). For other physiologic indi-
ces of OSA severity, the study sample was grouped into
quartiles of the variable. Mormality of distribution was
assessed using the Kolmogorov—Smirnov test. Contino.-
ous variables with normal distribution were described
as mean (SDY or mean (95% confidence interval [CI)).
Univariate analysis was first used to determine which
primary and secondary outcomes variables could be
significantly associated with OSA severity. For continu-
ous variables, p values across AHI categories were cal-
culated by analysis of variance. The Chi square test and
the Fischer exact test as appropriate were used for cat-
egorical variahles. Multivariate regression analyses were
then unsed to characterize the independent associations
between (5A severity and outcome variables. The cor-
relation between continuous variables was assessed by
Pearsons correlation coefficient. All reported p-values
were two-sided. A p value <0.05 was considered to indi-
cate statistical significance. All analyses were performed
using STATA™ version 13.1 [STATA Corp., College Sta-
tion, TX, USA).

Results

A flow diagram is presented in Fig. 1. Between Octo-
ber 12, 2011 and October 27 3015, 145 patients with
T2D on stable medications and no overt CV disease
were assessed for eligibility, 140 of whom consented
and were enrolled in the study. Technical failure of RHI
measurement occurred in 14 patients. Tahle 1 presents
the characteristics of 126 study participants included in
the primary outcome analysis according to OSA sever-
ity. Among 126 patients with T2D, 27 (21.4%) had AHI
between 15 and <30 indicating moderate OSA and 60
(47.6%) had AHI = 30 indicating severe OSA. Significant
inter-group differences were observed only for injectable
GLP-1 analog and insulin use.

Peripheral endothelial function and clinic blood pressure

As shown in Table 2, increasing OSA severity in patients
with T2D was associated neither with a decrease in
RHI value nor with an increased risk of micro-vascular
endothelial dysfunction as defined by a RHI value <1.67.
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Assessod For cgbilty (n=145)

Declined 1o particapate
=5

Enralled in the study, had sleep studses, FHI messarement and
other data collected (n=140)

Tectmicsl Bl of RHI
| measurement (n=14)

Primary omicome amalysis
{n=128}

AN

Senmm and plasma Circulabing
samples {p=121} microparticles (n=43)
Fig. 1 Flow diagram of subjects during the study. R reactive hypes-
hemia index

In a further analysis, patients were grouped into quar-
tiles of 3% ootygen desaturation index (ODI), % sleep time
spent with oxygen saturation (5a0),) <90% (T90), and
time desaturation summation index (TDS) [(10%-mean
oxygen saturation during sleep) = total sleep time] [50]
in order to estimate the impact of increasing nocturnal
hypoxemia on RHI in T2D patients. No significant asso-
ciation was observed between RHI walues and increas-
ing nocturnal hypoxemia as assessed by quartiles of QDI
(p =10.32), T90 (p = 0.33) and TD5 (p = 0.85). Univariate
analyses showed no significant association between RHI
and additional factors including type of oral antidiabetic
drug. antihypertensive medications, cholesterol-lowing
medications, and antiaggregants (data no shown). Mo
difference was observed across AHI categories regard-
ing diastolic BF In contrast, increasing OSA severity
was associated with significantly higher systolic BP after
adjustment for age, gender, body mass index {BMI), insu-
lin and injectable GLP-1 analog use (p = 0.03).

Biomarkers of cardiovasoular risk

As shown in Table 3, increasing OSA severity was sig-
nificantly associated with lower circulating levels of adi-
ponectin (p = 0.0009) and higher levels of sP-selectin
(p = 0.03) after adjusting for age, gender, BMI, insulin
and injectable GLP-1 analog use. There was also a trend
for a decrease in B-isoprostane levels with increasing
O5A severity but the difference across AHI categories
did not reach statistical significance after adjustment for
confounders. Mo significant differences were observed
across AHI categories for other biomarkers including
circulating MPs excepted for a trend toward an increase
im CD62P + MPs in moderate to severe O3A (p = 0.08).
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Table 1 Characteristics of study participants according to obstructive sleep apnea severity

Al AHIl <15 15 < AH| < 30 AHI = 30 p value

n 126 el 7 60 -
A, YEars 593095 SA6 (100G G1.41(104) 58183 033
‘Wamnen, % 403 513 60 350 024
Bl kg-"l'n" I2AY I20064) 12563 34.4106.0) 014
‘Wanit cscumfesence, om M307m 108.0{1849] 1152 [1 65 1153 [15.9 021
‘Waist-1o-hip ratio 12 (0ud) 1.0 (03 13 {041 13 405) 015
Current umakers, % 135 188 143 7. 042
Hypertension, % 540 L 6.7 .4 014
Duration of disbetes, years T 100 (7.4) 104 {B.7) 7773 [H ]
Metfarman, % k] a7l 947 an7 [H-E
Sulforylurea, % w7 240 278 2749 093
DPP-4 inhibetory, % 128 250 167 175 070
Injectable GLP-1 analog, % LT 7 an 1810 m
Trvis b, % 131 103 282 B85 [HIAE]
Antiyparensive madications

ACE inhibitors, % g M6 250 o0 050

(B % 171 77 a1 5 s

B-bilicac b, % na 1z 167 il L1}

Cholesterod-lowering dnesgs, % Bl4 34T SEE G50 ar

Antisggreganis, % 145 &5 118 128 aTé
Seep-disordesed breathing indices

AHLn 317 [375) FARE N 21940 62 (23 F) <0001

00l 34.2 [45.7) (L] 217 (1685) S E(563) <0001

To0, % 54,0 [75.8) 08 (FA ) 52 (320 TreEen <0001

TOS, min 55.2 [(178) E20(VAS) 534102 TE (204) 0x2

Daa e @xpressed as mean [sandand deviati on of pcentages

B oty mriass indes, DPP-# dipeptidyl pegt dase-4, ACE an giotens CC8s cal ot channa Bilockers, AR annes- hypopnea indes, OD¢ 3%
TEFREN DEINEERToN i, TP % Skeep Tl SPEt wi th Coygan SaTuraton -:m TS timid SeaUEaTion Summatian inde ) 100% — MaEan GaygeT sauTaton duaring
shep) = total sloen tine] (50

Table 2 Endothelial function and clinic blood pressure (BF) according to obstructive sleep apnea severity

AHI <15 15 < AHl < 30 AHI = 30 pvalue p vabue®
FH 1.B4 053 181 43.55) 184 (042} 0e7 -
Rl < 167, % 470 d4.4 393 076 -
Systolic BR, mmHg 1282 {12.5) 140.2 [175) 1366 (180 Ol 0z
Diastolic BF, mmitlg TEE B9 THA (5] A0S IET) o1s -

D3t e GWDressd a5 Fmean | sincand doviat ond of pEfCOagis
RH reaCtive hyposemia indes
* o valusts wiere adjusted for age, gender, body mass indes, ineuin and injectable GLP-1 analog s

A significant negative correlation was found between association was attenuated after adjustment for con-
the HOMA-IR and the RHI ir = —0.2% p = 0.03). No  founders (p = 0.08). After adjustment for age, gender,
correlation was observed between the RHI and other  BMI, insulin and injectable GLP-1 analog use, increasing

bismarkers. O5A severity was associated lower scores in 3 domains of
HROQL including energy/vitality (p = 0.02), role function-
Daytime sleepiness and quality of life questionnaires ing (p = 0.01), and social functioning (p = 0.04). There

As shown in Table 4, increasing OSA severity was was no significant association between RHI and ESS
associated with higher ESS (p = 0.01) although the score.
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Table 3 Blochemical variables according to ebstructive sleep apnea severity
AHI <15 15 = AHI < 30 AHI = 30 p value p value®

Hb&,-, % 017 7A(14) 74(13 0as -
Glucose, memal] 422 TELYL 7a01e 0.34 -
Insaulin, milli 153112 22250 15.0 {10.4] o -
HIOMA-IR 36 49 &1 95 SE(E9 013 -
T, mmaoli 451100 46(1.3) 4.6 ({0 0.9 -
HOLez, rrarsal 1.1 4032 1003 1.0 {02 o1a -
LDLe, mmold 17010 29013 1708 o.ag -
TG, mmald 1.7 {09 1.6 (06 2313 (IR E:] -
Adiponectin, pomi 147 (7.1 Qriad) 53 6 00004 000058
Leptin, ng/ml 30:2{205) ME (342 335(254] 054
Leptindadiponectin 15(34) 34050 350635 oig -
B-mopmostane, pgiml &M .7 (142.8) FIET(1574) 3041 {195.1) oM 005
he-CRE, pagiml 45.1 BO7 3T E0T 2.3 {35.5) 045 -
sP-sel, ngfmi B4 179 54 0(36.9) 508 (256) 003 003
Circulating MPs [n = 43]

CDE2ET MPsiml M4 (45.4) 1A (1165) 760 (B6.5) 038837 -

COEX* MPYTSD = 10 el 373227 HME1D G4.1 (374 00838 -

Diana aew exgpressed as maan [standand deviab ond

Hb - ghycated hemogiobin, HOWA-F homeostasis model asessmaent of insulin resistance, TC 1otal choleserod, HOL: high-density ipopeotein cholestend, LD low-
density lipopeotein chol |, T trighycenides, hs CRF Righ-sensiivity C-eeactive protein, 575! solabke P-sebectin, MPs mécropanicle:
* o values wiene adjusted for age, gender, body mads indes, ingulin and injectable GLP-1 anaksg wie

Table 4 Daytime sleepiness and quality of life questionnalires aceording to obstructive sleep apnea severity

AHI =158 1% = AHIl < 30 AH| = 10 pvalue p value®

Daytime sespiness

ESS TS50 B5(53) 10,5 45.3) il 0,08

ESS=11,% prk: 75 i ulic -
Quality of ife

SF36 PCS 504 (23) BIE (25) 510023 051 -

SF36 M5 4B (5.9) 470 (65) 454 {6.4) .12 -

SF36 badily pain B0 247y 609 (263 54.1 (26.0) 041 -

SF36 enengyvitality 571 [(H0Ey 520 (259) 4310 {238) 0,02 ik

SF36 penezal health ES6 (218 a23(183 562 {220) 011 -

SF36 mental heslth G786 [(203) G35 (230) 57820 005 -

5F36 physical functioning 723 [F5.8) &54 (273) 625(283) .24

SF36 rale emotional BX1 (3410 760 (254) 65.1 420 010 -

SF36 role physical B33 (305 S50 (40.1) 58.0 (a0.7) 0,007 001

SF36 social fumctioning TS5 (AT TEE (25T &14(31.1) 003 and

Diaita e expressod as mean (standand deviati on) of percentage:

ES5 Epworth slespinass ccale, PEON Fitisburgh shop quality index, PCS piysical component sooee, 805 montal oomponant sooee

* o waluses wient adjusted for age, gender, body mass index, insulin and injectable GLP-1 analg wse

Discussion

The main finding of the present study is the lack of addi-
tive effect of OSA severity on endothelial dysfunction
in patients with T2D. Increasing O%A severity and noc-
turnal hypoxemia were not associated with a significant

decrease in RHL In contrast, increasing OS5A severity

was associated with higher systolic BT, lower circulating
levels of adiponectin and higher levels of sP-selectin.

The present study confirms the very high prevalence
of O%A in patients with T2D. Moderate to severe OS54
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prevalence in our sample of subjects with T2D (69.0%)
was even higher than in previous studies [38, 39]. Among
305 obese patients with T2D, Foster et al. [39] found
53.1% of patients with moderate to severe O5A. However,
the authors used the 2007 American Academy of Sleep
Medicine [AASM) respiratory event criteria that were
recently demonstrated to underestimate the AHI when
compared to 2012 AASM criteria [51]. In a more recent
study including 234 patients with T2D, 151 patients had
05A on home-based cardiorespiratory sleep study of
whom only 40% had moderate to severe OSA [3E]. How-
ever, a recent report from the multi-center Enropean
Sleep Apnea Cohort (ESADA) demonstrated that car-
diorespiratory sleep studies interpreted using standared
guidelines result in under diagnosis and misclassification
of OSA [52].

Despite the high prevalence of OSA in patients with
T2D, the impact of OSA severity on micro-vascular
endothelial function in diabetic subjects has not been
clearly elucidated. In a cross-sectional study including
healthy normal-weight contrals (n = 14), healthy obese
controls (n = 33), subjects with T2D (n = &8), and obese
subjects with OSA (n = 38), Yim-Yeh et al. [53] con-
cluded that OSA impaired endothelial function in the
brachial artery as assessed by FMD to a similar degree as
T2D did. However, OSA patients compared to patients
with T2D displayed a better vascular reactivity in the skin
microcirculation on laser Doppler flowmetry after ace-
tylchaoline iontophoresis. This study was not designed to
evaluate an additive effect of OSA severity on endothe-
lial dysfunction. Furthermore T2D patients had no sleep
study and it is likely that many of these patients had undi-
agnosed OSA. Maore recently, Tahrani et al. [38] studied
micro-vascular function by laser speckle contrast imag-
ing in patients with T2D with O5A (n = 47) and without
OSA (n = 24). After adjustment for confounders, OSA
was associated with impairments in basal micro-vascular
flux and endothelial-independent micro-vascular reac-
tivity (sodium nitroprusside) but not with endothelial-
dependent micro-vascular reactivity (acetylcholine). We
acknowledge the lack of healthy control group in our
study. In a recent study including 53 healthy subjects
with a mean BAI of 25 (4.3) kg/m’", the mean RHI value
was 2.4 [0.6) [23). In a recent randomized controlled trial
including 150 patients with severe O5A (median [inter-
quartile range] AHI, 41.0 [35.0-53.0); mean BMI, 27.0
(3.2) kg/m?), with no overt CV disease and only 5% of
comorbid TD2, the mean RHI value was 2.15 ((u61) [54).
The mean RHI value in our population of diabetic sub-
jects was markedly lower [=1.8 (0.5)] with no difference
across AHI categories. Altogether, our findings and those
of previous studies suggest that TD2 has major adverse
effects on endothelial function and that endothelial
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dysfunction could not be made any worse by O5A. The
lack of difference in MPs from activated endothelial cells
(CDA2E + MT's) across AHI categories also reinforced
the notion that O5A does not aggravate endothelial dys-
function in T2D patients. This result is consistent with
findings of a recent study demonstrating the lack of asso-
ciation between O5A and endothelial function assessed
by RHI in obese subjects [55). Endothelial dysfunction is
linearly associated with dysglycemia even in the absence
of overt diabetes [56, 57]. Our results are also partially
consistent with findings of recent randomized trials
showing that CPAP therapy of O8A has no effect on gly-
cemic control in patients with TD2 [58], and does not
prevent CV events in patients with established CV dis-
ease [59).

Ohridative stress and concomitant systemic inflamma-
tion are two of the prominent underlying mechanisms
suggested to contribute to the increased risk for CV dis-
ease both in OSA [60] and T2D [61]. In the present study,
there was a trend for a decrease in B-isoprostane levels
with increasing OS5A severity although the inter-group
difference did not reach statistical significance after
adjustment for confounders. Despite the general belief
that O5A increases oxidative stress, a recent randomized
controdled study has demonstrated a reduction in urinary
F2-isoprostane after 2 weeks of intermittent hypoxia fol-
lowing continuous positive airway pressure (CPAP) with-
drawal [62]. CPAP withdrawal was also associated with
a rise in plasma superoxide dismutase, an antioxidant
known to be increased by hyposdc preconditioning. Para-
doxical data from epidemiological mortality endpoint
studies also supported the existence of protective precon-
ditioning effects in O85A [60]. Further studies are required
to investigate potential protective effects of 054 against
oxidative stress in T2D. Among various adipokines, adi-
ponectin has attracted considerable attention due to its
role in CV disorders. It has been suggested that reduced
serum adiponectin levels could partly explain increased
CV disease in OSA patients [63]. Interestingly, increas-
ing OSA severity in our sample of patients with T2D was
associated with a significant reduction in adiponectin
levels after adjustment for confounding factors including
BMIL. P-selectin is an adhesion molecule that is expressed
on activated platelets and endothelium and is shed into
plasma in a soluble form, sP-selectin [64). P-selectin is
involved in leukocyte rolling and attachment, and thus
can play an important role in the initiation of atheroscle-
rosis [65]. Serum levels of sP-selectin were found to be
increased in moderate to severe OSA patients and were
associated with a higher prevalence of silent brain infarc-
tion on brain magnetic resonance images [66]. In the pre-
sent study, moderate to severe OSA was associated with
elevated levels of sP-selectin in patients with T2D. There
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was also a trend toward an increase in MPs derived from
activated platelets (CD62P) in moderate to severe O5A.
Although we failed to demonstrate a significant corre-
lation between RHL adiponectin and sP-selectin, both
might contribute to increase the risk of CV events in
T2D patients with moderate to severe O5A.

Our study has some strengths and limitations. The
major strengths include the availability of PSG data,
which is the gold standard for OSA diagnosis, and
endothelial function assessment in a relatively large sam-
ple of patients. The major limitation of our study is its
cross-sectional design and the lack of an interventional
arm. Further studies are required to determine whether
low RHI values predict poorer CV outcomes in patients
with OSA and T2D. In the present study we investigated
peripheral endothelial function at the level of the arte-
rioles, which are most importantly related to peripheral
vascular resistance [67, 68). Although changes in pulse
wave amplitude during reactive hyperemia were found to
be correlated with brachial artery FMD [11, 12], the NO-
mediated component totals ==60% of digital artery dila-
tion, whereas the remainder represents other vasodilator
components [69). It cannot be excluded that the findings
would have been different if we used a different method
for vascular function assessment. For example noctur-
nal non-dipping, a typical BP pattern in OSA [70], has
been found to be associated with nitroglycerin-mediated
vasodilation but not with FMD [71]. However, there is
strong evidence that PAT is a reliable and reproducible
technique to accurately characterize endothelial func-
tion in multicenter studies [3-7, 72). A recent review [3]
suggested that micro-vascular function might be maore
relevant in subjects without overt CV disease and may
be an earlier indicator of CV risk than macrovascular
function assessed by FMD. From a technical viewpaoint,
PAT aoffers the advantages of being less prone to opera-
tor ervor than FMD [69]. We acknowledge that we did
not evaluate fluctuations in glucose levels by continuous
glucose monitoring in the present study. Indeed, fluctu-
ations in blood glucose levels were found to play a sig-
nificant role in vascular endothelial dysfunction assessed
by RHI in TD2 [73]. Mocturnal hyperglycemia has been
reported in patients with TD2 and OSA particulary dur-
ing REM sleep apneas with marked cxygen desaturations
[74]. However, no significant association was observed
between RHI values and increasing nocturnal hypoxemia

in the present study.

Conclusion

Moderate to severe 0SA is very common but has no
impact on digital micro-vascular endothelial function in
patients with T2ZD.
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b. Conclusion Projet 2

Bien que le SAHOS soit une pathologie fréquente chez les patients diabétiques, celle-ci
n‘a pas d’impact sur la fonction endothéliale évaluée par RH-PAT.

En effet, il n’a pas été retrouvé d’effet additionnel de la sévérité du SAHOS sur la fonction
endothéliale déja altérée de ces patients du fait de leur pathologie métabolique. De plus,
I'absence de modification de la concentration des MV issuées des cellules endothéliales
activées (MV62E+) circulantes renforce I'idée que le SAHOS n’aggrave pas la DE chez les
patients DT2.

Ces résultats sont tout a fait concordants avec ceux de la méta analyse du projet 1 qui,
pour rappel, ne trouvait pas de risque majorée de DE chez les patients apnéiques qui
présentent également une comorbidité associée telle que I'obésité, I'HTA et le diabete.
Cependant, nous avons pu remarquer que la sévérité des apnées est associée a une
augmentation de marqueurs de risque CV clinique et biologique tels que la tension
artérielle systolique, la diminution de la concentration circulante de |'adiponectine ainsi
gu’une augmentation de la P-sélectine soluble.

L'augmentation des MV issuées des plaquettes activées (MV62P+) associéee a celle de la
P-sélectine fait suspecter un effet pro-coagulant du SAHOS sévére dans cette population.
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4. Conclusion partie 1

La DE est un des mécanismes centraux des complications cardio-vasculaires au cours du
SAHOS. Grace a la méta analyse, nous avons pu confirmer que le SAHOS, d’autant plus
s'il est sévere, augmente de fagon significative le risque de DE chez des patients n‘ayant
par ailleurs aucune pathologie CV connue. Cependant, ceci est vrai uniguement chez les
patients ne présentant pas les comorbidités suivantes : obésité, diabete et HTA.

Ces résultats corroborent les données de I'étude DIVAS qui a évalué l'impact du SAHOS
sur la fonction endothéliale des patients diabétiques. En effet, nous n‘avons pas retrouvé
de corrélation entre la présence d'un SAHOS et un risque accru de DE. Ceci peut
s’expliquer par le fait que le diabéte, comme les autres comorbidités & savoir |'obésité et
I'HTA, est lui-méme responsable d’une DE telle, que limpact du SAHOS n’est pas
identifiable.

Deux essaies thérapeutiques (cf Annexes) ont été réalisés afin d’évaluer I'efficacité de 2
traitements différents que sont l'orthése d’avancé mandibulaire (OAM), pour |'étude
VASOAM, et les polyphénols, pour I'étude PolySAS.

L'étude VASOAM portait sur des patients apnéiques séveres, sans pathologies CV
connues. L'efficacité de 'OAM a été évaluée aprés 2 mois de traitement. La conclusion
est que I'OAM, bien qu’améliorant le SAHOS avec une diminution signifivative de I'IAH,
n‘a aucun effet sur la DE ou sur la tension artérielle. Cette étude était en intention de
traiter et n‘excluait donc pas les patients non répondeurs lors de la titration de I'OAM. Par
ailleurs, bien que les patients ne présentaient pas de complications CV, un grand nombre
d’entre eux avait des comorbidités associées au SAHOS : 20% de patients hypertendus,
5% de diabétiques et le BMI moyen de notre population était de 27kg/m?. Or, nous
avons pu mettre en évidence grace aux résultats de la méta analyse, que le SAHOS ne
favorise pas la DE chez les patients avec des co morbidités. Ceci peut expliquer le fait
que I'OAM ne modifie pas la fonction endothéliale chez des patients apnéiques avec
comorbidités.

L'étude PolySAS s’intéressait a I'effet d’un traitement d’un mois avec des polyphénols sur
la fonction endothéliale de patients apnéiques sévéres sans pathologie CV. La encore, il
n‘a pas été montré d’efficacité de ce traitement sur la DE. Mais, tout comme |'étude
VASOAM, une explication possible est la présence, chez ces aptients, de comorbidités
(BMI moyen : 30kg/m2, 10% de patients hypertendus et 5% de patients diabétiques).
Ces différentes études sont concordantes pour dire que le SAHOS favorise la DE
uniqguement chez les patients naifs de toute autre comorbidité, ce qui peut expliquer une
absence d'efficacité des thérapies sur la fonction endothéliale chez une population sans
pathologie CV connue mais obése, hypertendue et diabétique.
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Partie 2 : SAHOS et miRNA

Projet 3 : Modifications phénotypiques des miRNAs
transportés par les microvésicules chez les patients
apnéiques

1. Objectif

Dans le cadre du SAHOS, le taux global des MV circulantes est similaire chez les sujets
sains ou porteurs d’'un SAHOS. Cependant, leur phénotype differe. En effet, comme nous
I'avons déja vu, notre groupe a pu montrer une augmentation du taux de MV circulantes
issues des lymphocytes activés, exprimant CD62L. Les MV circulantes au cours de cette
pathologie vont agir directement sur la CE. Elles vont étre responsables d‘une diminution
de la biodisponibilité du NO ainsi que d’une augmentation de |'expression des molécules
d’adhésion de I’endothélium. Les MV au cours du SAHOS sont également responsables
d’une hyperréactivité vasculaire avec un réle central et obligatoire de I'endothélium.
Parmi les molécules bioactives transportées par les MV, comme précédemment décrit, on
retrouve les miRNA. Ces petits segments d’ARN simple brin, non codant possédent un
role dans le contréle post transcriptionnel. Or, différentes études ont montré leur
implication dans la DE et les maladies CV.

L'objectif de ce travail est donc dans un premier temps, de préciser le contenu en miRNA
des MV, et de définir leur implication dans la DE médiée par les MV qui a déja pu étre
démontrée : production du NO, expression de molécules d’adhésion, capacité
proangiogénique...

A terme, l'‘objectif serait de déterminer d’éventuels miRNA qui puissent étre des
marqueurs biologiques afin d‘identifier les patients apnéiques les plus a risque de
complications CV et éventuellement d’en faire une cible thérapeutique.
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2. Travail en cours : Méthodes, résultats et difficultés.

Pour cela, 40 patients SAHOS et 40 sujets sains sont inclus parmi les patients explorés
pour une suspicion clinigue de SAHOS. Les critéres d'inclusion sont les suivant : age
supérieur a 18 ans, sexe masculin, absence de traitement préalable du SAHOS, signature
du consentement de participation a I'étude, affiliation au régime de sécurité social. Les
critéres d’exclusion sont quant a eux : antécédent de pathologie cardiaque ou vasculaire,
HTA connue et/ou traitée, diabéte connu et/ou traité, dyslipidémie connue et/ou traitée,
IMC supérieur a 35 kg/m?, patient traité par antiagrégant plaquettaire ou anti
inflammatoire non stéroidien, pathologie inflammatoire chronique connue et/ou traitée,
personne majeur faisant I'objet d’une protection renforcée, privée de liberté par décision
judiciaire ou administrative, personne non affiliée a un régime de sécurité sociale, étre
dans une période d’exclusion relative a une autre étude biomédicale, non obtention du
consentement., déficience mentale, personne mineure.

Ces sujets sont par la suite appariés sur I'age, I'IMC, le statut tabagique, les pressions
artérielles systolique et diastolique, et la présence d’un éventuel trouble métabolique non
connu : DT2 (glycémie a jeun, HbA1c) et dyslipidémie (HDLc, LDLc).

a. Recueil des données cliniques et para cliniques

Dans le cadre de |'exploration d’un trouble respiratoire au cours du sommeil, I'ensemble
de ces sujets bénéficient d’une polysomnographie réalisée dans le laboratoire du
Sommeil du CHU d’Angers.

Les patients sont considérés comme SAHOS lorsque I'IAH est supérieur a 15/heure. Dans
le cas contraire, ils sont considérés comme contrbles. De la méme fagon, un patient est
considéré désaturateurs si lI'index de désaturation (diminution de plus de 4% de la
saturation en oxygeéne) est supérieur a 15/heure. Dans le cas contraire, il est considéré
comme non désaturateur.

Au cours de cette hospitalisation, les patients remplissent un questionnaire standardisé
sur les troubles du sommeil.

Un bilan sanguin est également réalisé, le matin a jeun, avant I'évaluation de la fonction
endothéliale, de fagon a ce que l'ischémie transitoire du membre supérieure ne modifie
pas les résultats. Ce bilan comprend : une numération formule sanguine, un taux de
plaguettes, un bilan lipidiqgue complet, une glycémie, une hémoglobine glyquée, une CRP.
Trois tubes EDTA de 5 a 6 ml sont destinés a I'étude des MV.
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b. Isolement des MV

Les MV sont isolées a partir des échantillons sanguins dans les 2 heures aprées la
réalisation du prélevement. Une premiére centrifugation du sang préalablement transféré
dans des tubes de 15ml type Falcon est réalisée a 260g pendant 20minutes, avec
décélération. Le plasma riche en plaquettes (PRP) est récupéré dans un tube Falcon puis
est ensuite centrifugé a 1500g pendant 20minutes. Le plasma pauvre en plaquette (PPP)
est collecté et aliquoté dans des tubes Eppendorfs. Une partie de ces tubes est congelée
a -80°C pour dosage et phénotypage des MV. Pour les autres tubes Eppendorfs, les MV
circulantes seront séparées du plasma par centrifugation (17000g pendant 45minutes)
puis lavées avec du NaCl 0.9% stérile afin d’éliminer toute protéine ou autre composant
soluble. Les MV concentrées ainsi obtenues sont solubilisées dans 300ul de NaCl 0.9%
stérile dont 150ul sont conservés a 4°C pour les études fonctionnelles. Les 150ul restant
sont centrifugés a 17000g pendant 45 min puis le culot sec congelé a -80°C pour
guantification des miRNA. Les MV ont été isolées entre 2014 et 2016.

1centri 260g, 20min

PRP
lcentri 1500g, 20min

PPP
centri 17000g, 45min
Lavages
Dosage & Phénotypage des MV SOTNBC'
Etudes fonctionnelles lce”t” 1700Cg , 45min

Quantification des miRNA

Figure 17. Isolement des MV issues d'un patient.
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c. Etude des miRNA

i. Screening des miRNA

Un screening des miRNA contenus dans les MV est réalisé sur 15 paires de sujets
appariés : 15 sujets controles et 15 patients apnéiques. Les culots secs de MV sont
envoyés dans de la carboglace a I'Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires
de Toulouse (INSERM UMR U1048). L'ARN total est isolé a partir des MV par le kit de
haute sensibilit¢é TagMan Low Density Array (Applied biosystem), qui couvre tous les
miARN humains connus, selon les recommandations du fournisseur. Les miARN sont
guantifiés par gRT-PCR. Un lien de corrélation est recherché entre |'expression des
miARN, les données clinico-biologiques et la fonction endothéliale. Parmi les 960 miARN
analysés, sept présentent une expression différentielle entre les échantillons de patients
non désaturateurs et les désaturateurs. On retrouve une surexpression de 3 miRNA :
miR205, miR548b et miR548c, ainsi qu’une sous expression des 4 suivants : miR146a,
miR609, miR636 et miR645. En fonction des données de la littérature, deux miARNs sont
retenus comme ayant une fonction régulant le systéeme CV : miR146a qui est sous-
exprimé chez les patients issus du groupe SAHOS sévere par rapport au groupe controle,
et miR205 qui est sur-exprimé dans le groupe SAHOS sévére par rapport au groupe
controle.

RQ vs Biological Group

»ne

30

SAHOS Controle

Figure 18. Quantification relative du miR205 chez les patients apnéiques et les
sujets controéles.
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ii. Confirmation des miRNA d’intérét par qRT-PCR :

1. Extraction des miRNA

L'extraction des miRNA a partir des MV conservées a 4°C est réalisée grace au miRNeasy
Micro Kit (cat. No. 217084).

Du fait d'une quantité peu importante de matériel dans les échantillons de 150ul, nous
utilisons I'ensemble de [|'échantillon auquel nous rajoutons 700ul de QIAzol Lysis
Reagant. Puis, le mélange est homogénéisé et incubé par la suite 5 minutes a
température ambiante. Nous rajoutons ensuite 140ul de chloroforme. Le mélange est
également homogénéisé puis incubé pendant 2-3 minutes a température ambiante. Le
mélange est ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 12000g a 4°C. La phase aqueuse
supérieure est transférée dans un autre tube de collection et nous ajoutons de I'éthanol
100% a un volume correspondant a 1,5 du volume de la phase aqueuse récupérée.
L'ensemble est mélangé en pipetant.

Sept cents pl de cet échantillon est pipeté dans une colonne RNeasy MinElute, dans un
tube collecteur de 2ml. On réalise alors une centrifugation a 12000g pendant 15
secondes a température ambiante. Nous repassons sur la colonne le liquide qui a
traversé la membrane et recommengons cette étape.

Nous réalisons ensuite une DNAse digestion. Pour cela, nous déposons 350ul de
BufferRWT dans la colonne et réalisons une centrifugation pendant 15 secondes a plus de
8000g. Puis, on ajoute 10ul de DNAse I stock solution a 90ul de Buffer RDI dans un
Eppendorf et nous mélangeons doucement le mélange. Nous déposons 95ul de cette
solution (DNAse I incubation Mix) directement sur la membrane de la colonne. Nous
réalisons une incubation pendant 15min a température ambiante. Puis nous ajoutons
500ul de Buffer RWT dans la colonne qui est ensuite centrifugée 15 secondes a plus de
8000g.

Puis, il est déposé 500ul de Buffer RPE dans la colonne avant de réaliser une nouvelle
centrifugation identique a la précédente.

Nous ajoutons 500ul d’éthanol 80% dans la colonne et réalisons une centrifugation de 2
minutes a 12000g.

Nous plagons par la suite la colonne dans un nouveau tube de collection de 2ml. Apres
ouverture du couvercle de la colonne, une centrifugation a vitesse maximale est réalisée
pendant 5 minutes afin d’assécher la membrane.

La colonne est ensuite placée dans un nouveau tube collecteur de 1.5ml. Nous ajoutons
20ul de RNase free water sur le centre de la membrane de la colonne. Nous réalisons
ensuite une centrifugation d’'une minute a vitesse maximale. Nous redéposons le liquide
filtré sur la membrane avant de recommencer cette étape.

Les miR sont ensuite stockés a -80°C.
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2. RT-PCR

Afin de réaliser la RT-PCR, nous dosons la quantité d’ARN présents dans les échantillons
sur le NanoDrop. La quantité moyenne sur les différents échantillons est de 10ng/ul.
Nous préparons ensuite le RT master mix (miScript II RT Kit - cat. Nos. 218160) comme
suit : pour un échantillon 2ul de miScript HiSper Buffer, 1ul de miScript Nucleics Mix, 1
%I de miScript Reverse Transcriptase Mix, 20ng de RNa de I’échantillon (en moyenne
2ul) et de la RNase-free water dont le volume sera ajouté pour obtenir un volume total
de 10ul soit en moyenne 4ul. Puis nous réalisons une incubation d’'une heure a 37°C puis
5 minutes a 95°C. Les échantillons sont ensuite conservés a 4°C.

3. gPCR

La g-PCR est réalisée a l'aide du kit miScript SYBR Green PCR Kit. Nous préparons
ensuite la solution selon ce protocole : 12.5ul de QuantiTect SYBR Green PCR master
mix, 2.5yl de miScript Universal Primer, 2.5yl de miScript Primer essay (15a et 205),
5.5ul d'H20 et 2ul d’échantillon de cDNA.
Aprés avoir déposé les différents mix en fonction de miRNA dosés, sur une plaque 96
puits, nous réalisons la g-PCR avec le programme suivant :

- 15 minutes a 95°C

- 15 secondes a 94°C

- 30 secondes a 55°C

- 30 secondes a 70°C.
Et ce pendant 40 cycles.

La quantification est relative en fonction de la quantité du miR référent utilisé, a savoir
miR15a.

La gPCR est réalisé pour les miR d’intérét retenus car connus pour étre impliqués dans
des pathologies cardio-vasculaires, pour rappel le miR205 surexprimé chez nos patients
apnéiques et le miR146a sous exprimé.

La technique est tres difficile a mettre au point compte tenu d’une quantité trés faible des
miRNA dans les MV. Lors des leres RT-gPCR, aucun des miRNA dosés (U6, 15a, 205 et
146a) n'était détecté. Nous avons donc changé de kit et réalisé une gamme de volume
nécessaire a la quantification.

L'hypothése explicative retenue est une quantité infime et insuffisante de matériel.
D’autant plus qu’aprés quantification des MV, nous nous sommes rendu compte qu’apres
3 a 4 ans de conservation a 4°C, les échantillons sont altérés et qu’il ne reste que peu de
MV et donc de miRNA dans leur contenu.

Malgré nos tentatives, le miR146 reste indosable. Nous avons donc pris le parti de ne
nous intéresser qu’au miR205.
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Figure 19. Expression du miR205 dans les MV de sujets sains en fonction du
volume d’échantillon utilisé.

Aprés avoir mis en place la technique sur des sujets témoins, nous avons réalisé les
dosages sur les couples de sujets appariés. Bien que les résultats des dosages de miR205
des 2 premieres paires de patients soit compatibles avec les résultats de Toulouse (figure
18), par la suite, les résultats sont beaucoup plus aléatoires et non reproductibles.

151

10- e

Expression relative du miR 205

Figure 20. Expression relative du miR205 (n=2).
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d. Transfection des miR synthétiques et antagomir

Dans le but d’évaluer I'implication de miR205 dans la dysfonction endothéliale médiée
par les MV circulantes de patients apnéigques, nous avons utilisé la technique de
transfection.

L'objectif est d’augmenter la concentration de miR205 dans les MV des sujets contréle
afin de mimer celle des patients SAHOS. A l'inverse, en transfectant un antagomir dans
les MV des sujets apnéiques, celui-ci va se fixer sur le miR205 et ainsi inhiber son
activité. On espére ainsi pouvoir mimer |'activité des MV des sujets sains a partir des MV
des patients SAHOS (figure 19).

Pour cela, nous déposons dans un tube Eppendorf :

- 10pl d’Exo-Fect solution du kit Exo-Fect Exosome Transfection Reagent (EXFT10A-1)

- 20yl d’acide nucléique

- 70ul de sérum physiologique

- I'ensemble des MV isolées et re suspendues dans 50ul de sérum physiologique

Aprés mélange manuel, nous laissons incuber I'ensemble a 37°C pendant 10 minutes
dans un agitateur. Puis les tubes sont immédiatement placés dans de la glace. Pour
arréter la réaction, nous ajoutons de I'ExoQuick-TC que nous mélangeons la encore
manuellement. Les tubes sont ensuite placés a 4°C pendant 30min. Les échantillons sont
ensuite centrifugés pendant 3 minutes a 17000g. Aprés avoir retiré le surnageant, nous
resuspendons les MV transfectés dans 150ul de sérum physiologique. Les MV ainsi
transfectées sont par la suite conservées a 4°C.
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Figure 21. Schématisation de la transfection des miR205 synthétique dans les MV des
sujets controles (A), et des antagomir 205 dans les MV des patients apnéiques (B).
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Afin de s’assurer que la technique de transfection soit fonctionnelle, nous avons réalisé
une RT-gPCR sur les MV transfectées. Nous avons ainsi pu valider la technique (figure
20).
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Figure 22. RT-qPCR du miR205 contenu dans les MV circulantes aprés transfection
d’antagomir dans les MV de patients SAHOS (A) et de miR205 synthétique dans les MV
de sujets controles (B). n=3.

e. Culture cellulaire

Afin d’évaluer le réle du miR205 transporté par les MV sur la fonction endothéliale in
vitro, nous avons utilisé les cellules EAhy926. Il s’agit de CE de veine ombilicale humaine
immortalisées. Elles sont cultivées dans un milieu comprenant : Ham’s-F12, DMEM high
glucose (glucose 4.5g/l), 1% de Na Pyruvate, 1% de L-Glutamine, 1% de Pénicilline-
streptomycine et 10% de sérum de veau feetal. Le milieu est ensuite changé toutes les
48h. Pour I'ensemble des manipulations, les cellules sont utilisées a un passage inférieur
a 10.
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f. Angiogeneése

L'angiogenése ou capacité des CE a former des capillaires est étudiée en utilisant le
Matrigel (Sigma-Aldrich), une matrice extra-cellulaire riche en facteurs de croissance qui
permet aux CE de s’organiser et de former des structures tubulaires similaires aux
capillaires. Sur des plaques IBIDI 15 puits d’une surface de 0.125 cm?, on dépose 10uL
de Matrigel froid par puits. Aprés polymérisation du Matrigel a 37°C, on dépose 12000
cellules. Les cellules sont traitées en fonction de différentes conditions : contrdle (cellules
non traitées), contréle positif (cellules traitées avec du PMA) et traitement par les MV des
patients apnéiques non transfectées ou transfectées avec I'antagomir 205, et les MV des
sujets controles, non transfectées ou transfectées avec les miR synthétiques 205. Le
traitement par les MV se fait a la concentration circulante. Puis, I’'angiogenése est évaluée
a 4 heures et 8 heures.

Lors des premiers résultats, nous constatons une mort cellulaire importante des lors que
les cellules sont traitées par les MV transfectées. En traitant les cellules mises en contact
avec |'exoFect sans agent transfecté, nous faisons la méme constatation. Nous concluons
donc que l'agent de transfection est toxique pour la cellule. Par la suite, nous réalisons
alors un lavage supplémentaire avant de resuspendre les MV transfectées (figure 21).

Controdle négatif Controle positif MP MP + Exofect MP + MiR 205
PMA 20ng/mL

Figure 23. Angogenése des cellules EAhy926 sur puits Ibidi dans les différentes
conditions de culture.
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Nous avons également cherché a optimiser les conditions de culture et les différents
temps de traitement. Nous avons ainsi traité les cellules uniquement sur plaque Ibidi,
lors du matrigel. Nous avons également traité les cellules pendant les 24h qui précédées
le matrigel et enfin nous avons réuni les 2 conditions a savoir un traitement 24h avant
mais également durant le matrigel. Nous avons mis en évidence, que bien que
I'angiogenese soit faible, I'efficacité des MP semble plus marquée lorsque le traitement
est a la fois avant et pendant le matrigel (figure 22).

MP 24h + pdt
PMA matrigel

Controle négatif ~ Controle positif — \ip b4t matrigel MP 24h

Figure 24. Matrigel lors des différentes conditions de traitement.

Par la suite, nous avons poursuivi le matrigel dans les conditions sus définies. Cependant,
des lors que les cellules sont traitées par les MV, de sujets sains ou patients contréles,
transfectées ou non, nous constatons une surmortalité cellulaire qui ne nous permet pas
de conclure quant a l'effet du miR205 ou méme des MV. Les hypothéses expliquant ce
phénomeéne sont celles de MV trés altérées ou de MV contaminées du fait d'une
conservation trop longue, a 4°C.

g. Western Blot

Les CE EAhy926 sont traitées pendant 24 heures par les MV, a concentration circulante,
des 2 groupes de sujets, sans et avec transfection des miR205 synthétiques ou
antagomirs 205. Ensuite, les cellules sont lysées par la technique de congélation afin de
récupérer les protéines. La concentration protéique est mesurée par dosage grace a la
méthode de Lowry. Du fait d'une faible quantité de protéines que nous avons a notre
disposition, 20ug issues des différents conditions sont déposés sur les gels BioRad. Aprés
migration par électrophorese (90min a 130 Volts), le transfert est réalisé sur une
membrane grace au Kit Trans-Blot Turbo Transfer system. Le Western-Blot est réalisé a
I'aide des anticorps primaires spécifiques par immunoBlot (LI-COR).
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Les difficultés rencontrées pour cette technique sont les mémes que pour I'étude de
I'angiogenese. En effet, la mort cellulaire aprés traitement par les MV qu’elles soient
transfectées ou non, est majeure. Nous avons donc trés peu de matériel et de protéines
pour réaliser les Western-Blot. Nous avons cependant commencé a étudier I'expression
des protéines pro-inflammatoires que sont : Cox 2, ICAM-1, E-Sélectine et I'Intégrine A5,
et ce pour 3 couples de patients appariés. Les résultats portent sur de faibles effectifs
(N=2/4). Cependant, il semblerait que miR205 augmente |'expression de I'Intégrine A5
et qu’il n‘est aucun effet sur Cox 2. Concernant I'E-Sélectine et ICAM-1, les résultats
sont, a ce jour, tres discordants (Figure 23).
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Figure 25. Expression des protéines pro-inflammatoires en fonction des conditions de
culture des cellules EAhy926.
NT : non traitée
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3. Conclusion

A ce stade, il nous est impossible de conclure compte tenu des résultats actuels qui sont
pour certains discordants.

Cependant, il semblerait que le phénotype des miR présents dans les MV soit différent
chez les patients présentant un SAHOS sévere. Certains de ces miR ont été décrits
comme impliqués dans la physiopathologie de maladies CV. Cela pourrait donc expliquer
celles observées au cours du SAHOS. Leurs mécanismes d’action sont encore a préciser,
notamment en termes d’angiogenese, d’expression protéique, de biodisponibilité du NO,
grace a l'utilisation des miR synthétiques et antagomirs.
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Discussion générale

Ce travail a porté sur lI'implication et I'importance du SAHOS dans le développement de
complications CV au cours de cette pathologie. Nous avons pu ainsi mettre en évidence le
role du SAHOS sur l'apparition d'une DE, chez les patients indemnes de toute pathologie
CV. Ceci est vrai uniqguement en |'absence de comorbidités associées telles que I'HTA,
I'obésité ou le diabéte. Cette DE va favoriser I'apparition de pathologies CV ultérieures.
Ces résultats corroborent avec I'ensemble des données de la littérature de ces derniéres
années qui décrit le SAHOS comme un facteur de risque CV. En effet, il est retrouvé une
nette augmentation de la prévalence de l'ensemble des pathologies CV dans cette
population. Cependant, une réserve persiste du fait des 1°™ résultats de I’étude ISAAC en
cours (Sanchez de la Torre et al., 2019)qui va a I'encontre de ces résultats. En effet, le
taux d'événements cardiovasculaires a été retrouvé identique chez les patients non SAOS
(90 événements [14.95%]) et les SAOS non traités par PPC (p=0,28)

L'implication du SAHOS dans la DE n’est pas retrouvée chez les patients diabétiques de
type 2. En effet, ces derniers présentent du fait de leur pathologie, une DE qui peut étre
importante. Or, nous n‘avons pas retrouvé de majoration de cette DE si les patients
diabétiques cumulent en plus un SAHOS. Il n'y aurait donc pas d’effet additif de ces 2
pathologies sur la DE, et ce quel que soit la sévérité du SAHOS et de I'HI qui en résulte.
Ces résultats pourraient s’expliquer par une sensibilité et une précision insuffisante de
I'EndoPAT qui ne met donc pas en évidence les répercussions fonctionnelles du SAHOS
sur I'endothélium. Cette hypothése de sensibilité insuffisante de la technique a été émise
par I'équipe de Schwarz, chez le patient obése (Schwarz et al., 2015). Il semblerait
cependant compliqué de pouvoir identifier avec certitude I'importance du SAHOS dans la
DE observée chez les patients diabétiques du fait de co facteurs de risque CV souvent
associés (l'obésité, I'age, le sexe...). Cette absence d’effet sur la fonction endothéliale
peut étre appuyée par le fait que la concentration de MV issues des cellules endothéliales
activées n’est pas modifiée que les patients diabétiques soient également apnéiques ou
non. Ceci suggeére, tout comme les résultats des études précédentes, que le DT2 a un
effet délétére sur la fonction endothéliale majeur, de telle sorte que la DE ne puisse pas
étre aggravée par le SAHOS.

Le stress oxydant est un mécanisme également impliqué dans la DE. Or, contrairement a
ce que l'on aurait pu imaginer, nous retrouvons une diminution du 8-isoprostane
(marqueur circulant du stress oxydant). Ces résultats corroborent a ceux d’une étude
randomisée récente qui a également montré une diminution des marqueurs urinaires
aprés une période d’HI (Stradling et al., 2015). Ceci laisse supposer que des mécanismes
adaptatifs se mettent en place en cas d’'HI (Lavie, 2015).

Parallelement a cela, il semblerait que la présence d'un SAHOS, d’autant plus s'il est
sévére, favorise un état pro-coagulant comme le laisse suggérer |'élévation de la P-
sélectine ainsi que des MV issues des plaguettes activées.

Les données actuelles de la littérature, en I'absence de résultats contraires publiés a ce
jour, confirment le role du SAHOS sur l'apparition de pathologies CV, via la DE. Ces
pathologies peuvent étre trés variées allant de I'HTA, a I'IDM en passant par I’AVC. Le
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SAHOS est donc un facteur de risque CV a part entiére, a prendre en compte et a traiter
lors de la prévention secondaire mais également primaire.

Il serait donc attendu qu’une prise en charge adaptée de SAHOS, quel que soit la
thérapeutique, puisse diminuer ce risque CV en normalisant la fonction endothéliale. Or,
les données actuelles sont extrémement contradictoires. Ceci peut s’expliquer entre
autres par une grande hétérogénéité a la fois des populations de patients inclus mais
également de traitement et de durée de prise en charge. Il semblerait qu’'un schéma
d’étude en intention de traiter soit plus péjoratif en termes de réponse attendu d’un point
de vue CV.

Le traitement de premiére intention du SAHOS sévere est la PPC. Or, elle permettrait
d’améliorer la prévention secondaire (Wang et al., 2013) mais également la prévention
primaire (Khan et al., 2018). Le risque CV semble diminuer sous PPC d’autant plus chez
les patients apnéiques lorsqu’ils sont obéses, et en présence de multiples comorbidités
(Joyeux-Faure et al., 2018a). Cependant, ces bénéfices en termes de prévention se
confirment uniquement lors d’'une bonne observance de la thérapeutique définie par une
utilisation supérieure a 4 heures par nuit. Des données permettent de conclure que la
ventilation permet également de diminuer la tension artérielle nocturne (Joyeux-Faure et
al., 2018a) mais également diurne (Lei et al., 2017; Martinez-Garcia et al., 2013) chez
les patients hypertendus, d’autant plus lorsqu’il s’agit d’'une HTA sévére et résistante a la
thérapeutique médicamenteuse classique (Dernaika et al., 2009). Ces données se
confirment également chez les patients hypertendus et diabétiques (Lam et al., 2017; Xu
et al., 2019). Ce controle des complications des apnées du sommeil peut s’expliquer par
différentes hypothéses. La 1°® est que la PPC permet d’améliorer les mécanismes du
contrdle tensionnel (Casitas et al., 2017). La 2" est une amélioration de la fonction
endothéliale sous PPC (Cross et al., 2008; Schwarz et al., 2015; Tulmag et al., 2012; Xu
et al., 2015), passant entre autre par une diminution des récepteurs a l'angiotensine-1
(Khayat et al., 2018). Enfin, il a été décrit que la PPC améliore la vitesse d’onde de pouls,
ce qui reflete une amélioration de la rigidité vasculaire (Domingues et al., 2019).
Parallélement & ces nombreuses études, d’autres tout aussi nombreuses et récentes vont
a I’encontre de ces résultats. En effet, ces équipes ont montré que la PPC ne permet pas
d’améliorer la prévention du risque d’apparition de maladie CV chez les patients
apnéiques (da Silva Paulitsch and Zhang, 2019; McEvoy et al., 2016; J. Yu et al., 2017).
De la méme facon, il a été montré que la PPC n’améliore ni le risque d’apparition de
pathologie CV ni les chiffres tensionnels (Barbé et al., 2012; Peker et al., 2016; Simpson
et al., 2013). Contrairement a ce qui a été décrit précédemment, d’autres équipes n'ont
pas retrouvé d’amélioration de la fonction endothéliale chez les patients apnéiques traités
par PPC (Jones et al., 2013; Turnbull et al., 2017).

Un autre traitement peut &tre envisageable en 2™ intention devant un SAHOS : I'OAM.
La aussi, les données de la littératures sont extrémement contradictoires puisque
certaines études montrent un bénéfice de ce traitement sur la fonction endothéliale et les
maladies CV qui peuvent en découler (de Vries et al., 2018; Itzhaki et al., 2007; Phillips
et al., 2013), alors que d’autres n’en retrouve aucun (Gagnadoux et al., 2017b).

Au vue de ces données extrémement contradictoires, et afin d’améliorer le risque CV réel
chez les patients apnéiques, il pourrait étre intéressant, non pas de jouer sur la présence
du SAHOS mais plutét de chercher a cibler les mécanismes impliqués dans I'apparition de
la DE.
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Dans la littérature, il n‘existe pas de travaux de ce type. Par contre, des équipes se sont
intéressées a une prise en charge médicamenteuse spécifique de la complication CV et
notamment de I'HTA. D’autres se sont penchés sur la possibilité de cibler directement le
mécanisme responsable de la pathologie, a savoir pour un grand nombre d’entre elles, la
DE.

Certaines équipes, et notamment celles de Joyeux-Faure et Toraldo (Joyeux-Faure et al.,
2014; Toraldo et al., 2017) ont montré que les statines permettent de prévenir de fagon
satisfaisant les complications CV liées au SAHOS. Il est acquis que |’Atorvastatine permet
de réduire l'inflammation, le stress oxydant et de majorer la biodisponibilité du NO. Tout
cela aboutit a une amélioration de la fonction endothéliale. C'est pourquoi une étude a
cherché a évaluer les potentiels bénéfices d’un tel traitement sur les complications CV
secondaires a I'HI (Totoson et al., 2013). Ainsi, ils ont montré que cette molécule permet
de diminuer les chiffres tensionnels, le risque d'IDM, le stress oxydant, améliorer la
fonction endothéliale, la compliance et la structure de la paroi des artéres carotidiennes.
D’autres traitements anti hypertensifs semblent améliorer la fonction endothéliale : les B
bloquants, les antagonistes des récepteurs de l'angiotensine-2 (Ahmad et al., 2017;
Heitmann et al., 2010; Kraiczi et al., 2000; Ziegler et al., 2011). Cependant, il semblerait
gu’il faille éviter 2 classes médicamenteuses, a savoir, les inhibiteur de I'enzyme de
conversion (IEC) qui peuvent entrainer une toux séche et ainsi un cedéme laryngé qui va
pouvoir aggraver le SAHOS (Cicolin et al., 2006), ainsi que les inhibiteurs calciques qui
peuvent modifier la qualité du sommeil chez des patients qui présente déja, du fait de
leur pathologie respiratoire du sommeil, un sommeil souvent fractionné par de nombreux
micro éveils.

Concernant I’exploration de cibles moléculaires impliquées dans les mécanismes
d’apparition d’une DE, les résultats des différentes études sont plutét concluants.
Différentes voies de signalisation et molécules ont ainsi été étudiées sur la fonction
endothéliale. Ces molécules vont agir sur la biodisponibilité du NO, l'inflammation et le
stress oxydant.

Khayat et son équipe (Khayat et al., 2018) ont montré que chez les patients apnéiques
sans facteur de risque CV, la DE est liée, tout du moins en partie, a une augmentation
des récepteurs de I'angiotensine-1. Or, le stress oxydant au niveau des CE est réversible
en bloquant ces récepteurs.

Une autre équipe a mis en évidence une diminution du stress oxydant et une
amélioration de la fonction endothéliale observée chez des rats exposés a une HI grace a
une supplémentation en N Acétylcystéine et en inhibiteur de I'arginase (Krause et al.,
2018). De la méme facon, la vitamine C du fait de ses propriétés antioxydantes, permet
d’améliorer la fonction endothéliale (Grebe et al., 2006).

L'acide a lipoique permet de limiter la DE chez des souris exposées a I'HI en prévenant a
la fois le stress oxydant, l'inflammation et également en restaurant la biodisponibilité du
NO (Badran et al., 2019). La mélatonine a également montré un bénéfice chez les rats
exposés a une HI la encore en restaurant la biodisponibilité du NO et diminuant le stress
oxydant. Cette molécule va également atténuer I'expression de la NADPH oxydase, des
médiateurs pro-inflammatoires et des molécules d’adhésion (Hung et al., 2013).

Sun et al (Sun et al., 2019) se sont eux intéressés a endothelial cell specific molécule-1
qui pourrait étre une autre cible thérapeutique de la DE dans le SAHOS puisque lorsque
cette molécule diminue, on observe une diminution des molécules d’adhésion (ICAM et
VCAM) ainsi que de l'inflammation.
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De plus, le métabolisme lipidique pourrait également étre une cible potentielle. En effet,
en restaurant la signalisation de la leptine, on observe une diminution de I’'hyperlipidémie
et améliore la rigidité vasculaire liée a I'HI (R. Yang et al., 2011)

Contrairement a I'ensemble de ces résultats, une étude s’intéressant aux polyphénols est
peu convaincante. Le polyphénol, présent naturellement dans un certain nombre
d'aliments (raisin, chocolat...), est connu pour avoir des vertus antioxydantes et
vasodilatatrices. Son intérét a déja été démontré sur la fonction endothéliale, la pression
artérielle et le métabolisme lipidique chez les patients présentant des facteurs de risque
CV (Wightman and Heuberger, 2015). De facon regrettable, I’'étude de Trzepizur et al
(Trzepizur et al., 2018) n'a pas permis de mettre en évidence une amélioration de la
fonction endothéliale in vivo chez les patients apnéiques aprés 1 mois de traitement par
supplément de polyphénol.

Au vue de I'ensemble de ces données, nous avons cherché a cibler un autre mécanisme
gui pourrait étre impliqué dans les complications CV du SAHQOS, et qui pourrait devenir
une cible thérapeutique ultérieure. C'est dans cet objectif que nous avons commencé le
travail portant sur les miRNA. En effet, une étude réalisée antérieurement au sein de
notre laboratoire (Priou et al., 2010) a pu montrer le role des MV dans |'apparition
d’anomalies au sein des CE. Or, comme dit précédemment, les MV sont de véritables
vecteurs, transporteurs. Un des éléments transportés via ces MV sont les miR. Or,
certains d’autres eux sont connus pour étre impliqués dans la DE et la physiopathologie
de certaines maladies CV. De plus, ces miR ont un grand intérét pour des thérapeutiques
futures compte tenu qu'il existe de miR synthétiques ou des antagomir qui peuvent
moduler leur concentration et donc par ce biais leur activité sur la transcription des
genes. C’est pourquoi, nous avons cherché un ou des miR dont I'expression, dans les MV,
serait différente en fonction de I’'existence ou non d’'un SAHOS. L’'objectif est, par la suite,
de décrire les conséquences de cette modification sur la fonction endothéliale et in fine
de savoir si nous pouvons normaliser cela grace a des antagomir ou miR synthétiques.

En résumé, ce travail a eu pour objectif de définir I'implication réelle du SAHOS et de sa
gravité sur les complications CV, via la DE. En effet, il s'agit d'une pathologie qui est
associée a de nombreuses comorbidités, elles-mémes responsables d’'une DE. On a ainsi
pu confirmer que les apnées au cours du sommeil entrainent une altération de la fonction
endothéliale chez les patients indemne de toute pathologie cardio-vasculaire. Cependant,
il ne semble pas avoir d’effet additionnel lorsqu’il existe une pathologie associée elle-
méme responsable d’'une dysfonction endothéliale, comme nous avons pu le constater
avec le DT2. A moins que les techniques actuelles d’évaluation de la fonction
endothéliale, entre autre I'EndoPAT, ne soient pas assez sensibles pour identifier des
modifications liées directement au SAHOS.

L’effet réel du traitement du SAHOS, & savoir en 1° intention la PPC, sur la fonction
endothéliale et donc la prévention primaire ou secondaire des maladies CV reste discuté
d’autant plus que l'‘observance de cette thérapeutique peut-étre trés variable. C'est
pourquoi il semble indispensable de développer de nouvelles thérapeutiques ciblant
directement la dysfonction endothéliale.

Ainsi, dans les suites de ce travail, nous souhaiterions poursuivre les recherches sur les
miRNA transportées par les MV, pouvoir identifier ceux impliqués dans la DE médiée par
les MV de patients apnéiques et ainsi moduler leur action grace a des antagomiR ou miR
synthétiques. L'objectif final est de cibler ce miR pour ainsi contrer les complications CV
du SAHOS.
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Abstract

Badkground: Endathelial dystunction, a pathophysiologic determinant of athevogeneasis, has been found to oocwr in
obstructive sleap apnaa syndrome (OSA) and s improved by continuous positive airway pressure [CPAP). However, the
efficacy of CPAP therapy is limited by variable adherence, Alternative traatment strategies are needed. The mpact of
polyphenals on endothelial functon has never been evaluated in OSA.

Objective: We evaluated the impact of +mo supplementation with grape jwce polyphencls (GJPs) an the reactve
hyperama index (RHI), & validated measure of andothelial functon n patients with severs OSA.

Methods: Forty particpants [75% men, median (ICR) age: 61 y 134, 64 y), BMI (:n kg'm"). 30.6 (20.9, 33.7)] with savere
OSA [median apnea-typopnéea index 43/M (33/h, 56M)] wera randomly assigned 10 recenve GJPs {300 mgid, n = 20) or
placeabo (n = 20] for 1 mo. The primary outcome was the change in RHI between baseline and after 1 mo of GJPs or
placebo. Secondary cutcome measures ncludad changes in blood pressure (BP), heart rate (HR), and polysomnographic
indexes.

Results: No significant differances in RHI and BP outcomes were observed between the GJPs and placebo groups. A
sigruficant between-group differance was obiserved for HR changes [ —1 boam {~5, +5 bpmi in the GJPs group compared
with +6 bpm (43, +10 bpm) m the placebo group; P - 0.001]. A significant decrease in total sleep time was abserved
in the GJPs group compared with the placebo group [-10 mn =33, 6 min) compared with +15 min (-12, 40 min),
respactvely, P 0.021 with no between-group differences in the dstnbuton of sleep stages,

Conclusions: In partiopants with severa OSA and no overt cardiovascular disease, 1-mo GJP supplementstion had no
effect on endothelal function. The sl was registerad at cinicaltrials.gov as NCT01977924.  J Nurr 2018,148:581-586.

Keywords: cbstructve sleep apnea, polyphenols, endothelial dysfunction

Introduction

Obstructive sleep apnea syndrome (OSA) affects 2-10% of
the general population and s recognized as an independent
risk factor for the development of cardiovascular (CV) disor-
ders such as stroke and coronary heart disease (1). OSA may
accelerate atherosclerosis by exacerbating key atherogenic risk

factors such as hypertension, diabetes, and dyslipidema (2-4).
Clinscal and experimental dara in animal models suggest that
OSA can have direct proatherogenic effects (5). In addition to
increased sympathetic activity and proinflammatory changes, an
increase in oxidative stress has been demonstrated in OSA (6, 7),
as supported by increased lipid peroxadation, decreased plasma
concentrations of nitric oxide derivatives, and enhanced in vitro
release of free oxygen radicals from neutrophils and mono-
cytes harvested from the blood of OSA patients (8). Prior to
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the onset of CV events, OSA 15 associated with several subelin-
ical CV alterations, including nocturnal hypertension and en-
dothelial dysfunction (9-12). Endothelial dysfunction precedes
the development of morphological atherosclerotic changes and
subsequent clinical complications (13). Reversal of endothe-
lial dysfunction may therefore improve CV outcomes of OSA
patients.
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Semall-scale randomized controlled trials have suggested thae
CORtAuGLS positive airway pressure (CPAP), the firse-line ther-
apy for O8A, improves endothelial function (14, 15). However,
the efficacy of CPAP therapy is limited by poor adherence (16).
Furthexrmore, CPAF therapy ablone has limited impact on car-
diometabolic risk actors in O5A patients (17, 18). A nutritional
approach has already been proposed in a few studies po coun-
terbalance the negative vascular and metabobe impact of O5A
(19, 200 A single dose of the antioxidant vitamin C was asso-
clated with immediate improvement in endothehal funcion i
O5A patients {20

Polyphenols constimute a lurge family of namral compounds
with antioxidant and vasodilator propervies, and are widely
present in plant foods. Epidemiologic studies have revealed an
verse correlation betwesn the intake of polyphenol-containing
foods and coronary artery disease mortaliy [21). Several
randomized studies have demonstrated the beneficial impace
of polyphenol-containing foods and beverages on endothelial
function, blood pressure [BP), and lipid metabolism n pa-
pients with cardiometabolic nsk oors (22-26). The mnpact of
polyphenols on endothelal funcion has pever been evaluated
in O5A.

The amm of this randomized, double-blhind, placebo-
controlled erial was o determane the effect of 1 mo of grape
jusce palyphenal (GIF) supplementation on endothelial function
i patients with severe 0% and ao overt CV disease

Methods

Expenimental design. This was a randomized, dowble-blind,
parallel-growp mwial. Men and women aged 18=-70 vy with severe O5A
{apnes-hypopnen index = 30) were assessed for eligibiliy. Exclusion cri-
teria were BMI (in kgfm?) =35; history of CV disease, including coro-
nary heart disease, heart failure, and stroke: mvers dayrime skeepiness,
defined by an Epwonth sleepiness scale (ES5) of = 16; and anemia or iron
deficiency, defined as hemoglobin « 13 gfdl. and blood ferritin « 30 pg/l.
All participants provided their written informed consent to paricipare
in the stody. The smdy was approved by the local ethics commiries
(Comiré de Provection des Personnes Ouese 11, Angers; Koo 200135714
and was registered with clinicabmial.goy as MOTO 977924,

Participants were randomly assigned o receive 1 mo of supplemen-
rarion with 300 mg G]Ps'd or placebo according roa 1:1 allocarion with
the use of a computer-generated randomization list,

GJPs were extraceed from Vitis eimifens grape juice by distllation,
filerariom,, concentration, and dehydration. This product is markered as
a nutritional supplement called exGrape®ETOTAL (GrapSud). The final
grape exiract presents a standardized polyphenolic prodile with a guar-
anteed content in toral polyphenols, procyanidins, amthocyanins, and
resveratrol. The phenolic composition of grape juice powder i sum-
marized in Table 1. G]Ps and placebo powder were encapsulated in
identical capsules and parients and investigarors were hath blinded mo
the rearment delivered. Participants were asked to ke three 10d-mg
GIPs capsules or 3 placebo capsules each moming and o retwrn the

TABLE 1 Grepe juice powder phenolic comgound
concentrations

Hydramybenesic acids, mgig 122
Aavan-3-ds, mg'p 2501
Stilbenes, mgig [ili]
Cibydrodavoncl, mafg oez
Hydrosyc mamic adds, mgig 34
Aavonols, mgip Boe
Enthooyaning, ma'p 1623

BBZ Trrepizur et al.

empey blister packs and unused capsules in order oo evaluate reatment
adherence.

The primary outcome was the change in endochelial function as
asmessed by the reactive hyperemia index (RHI) from baseline m
1-mo folbvw-up. Secomdary ourcomes incloded changes in BF, heart race
[HE), and polysompographic indexes of O5A severity. Endodhelial func-
tion, HR, and BF measurements were performed ar baseline and afer
I mo of GJF or placebo rearment in the morming following overnight

polysomnography.

Clinical and routing laboratory examingtions. Clinical evalua-
ation included anthropometric data, vital signs, smoking habics, medi-
«cal history, and medication use. Excessive daytime sleepiness was eval-
uated by the ESS. Participants were considered to present hypertension,
diabetes, and dyslipidemia when these conditions had been previously
diagnosed.

Azzessment of peripheral endothelial function. Endochelial
function was assessed by peripheral arterial ronometry (PAT: Endol'AT,
hramar Medical Lid) (27). Participants, who were lying down in a quiet
room, had probes applied o both index fingers and a BP coff placed
around the right arm above the elbow o test the reactive hyperemia
respomse. The left finger was used as the conrol. The finger arterial
pulse wave amplitude was recorded throughouor the protocol, which
comprises 3 consecuative 5-min stages: 1) baseline recording, 2) brachial
artery occlusion by inflating the BF cuff ro 50 mm Hg above the baseline
systolic pressure, and 3) posocclusion recording after deflation of the
cuff to measure the reactive hyperemia response. The RHI was caloa-
lated as the ratio of the average amplitude of the post- m prencclusion
PAT signal in the tested arm, normalized to the concomitant signal from
the contralateral finger.

BPF measurements. Office BI' was measured in the morning fol-
lowing owvernight polysomncgraphy with the use of a pericdically cali-
brared mercury sphygmomanometer with an appropriate cuff size. The
BP recorded was the mean of 3 consecutive readings over a 5-min period
todlowing =5 min of rest in the sitting position. Ambulatory BF moni-
toring was performed with the use of Diasys Intégra 11 {MovacoR ). BP
measarements were performed every 15 min during the day and every
30 min ar night. Average systolic, diastalic, and mean BF were measared
during the day ({7D0=220) anad at mighe | 2200=071}).

Polysomnography. Skeep recording was assessed by overnight in-
laboratory polysompography (CID 102, Cidelec), with continnows
recording of the following channels: eleciroencephalogram, electromnoa-
logrami, chin elecromyogram, arterial oxygen samration, nazal-aral
airthow, elecrocardicgram, chest and abdominal wall motion, and
bady position. Respiratory events were scored manually. Apnea was
defined as a complere cessation of airflow and bypopoea was de-
fmed as a decrease in the nasal pressure signal by =30% associared
with either =3% arterial oaygen desaturarion or arpusal, boch lasting
=10 s |(2E).

Sample size and statistical analysis. Mo dam are available in
the licerature concerning the impact of polyphencls on BRHI in O5A pa-
tients. In this pilor sudy, we evaluated the impac of GJF on RHI in
2} participants compared with 20 participants receiving placebo. Care-
gorical data were expressed as numbers and percentages, and were com-
pared by Fisher's exact test. Continuous data were expressed as medians
and 1B, and were compared by Mann-Whitmey 17 rests. All randomiy
assigned participants were included in the intention-to-trear analysis. In
a post hoc analysis, the median baseline RHI in the overall popuelation
was used o classify patients into low and high RHI groups. The type [
error was set ar (LD5.
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45 patents assessed for efgibilicy
3 declined to participate
= 1 presemed exchusion
criteria
W
j 40 randemly assigned
20 alecated to plaseha 10 alacated va GIF
s | | madequate PAT
data quality
ki
20 mebaded i pemmary 19 cluded & primary
outcomes analysis (RET) muicome anakysis (RH)
7 refused ABPAL 5 refirsed ABPM
& ABFM techdeal ==» 4 ABPM echefeal
fathure faihere
h
12 ABPM amalyzed 12 ABPM analyzed

FGLURE 1 Flow diagrarm shosng trial allocation. ABPM, ambuts-
nory blood pressure rmeasurement; GJE grape uice polyphenal; PAT,
pefipheral artedal tonometry, RHI, resctive ypersmia mdex.

Results

A How diagram depicting the recruitment and randomization
pathway 15 shown in Figore 1. Berween 18 December 2013 and
24 Awgust 2015, 45 parnoipants were screened, 40 of whom
were enrolled and completed the study. Treatment adherence
was 100% in both the test and placebo groups. Baseline charac-
renstics of all randomly assigned parncipants are summarized in
Table 2. Most participants were overweight or obete, and no
significant between-group differences were observed at baseline.

TABLE 2 Baszeline characteristics of partcipants with sevare
ohstructive sleep apnea’

Placebo GlPs Pvalue®

[} 20 a

Bge.y 0 [5E, B3] &1 [50, B4] B
EML by’ 302a. 53 3 [28,34] ik
Women, 7| %} E |3 4] 7
Hypertension, o {%]| B 40 1388 il
Deabetes, m(%) 4 [ E{30] 7
Cw=bpidemia, n (%} Bl T38| 7
EZ5 1118, 12] B2[10, 14] [LEE]
AHl, w 4538, 55 Ja 3z, = ik}
FH E10NTR, 27 1ED 153, 240 013

Dt ane eepressed oo medan POR] o @ Ml @ = &0 AH|, apnea-hreporeda s
E=S, Epwwnrth sloapinass soone; 5P grapa juice polvphanol, BHIL reactive ypaiamia
ki

4 P il oorTasponds oo the batvweer-group difanen oes in basaling dramlanstics

11

Bl

Ll

Maceha LEAl

FMEURE 2 Efeciz of GJF on 30-d changes in pesipharal andothealkal
lunclion &3 assessed by RHI inall parcpants with sevene slesp apnesa
&) and in those with basalne RHI <2 [median walue al RHL A all paic-
panis al bagaling) (B). Values are medans and IORS, = 20in placebo
groug and n = 13 in GJF group in panel &; n = 7 in placeba greup and
=11 in GJP groug in gana| B. In B, the increase lended b be greater
fi the GJP grous cormganed with the placabs group (P = 0.07). GJP
grape juice polyphenal; RHI, resctive ypersmia index.

Mo changes in body weight were observed berween baseline and
after 1 mo of treatment in the 2 groups.

Primary outcome. Mo significant difference in RHI cutcome
was observed berween the GJP and placebo groups in the over-
all populanon [Figure 2) (P = 0.36). In the low RHI population
a trend toward a more marked increase in RHI was observed
in the GIP group compared with the placebo group [+0.31
[+0.20, +0.42) compared with +0.11 (—0.01, 0.18), respec-
tively; PP = 0.07).

Secondary outcomes. Owing vo techmcal filures and lim-
ited devace availability, ambulatory BPF monitoring measures
were available from only 24 particpants (7 = 12 G, o = 12
placebo). As shown in Table 3, no significant berween-group
differences i BP outeomes were observed berween the GJP
and placebo groups. The decrease in nocturnal mean BF dur-
ing the study tended to be greater m the GJP group than
in the placebo group (P = 0.09). A significant berween-
group difference was observed for HR changes [—1 bpm (-5,
+5 bpm) in the GIP group compared with +6 bpm [+3,
+10 bpm) m the placebo group; P = 0001). As shown n
Tahble 4, oo significant between-group differences were observed
between GJP and placebo groups for the apnea-hypopnea in-
dex or oxvpen desaturation index outcomes. A significane de-
crease in total sleep time (TST) was observed in the GJP group
compared with the placebo group (P = 0.02), with no between-
group differences in the distnbution of sleep stages.

Pobphenals n sleep apnea 583
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TABLE 3 Effects of GJPs vs. placebo for 1 mo on office and ambulatory diurmel snd nocturmal blsod pressure and heart rate in

participants with obstructive sleep apnea’

Placebo 5
Baseline, mm Hp Changes, mm Hg Baseline, mm Hg Changes, mm Hg Pualue?

Difice

SEP 128120, 147] 4 [=10, 4 12118, 131 B[=5, 7.8 el

DeF BIR2EN 1]=19.8] T B 1[=7. 58] 084
MEF

Diwmal 7 |5z, ve] 2]-8.1] o [93, 109] [=E1] e

Noctumal 3 80, a7 Sl=249 B4, 109 A[=8, 4] (iL1:]
SEP

Diamal 137124, 144] 1B=15.1] 1L, 18] 1 [=4, 4] 17

Noctumal 118[108, 1237] b3 | =4, 5] 122110, 141 1[=87 03t
[&F

Diamal &2 B0, By 11=-T.8 B4 79,49 i[=10,2] 05

Nochumal T1 B4, B0 {45 [=0, B] B7 [B4, &3] 1[=5,4] w17
HR

Disrmal T7 B4, BE +5[=217 87 [E9, ] I[-10,4] o

Noctumal B 5177 +6 3,10 76 [E2, &) 1[=55 i

Dt ane rradians [10As] & = | groap. DEF dastod: blood rassas; GIP grags juice polyphandd; HR, haan me; MEF, moan blood proessore; SER symolic Biood pressina.
1 Pralue comaspon ds oo Thi batwesn-group diflerences in chamgas from baseling o Tna follosw-un

To the best of our knowledge, this is the first rmandomized study
to evaluate the impact of polyphenols on endothelal function
i patients with O34 GJP supplementation for 1 mo had no
effect on endothelal funcrion in participams with severe R4
and no history of CV disease. A trend woward an improvement
i endothelial function was observed in the subgroup of par-
vcpants with low baseline RHL A trend toward a decrease
nocturnal mean BF with GIP supplementanon compared wath
placebo was also observed.

There 15 growing evidence that 054 induces endothelial dys-
function that may be improved by CPAP therapy (29). Several
factors may explain our negative findings concerning RHI out-
cormes. Although all patients had severe O5A, the mean baselme
value of BRHI was within the normal range, which may have
been responsible for a floor effect of the intervention. This hy-
pothess i supported by our post hoc analysis showing a trend
poward improvement of endothelial function with GJP supple-
mentation m patients with low baseline RHIL An uncontrolled
study demonstrated an improvement in RHI afeer 3 mo of oral
apphance therapy i patients with a lower baseline RHI (~§.7)
than the patents of the present study (~2.0) (12). In contrast,

a sharm-comtrolled study (30) found o impact of CPAP therapy
for 3 mo oon endothelial function in partscipants with a sim-
ilar baseline RHI wo thar observed in our study. It cannor be
formally excluded thar a 1-mo intervention was not sufficiently
long wo detect an improvement i RHL However, previous stud-
ves o patients with coromary artery disease (28] or diabetes
(31} demonstrated an improvement in endothelial funcoon al-
ter 1 mo of polyphenol supplementation at somilar dosages. The
daily dose of polyphenols used in this study was that recoim-
mended for CV prevention (32), corrsponding to the amount
of polyphenols contained in 3 glasses (450 mL] of wine or grape
e,

Previous studies evaluating the impact of polyphenals on BP
i patents with metabolic syndrome have reported discordant
results (33). In the present study, no impact of GJPs on BP was
observed im severe O8A patients with relatively low baseline BP
values. However, a trend toward a decrease i mighttime BP was
observed in the GJFF group compared with the placebo group.
This finding 1z consistent with the nocturnal predominance of
hypertension m O5A4, which 5 likely to be associated with the
nondipping pattern of nocturnal BE In panents with O5%A and
resistant by pertension, 12 wk of CPAP therapy was found to
improve the nocturnal BP partern | 34).

TABLE & Effects of GJPs va. placebo for 1 mo on sleep venables in particpanis with obstructive sheep apneas’

Placebo EuJFs
Baseline Changes Baseine Changes Pualue®
ES5 18, 2] il-z0 12110, 14] 11-3.0] B
241, nh 45 38, §§| Bl=8 3 38 |32, 54] T[=15 =1] [
001, oh 41 [32, 5E| 3=, 3 34| 8] 3[=8.12] uED
TST. min AE3 [410, 483] F 18] =12, 40] 447 [158, &97) 10]=33, § e
N1 sleep, min 41 |27, 57] 8]=15, 5 47 |3, B3] 3 [=12, 10 0z
N2 sieep, min 150 [A03, Hag) 0] =44, 33] 240 [0, 2E5] 30|-61, 3 [
M3 sieep, min T 55, E7] 11 =2 ] T8 44, 87 4 [=22 1§ [
REM, min 90 [72, W5| +T =15 3] B7 [E4, 10E] 1 [=13,27] 5D
AL mh 4030, 47] 80 |30, 47] 3617, 50] 1]=A8. 1] (1]

'Data are rscians PORSE], 0= 20¥groun. AH|, apeaa-Papopn ee index; ESS, Epwanh shapirass scala; GJF) grapa jess pobypherol; WAL, mecroarousal indasx; N1 skap, siaga 1
slaag time; M2 soan, sags 2 sloan ime; NI seep, stags 3 sheap tims; 0D, owypen dasaiumton indas; REM, rapsd aye movamant skee; TET, ol shap tma
! Pralua comaspon ds oo The batwean-group diflerences in changas from baseling o Tma follow-up
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A previous randomized soudy in 110 healthy subjects demon-
strated a decrease in nocturnal HR afver 4 whk of treatment
with tea polyphenols (35). Folyphenols were found to induce
a negative chronotropic effect on isolated heare (36] and o
decrease renal sympathetic nerve activity in hypertensave rags
1370 It can be hypothesized thar GPs decreased nocturnal HR
m our patients by redoucing 058A-related nocturmal sympathetsc
activation [38).

Surprisingly, GIP supplementation was asociated with a de-
crease in TST compared with the placebo group. Previous smd-
ws based on limited sample sizes have sugpested that herbal
extracts rich in polyphenols may decrease sleep latency or pro-
moge slow-wave sleep in healthy subjects or insomniac par-
noipants (390, In rodents, marine polyphenols were found 1o
promaote nonrapid eye movement sleep by modulating the ben-
sodiazepane sate of the GABA, receptor (40]. As rodents present
a specific polyphasic sleep pamern, it is difficulr to ranspose
these results to the partncipants of the present study. However,
of note i our study, the decrease i TST had no effect on sub-
pective sleepiness assessed by ESS. Further studies are required
o evaluate the impact of polyphenols on sleep.

This study presents a number of potential limitations. En-
dothelial function was assessed by PAT in the arterioles, whereas
previous studies have reported that polyphenols improve the en-
dothelial function of large conductance arenes, as assessed by
flow-mediared vasodilation (FMD) (26). Although discordant
results have been reported concerning the correlation between
PAT and FMD» (41, 42}, there is strong evidence that PAT is a
reliable and reproducible technigue o accurately characterize
endothelial function (43, 44). A recent review suggested that
microvascular function, as assessed by PAT, maght be more rel-
evant i subyects without overt OV disease and may be an ear-
lier indicavor of CV risk than macrovascular function assessed
by FMD (45). Another potential limitation of the present study
15 ts relatvely small sample size. The results of the post hoc
analysas i patients with low baseling RHI indicare the need for
further randomized triaks vo determine whether GJP supplemen-
mation may be beneficial in patients with overt CV disease and
metabolic disorders who exhibat more severe baseline endothe-
lial dysfunction.

In conclusaon, 1-mo GJP supplementanon had no effece on
endothelial function in patients with severe 054 and no ovent
CV disease.
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Abstract

Rationale: Endothelial dysfunction, a major predicior of late
cardiovascular events, i linked to the severity of ohetructive sheep
apiwea ((SA).

Objectives: To determine whether treatment with mandibulas
advancement device, the main alternative o continuous positive
airway pressure, improves endotheial function in patients with
severe (54

scabe, 93 [4.2]) were randomieed to effective mandibular
advancement dewice (n = 75) of gham device (n =75). On intention-
to-Lrest analysis, effective advancerment device therspy
was nol associated with improvement of endothelial function
compared with the sham device. (ffice and ambulatory blood
mandibular advancerent device therapy was associated with
significant improvements in apoea—hypopoe index (F < 0.001);
microarousal index (= 0008, and symptoms of snorning, Ratigoe,
and sheepiness (P~ (U1}, Mean (SI}) objective compliance was

Methods: In this trial, we randomized paticnts with severe 05A and 86 (1-4) I/night with the dfective mandibular advancement device

noovert cardiovascular disease to receive 2 months of treatment with
either effective mandibular advancement device or a sham device.
The primary outcome, change in reactive hyperenk index, a
validated measurement of endothelial fonction, was assessed on an
intention-to-treat basis. An embedded microsensor objectively
imeasured treatment complince.

Measurements and Main Results: A tolal of 150 patients (86%
mxabes; mean [SD] age, 54 [10] yr; median |interquartile range|
apiea-hiypopnea index, 41 [35-53]; mean [SDY Epworth sleepiness

wersus 5.6 (2.3) h/night with the sham device (P = 0.006).
Conclusions: In moderately sleepy patients with severe OGA,
mandibular advancensent therapy reduced OSA severity and related
symptoms bul had no effect on endothelial funciion and blood
pressure despite high treatment compliance.
Clinical trial registered with www clinbcaltrials gov (NCT 00142664007
Keywords: obstroctive sloep apnes; mandibular advancement
device; endothelial function
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At a Glance Commentary

Scientific Knowledge on the
Subject Endothelial dysfunction, a
major predicior of ke candiovascular
events, is linked to the severity of
obstroctive sleep apnea, and the impact
of continuous posilive sirway pressure
remains debated. Whether mandibular
advancement therapy, the main
alternative to continmous positive
airway pressure, improves endothelial
function in patients with severe
obstroctive sleep apnea has not been
evaluated in properly controlled amd
adequately powered trials

‘What This Study Adds to the
Field: This multicenter randomieed
comtrolled trial shows that tresting
sevene obstroctive sleep apnea with a
mandibular advancement device
reduces sleep-disordered breathing and
related symptoms but has no impact on
peripheral endothelial function and
blood pressure in moderately sleepy
patients with mo overt cardiovasoular
disease.

Obstroctive sleep apnea ((8A) s a
highly prevalent disease (1) characterized
by recurrent episodes of partial or
complete obatruction of the upper airway
during sleep. Continwous positive

airway pressure (CPAP), the first-line
therapy for moderate-to-severe 05A,
improves daytime alertness and
health-related quality of life, and reduces
blood presswre (BF) (2, 3). In prospective
cohort studies, regular CPAF use is
assnciated with a lower sk of
cardiovascular (CV) evenis (1) Howewer,
about 40% of patients who ane prescribed
CPAP are at risk of nonadherence (5).
Mandibular advancement devices [MALY)
have emerged 3 the main therapeutic
altermative for OSA. Despite the superior
efficacy of CPAP in reducing slecp-
disordered breathing, most randomized
trials comparing MAD and CPAP in OSA
have reporied similar health oulcomes in
ternms of slecpiness, neurobehavioral
functioning, quality of life, and BP (Z, &, 7).
In a recent randomized trial, MAD and
CPAP therapy resulied in a similar
improvement in candise sulonomic
function (8).

Endothdial dysfunction is a
pathophysiologic determinant of
atherogenesis that ocours at the carly stages
of coromary anery disease (9) and pradias
the ocourrence of CV cvents in at-risk
subjpects (100, Flow-mediated dilatation
(FMD) of the brachial ariery has been
extensively used as 3 nondnvasive measure
of endothelial function. However, the FMD
technique & time-consuming and requires a
careful lesrning corve, which limits its
routine application in large multicenter
studies. Measuring endothelial function by
peripheral arterial tonometry (PAT) has
recently gained increased attention, as
the reactive hyperemia index (RHI)
mezsured by PAT is a validated marker
of endothelial function (11). Validation
studies have demonstrated that RHI =
correlated with coronary microvascular
function in patients with early
atherosderosis (12) and predicts CV evenls
{13-15). Nitric oxide plays an imporiant
role in digital reactive hyperemia (18).
Kuvin and colleagwes (17) found a
significant correlation (r="0.55; P2 (1)
between RHI and FMDY in 89 subjects, 38%
of whaom had a history of coronary artery
disease. RHI was also sgnificantly
correlated with FMIY (r=047; -2 0.001)
in nonobese and nonsmoker subjects free of
owverl OV disease (18). In the Framingham
Health Study, RHI correlated with
traditional CV risk factors but the
association with FMID was not significant in
multivariable-adjusted analyses (19). RHI
may provide a more comprehensive
assesament of vascular function by
mezsuring components of vasodilatation
that are nol reflecied by FMD (20). Several
clinic-based and population-besed studies
have demonstrated that O5A s associated
with severity-dependent deterioration of
endothelial funciion assessed by RHI in
adults and children (21-28).

Previous stadies of endothelial
function aulcomes in response to CPAF
therapy of (5A have reported conflicting
results (Z7-29). A recent metaanalysic
codcluded that CPAP leads to significant
improvement of endothelial function (28).
However, most of these trials were
simall single-center shudses evaluating
endothelial fanction by FMD that may be
prone o intraoperabor and interoperator
varizbility. Conversely, two recent
randomized controlled trials showed
ni imipact of 12 weeks of CPAP on
endothelial function evaluated by PAT

Gagnadow:, Papin, Viells, af al: Oral Applance and Endotheial Funcion in OSA

(27, 29). The impact of MAD therapy on
endothelial function in paticnts with
05A has not been evaluated in properly
controlled and sdequately powerad trials,
MALDY studies are also frequently fawed
by the absence of objectively measured
compliance with the device. The aim of
this multicenter rndomized controlled
trial was to investigate whether effective
MAD therapy versus a sham device for
2 months s associated with improvement
of endothelal funciion in patients

with severe O5A and no overt CV
disease with objective measurement of
MAD compliance by an embedded

I FOSCIGOT.

Methods

Study Design and Patients

This randomized, single-blind, parallel-
proup trial was conducted in five French
sleep centers. This study was approved by
our local ethics committee (Comité de
Protection des Personmnes, Ouest [1, Angers;
Mo 2000/14) and was red with
ClimicalTrial gov (NCTO14266407).

Participants

Patients aged 1870 years with severe OGA
(apnea-hypopnea index |AHI], =30}, for
whom MAD therapy was considered as
second-line therapy because of CPAP
intolerance, were assessed for eligibdlity.
Exclusion criteria were body mass index
(BMI) greater than or equal o 32 kyfim™;
history of CV disease induding coromary
heart disesse, heart failure, archythmias,
and stroke; coexisting seep dizsorders
other than (6A; central sleep apnea defimed
by a central apnea index greater than or
equal Lo 5 severe daytime sleepiness
defined by an Epworth Sleepiness Scale
(ESS) greater than or equal o 16 (3):
and inadequate dental stroctune or
temporomandibular joint discise
contraindicating MAD treatment as
assessed by a dentist. All patients gave
their written informed consent Lo
participate in the study.

Randomizati
Patients were randomly assigned 1o
receive 2 months of tresiment with
cither effective MAD of a sham device
according to a 1:1 allocation using a
computer-generated randomization lst
stratified by site with permuted blocks of
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random sizes. As previously described (30),
the MAD was custom-made, consisting of
an adjusiable two-piece acrylic oral applixnce
(AMUOY; Orthosom, Beaucouzd, France) with
attachmenis of various sizes allowing
sandibular sdvancement adjustment
(Figure 1). The sham device consisted of the
upper appliance only and did sol advance
the mandible {31). Patients wene informed
that the aim of the study was o evaluate
the efficacy of two intraoral devices for
O8A therapy by comparing two
appliances. With ethics commitiee
approval, patient binding was achieved by
concealing the less effective nature of the
sham device (31}

Interventions

At baseling, patients underwent overnight
in-laboraiory pelysomnography (FSG),
PAT, clinic BP measurement, and
24-hour ambulatory BP monitoring
{ABPM), followed by a &-week MAD
acclimatization period, during which the
mandible was incrementally advanced by
1-mm steps every 1 or 2 weeks wntil
symplom reliel or wntil adverse effects
prevented further advancement. This
acclimatization period was performed to
optimize MAD adaptation and therapeutic
efficacy during the subsequent
randomized trial (31). Patienis were
then submitted to a 1-week washout
period, after which they were allocated to
receive 2 months of treatment with
either effective MAD or the sham

device. Clinical assessment, PSG with
effective MAD or sham device,

PAT, clinic BP, and ABPM were
performed after the 2-month treatment
period.

Outcomes

The primary outcome was the change in
RHI assessed by PAT (EndoPAT; Itamar
Miedical Lid, Caesares, Isracl) between
baseline and afier 2 months of effective
MAD or sham device. All participating
centers followed the same procedure and
investigators assessing PAT were blinded to
the patient’s study arm.

. outcome measures induded
changes in PSG data, BP, dinical symptoms
of (5A, treatment side effects, and
compliance. Cvernight PSG was analysed
manully according to recommended
criteria (32). The recorded clinic BP was the
average of three consecutive readings over a
S-minute period after resting for at least
5 minutes in the sitting position. ABPM
was performed using Diasys Intégra T1
(MovacoR, Rueil Malmaison, France).
Excessave daylime sleepiness was evaluated
al baseline and at 2-month follow-up by
the ESS (5). Outocome of OSA symploms,
globxl treatment satisfaction, and reporied
side effects were assessed at 2-month
follow-up using specific questionnaines (30).
Reported compliance was assessed
by means of a diary and objective
compliance was measured by an embedded
microsensor thermometer, safety and
reliability of which have been previously
validated (TheraMon; IFT Handels wad
Entwicklungsgesellschaft GmbH,

iwr Gachladi, Hargelsberg,
Austria) (33).
Additional details on methods are
provided in the onling supplement.

Based on previous studies using PAT in
OSA (22, 34), we assomed that the RHI

Figure 1. The efleciive mandibular sdvancement device used in he sludy. Ful-coversge acric
appiances desgred to Tt onlo e upper snd lower dental arches ane connecled by soric plabes of
warions sizes: allowing mandbuls asdvencement adustmen. The micresensor Thenmometss was

sl inbes e upper arch of The desice. The sham devics conssten of the upper sppEnce Sone.

wiould increase by 0.30 with MAD versus 0
with the sham device with a 5D of 0.40.
To detect a difference of 0.0 in RHI
between groups with a 0.80 power at a 0,05
type I error, the sample size in each group
wiks B patients plus 11 patients for
potentizl paticnts lost 1o Follow-wp

{Le., 75 patients per group). Contimuous
variables were described as mean (50 or
mean (5% confidence interval |CI]) for
vartables with a nosmal distribufion and as
median (interquartile range) for varsables
wiih a nonnormal distribution. Normality
of distribulion was assessed wsing the
Eolmogorov-Smirnoy st Normal
variables were analyzed using an unpaired
Student’s | test for intergroup difference
and a paired 1 test for intregroup difference.
Linear regression analysis was used Lo
adjust for baseline values and potential
covariates. Nonnormal variables were
analyzed wsing the Mann-Whitney test for
intergroup difference and the Wilcoxon
signed rank test for intragroup difference.
The chi-square test and Fisher exact tesi
were used for categorical variables, as
appropriate. The correlation between
contineous varizbles was assessed by
Pearson correlation coefficient. All
randomized patienis were included in the
intention-lo-treal analysis. A sensitivity
analysis using multiple imputation to
impute missing data for the primary
oubcome was performed (35). All reported
P values were two-skded. A P value less
than or equal to 005 was considered to
indicate statistical significance. All
analyses were performed using STATA
version 13.1 (STATA Corp.. College

Results

A flow dizgram depicting the recruitment
and randomization pathway is shown in
Figure 2. Betwern March 2011 and
Movember 2004, 2 total of 167 patients were
screened and 150 were deemsed eligible and
randoanly assigned (75 o the effective
MAD group and 75 o the sham device
group). In the effective MAD group, mean
msandibular advancement was 7.9 (1.5) mm,
corresponding (o an average of 106% of
maximum voluntary advancement. The
baseline characteristics of all randomized
patients are summsarized in Table 1. Only
sex was significantly different between the

twir groups, with a higher proportion of
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to =5} was observed in 45 3% of

167 patients assessad for ellgibll
[ lﬂ patients. Forty-five percent of patients
were poor responders with less than 50%
17 axcludad reduction in AHI {median AHI
+ Dedned o paridpale n-7) reduction, %)
+ Dental condralndication n-3)
+ Hol meeting inclusion crilena (n-7) Primary Outcome
In the ntention-to-real amalysis, RHI
decreased by 0.03 in the effective MAD

|: 150 rendomized | group (F=0.95) and by 0,13 (P=0.13) in
l the sham device group (Table 2). After
adjustment for baseine values, age, sex,

EMI, AHL and smoking habits, the

L ! difference in RHI outooms between

|'_ 75 Ellocated to effecive MAD ] |'L 75 aliocated 10 Sham device ] effoctive MATD and sham device was not
statistically significant (adjusted infergroup
differemces 0.15; 95% CI, —0.08 o 0.38; P=

11 withdrew 10 wilthdrew “_m}.lhﬂbﬂ'mﬂ‘ﬂ pﬂﬂl.llﬂtm. d:a.ngc
;ﬁwﬂ' ﬁwm in RHI from baseline to follow-up was
2 ad not iokerate MAD 3 nof ioéerale sham gewice | 1ol correlated with either change in AHI
2 Eyniited denla 1 ayibited gantal {r=—008; P=041) or change in 3%
Conbreindcaiion coniraindication oxygen desaturation index (r= —0.M;

3 Inanequate PAT 04tz qually 3 nadequale PAT data qualty P=0.64). In a post hoc analysis, we used the

r T median value of baselime RHI {2.1) 1o
] ] dassify patienis into low- and high-RHI

[rsnmueummmrrmaqms]-c ----- : [ﬁlrr::m-:lmmn‘rmm]-w----: groups. Tn the low-RHI group, a significant
) improvement in BHI was observed with
Wa lemﬂ"ﬂ 'Srm'l'g il alocation ITT - indention-lo-treat; BMAD — msandibudar bosth efiective MAD {F:DJII-'I:I and sham

acvancemen device; PAT - peripheral aresial Tonomedry. device (P=0.03) with no significant

adjusted intergroup difference between

wirnen in the effective MAD group PAT data BMI did not change during the  the two treatments. Further post hoc
(P=002). In the effective MAD group, study period in either of the two groups. analyses showed no sgnificant interaction
11 patients dropped out of the study and After 2 months of effective MAD, a between intergroup differences in RHI
three had inadequate PAT data. Tn the complete response (AHT reduced by 2=50%  outcome and sex (054 [95% CI, —0.67
sham device group, 10 patients dropped out 10 <5) was obtained in 97% patients. A to 1.74] i weormen ve 002 [95% I,

of the study and three had inadequate pariial response (AHI redoced by == 50% 017 to 04l in men; P=037) or

Table 1. Bassline Characteristics of all Rendomized Patients

Al Patients [n= 150) Effective MAD |n=75) Sham Device (0 =75 P Value

X 338 (10 B 229 [10.5 02f
ﬁ. 3IIr--..ll;;..'hf 270 .2];!:| 269 gﬁ 270 ..';}]I 0.85
Women, % 144 21.4 2 oo
Hypertansson,” % 207 22.4 181 064
Disbetes, % al 29 Fa 044
Dy=lipidemia, % 1.7 130 10.3 062
Current smoker, % 174 108 235 005
Epworth Sleepaness Score 03 M3 9.4 (4.1) B2 (4.3) n.82
WAS for snonng indensity 8.0 Li} a0 ) B.0 (&.5-0.0) 083
Apnea—hypopnes modes, n 410 (35.0-53.09 A0.0 (34.0-50.5) A7.0 (36.0-58.0) 0.06
3% oogygen desaturabon e ﬁ?‘.ﬁ] 292 m.ﬁj M6 ﬁ.ﬁ} o.o7

inde, n

HReactive hyperemia index 2.15 061 213 217 [0 0.69
Clinic sysiolic B, mm Hg 125.7 (144, 1267 ﬁﬂ 1257 ﬁﬁ} 1.00
Clinic diastolic BF, mm Hg 7T (10 6.5 (114 T8O @) 0.20

Dedinition of abdvewiations: BMI| - body mass mdex; BP - blood pressure; MAD - mandibular advancemend devices; WAS - 0-10 visual analog
seale

mﬁm&mﬂamm.mmam:m.u perCentages.
"Oinly palients previously disgnosed as Mnypestensve and taking anbifypenensve meScalion were considensd 1o have Typerension.
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Table 2. Effects of Effective MAD versus Sham Device on Peripheral Endothelial Function Assessed by RHI

Effective MAD Sham Dewice Intergroup Differences”
Baszeline Follow-up Baseline Follow-up [Mean (B5% CI))
Creerall population, mesan (517 213 [D60Y 210 (0.63) 27 DB 204 D55 015 {008 to 038
Low RHI population”, mean (S0 165 (024) 193053 184025 18B ST 0.05( 027 o 0.37)
Dedinilion of ablyevialions: C1 - confidence inberval; MAD - mandibuksr advancement devices; FHI — reactive hyperermia indes.

Diala are expressed as mean 50§ or mean $35% C1).

“Acfusted lor aseline value, age, sex, Dody Mass ndex, apneaypopnea index, and smoking habils.

eatients wilh bassine RHL <21, n-70.
s QU0 wersus baseline.
5P =2 .05 wersus Dissiing.

BMI (021 [95% CI, —0.15 to 0.56] in
patients with BMI =27 kg/m™ [mean BMI,
295 (2.1) kg/m™; n="70] vs 010 [93% CI
0.35 to 0.54] in patients with EMI
=27 kg/m’; P=0.70). No significant
intergroup differences in RHI outoome were
observed when the analysis was restricied to
complete and partial responders to effective
MAD (0220 95% CI, — 0002 o 0.52; P=0222),
and to patients with objective compliznce
greater than of equal to & hinight on
effective MAD {009 95% O1, —0L10 1o 043;
P=021)

Secondary Outcomes

After adjustment for baseline values, age,
sex, BMI, and AHI, effective MAD was
superior W sham device in reducing AHI
(P2 0.001), apnea index (P2 000001 ), 3%
oxygen desaturation index (-2 0.001),

amnd mibcroarowsal index (P = 00008)
(Table 3). With an adjusted intergroug
difference of — 1.0 (95% CL —23 to 0.3),
effective MAD was not superior to sham
device for reducing ESS.

The prevalence of patients with
previoudy diagnosed and treated
hypemension was relatively bow (20.7%)
with mo significant difference between
effective MAD and sham device groups.
Because of technbcal failures amd limited
device availability, ABFM measures were
available in only 97 patients (n=1%
effective MALY, n=19 sham device). Two
micaiths of MAD therapy was not associatid
with any significant change in clinkc or
ambulatory BP values compared with the
sham device (Table 4).

As shown in Table 5, effective
MAD was assockated with significant

Table 3. Effects of Effective MAD versus Sham Device on Sleep Vanahbles

improvement of snosing, Rtigue, and
sleepiness complainis compared with
sham device (P2 0.001). The ghobal
treatment satisfaction was also markedly
higher in the effective MAD group than
in the sham device group (<2 0.001).
The mean side effects score was not
significantly different between the two

Compliance data are presented in
Table &. Because of technical defects in
transmittig microsensor data w the
TheraMon reading station, objective
compliznce data were available for only
105 patients (52 with MAD and 53 with
sham device). The mean objective use
rate was 66 (1.4) hfnight in the effective
MAD group versus 5.6 (2.3) hinight in the
sham device group (P=0.006). The
percentage of compliant users was 96.1%

Effective MAD Sham Device e —
Baseling Follow-up Baseline Follow-ug Differences™ [Mean [85% Clj]
ESS 9.4 [4.1) 6.8 (3.8 9.4 [4.1) (én 1.u$ 2310 0.3
AHI, m 400 (34.0 to 50.5) 1&5 1502600 400 (340 to 50.5 seu:l 0o 51 166( 22540 1077
Al n £5 (M50 1600 0o 5.0) B5M5 1 mcﬁ nln ualzi;jil 136 to %”
3% 001, n 2.2 (178 11.4)1 a2 (178 EH 1727 1|:r.a 162t0 &
15T, min 401.5 395.5 401.5 a-mz 82 1550 31.8)
N1 sleap, min 368 294 giﬂ 3.8 '2; u.ai 6310 7.3
N2 sleap, min 2001 (68.5) 199.0 {49.7) 2001 (68.5) znzﬂg:aﬁa 42( 237w 152
M3 5 (4 BO.1 {40. BOL5 4 1A 1910 24.4
|1:|'4:||‘,Efrﬁ'r'1mrl 5 {:311'?‘]] Ba.T ﬁ g5 E}??‘]] .rmgﬂ Eﬁi EGto 13
MAL n 32.8 (16.6) 240 (11.5" 328 (16.6) 3T (15.8) To( 121w 15"

Desfinilion ef abbreviations: AH - spnea-Typopnes indes: Al - apnea index; Gl - confidence infenval; ESS - Epworh sleepiness score; MAD — rrandlis
acvancenmenl desices; MM — microarousal indes; OO — orygen desaluration indes; TST — tolal seep lime,

Dala are expressed as mean (S, median fnlerquartie range), or mesan [95% C).
"Acfusted for Bassine vakie, age, sex, body mrass ndes, and AHL

Fp o QD versus basedine.
b U0 versus baseing.
S OO0

Hp o QUG versis Basekine.
o 0o,
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Table 4. Effects of Effective MAD versus Sham Device on Blood Pressurs

Effective MAD Sham Device Adjusted Inlergroup
Baseline Follow-up Baselne Follow-up Differences” [Mean [85% CIj)

Oifice BFP, mm Hg

SHP 1250 (13 1263 (16 125.7 gﬁ.ﬁ 12553 (14 2.1 1 2810 f

DEF a5 (11 6.3 (13 FHO @) 7810 04 40tc4d
ABPM, mm Hg'

Diurmal MEP 961 {10.1) 979 (BE) 99.3 (10.0) 984 (10,0 1.7( 151048

Noctumsl MBS 864 (11.2) BYT (11.5) 8a.0 (10.1) 86.0 (109 16( 201053

DCiurmal SHP 130.4 IS.'!E 1305 EIS.E 132.1 {Iﬁ. 1308 (14.4] 30( 1.3 10 ;ﬁ

Moctumsal SHF T16.7 (13 1181 (151 118.1 {15 1156 (13, 42 0510

Dumal DEF B35 g 83.r EEE& 85.4 ga 346 (9.3 12 i 1.51o 4

MNoctumal DB M.a 3.1 (1o 4.0 {B. 1.8 (1023 13 20104

Deilicn of ahbvevialions: ABPM - amibutabory Diood pressune messsurement; BP - biood pressue; G - confidences inberval; DEP - dastobc BP;
MAD — rrssditndar achancement devices, MEP — mesn B, SEP - systob: BP.
Dala ane expressed as mean (S0 or mean (95% C1).

“Acfusten kor baseing vakie, apnes-ypopnea ndes, age, sex. body mass nde, and medcal history of hypetension for BP.

thay.

in the effective MAD group versus 73.6%
in the sham device group (= 0.001).
Reported and objective compliznces

wiere stromgly correlated in the effective
MAT} group (R* =0.24; P=0.002), but
not in the sham device group (R = 0uds;
P=10.15) (see Figure El in the online
supplement]).

This randomized sham-contralled
muliicenter trial showed thai 2 months of
effective MAD therapy with a high level of
compliance had no effect on endothelial
fundction in patients with severe (5A and no
owert OV disease. Moreover, BFF oulcomes

Table 5. Symptoms of Obstructive Skeep Apnea, Global Trestment Satisfaction, and
Perceived Side Effects after 2 Months with Effective MAD versus Sham Device

Efective MAD Sham Device P Walue
Snonng, %
Markedly reduced afa 1r.9 < 10.001
Hesguced 246 30.4
Unchanged S | 339
Increased 1.r 14.3
Mot 1045 3.6
IFatigue, %
Markedly reduced 2510 3.6 =< 10.001
Heguced 536 321
Unchanged 186 482
Increased (L] 14.3
Mot apphcable 1.8 1.8
Sleemness, %
Markedly reduced 304 a1 oo
Heduced Ja.f 281
Unchanged 268 209
Increased oo a1
Mot apphcable f 1.8
Globsl treatment satisfaction” 8 (7=t 5 [2-1) <0001
Mean side effects score! 2 (1-4) 2 [0-3) 014

Definilion of abbrevialion: MAD - manditutar acancement desices,

Diala ane expresssd as parcentages o median [nberouarnie rangs).

"Ciobal reatment saliskacion was ssseesed uging a 0-10 visel anaog seale.
PPuationile wene ashed 1o give & score o o 3 00, absenl; 1, mikd; 2, moderse; 3, severe] regarding
s eomimon sde ellecls of oral sppliance therspy Baw psin, looth paein, muscks stilless, dry mouth,
hypersdivation, and coclusa changs), A mesn sde eflects score from 0 1o 18 was then

calcutated [0}

Gagnadow:, Papin, Viells, af al: Oral Applanca and Endothedal Function in O658

did naot differ between the effective MAD
and the sham device groups. Effective MAD
wis more effective than the sham device
to improve (OSA severity and relaied
syrploms.

There is growing evidence that (05A
direcily affects the vascular endothelinm by
promoting inflammation and oxidative
stress, while i nitric oxide
availability and repair capacity (4).
Endothelial dysfunction is comsidered to be
one of the intermediate mechanisms that
potentially contribute to the incressed risk
of CV disease in O5A (4).

Wery few studies have evaluated
whether effective MAD therapy of (D5A may
improve endothaial function (34, 36). An
observational study in 16 OSA subjects
reported a significant improverment of
endothelial function measured by PAT afier
3 months of MAD therapy (34). A
crossover trial in 12 patienis with (5A
reporied an equivalent improvement of
microvascular endothelial function after
2 moiths of CPAP versus MAD therapy (36).
Several hypotheses can be proposed
o explain our negative fndings for
RHI cutcome. Previous studies have
reporied higher response rates on MAD
despite similar degrees of mandibular
advancement, but these studies incoded a
majority of patients with mild-to-moderate
OS54 (7, 37) or exdoeded MAD
nonresponders during the tiration
proscedure (30). The hypothesis of an
inzufficient reduction in AHI is not
supported by the fact that changes in
RHI were not correlated with changes in
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Table 6. Treatment Compliance with Effective MAD versus Sham Device in 10%
Patients for whom Objective Compliance Measurement Data were Available

MAD jn =53} Sham Device [m=53) P Walue
Oigective compliance
Compint s % o e o001
Salf-reporied compliance
e W 4 i

DedirulionT of abvesdalion: MALD — mandibular achancement desices,

Dhata are exprecsed as mean (B0 of peroenlagss.
Uk ralie =4 hickay.,

either AHI or 3% oxypgen desaturation
index and that pest hoe analysis restricied
o effective MAD responders showed no
intergroup differences in RHI ouicome.
Furthermore, two fecent fandomized
siudies reported no impact of CPAP
theragy on RHI despite suppression of
apneic events by CPAP (27, 29).

It cannot be formally excduded that a
Z-moth imtervention was not sufficiently
long to detect an improvement of RHL
A previous study reported a significant
increase in RHI after 3 months of MAD
theragy in 16 subjects with OSA (34), but
this was an uncontrolled study with no
sham device group. A randomized trial in
type 2 diabetes, a frequent comorbid
condition i O5A, demonstrated
improvement of RHI afier only 4 wecks
of dictary intervention (38).

In the present study, we assessed
endothelial function by PAT in the
arteriodes, whereas several previous studies
have reported that CPAP improves
endothelial function of lirge conductance
arieries as assessed by FMD (28). Alihough
discordant resalis have been reported
concerning the correlation between PAT
and FMD» (17-19), there is sirong evidence
that PAT & a reliable and reproducible
technigue to accurately characterize
endothelial function in multicenter studies
(11-15, 3%). A recent review (11} suggested
that microvascular funcion might be maore
redevant in subjects without overt CV
disease amd may be an eadier indicator of
CWV origk than macrovascular function
assessed by FMI. From a techmical
viewpoinl, PAT offers the advantages of
being less prome o operator error than
FMID (20).

Ouly a few randomized, controlled
trials have evaluated the impact of MAD on

EPF in patients with O5A. In a randomized
crossover brial including 61 patients
diagnosed with OSA of whom 39% wene
on antilypertensive medication, MAD
therapy for 4 weeks was associated with a
significant reduction in mean 24-hour
diastolic BF, awake-systolic BP, and
awake-dizstolic BP when compared with
the sham device (31). However, in a
subsequent study from the same group,
neither CPAP nor MAD improved BP in
108 patienis with moderste-to-severe OSA (T
Our negative findings on BP oulcomes
should not be generalized o all paticats
with O5A, because our study population
presented several baseline characterstics
that have been associated with lower BP
reduction in response o O5A therapy,
including a bow prevalence of hypertension,
low basine BP values, and mild daytime
dleepiness (10). Further randomized trials
are required to determine whether MAD
therapy improves BF in patients with
O5A and oncontrolled o resistant
hyperiension.

I lime with a recent randomized
clinical trial (37), we obmerved
improvements in ESS with both effective
MAD and sham device, bui changes in
ESS did et significantly differ between
the: bwo However, our study
clearly demonstrates the beneficial impact
of effective MAD on (5A severity and
related sympioms. Becanse all patients
uiderwent a f-weck MAD acclimatation
persod, it can be hypothesized that some
participants would have detected a
difference in mandibular advancement
when randomized to the sham device,
which may have influenced improvement
of symptoms. However, our findings are
in accordance with previous sham-
controlled trials demonstrating that

MALDY therapy improves the symptoms of
054 {(41).

To the best of our knowledge, this ks the
first randomized trial of MAD therapy with
objective compliznce measurement. The
man objective compliance with effective
MAD (6.6 hinight) was reasonzbly high
and similar to that reported in a recent
observational study using the same
muicrosensor (33). In this study, 2 mean
objective compliznce of 6.7 hinight
correspodded to approximately 0% of
reported sleep duration. Interestingly,
wie found that reported and obpective
compliznce were highly correlated in the
effective MAD group but not in the sham
device group, which emphasizes the
imporiznce of objective compliznce
measurement in sham-controlled trials of
MAD therapy.

Although this was 2 randoaized
trial, significant differences were observed
for the proportion of women in the
effective MAD (21.4%) and sham device
(7.2%) groups. Previous studies have
reporied an interaction betwesn sex and
054 on endothelial fonction assessed
by FMD or PAT (24, 42), suggesiing a
higher valnerability of the vascolar
endothelivm to the adverse offects of
054 in women. However, despite a
higher proportion of women in the effective
MAD group, we found mo significant
impact on RHI. Furthermore, our post foc
analysis showed no interaction between
intergroup differences in RHI outcome
and sex

One of the strengths of this study is
that we included a relatively soall
proportion of patients with obesity and
metabolic disorders and no patients with
overt CV disease, allowing ws to address the
impact of O5A withowt confounders.
Previous data have shown that the negative
assnciation between 05A and FMD was
only ohserved in subjects with metabolic
syndrome (43). Most studies incleded in
a pecent review on CPAP therapy and
endothelial function incdluded obese
patients with a mean BMI between 29 and
37 kg™ (28). Tt can be hypothesized
that RHI was nol sufficiently sensitive to
detect changes in endothelial function
directly caused by OSA. However, iwo
recent studies demonstrated that (5A
is associated with bow RHI values,
independently of BMI and visceral fat (21, 26).
Furthermone, our post foc analysis showed
noy intersciion between inlergroup
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differences in RHI outcome amnd BMIL
Recent data have shown that CPAP
therapy alone in obese patients with O5A
Iad remarkably small effects on BP,
systemic inflammation, and metabolic
dysfunction (44).

Considering that endothelial
dysfunciion is an carly determinant of
vascular damage that precedes clinically
overl vascular disease, patients with owerl
CV disease were excluded from the present
study and from most previous studies
evaluating the impact of CPAP on
endothelial funclion (45-47). Receni siudies
have shown that O5A treatment does pot
improve CV ouloomes in patients with

OGA and overt OV disease (48, 49). The
exclusion of patients with overt CV disease
probably contributed to the fact that our
patienis had a mean baseline valoe of RHI
within the normal range despite the
presence of severe OSA (22), which may
have been associated with a floor effect of
the intervention. Although our post fuoc
analysis showed no intergroup differences
in BHT cutcome in patients with los
baseline BRHI, further studies are required to
determine whether MAD therapy for O5A
can improve endothelial function in
patienis with overt CV disesse amd
metabolic disorders, who exhibit more
severe endothelial dysfunction st baseline.

Conclusions

In moderately sleepy patients with severe
O8A, MAD therapy reduced sleep-
disordered breathing and OSA-related
symptoms with no effect on endothelial
function and BP despite high treatment
compliance. 1l
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Impact du Syndrome d’Apnées Hypopnées Obstructives du sommeil sur la fonction endothéliale

Mots clés : SAHOS, dysfonction endothéliale, EndoPATH, diabete de type 2, miRNA

Résumé: Le Syndrome d’apnées hypopnées
obstructives du sommeil (SAHOS) est défini par un
collapsus partiel ou total des voies aériennes
supérieures a l'origine d’hypopnées ou d’apnées.
Ceci va engendrer une hypoxie intermittente (HI)
ainsi qu‘une fragmentation du sommeil. Le SAHOS
est associé a une augmentation de la prévalence
des pathologies cardio-vasculaires (CV). Cependant,
ce syndrome est trés souvent associé a des
comorbidités  elles-mémes  responsables  de
complications CV : hypertension artérielle, diabete
de type 2 (DT2), obésité... Un des mécanismes
communs a l'ensemble de ces maladies CV est la
dysfonction endothéliale (DE). Son évaluation in
vivo est possible grace a différentes techniques et
notamment I'Endopath. Or, la DE est décrite comme
facteur prédictif de complications CV ultérieures. Il
a déja été montré que la DE décrite au cours du
SAHOS est médiée par les microvésicules (MV).

Il s’agit de petites vésicules ayant un réle de
vecteur, dans la communication inter cellulaire.
Ces MV contiennent un certains nombres de
molécules tels que les protéines, de I'’ADN, des
miRNA. Les miRNA sont de simples brins non
codant d’ARN qui permettent de réguler Ila
traduction. Certains d’entre eux sont décrits
comme impliqués dans les pathologies CV et
notamment la DE. Ils pourraient étre une cible
thérapeutique pour lutter contre les complications
CV du SAHOS. L'objectif de ce travail est d'évaluer
I'implication réelle du SAHOS sur |'apparition d’une
DE notamment en fonction de comorbidités
associées telle que le DT2 ; puis de déterminer les
miR qui puissent étre impliqués dans ce
phénomeéne et de moduler leur action pour lutter
contre l'apparition de complications CV.

Impact of Obstructive Hypopnea Apnea Syndrome on endothelial function

Keywords : OSA, endothelial dysfunction, Endopath, type 2 diabetes, miRNA

Abstract Obstructive Sleep Apnea Syndrome
(OSA) is defined as a partial or total collapse of the
upper airways leading to hypopneas or apneas.
This will lead to intermittent hypoxia (IH) and sleep
fragmentation. OSA is associated with an increase
in the prevalence of cardiovascular disease (CVD).
However, this syndrome is very often associated
with comorbidities that are themselves responsible
for CVD complications: high blood pressure, type 2
diabetes (T2D), obesity... One of the mechanisms
common to all these CVD diseases is the endothelial
dysfunction (ED). Its in vivo evaluation is possible
thanks to different techniques and in particular
Endopath. ED is described as a predictor of
subsequent CVD complications. It has already been
shown that the ED described during OSA is
mediated by microvesicles (MV).

These are small vesicles that act as vectors for
intercellular communication. These MVs contain a
number of molecules such as proteins, DNA,
miRNAs. miRNAs are simple, non-coding strands of
RNA that regulate translation. Some of them are
described as involved in CVD and in particular ED.
They could be a therapeutic target to fight against
the CD complications of OSA. The objective of this
work is to evaluate the real involvement of OSA in
the development of ED, particularly in terms of
associated co-morbidities such as T2D; then to
determine the miRs that may be involved in this
phenomenon and to modulate their action to
combat the development of CVD.
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