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Resume
Mots clés : fragmentation de sommeil, vocalisation, glie, neuroinflammation.

La fragmentation de sommeil consiste en l'interruption répétée du cycle de sommeil. L'étude des
conséquences directes de la fragmentation de sommeil est un enjeu de santé puisque celle-ci est le
symptéme de nombreuses pathologies telles que I'apnée du sommeil, le bruxisme, l'insomnie,
Alzheimer, etc. Il existe peu de littérature sur la fragmentation de sommeil pure. Pourtant, I'étudier
pourrait amener des pistes thérapeutiques importantes. L'environnement neuronal est composé de
nombreuses sous-unités qui maintiennent I’noméostasie cérébrale en condition physiologique : la
glie et la barriére hémato-encéphalique (BHE). La glie est composée d’astrocytes, de la microglie et
des oligodendrocytes. L'activation gliale est le signe d’une neuroinflammation. C’est notamment le
cas dans un contexte d’hypoxie intermittente et la maladie d’Alzheimer. La BHE est une interface
sang cerveau qui régule finement les échanges de I’'un a l'autre. Les protéines de jonctions serrées
sont les gardiennes de cette BHE. Parmi elles, nous y retrouvons notamment la claudine-5 et
I'occludine. L’expression de ces deux protéines tend a diminuer lors d’'une neuroinflammation suite a
une hypoxie intermittente par exemple (travaux antérieurs du laboratoire). D’autres molécules

interviennent également lors d’une inflammation : les interleukines.

Dans ce travail de thése, nous avons émis I'hypothése que la fragmentation de sommeil touche
différemment les populations jeunes et les populations dgées au travers de deux études sur un
modéle de rat Wistar : une étude in vivo ou ont été développés des courbes de poids, des tests de
mémoire et des enregistrements de vocalisations (sur une étude pilote de 8 rats agés) ; et une étude
in vitro dans laquelle nous nous sommes intéressés a la glie, a la perméabilité de la BHE avec
I’expression de la claudine-5 et I'occludine, a l'inflammation avec des cytokines pro-inflammatoires,
I'IL-6, I'IL-1B et I'IL-17, l'aquaporine-4 pour les mouvements d’eau au niveau cérébral, et les

protéines précurseurs des amyloides, marqueur d’une neuroinflammation.

Notre protocole de fragmentation de sommeil de 1 mois a eu trés peu de conséquences au niveau
comportemental. Aucune différence n’a été observée au niveau du test de mémoire. Les rats agés
au sommeil fragmenté (SF) ont perdu du poids par rapport aux contréles. Et les deux conditions
(contréle et SF) ont vu leurs vocalisations diminuer dés le début du protocole. Au niveau des
marqueurs inflammatoires, nous avons observé une augmentation significative de la concentration
cérébrale en IL-17 chez le groupe de rats agés comparé aux rats jeunes. Nous avons également
observé cette augmentation pour l'occludine et I'aquaporine-4. D’autres marqueurs ont été moins
sensibles a I'age et au protocole comme I'IL-6, I'IL-1B et la claudine-5. Cependant, la concentration
en APP était significativement moins importante chez les rats jeunes SF que chez les contrdles. De
plus, chez les rats agés, la quantité d’APP était significativement plus importante. Nous avons observé
un impact de notre protocole de fragmentation sur l'activation de la microglie et des astrocytes.
L’ensemble de ces travaux de thése permet d’émettre I'hypothése que la glie et I'accumulation d’APP
seraient deux conséquences précoces des changements au niveau cérébral lors d’une fragmentation

de sommeil sévére. Il est a noter que I'dge a une influence importante sur ces marqueurs.



Abstract

Keywords : sleep fragmentation, vocalization, glia, neuro-inflammation

Sleep fragmentation is the repeated interruption of the sleep cycle. The study of the direct
consequences of sleep fragmentation is a health issue since it is a symptom of many pathologies
such as sleep apnea, bruxism, insomnia, Alzheimer, etc. There is little literature on pure sleep
fragmentation. However, studying it could lead to important therapeutic leads. The neuronal
environment is composed of many subunits that maintain brain homeostasis in physiological
conditions: the glia and the blood-brain barrier (BBB). Glia is composed of astrocytes, microglia and
oligodendrocytes. Glial activation is a sign of neuroinflammation. This is particularly the case in the
context of intermittent hypoxia and Alzheimer's disease. The BBB is a blood-brain interface that finely
regulates the exchanges from one to the other. The tight junction proteins are the guardians of this
BBB. Among them, we find claudin-5 and occludin. The expression of these two proteins tends to
decrease during neuroinflammation following intermittent hypoxia for example (previous work of the

laboratory). Other molecules are also involved in inflammation: interleukins.

In this thesis work we hypothesized that sleep fragmentation affects young and old populations
differently through two studies on a Wistar rat model: an in vivo study where weight curves, memory
tests and vocalizations recordings were developed (on a pilot study of 8 elderly rats); and an in vitro
study in which we were interested in the glia, the permeability of the blood-brain barrier (BBB) with
the expression of claudin-5 and occludin, inflammation with pro-inflammatory cytokines, IL-6, IL-18
and IL-17, aquaporin-4 for water movement in the brain, and amyloid precursor proteins, a marker

of neuro-inflammation.

Our 1-month sleep fragmentation protocol had very little impact on behavior. No difference was
observed in the memory test. Aged rats in the fragmented sleep (FS) condition lost weight compared
to controls. And both conditions (control and FS) had a decrease in vocalizations from the beginning
of the protocol. In terms of inflammatory markers, we observed a significant increase in brain IL-17
concentration in the group of aged rats compared to young rats. We also observed this increase for
occludin and aquaporin-4. Other markers were less sensitive to age and protocol such as IL-6, IL-
1B, and claudin-5. However, APP concentration was significantly lower in young SF rats than in
controls. In addition, in aged rats, the amount of APP was significantly higher. We observed an impact
of our fragmentation protocol on the activation of microglia and astrocytes. Taken together, this
thesis work suggests that glia and APP accumulation are two early consequences of brain-level
changes during severe sleep fragmentation. It should be noted that age has an important influence

on these markers.
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Chapitre 1 : Le sommeil

“Dormir est une perte de temps”, combien de fois ai-je entendu cette
phrase? On pourrait croire que le tiers de notre vie que nous passons a
dormir pourrait étre exploité différemment et de maniére plus efficace.
Cependant, dormir est vital pour I'Homme : la vie sans temps de sommeil
est impossible. En effet, nous pouvons littéralement mourir par manque de
sommeil (p. ex. l'insomnie fatale familiale). Mais que se passe-t-il durant la
nuit qui puisse expliquer cet impératif de notre physiologie? Contrairement
a la croyance commune ancienne, « le corps et I’'esprit » ne se mettent pas

en pause pendant que nous dormons.

1. Définition physiologique du
sommeil

Le sommeil est vital pour beaucoup d’organismes vivants dont I'Homme.
Des expériences effectuées sur des rats ont montré que la privation totale
de sommeil entrainait effectivement la mort de I'animal (Everson,
Bergmann, and Rechtschaffen 1989). Pour priver les rats de sommeil, les
auteurs ont utilisé un systéeme de privation de sommeil dans lequel un rat
expérimental et un rat témoin sont logés de part et d'autre d'un disque
divisé suspendu au-dessus d'une eau peu profonde. Lorsque le rat
expérimental entre dans un stade de sommeil "interdit", le disque tourne
automatiquement, ce qui oblige le rat expérimental a marcher pour éviter
d'étre entrainé dans l'eau. Le rat témoin recoit la méme stimulation
physique, mais peut dormir a volonté lorsque le disque est immobile. Sur
10 rats ayant subi une privation totale de sommeil par un appareil a disque,
7 ont été sacrifiés quand la mort semblait imminente, 1 est mort aprés 11
jours de privation. Le 9¢me devait servir a étudier la récupération post-
privation de sommeil, mais il semble qu’il ait passé le point de non-retour
et a donc été sacrifié. Le 10®Me est mort accidentellement. La durée de

survie de ces 9 rats s’étendait de 11 jours a 32 jours apres le début du
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protocole de privation. Au moment du sacrifice, les 9 rats présentaient les
signes suivants : extréme faiblesse sur le plan physique, notes de 5.5-6 sur
I’échelle d’évaluation de l'apparence (allant de 1 a 6), 7 des 9 rats ont
montré une température corporelle inférieure aux contrboles, une
augmentation de I'appétit avec une perte de poids, des cedémes aux pattes,
une faiblesse de I'activité motrice et/ou de I'ataxie (trouble de la
coordination motrice). Cette étude montre de facon explicite les effets de la
privation de sommeil. Tous ces signes tendent a montrer que le sommeil a

un role vital pour I'organisme.

Fuller, Gooley et Saper ont proposé en 2006 une définition du
sommeil comme étant une réduction volontaire de l'activité motrice, une
diminution de la réponse a la stimulation (p. ex. augmentation du seuil
d’excitation/éveil) et une posture stéréotypée. La différence principale entre
sommeil et coma ou anesthésie est le fait que cet état « physiologique »

est facilement réversible et autorégulé (Fuller, Gooley, and Saper 2006).

Ce sommeil est structuré en plusieurs cycles dans lesquels sont présentes
différentes phases qui ont été décrites depuis les années 1950. Nous parlons

alors d’architecture du sommeil.

1.1 Architecture du sommeil

L'architecture du sommeil se référe a l'organisation structurelle basique
d’'un sommeil « normal ». Il y a pour les Anglo-Saxons deux types de
sommeil : le sommeil non-rapid-eye-movement (NREM) et le sommeil rapid
eye-movement (REM). Pendant un cycle de sommeil, les sommeils NREM et
REM alternent de facon cyclique (Colten, Altevogt, and Research 2006).
Cette architecture du sommeil est Vvisible qualitativement et
quantitativement sur |'électroencéphalogrammes pluri-dérivations (EEG).
Ce sont ces voies/dérivations EEG qui permettent de différencier un

sommeil dit physiologique d’'un sommeil dit pathologique.
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Chez I'Homme, les recommandations récentes décrivent la phase NREM
composée de 3 stades. Le stade 1, pendant lequel la conscience de
I'environnement extérieur disparait graduellement, I'EEG ralentit. Le stade
2 est « typique » par la perte complete de conscience du monde extérieur
ainsi que de l'apparition de « spindles » et de « K-complex» dans I'EEG
(Figure 1). Durant la phase 3 du sommeil, plus communément appelée
sommeil profond, des vagues deltas apparaissent sur I'EEG. L'augmentation
de l'intensité de sommeil est donc définie par I'augmentation du pouvoir,
de I'amplitude et de l'incidence des vagues deltas sur I'EEG cortical durant
les phases NREMs (Fuller, Gooley, and Saper 2006).

Les phases REMs, lesquelles sont périodiquement cycliques et suivent les
phases NREMs, sont caractérisées par des transitions EEG a une haute
fréquence et par une activité de faible amplitude qui ressemble a un motif
désynchronisé du stade 1 de sommeil et éveil chez 'Homme. De facon
similaire aux rongeurs, les oscillations théta ont été détectées durant les
REMs dans I'hippocampe humain. Cependant, contrairement aux rongeurs,
I'activité théta n’est pas continue durant les REMs (Fuller, Gooley, and Saper
2006).

EEG features
Alpha waves
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Sawtooth waves

Theta waves
—_— fo |
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Figure 1 : Caractéristiques des EEG et hypnogramme des stades de sommeil. Le cété droit de la figure est un hypnogramme

qui décrit les différents stades de sommeil durant une nuit de 8h. les caractéristiques EEG de chaque stade de sommeil sont

listées a gauche. REM : rapid eye movement ; N1 : sommeil non-REM de stade 1 ; N2 : sommeil non-REM de stade 2 ; N3 :
sommeil non-REM de stade 3. (Pan et al. 2021)
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En 2007, le Manuel AASM (American Academy of Sleep Medicine) pour le
codage du sommeil et évenements associés a été publié proposant un
nouveau standard a la définition des stades de sommeil. Ils sont divisés en
5 stades : éveil, REM, stade N1 (stade 1 du NREM), stade N2 (stade 2 du
NREM) et N3 (stade 3 du NREM) (Pan et al. 2021).

Durant ces phases de sommeil, plusieurs processus liés au systéme nerveux

autonome (SNA) se mettent en place successivement.

1.2 Sommeil et systeme nerveux autonome (SNA)

Le systeme nerveux autonome est un réseau diffus qui régule virtuellement
tous les mécanismes homéostatiques inconscients du corps humain (Figure

2, encadré en rouge).

Nervous system
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division division nervous system nervous system i
(arousing) (calming) (sensory input) (motor output) \

Figure 2: Systémes nerveux central et périphérique. (d’aprés http://activateanddominate.com)

Dans le cadre du sommeil NREM, on observe une diminution équilibrée de
I'activation sympathique et une augmentation de I'activité parasympathique
(Stanley 2005). L'activation sympathique excessive, que ce soit d'origine
endogene comme dans les états d’anxiété, ou d’origine exogene avec
I'utilisation de caféine ou nicotine, peut avoir un effet négatif sur le début

du sommeil, donc I'endormissement. Pour réutiliser les termes de McCorry,
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le systéeme sympathique controle les réponses de type « fight or flight » (en
francais « combattre ou fuir ») et le systéeme parasympathique régule les
fonctions « rest and digest » (en francais « repos et digestion ») (McCorry
2007). Quand le sommeil est interrompu, nombre de ces fonctions
homéostatiques, telles que la sudation et la thermorégulation, la pression
artérielle systémique et la variabilité du rythme cardiaque, ainsi que les

fonctions intestinales et vésicales, peuvent étre affectées (Miglis 2017).

Les populations cellulaires qui régulent la fonction autonomique et le
sommeil utilisent certains neurotransmetteurs identiques, tels que la
norépinephrine et I'acétylcholine (Miglis 2017, 12). Lorsque I'Homme passe
de I'état de veille a la somnolence et au sommeil, le tonus vagal
parasympathique augmente et le tonus sympathique diminue. Au fur et a
mesure que |'on passe du stade 1 du sommeil NREM aux stades plus
profonds du sommeil NREM 2 et 3, le tonus vagal parasympathique
augmente encore plus. Le résultat net est une réduction de la fréquence
cardiaque, de la pression artérielle et du débit cardiaque. Dans le méme
temps, le tonus sympathique continue de diminuer, entrainant une
réduction des résistances vasculaires périphériques et de la pression
artérielle (Miglis 2017). Les barorécepteurs - des récepteurs situés dans la
volte de l'arche aortique et les sinus carotidiens qui contribuent a réguler
la pression artérielle - deviennent plus sensibles aux variations « relatives »
de la pression artérielle, ce qui favorise un état de respiration et d'échanges
gazeux réguliers. La pression artérielle a ce stade est généralement
inférieure de 10 a 20 % a la pression artérielle systémique a I'éveil. La
fréguence cardiaque atteint également son point le plus bas au stade 3 du
sommeil NREM. Pour ces raisons, le sommeil NREM peut étre considéré
comme un état de dominance parasympathique, de stabilité autonome et
de récupération métabolique (Miglis 2017). Durant le sommeil REM, on
observe une atonie musculaire qui inhibe les mouvements et la traduction

motrice que I’'on pourrait avoir durant nos réves.

21



Il se passe ainsi beaucoup de choses durant la nuit dans la régulation de
notre Corps. Nous avons énuméré dans la partie ci-dessus quelques
mécanismes physiologiques liés au SNA qui se mettent en place durant le
sommeil. Mais il existe également d’autres processus physiologiques
importants, en paralléle de ceux du SNA, qui se mettent en place durant le

sommeil.

2. Les bienfaits du sommeil

On reconnait également trois grands rbles au sommeil : l'aide a la
meémorisation, la clairance métabolique et la sécrétion hormonale liée au

rythme veille/sommeil.

2.1 La mémorisation

La capacité de mémoriser est un avantage stratégique critique d’adaptation
aux changements environnementaux pour un organisme. La mémoire
comprend trois processus majeurs : l'encodage, la consolidation et la
récupération (Rasch and Born 2013). Durant I'encodage, la perception du
stimulus résulte en la formation d’une nouvelle trace de mémoire, laquelle
est initialement trés sensible aux influences perturbatrices (interférences)
et au déclin. Durant la consolidation, la mémoire labile (mémoire peu fidele)
est graduellement stabilisée en impliquant possiblement plusieurs vagues
de procédés de consolidation a court et long terme, lesquelles servent a
renforcer et intégrer la mémoire dans un réseau de connaissances
préexistant. Pendant la récupération, la mémoire stockée reste accessible

et peut étre rappelée.

Au niveau neuronal, la formation de la mémoire est supposée se baser sur
le changement de force des connexions synaptiques dans le réseau
responsable de la mémoire. L'encodage induit la potentialisation a long
terme (LTP) ou la dépression a long terme (LTD) synaptiques comme

formes majeures de plasticité synaptique induite par I'apprentissage.
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En neuropsychologie clinique, on distingue les mémoires déclarative et non-
déclarative (capacité d’apprentissage non consciente) dépendant de
I'implication critique des régions du lobe temporal médial, particulierement
de I'hippocampe, dans l'acquisition de la mémoire. La mémoire déclarative
regroupe (i) la mémoire épisodique pour les évenements qui sont intégrés
dans un contexte spatiotemporel (dont la mémoire autobiographique) et (ii)
la mémoire sémantique pour les faits qui sont indépendamment stockés de
la connaissance contextuelle (la mémoire des mots, des concepts, des

connaissances générales sur le monde) (Squire and Zola 1996).

Il est maintenant clair que le sommeil joue un role déterminant dans la
consolidation de la mémoire déclarative et non déclarative (Diekelmann and
Born 2010). Le r6le du sommeil, en particulier du sommeil lent, dans la
consolidation de la mémoire, est étayé par des résultats expérimentaux.
Par exemple, des études d'imagerie cérébrale ont montré une réactivation
de I'hippocampe pendant le sommeil lent durant la nuit suivant le processus
d'apprentissage (Alger, Lau, and Fishbein 2012) ou qu’une sieste contenant
du sommeil lent tendent a améliorer la consolidation de la mémoire (Alger,
Lau, and Fishbein 2012). Il a été démontré que l'induction d'oscillations
lentes par stimulation électrique transcranienne augmentait [I'activité
oscillatoire lente spontanée pendant le sommeil et améliorait Ia

consolidation de la mémoire déclarative (Marshall et al. 2006).

Le sommeil est donc vital dans les processus de mémorisation avec une
structure cérébrale particulierement active dans «ce processus :
I’'hippocampe. Au niveau cérébral, un autre mécanisme se met en place : la

clairance métabolique.

2.2 La clairance métabolique

Un autre mécanisme central reliant le sommeil et la mémoire semble étre
I'élimination nocturne des toxines accumulées dans le cerveau au cours de
la journée précédente (L. Xie et al. 2013). Les activités physiologiques

produisent des déchets métaboliques par dégradation des molécules ou par
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réaction d'oxydoréduction (Spinelli and Haigis 2018). Tous ces déchets
métaboliques sont évacués du cerveau par la circulation sanguine,
mécanisme essentiel pour conserver I'homéostasie cérébrale (Albrecht and
Ripperger 2018). Cette activité est plus importante pendant le sommeil que
pendant I'éveil (L. Xie et al. 2013). Il est intéressant de noter que la voie
glymphatique, une voie d'évacuation des fluides cérébraux, semble
favoriser I'écoulement du liquide céphalo-rachidien (LCR) vers les vaisseaux
de drainage lymphatique cervicaux (Mendelsohn and Larrick 2013). Cette
voie glymphatique semble principalement active pendant le sommeil,
lorsque la clairance des métabolites tels que I'AB et Tau augmente
considérablement par rapport a I'éveil (Figure 3, AB encadré en rouge) (L.
Xie et al. 2013). Des dysfonctionnements de la clairance glymphatique et
métabolique ont été mis en évidence dans des modeles animaux de la
maladie d’Alzheimer et chez des patients (Rasmussen, Mestre, and
Nedergaard 2018; Hladky and Barrand 2019).
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Figure 3: Hypothetical mechanisms by which altered brain insulin signaling induced by sleep restriction may promote the
development of Alzheimer’s disease. The illustration shows the possible changes in the access of metabolic signals into the
brain (e.g., hippocampus) during normal sleep and sleep restriction. D’aprés (Garcia-Aviles et al. 2021)

Le sommeil est donc fondamental pour le métabolisme neuronal. Les
troubles du sommeil ou la fragmentation de sommeil peuvent donc avoir
des conséquences majeures sur le métabolisme neuronal et le

fonctionnement cérébral diurne.

Une étude a été effectuée chez la Drosophile (van Alphen et al., 2021). IIs
ont démontré que l'extension et la rétractation de la trompe de facon
répétée durant le sommeil étaient le signe d’un sommeil profond discret non
identifié jusqu’a présent. Ce stade est caractérisé par une augmentation du
seuil d’excitation et de la régulation circadienne et homéostatique. Pour
découvrir ce role, les auteurs ont privé les mouches de sommeil en utilisant
le SNAP (sleep nullifying apparatus) pendant les 12h de nuit. Cet appareil
consiste en un stimulus de géotaxie négative (éloignement d’un étre vivant
par rapport au centre de la Terre) toutes les 10 secondes. Les mouches ont

ensuite été anesthésiées. Le groupe contréle a eu un point de glue sur la
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téte et I'autre groupe a eu la trompe collée tout en permettant a la mouche
de se nourrir. Empécher l'extension de la trompe ralentit la clairance du
colorant injecté et de la luciférine ingérée de I’'hémolymphe et augmente la
mortalité aprés une grave blessure, indiquant que I’'extension de la trompe
durant le sommeil a un rble dans la clairance des déchets métaboliques.
Cette découverte indigue une conservation durant I'évolution de la clairance
métabolique durant le sommeil chez un ancétre commun de la mouche et
de 'Homme. Les mouches et les humains semblent avoir indépendamment
des mécanismes évolués pour maintenir cette fonction en prenant compte

de leur anatomie et d’autres fonctionnalités du sommeil.

Un troisieme r6le majeur du sommeil, la sécrétion hormonale, va étre

développé ci-apres.

2.3 Sécrétion hormonale

Pour comprendre la régulation hormonale, il est important de bien
différencier la régulation liée au rythme circadien (rythme jour/nuit) de celle
lige au sommeil (rythme veille/sommeil). En effet, méme si la majorité des
étres humains dorment quand la nuit est installée, ce n’est pas le cas de
tout le monde. Certaines personnes telles que les travailleurs de nuit, les
marins, les personnels de garde, soignants, etc. dorment durant la journée.
Certaines hormones ne seront donc pas régulées de la méme fagon entre

ces deux catégories de ces personnes.

Le glucose, source principale d’énergie du corps et du cerveau, fait partie
des biosystémes dont les hormones de contrOle sont régulées par le rythme
veille/sommeil. L'utilisation du glucose par le cerveau représente 50% de
I'utilisation totale du glucose dans I'organisme pendant le je(ine et de 20 a
30 % apres le repas (Leproult and Van Cauter 2010). Pendant le sommeil,
malgré une longue période de jeline, les niveaux de glucose restent stables
ou ne chutent que trés peu, contrastant avec une diminution nette durant
un jeline éveillé. Des mécanismes doivent donc se mettre en place durant

la nuit pour prévenir d’une telle chute du niveau de glucose. Durant la
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premiére partie de la nuit, la diminution de la tolérance au glucose est due
a la diminution de I'utilisation du glucose par les tissus périphérigues et le
cerveau, comme démontré par les études d’'imagerie nucléaire par émission
de positron ou PET (Nofzinger et al. 2002) qui montre une réduction de 30-
40% de la prise de glucose durant le stade N3 (stade 3 du NREM) comparé
a I'éveil ou au sommeil REM. Durant la seconde partie de la nuit, ces effets
s'atténuent au fur et a mesure que le sommeil NREM et le sommeil REM
dominent. Les réveils sont plus probables, I'hormone de croissance (GH)
n'est plus sécrétée et la sensibilité a I'insuline augmente et un effet retardé
et de faibles niveaux de cortisol sont observés pendant la soirée et le début
de la nuit (Leproult and Van Cauter 2010).

L'influence du sommeil sur la GH a été détaillée par I'équipe (Takahashi,
Kipnis, and Daughaday 1968). Ces chercheurs ont étudié les niveaux de
GH, glucose, insuline et cortisol en fonction des conditions de sommeil
(normal, retardé/décalé, interrompu). Ils ont clairement mis en évidence
un pic de GH plasmatique qui atteint son maximum environ 70 minutes
aprés le début du sommeil. Les expériences ou le sommeil était retardé ou
interrompu ont donné des preuves fortes que les pics de GH sont liés au
sommeil et non au rythme circadien. Ce schéma de réponse est en
contradiction avec la sécrétion nocturne de cortisol, lequel n’est
pratiquement pas influencé par le changement d’heure de sommeil et

d’éveil.

Les hormones sexuelles et le sommeil : (Axelsson et al. 2005) ont travaillé
sur le lien entre sommeil et sécrétion de testostérone. Chez les hommes
jeunes, les niveaux de testostérone augmentent et atteignent un pic durant
le sommeil, indépendamment du fait que le sujet dorme la journée ou la
nuit. D'autres études ont montré que chez les adultes et les hommes agés,
une qualité de sommeil plus pauvre est associée a une diminution des
concentrations en testostérone, quel que soit I’d4ge que ce soit la régulation

endocrine ou le sommeil.
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Une des actions les plus manifestes des hormones non stéroidiennes est
leur influence sur la régulation du sommeil. Des preuves solides ont été
générées durant les dernieres décennies indiquant que le cycle
veille/sommeil est particulierement perturbé en conditions physiologique et
pathologique souligné par des troubles hormonaux (Teran-Perez et al.,
2012).

La régulation du cortisol (régulation de la glycémie), de la leptine (hormone
de satiété) et de la ghréline (hormone de faim) dépendent du rythme

circadien et ne seront donc pas développées dans ce chapitre.

Comme souligné dans cette partie, le sommeil joue un rbéle important dans
la régulation de certaines hormones. Les troubles du sommeil, et en
particulier la privation de sommeil, sont associés a un risque accru
d'obésité, de diabete et d'altération de la sensibilité a I'insuline, ainsi qu'a
un déreglement de la leptine et de la ghréline, qui ont un impact négatif sur

la santé humaine (Kim, Jeong, and Hong 2015).

Nous venons de voir dans ces différentes parties I'importance d’avoir une
bonne nuit de sommeil afin que les processus physiologiques liés au
sommeil (mémorisation, clairance métabolique, sécrétion d’hormones, mise
au repos du corps) puissent se mettre en place. Or, les personnes agées se

plaignent d’'un sommeil non réparateur.

3. Le sommeil et I'age

Le vieillissement physiologique est associé a une capacité réduite a initier
et maintenir le sommeil (Mander, Winer, and Walker 2017). Au-dela de la
50aine, on observe de nombreux changements dans l'architecture du
sommeil trés bien caractérisés : (1) une synchronisation avancée du
sommeil (c'est-a-dire des heures de coucher et de lever plus précoces), (2)
une latence d'endormissement plus longue (c'est-a-dire un temps
d'endormissement plus long), (3) une durée globale du sommeil plus

courte, (4) une fragmentation accrue du sommeil (c'est-a-dire un sommeil
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moins consolidé avec davantage de réveils, d'éveils ou de transitions vers
des stades de sommeil plus Iégers), (5) un sommeil plus fragile (c'est-a-
dire une probabilité plus élevée d'étre réveillé par des stimuli sensoriels
externes), (6) une réduction de la quantité de sommeil profond NREM connu
sous le nom de sommeil lent (NREM 3), (7) une augmentation du temps
passé dans les stades légers NREM 1 et 2, (8) des cycles de sommeil NREM-
REM plus courts et moins nombreux, et (9) une augmentation du temps

passé éveillé pendant la nuit (Mander, Winer, and Walker 2017).

Certaines études montrent que les changements dus a I'age dans la durée
et la structure du sommeil sont graduels, arrivent chez des personnes
saines, et ne sont pas nécessairement associés a des plaintes (Dijk and
Duffy 1999). Il est cependant intéressant de noter que la prévalence des
pathologies présentant des troubles du sommeil, telles que I'apnée du
sommeil ou les myoclonies nocturnes (contraction bréve et brusque d’'un
muscle ou d’un groupe musculaire), est plus grande de facon dépendante
de I'age (Dijk and Duffy 1999).

Il existe cependant une question dans le domaine scientifique qui n‘a pas
de réponse : les sujets agés dorment-ils moins parce qu'ils ont besoin de
moins de sommeil ou ont-ils besoin de plus de sommeil qu’ils ne peuvent
an avoir, étant incapables de générer ce dont ils ont encore besoin (Mander,
Winer, and Walker 2017)? L'équipe de Mander et al. en 2017 ont résumé

les pour et les contres de cette fameuse question dans leur revue.

Aprés avoir défini l'importance d’avoir un sommeil sain, nous allons
développer les principaux troubles du sommeil afin de bien situer le

contexte de la these.

4 . Altération du sommeil :
restriction, privation et
fragmentation de sommeil
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Il est plus facile de trouver dans la littérature des études sur la privation et
la restriction que sur la fragmentation de sommeil. Il est également possible
de voir le terme perturbation ou interruption du sommeil (en anglais « sleep
disturbance » et « sleep disruption »). Dans cette partie je vais définir ces
termes afin de bien les différencier et pour justifier les expérimentations

animales que nous avons pu réaliser.

La restriction de sommeil représente une nuit plus courte que la durée
habituelle ou de la quantité de sommeil nécessaire pour maintenir une
performance optimale (Reynolds and Banks 2010). C’est certainement la
forme de dyssomnie la plus fréguemment expérimentée dans la vie
quotidienne (Banks and Dinges 2007). C'est un phénoméne commun
comme le sommeil est affecté par une multitude de parametres tels que les
responsabilités sociales, les exigences de travail (amplitudes, placements
des heures de travail sur le nycthémere) et les pathologies (Reynolds and
Banks 2010). On le retrouve lorsque les heures de travail s’éternisent, mais
également dans les métiers a roulement (par exemple, le travail posté). Les
principales conséquences de la restriction de sommeil sont les changements
d’humeur et de sociabilité, I'exacerbation des symptdémes
psychosomatiques tels que les douleurs musculaires, nausées, céphalées et
douleurs diffuses (Haack et al. 2009).

La privation de sommeil représente une élimination des phases de sommeil
pour une période (au moins une nuit) d’éveil prolongé. Les premieres
recherches sur les effets de la privation de sommeil datent des années 1990
(Patrick and Gilbert 1896). IIs ont étudié I'effet de 90h d’éveil et ont observé
une diminution de la capacité d'attention, de la mémoire et de la
préhension. Depuis ces études, une nouvelle aire de recherche s’est
ouverte. Etant donné le nombre de métiers concernés par la privation de
sommeil (conducteurs(rices) de poids lourds, infirmier(e), anesthésistes,
pilotes d'avion, militaire,...), la privation de sommeil totale est devenue un
enjeu majeur de la recherche en laboratoire (Reynolds and Banks 2010).

Certaines études ont comparé les effets de la privation de sommeil avec les
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effets de l'intoxication a l'alcool et ont trouvé que la performance était
altérée de maniere équivalente dans les deux conditions (Dawson and Reid
1997). Dans I'étude de Drawson et Reid, il a été trouvé qu’apres 17h d’éveil,
les performances sur les taches cognitives étaient équivalentes a une
concentration en alcool dans le sang de 0.05% et qu’aprés une nuit blanche,

a 8h, c’était équivalent a 0.1%.

La fragmentation de sommeil, qui est au cceur de ma these, représente
un sommeil interrompu de fagon répétée (Figure 4). La fragmentation peut
étre considérée comme sévere si les interruptions sont supérieures a 30
microéveils par heure (arousal index (AI) >30). Une définition plus précise

sera proposée dans le chapitre suivant.

(a} Hypnogram for Mormal Sleep
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Figure 4: hypnograms for a normal sleep and b fragmented sleep (Swarnkar et al. 2009)

31



Tableau 1 : Comparaison des hypnogrammes de la littérature des différentes perturbations de sommeil : privation (totale), restriction et fragmentation.

Condition de Hypnogramme Légende/Auteur
sommeil

Comparison of hypnograms representing typical
sleep patterns in humans and rodents. Human sleep
is monophasic and normally consists of three to five
cycles of the sleep stages throughout the night. Longer
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human sleep o night while REMS increases in duration and frequency as
it e the night progresses. Rodent sleep is polyphasic, with
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—— s Mong, Jessica A., and Danielle M. Cusmano. 2016. ‘Sex

Differences in Sleep: Impact of Biological Sex and Sex
Steroids’. Philosophical Transactions of the Royal
Society B: Biological Sciences 371 (1688): 20150110.
https://doi.org/10.1098/rstb.2015.0110.

100 - = Bassline Comparison of baseline sleep (purple bars) with a
;g Sleep Depvivarion 24-hour sleep deprivation period (gold bars). Six
20 ' mice (male, C57BL/6]) were maintained on a 12-hour
60 - lights-on (horizontal tan)/ 12-hour lights-off (horizontal
50 black) schedule. EEG and EMG activity were recorded for
"2 24 hours (baseline). During the following 24 hours, each
ol animal was sleep deprived by programming the system

to rotate the bar within ten seconds of the mouse
entering a sleep-like state, as determined by active EEG

Privation de
sommeil

Minutes of Sleep/2h

104

0-1 2-3 45 B8-7 898 10-11  12-13 1415 16-17 1819 20-21 2223 . . .
Hours of Recording feedback. Vertical bars represent sleep time in 2-hour

bins.

32


https://doi.org/10.1098/rstb.2015.0110

https://www.pinnaclet.com/sleep-deprivation.html
(consulté le 15/11/2022).
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Chronic sleep restriction affects sleep
architecture. A, Representative hypnogram of a mouse
housed on a treadmill during baseline day (BSL), three
consecutive days of sleep restriction (SR1, SR2, and
SR3) and recovery day (REC). The slow-moving
treadmill was on for 4 h (ON) and off for 2 h (OFF) for a
total of 12 complete 6 h cycles. Mice were maintained on
a 12 h light (open 12 h horizontal bar)/dark (filled 12 h
horizontal bar). Note the disruption of the diurnal
pattern of the NREM sleep during the three consecutive
days of sleep restriction compared with the BSL and REC
days. B, Analysis of EMG power from the mouse
presented in A. Note the increase in EMG power during
the corresponding periods of spontaneous and enforced
wakefulness. C, Percentage average of the time spent in
NREM sleep per hour during the 5 d of the experiment
on the treadmill (n = 11 animals). D, E, Averaged
amount of time spent in NREM sleep (D) and REM sleep
(E) during each 24 h of the experiment. F, The averaged
amount of total sleep time (NREM + REM) during each
24 h of the experiment was significantly decreased
during the 3 d period of chronic sleep restriction. Error
bars represent SEM.

Clasadonte, Jerome, Sally R. Mclver, Luke I. Schmitt,
Michael M. Halassa, and Philip G. Haydon. 2014. *Chronic
Sleep Restriction Disrupts Sleep Homeostasis and

Behavioral Sensitivity to Alcohol by Reducing the
Extracellular Accumulation of Adenosine’. Journal of
Neuroscience 34 (5): 1879-91.

https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.2870-12.2014.
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Le tableau 1 résume les différences principales entre un sommeil sain et un
sommeil perturbé. Les principales formes de sommeil perturbé sont la
privation, la restriction et la fragmentation de sommeil. La privation de
sommeil, dans le sens total du terme, est un état d’éveil permanent. C'est
considéré comme la forme la plus traumatisante de perturbation de
sommeil. En effet, une privation de sommeil totale est délétere. Le record
actuel de privation de sommeil est de 11 jours. Il existe également la
restriction de sommeil (ou privation partielle de sommeil). Comme montré
dans les résultats présentés a la ligne 3 du tableau 1, la restriction de
sommeil se caractérise par une diminution de la durée de sommeil, du
temps passé en REM (sommeil paradoxal) et NREM. La fragmentation de
sommeil, ligne 4 du tableau, ne montre pas de différence significative dans
le pourcentage de temps passé dans les différents stades de sommeil.
Cependant les alternances entre sommeil Iéger et profond se passent de

facon plus rapprochée que lors d’'un sommeil sain.

Les perturbations et les interruptions de sommeil peuvent représenter ces
trois conditions (privation, restriction et fragmentation de sommeil). Il est
donc important de bien lire dans les articles scientifiques du domaine le
protocole qui a été utilisé afin de déterminer si la recherche s’est focalisée

sur une restriction, sur une privation ou sur une fragmentation de sommeil.
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Tableau 2: Exemple de pathologies associées a de la fragmentation de sommeil chez I'Homme et leur impact sur I'architecture du sommeil. NREM : Non-
rapid eye movement ; REM : rapid eye movement ; SWS : slow wave sleep.
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Le tableau 2 montre trois pathologies dans lesquelles la fragmentation de
sommeil fait partie du tableau clinique. Ces pathologies, associées a la
fragmentation de sommeil, ont toutes pour point commun une
augmentation du nombre d’éveils et d’'une diminution du temps passé en
phase SWS (sommeil profond) durant la période de sommeil. Elles different
cependant au niveau de I'architecture de sommeil. La ou I'apnée du sommeil
ne semble pas avoir de conséquences sur le temps passé en phase REM, la
dépression et I'insomnie tendent a montrer une altération de la phase REM
(qui correspond au sommeil paradoxal). Il semble donc que la définition de
la fragmentation de sommeil soit dépendante du contexte dans lequel elle
est étudiée. Cependant, a titre d’exemple, le degré de sévérité de I'apnée
de sommeil peut étre déterminée par le nombre de micro-éveils par heure.
En effet, les praticiens utilisent la polysomnographie pour cela. Lorsque le
nombre de micro-éveils est inférieur a 5 par heure, on considére que le
patient est en bonne santé, entre 5 et 15, que I'apnée du sommeil est a un
degré léger, entre 15 et 30, qu’elle est modérée, et supérieure a 30, qu’elle
est sévere. Pour résumer, cela signifie qu’au-dela de 30 interruptions de
sommeil par heure, soit 30 fragmentations de sommeil par heure, I'apnée
du sommeil est considérée comme sévere. Pour supprimer ces épisodes de
fragmentation de sommeil, les patients souffrants d’apnée du sommeil
peuvent porter un masque CPAP (pression positive continue dans les voies
aériennes) qui favorise une respiration réguliere, empéchant I'obstruction
des voies aériennes, évitant ainsi les microéveils. Dans le cadre de la
dépression, la diminution du temps passé en sommeil REM est un signe de
bon fonctionnement de I'antidépresseur (Dieter Riemann et al. 2020). En
prenant ces deux exemples en considération, il semble important et
nécessaire d’étudier en profondeur le sommeil des patients pour déterminer
si la fragmentation de sommeil est présente, et si oui, si le traitement
apporté est pertinent dans la diminution des épisodes de fragmentation de

sommeil afin de soigner certains symptdémes précoces.
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Chapitre 2 : La fragmentation de
sommeil

1. Définition physiologique

Comme dit précédemment, le sommeil est essentiel pour le métabolisme
neuronal. Par conséquent, des perturbations du sommeil, telles que la
fragmentation de sommeil, peuvent avoir des conséquences majeures sur

le métabolisme neuronal et le fonctionnement cérébral durant la journée.

Les éveils (arousals en anglais) sont caractérisés par des interruptions
abruptes et temporaires du sommeil, produisant des accélérations EEG avec
des changements concomitants dans les fonctions physiologiques sous
contrbéle autonomique telles que le coeur (M. H. Bonnet and Arand 1997),
les activités vasculaires (pression sanguine) (Carrington and Trinder 2008a)
et ventilatoires (Trinder et al. 2001), qui sont associées a une augmentation
du tonus musculaire durant le sommeil REM (Berry et al., 2015).
Contrairement a la restriction de sommeil, qui est une réduction de la
quantité de sommeil, la fragmentation de sommeil est associée a des
microéveils (qui durent entre 3-15sec), des éveils (durée>15sec) (Berry et
al., 2015) et des phases d’activation transitoires (Sforza, Jouny, and Ibanez
2000). Ils sont caractérisés par une augmentation abrupte de I'activité EEG
durant les phases d’activation transitoires, avec une augmentation du tonus
musculaire et présence de tachycardie. Quelle que soit leur durée, tous ces
changements EEG indiqueraient une activation corticale venant d’un
stimulus excitateur généré par le systeme nerveux périphérique
(somatosensoriel ou stimulations auditives) ou venant de structures du
tronc cérébral (Sforza, Jouny, and Ibanez 2000). Par conséquent, les éveils
et la fragmentation de sommeil marqués par des changements EEG,
représentent une activation corticale transitoire et récurrente durant le
sommeil. Cependant, les termes d’excitation « autonome » et

« subcorticale » sont utilisés pour les parameétres cliniques et
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expérimentaux pour identifier les événements transitoires sans
changements sur EEG (ou durant moins de 3 secondes) (Redolfi and
Philippe 2014), mais associés a une réactivité cardiovasculaire (Chouchou
et al. 2014). Finalement, en évaluation clinique, la fragmentation de
sommeil est donc la conséquence de nombreuses pathologies telles que
I'apnée/hypopnée obstructive du sommeil (Kimoff 1996), le bruxisme (Alde
2009), et le syndrome de la jambe sans repos/ mouvements périodiques
des membres inférieurs (Ting and Malhotra 2005). Récemment, des études
ont montré un potentiel lien entre ces troubles du sommeil et l'installation
des maladies neurodégénératives, dont la déficience cognitive légere (DCL)
(Pak et al. 2020), Alzheimer (Pak et al. 2020; Brzecka et al. 2018) et
Parkinson (Kutscher, Farshidpanah, and Claassen 2014). Cependant, cette
derniere ne sera pas développée compte tenu de la complexité et la
multiplicité des troubles du sommeil rencontrés dans cette pathologie (et

pas uniqguement la fragmentation).

Mais quelles sont les conséquences au niveau physiopathologique liées a

cette fragmentation de sommeil ?

2 . Retentissement cérébral
associé a la fragmentation de
sommeil

Une étude a montré que la fragmentation de sommeil avait un impact
vasculaire (Carreras et al. 2014). Cependant, ce point ne sera pas
développé dans le cadre de ma thése puisque nous nous sommes
concentrés sur les conséquences neurologiques de la fragmentation de

sommeil.

2.1 Les pathologies neurodégénératives

Parmi les nombreux facteurs affectant I'apparition et la progression des

maladies neurodégénératives, il a été démontré que les troubles du
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sommeil jouent un role important dans les premiers stades de
développement de ces troubles neurodégénératifs (Abbott and Videnovic
2016). Chez les patients atteints de DCL et de la maladie d’Alzheimer, le
sommeil est trés souvent perturbé, ce qui peut contribuer a des troubles
cognitifs et a une somnolence diurne excessive (Peter-Derex et al. 2015).
Ces troubles du sommeil sont similaires a ceux observés chez les personnes
agées normales, comme l'augmentation de la latence d'endormissement, la
difficulté a maintenir le sommeil, les réveils fréquents la nuit et tét le matin,
mais ils sont exacerbés (Peter-Derex et al. 2015). Les patients atteints de
la maladie de Parkinson semblent également souffrir de problémes de
sommeil d’'un autre spectre : les troubles du comportement en phase de
sommeil paradoxal, le syndrome des jambes sans repos, la perturbation du
rythme circadien et comme dit précédemment, la fragmentation du sommeil
(Sohail et al. 2017).

2.1.1 Déficience cognitive légére (DCL) et fragmentation de sommeil

On peut rencontrer plusieurs formes de pathologies neurodégénératives. La
premiere dont nous allons parler est le déficit cognitif léger (DCL). Le DCL
est une réduction acquise, significative et progressive des capacités dans
un ou plusieurs domaines cognitifs. Ce déclin cognitif est persistant, non
expliqué par une dépression ou des troubles psychotiques, et souvent
associé a un changement de comportement, de personnalité (Boyer et al.,
2016). On parle de DCL amnésique si le dysfonctionnement de la mémoire
prédomine, et de DCL non-amnésique si d'autres caractéristiques
cognitives, comme le langage par exemple, sont touchées et dominent le
tableau clinique (Ronald C. Petersen et al. 2018). Les études
épidémiologiques indiquent une large gamme de prévalence du DCL. En
2003, en Allemagne, Busse et al. ont trouvé une prévalence de 3% chez
929 personnes agées de plus de 60 ans selon les critéres de Peterson et al.
(1999) (R. C. Petersen et al. 1999; Busse et al. 2003). En Finlande, la
prévalence globale du DCL est de 5,3 % chez 806 personnes agées de 60 a

76 ans, sur la base de tests neuropsychologiques et d'un entretien structuré
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incluant les criteres de « mild cognitive impairment » modifiés (Roberts and
Knopman 2013). Aux Etats-Unis, l'incidence du DCL est de 28,3% chez
1315 participants agés de plus de 65 ans, selon les criteres de Peterson et
al. (2001) pour tous les sous-types de DCL (Manly et al. 2005; R. C.
Petersen et al. 2001). Pour la méme tranche d'age en France, sur 6892
participants, l'incidence du DCL est d'environ 42% en utilisant le MCI-R
(Artero et al. 2008). Ces données convergent vers une prévalence du DCL

de 3 a 42 % chez les personnes agées de plus de 65 ans.

Certaines études traitent de la DCL et des troubles du sommeil (Pak et al.
2020; Palmer et al. 2018). Palmer et al. ont travaillé sur 141 personnes
agées de plus de 52 ans dont 69 personnes atteintes de DCL et 72 témoins
en bonne santé cognitive appariés par le sexe. Les comportements de
sommeil ont été évalués pendant I'évaluation clinique a I'aide de I'échelle
SCADS (sleep continuity scale in Alzheimer disease). Cette échelle
comprend neuf questions autorapportées concernant la durée et la qualité
du sommeil, les réveils pendant la nuit et les difficultés a s'endormir. Il y a
4 réponses possibles. Le score 1 indique qu'il n'y a pas de probléme et le
score 4 qu'il est tres mauvais. Leur étude a démontré que les personnes
atteintes de DCL sont plus de trois fois plus susceptibles d'avoir un mauvais
sommeil général que les témoins. Il est intéressant de noter que le seul
symptome spécifiquement lié au DCL est le réveil pendant la nuit. Cela
confirme que les perturbations se produisent dans les phases prodromiques
de la maladie d’Alzheimer, ce qui permettrait de prédire la démence

ultérieure (Palmer et al. 2018).

2.1.2 La maladie d’Alzheimer et la fragmentation de sommeil

La maladie d’Alzheimer est la forme la plus courante de maladie
neurodégénérative (Weller and Budson 2018) représentant 80 % des
diagnostics de démence (Weller and Budson 2018). Le principal symptome
de cette maladie est la perte progressive de la capacité de mémoire.

D'autres symptomes connus sont des changements d'humeur, d'anxiété et
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des troubles du sommeil (avec une fragmentation accrue du rythme global
veille-sommeil, une augmentation du sommeil pendant la journée, une
fréguence accrue des réveils nocturnes et une diminution du sommeil lent
et du sommeil paradoxal) (Atri 2019; Abbott and Videnovic 2016). La
progression de la maladie entraine une confusion et une altération du
jugement, et se termine par des changements comportementaux majeurs
et des symptomes neuropsychiatriques (délires et hallucinations) (Atri
2019). Il y a 35 millions de patients atteints de la maladie d’Alzheimer dans
le monde. Aux Etats-Unis, 10 % des personnes agées de 65 ans ou plus
souffrent de la maladie d’Alzheimer, ce qui représente 5,6 millions de
patients (Hebert et al. 2003). C'est la sixieme cause de déces aux Etats-
Unis. En 2004, en France, le nombre estimé de personnes atteintes de la
maladie d’Alzheimer était de 850000 (Helmer, Pasquier, and Dartigues
2006). Elle atteint un pic d’‘incidence a 80 ans avec 15%. Ces chiffres
progresseront pour atteindre environ 2 millions en 2040 (Helmer, Pasquier,
and Dartigues 2006).

Au cours de la derniére décennie, certaines études ont porté sur la relation
entre la fragmentation de sommeil et la maladie d’Alzheimer (Lim et al.
2013; Vanderheyden et al. 2018). Lim et al. ont inclus 737 participants sans
démence dans une étude longitudinale. Tous les participants ont été soumis
a un accélérometre de type montre-bracelet comme actigraphe pendant 10
jours. Pour quantifier la fragmentation de sommeil, ils ont utilisé une
approche probabiliste de transition d'état récemment développée qui
produit une seule métrique : kra. En bref, kra représente la probabilité, par
tranche de 15 secondes, d'avoir une excitation, indiquée par un mouvement
(c'est-a-dire un compte d'activité non nul), apres une longue (~5 min)
période de repos (c'est-a-dire de sommeil). Plus le kra est élevé, plus les
épisodes de sommeil/repos se terminent rapidement par des éveils et donc
plus le degré de fragmentation du sommeil est important (Lim et al. 2013).
Pour déterminer si le sujet était atteint de la maladie d'Alzheimer, ils ont

utilisé les critéres NINDS-ADRDA (qui spécifient huit domaines cognitifs
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pouvant étre altérés dans la maladie d'Alzheimer : mémoire, langage,
capacités perceptives, attention, capacités constructives, orientation,
résolution de problemes et capacités fonctionnelles). Un peu plus de trois
ans apres la construction de la cohorte, 13% des personnes ont développé
une maladie d’Alzheimer. On s'attend a ce que les personnes ayant une
fragmentation de sommeil "élevée" aient un risque 1,5 fois plus élevé de
développer la maladie d’Alzheimer qu'une personne ayant une
fragmentation de sommeil "faible". En conclusion, les chercheurs ont
constaté qu'une mesure objective d'un niveau élevé de fragmentation de
sommeil était associée a un risque plus élevé de développer ultérieurement
la maladie d’Alzheimer. Cette étude souléve la possibilité que les
interventions visant a améliorer la continuité du sommeil pourraient offrir
une stratégie potentiellement utile pour réduire le poids des troubles

cognitifs et de la démence chez les personnes agées (Lim et al. 2013).

2.1.3 La maladie de Parkinson et la fragmentation de sommeil

La maladie de Parkinson (MP) est la deuxieme maladie neurodégénérative
la plus fréquente (Poewe et al. 2017). Cette pathologie touche 1/1000 de
la population mondiale et 1% de la population de plus de 60 ans (Tysnes
and Storstein 2017). Pendant longtemps, il y avait quatre signes cardinaux
de la MP : le tremblement (plus important au repos), la rigidité, la
bradykinésie/ akinésie et I'instabilité posturale (Tysnes and Storstein 2017;
Balestrino and Schapira 2020). Ce dernier point a été écarté lorsque les
criteres de diagnostic clinique de la MP ont été révisés. Désormais, le
diagnostic de "MP cliniquement établie" requiert au moins deux criteres de
soutien, I'absence de criteres d'exclusion absolus et aucun drapeau rouge.
Tous ces critéres sont résumés dans Tysnes et Storstein, 2017. Comme
expliqué dans l'introduction de ce chapitre, nous avons décidé d'écarter la
maladie de Parkinson de la thése puisque la complexité des mécanismes
reliés a cette pathologie écarte tout travail sur les effets de la fragmentation

de sommeil pure.
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La Figure 5 résume les conségquences meétaboliques, inflammatoires et
neuronales de la fragmentation de sommeil et du lien potentiel avec les

pathologies neurodégénératives.
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Figure 5: Metabolic, inflammatory and neuronal consequences of sleep fragmentation and the
potential link with neurodegenerative diseases. AB: amyloid B; GLUT-1: glucose transporter 1; IL-6:
interleukin-6;, NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; ROS: reactive oxygen species.

Afin d’étudier les conséquences cérébrales de la fragmentation du sommeil,

nous avons décidé de travailler sur la neuroinflammation.

2.2 Neuroinflammation
2.2.1 La BHE

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est une interface active entre la
circulation sanguine et le systéeme nerveux central (SNC) qui restreint le
mouvement libre de différentes substances entre ces deux compartiments
et joue un role crucial dans le maintien de I'homéostasie du SNC. La BHE a
un double réle : barriére et transport (Wilhelm, Fazakas, and Krizbai 2011).
La fonction barriére signifie que la BHE restreint le transport de substances
potentiellement toxique et dangereuse du sang vers le cerveau. En plus de
cette fonction barriere, elle possede une fonction de transport qui permet

le transport de nutriments vers le cerveau et I’élimination de métabolites.
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Les petites molécules lipidiques solubles et les gaz sanguins tels que
I'oxygene et le dioxyde de carbone diffusent passivement a travers le BHE,
tandis que les nutriments essentiels tels que le glucose et acides aminés
requierent des protéines de transport spécifiques (transporteurs de soluté,
ABC transporteur, SLC transporteurs) afin d’arriver au cerveau (Wilhelm,
Fazakas, and Krizbai 2011).

La perméabilité sélective de la BHE joue un réle important. Cependant, il y
a beaucoup de pathologies neurologiques comme Iischémie, les
traumatismes craniens, des tumeurs, des pathologies neurodégénératives
qui augmentent la perméabilité de la BHE (Weiss et al. 2009; Wilhelm,
Fazakas, and Krizbai 2011).
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Figure 6: Structure et fonction de la BHE. A : barriére cérébrale. B : structure de la BHE. C :
transporteurs de la BHE. D : jonctions serrées. D’aprés Aday et al. 2016.
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La BHE est composée de plusieurs types cellulaires au niveau cérébral
(astrocytes, péricytes, neurones) et au niveau vasculaire (cellules
endothéliales) (Figure 6). Chacune a son rble a jouer pour maintenir
I'hnoméostasie du cerveau. On dit que I'ensemble forme ['unité
neurovasculaire (Figure 6B). Les protéines de jonctions serrées (Figure 6D)
limitent fortement la pénétration des composés hydrosolubles dans le
cerveau et permettent donc une régulation tres fine des transports entre

sang et cerveau (Aday et al. 2016).

2.2.1.1 Protéines de jonctions serrées et adhérentes

Les jonctions entre cellules endothéliales présentent un réseau
particulierement complexe de protéines d'adhésion qui sont liees a des
partenaires intracellulaires du cytosquelette et de la signalisation. Ces
protéines sont organisées en structures distinctes appelées jonctions

serrées et jonctions adhérentes (Dejana, Orsenigo, and Lampugnani 2008).

Ne seront développées dans cette partie que les protéines étudiées lors de

ma thése.
Claudine-5

Le mot claudine vient du latin « claudere » qui signifie fermer. Par recherche
dans une base de données et de clonage ADNc et génomique, la famille des
claudines s’étend a 24 membres (Gonzalez-Mariscal et al. 2003). Les
claudines font entre 20 et 27 kDa avec 4 domaines transmembranaires, 2
boucles extracellulaires ou la premiere est plus longue que la deuxieme, et
une petite queue intracellulaire carboxylique (Gonzéalez-Mariscal et al.
2003) (Figure 7). La claudine 5 (également connue sous le nom de protéine
transmembranaire absente dans le syndrome velo-cardio-facial TMVCF)
joue un role clé dans la barriere paracellulaire aux petites molécules. La
transfection de claudine-5 dans des cellules Caco-2 a contribué a la fonction
barriére. L'expression exogene de la claudine-5 dans les cultures de cellules

endothéliales cérébrales de rats réduisait la perméabilité a l'insuline.
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Figure 7: Structure de la claudine-5 d’apreés Greene et al.

microperoxidase (1.9kDa). Toutes (Greene, Hanley, and Campbell 2019)

les souris KO en claudine-5 sont

mortes dans les 10h suivant la naissance. Malgré cela, la jonction serrée
est restée intacte dans les souris KO. L'exposition des souris hétérozygotes
en claudine-5 a de faibles doses de radiation ultraviolette a révélé une
inflammation de la peau exacerbée et des fuites des vaisseaux
lymphatiques. Le double KO de claudine-5 avec de l|'occludine facilite
I'augmentation de la perméabilité des traceurs moléculaires entre 3 et

10kDa (Greene, Hanley, and Campbell 2019).
Occludine

L'occludine est une protéine de 58 a 75 kDa. C’est une protéine comprenant
3 domaines cytoplasmiques, 4 domaines transmembranaires ainsi que des
terminaisons N et C intracellulaires (Feldman, Mullin, and Ryan 2005)
(Figure 8). Il a été observé que la concentration en occludine dans le
cerveau augmentait avec le temps. La protéine est faiblement exprimée
dans les cellules endothéliales cérébrales de rats agés de 8 jours comparés
a celles de rats de 70 jours. Il a été suggéré que l'occludine pouvait servir
de marqueur sensible et consistant des protéines de jonction a la BHE
(Feldman, Mullin, and Ryan 2005). Il a été montré que la terminaison
étendue était essentielle aux interactions avec Z0O-1, qui module son trafic

intracellulaire vers la membrane plasmatique du site des jonctions serrées.
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Figure 8: Structure de I'occludine d’aprés Feldman et al. (Feldman,

Mullin, and Ryan 2005) pour une bonne stabilisation

des brins des jonctions serrées
(Cummins 2012).

Zonula occludens -1 (Z0-1)

Z0-1 est une protéine de 210-255 kDa trouvée dans les domaines sous-
membranaires des jonctions serrées dans |'épithélium et I'endothélium
(Gonzalez-Mariscal et al. 2003). Elle peut donc se lier a la claudine et a
I'occludine notamment. Son extrémité C-terminale est reliée au
cytosquelette permettant de contréler la perméabilité endothéliale (Fanning
et al. 1998).

Chez la drosophile, un homologue de ZO-1 appelé Tamou, est impliqué dans
la voie cellulaire qui active I’'expression du gene répresseur emc qui participe

au développement neuronal (Takahisa et al. 1996).
VE-cadhérine

Contrairement a la claudine-5, I'occludine et ZO-1 vus précédemment, la
VE-cadhérine est une protéine de jonctions adhérentes (Figure 9). Quel que
soit le mécanisme d'action, l'association de la VE-cadhérine avec les

caténines est certainement nécessaire au contrble cellulaire complet de la
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permeéabilité endothéliale et de la stabilisation de

la jonction. Une forme mutante de VE-cadhérine
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du domaine extracellulaire, mais la force des
Gy s jonctions est fortement diminuée (Navarro et al.
T 1995). Il est important de noter que l'induction
Aclin

d'une mutation similaire de la VE-cadhérine chez

Figure 9: Structure de la VE-cadhérine | souris entraine une létalité foetale due a des
d’aprés Vincent et al. (Vincent et al. 2004).

altérations majeures du remodelage vasculaire ;
cet effet est comparable a ceux provoqués par l'inactivation du gene entier
(Carmeliet et al. 1999). Chez la souris adulte, une indication de l'importance
de la VE-cadhérine dans le maintien de l'intégrité vasculaire est
I'observation que I'administration d'anticorps anti-VE-cadhérine conduit a
une augmentation dramatique de la perméabilité, de la fragilité vasculaire
et des hémorragies (Dejana, Orsenigo, and Lampugnani 2008; Corada et

al. 1999).

Nous avons dit précédemment que I’environnement cellulaire de la BHE
était important. En effet, il permet de maintenir 'homéostasie cérébrale.
Nous allons ici décrire deux des cellules faisant partie de la glie : la microglie

et les astrocytes (Figure 10).
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Figure 10: Différents types d’interaction de la glie (astrocytes, microglie, et oligodendrocytes) avec des neurones ou

entourant un vaisseau sanguin. D’aprés (Allen and Barres 2009).

Microglie

Kaneshwaran et al. (2019) ont travaillé sur I'effet de la fragmentation de

sommeil sur la microglie chez les personnes agées (Kaneshwaran et al.

2019). La microglie est reconnue comme étant la résidence des cellules

immunitaires innées du systeme nerveux central (Kaneshwaran et al.
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2019). L'un de leurs roles est la phagocytose des débris apoptotiques qui
sont activés lors d'une inflammation (Tremblay et al. 2011). Ils ont quantifié
la fragmentation de sommeil par actigraphie et I'expression génétique du
cortex préfrontal dorsolatéral post mortem par séquencage de I'ARN pour
déterminer l'activation de la microglie. Ils ont observé que la fragmentation
de sommeil active la microglie. Ils ont suggéré que les dysfonctionnements
de la microglie pourraient avoir un lien avec la fragmentation de sommeil,
le déclin cognitif et la démence chez les personnes agées, lié a cette
perturbation de I'activité microgliale (Kaneshwaran et al. 2019). Dans une
autre étude, des souris ont été soumises a de la fragmentation de sommeil
chronique pendant 2 mois (Y. Xie et al. 2020). Les auteurs ont utilisé deux
marqueurs, parmi d'autres, de l'activation de la microglie: Iba*, qui est un
marqueur de la microglie (plus l'activation microgliale est importante, plus
I'expression d'Iba* est élevée) ; et CD68, un marqueur de phagocytose. Ce
dernier était surexprimé dans I'hippocampe des souris soumises a la
fragmentation de sommeil chronique. Ce marqueur était exprimé dans les
microglies activées. Ils ont observé qu'il y avait plus d'Iba* et de CD68 dans
I'nippocampe des souris ayant subi une fragmentation de sommeil
chronique et ont conclu que I'hippocampe est plus vulnérable a Ia
neuroinflammation que les zones du cortex chez les souris ayant eu 2 mois

de fragmentation de sommeil (Y. Xie et al. 2020).
Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules les plus communes du cerveau. Elles forment
une unité appelée la glie avec les oligodendrocytes et la microglie (Cabezas
et al., 2014). Leur bouton terminal (endfeet en anglais) enveloppe la
synapse neuronale permettant la modulation a la fois de I'activité neuronale
et du flux sanguin cérébral suivant une élévation du Ca?* intracellulaire de
cet endfeet. Les astrocytes expriment des molécules tres spécialisées telles
que les aquaporines 4, permettant la régulation ionique au sein de la BHE,
mais également des transporteurs tels que les transporteurs de glucose par

exemple (GLUT-1). De plus, les astrocytes jouent un réle important dans le
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développement et I’'entretien des caractéristiques de la BHE dans les cellules
endothéliales a travers la libération de facteur de croissance comme VEGF,
glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), basic fibroblast growth
factor (bFGF) et ANG-1 (Alvarez, Katayama, and Prat 2013).

Il existe de nombreux transporteurs au sein de la BHE (Figure 4C), mais

nous avons décidé de nous concentrer sur l'aquaporine 4.

2.2.1.3 L’aquaporine 4

En 1992, Agre et ses collegues (Preston et al. 1992) ont découvert que les
globules rouges contiennent une protéine membranaire qui leur confére une
grande perméabilité a I'eau. Cette protéine, appelée par la suite
aquaporine-1 (AQP1), s'est avérée étre un membre d'une grande famille de
protéines de canaux d'eau qui permettent le transport bidirectionnel de
I'eau a travers la bicouche phospholipidique de la membrane plasmique
(King, Kozono, and Agre 2004). L'AQP4 a été immunolocalisée aux
épendymocytes et aux astrocytes dans tout le cerveau. Les données
accumulées suggerent que I'AQP4 est impliquée dans le contrble des
changements de volume extracellulaire de base et dynamiques (Nagelhus
and Ottersen 2013).

Les roles physiologiques de I'AQP4 se sont révélés nombreux et divers. Les
données les plus solides sont celles qui mettent en évidence un role de
I'AQP4 dans la clairance du liquide interstitiel du systéme nerveux central
(Nagelhus and Ottersen 2013). Les récentes données montrant un retard
dans la clairance des peptides amyloides et du mannitol appliqués par voie
intracérébrale chez les souris Aqp4~”/- témoignent de cette derniére fonction
(Lliff et al. 2012).

Nous avons décidé de nous intéresser a I’étude de I’AQP4 dans le cadre de
ma thése, car il est noté dans les études que I'expression sérique d’AQP4
était diminuée chez les patients avec une insomnie chronique (Yang et al.

2022). D'autres travaux du laboratoire ont été faits sur cette molécule dans
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la cadre de I'hypoxie intermittente (une composante de I'apnée du sommeil)
et nous voulions déterminer si I’'AQP4 est un marqueur d’intérét dans le
cadre de la fragmentation de sommeil (deuxieme composante de |I'apnée

du sommeil).

Aprées avoir déterminé l'impact de la fragmentation du sommeil sur la glie,
il était intéressant si des processus inflammatoires cérébraux se mettaient

en place.

2.2.2 Inflammation : les interleukines

Les interleukines (IL) sont des facteurs solubles qui stimulent les activités
liées a la croissance des leucocytes ainsi que d'autres types de cellules. Ils
favorisent la prolifération et la différenciation cellulaires, la synthése de
I'ADN, la sécrétion d'autres molécules biologiquement actives et les
réponses aux stimuli immunitaires et inflammatoires (d’apres la définition
MeSH - Medical Subject Headings - PubMed).

La plus connue, et certainement la plus étudiée, est I'IL-6. Cette IL pro-
inflammatoire joue un rble important dans I'hnoméostasie du cerveau. Des
niveaux élevés d'IL-6 sont liés a une fatigue et une somnolence excessive
durant la journée. De méme chez les insomniaques, les perturbations du
sommeil provoquent une augmentation des concentrations en IL-6 (Hong
et al. 2005). D'autre part, une surproduction d'IL-6 dans le cerveau pourrait

étre une prémisse de la neurodégénérescence.

La fragmentation de sommeil a long terme chez la souris induit une
augmentation du taux plasmatique d'IL-6 (Carreras et al. 2014). Ces
résultats sont cohérents avec ceux obtenus chez des enfants souffrant de
troubles respiratoires du sommeil modérés a séveres (Tauman, O’'Brien, and
Gozal 2007). Le méme résultat a été observé dans la maladie d’Alzheimer
et Parkinson, notamment le taux d'IL-6 dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) qui apparait élevé (Erta, Quintana, and Hidalgo 2012). En outre, I'IL-

1B, une autre cytokine pro-inflammatoire, et I'IL-6 sont des cytokines dont
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la surproduction peut entrainer une neuroinflammation. Des taux sanguins
élevés de ces cytokines au milieu de la vie prédisent un déclin cognitif 10

ans plus tard (Blum-Degen et al. 1995).

Comme ces résultats convergent, nous avons décidé d’étudier une IL
proinflammatoire connue pour avoir un role dans I'immunité et dans les
maladies neurologiques (maladie d’Alzheimer, sclérose en plaques, ...)
(Figure 11).
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Figure 11:Role de I'IL-17 (entouré en rouge) dans les pathologies inflammatoires du systéme nerveux central. D’apres
(Milovanovic et al. 2020).

Cependant, elle n’a pas été étudiée, a notre connaissance, dans un contexte
de fragmentation de sommeil pure : I'IL-17. Une étude portant sur la
privation de sommeil a montré une augmentation de I'expression d'IL-17A
et F dans I'hippocampe. Leurs résultats suggerent que la privation de
sommeil paradoxal aigué supprime la prolifération des cellules progénitrices
neurales de I'hippocampe chez les adultes par un mécanisme impliquant,
entre autres, I'IL-17 (Cui et al. 2019). De plus, en lien avec la glie, des
auteurs ont également prouvé le rble important de I'IL-17 au niveau
astrocytaire (Ma et al. 2010). En effet, ils ont trouvé que I'IL-17 renforce
une boucle de rétroaction positive de I’'expression de I'IL-6. Les fonctions de

I'IL-17 sont particulierement étudiées dans le contexte de patients atteints
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de sclérose en plagues. L'ARNm et les protéines de I'IL-17 sont augmentés
a la fois dans les lésions cérébrales et dans les cellules mononucléaires
isolées du sang et du LCR (Ma et al. 2010).

En paralléle de I’'étude de I'inflammation, la neuroinflammation a été étudiée

a travers Tau et les B-amyloides.

2.2.3 Neuroinflammation
2.2.3.1 Protéine Tau

La protéine Tau est une protéine cytoplasmique abondante associée aux
microtubules dans les neurones (Buée et al. 2000). Dans les maladies
appelées tauopathies, qui comprennent des maladies neurodégénératives
comme la maladie d'Alzheimer, la protéine Tau est hyperphosphorylée et
s'agrege dans des structures telles que les enchevétrements
neurofibrillaires. L'agrégation de la protéine Tau dans le cerveau est
corrélée a la perte neuronale et synaptique. Il a été démontré qu'une fois
que l'agrégation de la protéine Tau se produit, elle peut se propager d'une
région synaptiquement connectée a une autre (Clavaguera et al. 2009; Iba
et al. 2013; de Calignon et al. 2012; Liu et al. 2012). La protéine Tau se
trouve principalement dans le cytoplasme, car elle est libérée par les
neurones dans l'espace extracellulaire. Il n'y a pas beaucoup d'études
mettant en relation la fragmentation de sommeil et Tau. Dans une étude,
les auteurs ont travaillé sur des souris AD (Alzheimer’s Disease) doublement
transgéniques et leur type sauvage, répartis aléatoirement sur trois groupes
de souris : contrble, hypoxie intermittente et sommeil fragmenté (SF). IlIs
n'ont trouvé qu'un seul résultat significatif avec tau : I'hyperphosphorylation
de tau dans I'hippocampe était significativement plus élevée dans le groupe
SF de type sauvage par rapport au groupe témoin de type sauvage
(Almendros et al. 2018).
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2.2.3.2 B-amyloide (AB)
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Figure 12: réles physiologiques et pathologiques des B-amyloides. D’aprés (Morley and Farr 2014).

Le B-amyloide (AB) est un peptide produit par la transformation
protéolytique d’'une protéine transmembranaire, la protéine précurseur
amyloide (APP), par les B- et y-sécrétases. Ses rbles physiologiques et
pathologiques sont résumés dans la Figure 12. Il est connu que
I'accumulation d'AB et la mauvaise qualité du sommeil, comme la privation
de sommeil, est fortement corrélée (C. Wang and Holtzman 2020). Un
sommeil perturbé et un temps d’éveil intra-sommeil accru entrainent une
augmentation de la production d'AB et une diminution de la clairance d'AB,
tandis que I'agrégation et le dépot d'AB sont renforcés par un temps d’éveil
augmenté de maniere chronique dans des modeles animaux. Une fois que
I'AB s'accumule, il est prouvé, tant chez la souris que chez I'homme, que
ces modifications cérébrales contribuent a leur tour a la perturbation du
sommeil. L'agrégation d'AB peut étre constatée prés de 15 a 20 ans avant
les premiers symptomes cognitifs de la maladie d’Alzheimer (Holtzman,
Morris, and Goate 2011). La modification du sommeil peut commencer au
stade préclinique de la maladie d’Alzheimer et constitue un facteur de risque
prédictif de la neurodégénérescence et du développement du déclin cognitif.
Le rbéle de la qualité du sommeil dans la pathogenése amyloide a été bien
documenté par des études sur la privation de sommeil chez I'homme et les
modeles animaux. Cependant, seules quelques études décrivent la relation
entre la fragmentation de sommeil et I'AB. Duncan et al. (2022) ont travaillé

sur un modele de souris de la maladie d’Alzheimer : la souris 3xTg-AD
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(Duncan et al. 2022). Ils ont travaillé sur un groupe contrdle et un groupe
avec un sommeil fragmenté 5 jours par semaine pendant 4 semaines en
utilisant une cage avec une barre de balayage. Ils ont trouvé des niveaux
hippocampiques d’AB40 et AB42 plus élevés pour le groupe sommeil
fragmenté que pour le groupe contréle. De maniére surprenante, ils n'ont
pas trouvé de différence dans le niveau de Tau hippocampique entre les
deux groupes. Une autre équipe, Minakawa et al. ont montré une corrélation
positive significative entre I'accumulation d'AB et la sévérité de la
fragmentation de sommeil dans un modele de souris (Minakawa et al.
2017).

En conclusion, la relation entre la perturbation du sommeil ou du rythme
veille/sommeil et le dépdt d'AB s'avere bidirectionnelle. Les modifications
de la régulation veille-sommeil augmentent I'accumulation d'AB, et les
dépobts d'AB provoquent des troubles du sommeil chez 'Homme. Dans un
modeéle murin d'amyloidose AR, les auteurs ont constaté qu'une
détérioration significative de la quantité et de la qualité du sommeil suivait
de pres I'émergence des agrégats AB. Cette constatation était corrélée a la

progression de la pathologie AR (C. Wang and Holtzman 2020).

Afin de pouvoir étudier les conséquences de la fragmentation de sommeil,
il est nécessaire de travailler sur modéles animaux. De la mouche a
I’'Homme, il est important de bien choisir son modele. Ceux-ci permettent
d’évaluer l'impact sur la mémoire grace a des tests de mémoire. Ils
permettent également d’évaluer si le protocole induit une modification dans

la communication a travers I'’étude des vocalisations.
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Chapitre 3 : Modeles animaux

1. Modeles d’'étude dans la
littérature

L'étude de la fragmentation du sommeil remonte aux années 1980. Depuis,
les méthodes et les techniques n‘ont cessé de progresser. Je vais décrire
dans cette partie différents modeles d’induction de la fragmentation de

sommeil proposés sur différents modeéles animaux.

1.1 La drosophile

Nous n'avons trouvé qu'une seule étude ou la fragmentation de sommeil a
été induite sur un modeéle de mouche (Williams et al. 2016) en utilisant
une ampoule a spectre complet a 600 lux 30 minutes par heure, une fois
par heure, pendant les 12h de nuit de la mouche. Un groupe a été
fragmenté pendant 4 nuits. Un autre groupe a été fragmenté pendant 4
nuits avec une période de récupération de 4 jours. Ils ont utilisé 90 mouches
pour chaque groupe. Le sommeil total, la durée moyenne du sommeil et les
périodes moyennes de sommeil ont été calculés sur la base de la définition
standard du sommeil comme une période de 5 minutes ou plus d'inactivité
(Williams et al. 2016).

Une étude a également montré que la fragmentation de sommeil semble
étre une conséquence du vieillissement (Vienne et al. 2016). Ils ont voulu
faire un paralléle avec I'Homme. Ils ont comparé le sommeil de mouches
jeunes, d’age moyen et des mouches dgées avec deux génotypes différents,
w1118 et Canton S. Les deux souches ont montré une diminution
significative de la durée du sommeil (sommeil total) et une augmentation
de la fragmentation du sommeil en fonction de I'age. Ils ont également

constaté une différence entre les deux génotypes.

Les mouches a fruits ont un systéme nerveux développé et présentent des

comportements complexes tels que I'apprentissage et la mémoire, ce qui
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en fait des modeles solides pour étudier le sommeil et ses conséguences
neuronales (Chan and Bonini 2000). De plus, il est facile de travailler sur
des individus agés, car leur durée de vie est courte (2-3 mois) et il n'est
pas colteux de travailler sur ce modéle (Sun et al. 2013). Cependant, il est
difficile de rapprocher la physiologie de la mouche a celle de 'Homme.

Phylogénétiquement, ces deux especes restent éloignées I'une de l'autre.

Pour se rapprocher de la physiologie humaine, il est possible de fragmenter

le sommeil de mammiferes murins.

1.2 Le modele murin

Il existe de multiples fagons d'induire une fragmentation de sommeil chez
les rongeurs. Tout d'abord, elle peut étre induite par des stimuli auditifs.
Les rats et les souris sont réveillés par un son répété. Par exemple, une
équipe a exposé ses animaux a un bruit environnemental tel qu'un klaxon
de véhicule, une sirene, une alarme, etc., d'une durée de 15 min, et ce bruit
a été répété 8 heures par période de sommeil pendant 9 jours. Pour éviter
une acclimatation par le rongeur, les événements sonores, la fréquence du
son (800-20 000 Hz) et I'amplitude (85-100 dB) ont été randomisés comme
I'intervalle entre les bruits (Mavanji et al. 2013). Ils ont comparé trois
groupes : rats partiellement privés de sommeil (équivalent du SF au regard
du protocole), rats résistants a I'obésité et rats témoins. Les auteurs
voulaient controler la prise alimentaire et le poids corporel des animaux. Le
résultat principal a été une prise alimentaire et un poids corporel plus élevés

chez les rats au sommeil fragmenté par rapport aux témoins.

Par ailleurs, la fragmentation peut étre provoquée par des stimuli
physiques. Ici, les rongeurs peuvent étre placés dans une cage motorisée,
constituée d'un cylindre en plexiglas divisé en deux hémicylindres par une
plague transparente de séparation. Dans certaines expériences, le disque
situé au fond de la cage tourne lentement dans une direction aléatoire
(Tartar et al. 2006a; Trammell, Verhulst, and Toth 2014). Il existe de

nombreux protocoles. Le premier utilise un rythme marche/arrét différent :
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9s on et 110s off pendant 12 h, avec une variation de la vitesse de rotation,
du temps d'exposition a la fragmentation de sommeil selon le protocole (1
jour a 20 semaines) (Baud et al. 2016). L'objectif est de reproduire au
mieux la fragmentation de sommeil chez I'Homme. D'autres expériences
induisent la fragmentation de sommeil en utilisant une barre horizontale
motorisée se déplacant d'un cbété a l'autre de la cage. Le contact avec la
barre réveille les rongeurs et les oblige a bouger (Ramesh, Kaushal, and
Gozal 2009). Ces deux méthodes évitent le contact humain, préviennent
I'isolement social de I'animal et diminuent le stress des rongeurs (Ramesh,
Kaushal, and Gozal 2009).

Les rongeurs ont été beaucoup étudiés dans le cadre de la fragmentation
de sommeil. Leur principal avantage est la facilité avec laquelle on peut
obtenir des données biologiques. De nombreux articles scientifiques ont
utilisé les rats pour étudier le comportement, le sommeil, la génétique... La
principale limite a l'utilisation des rongeurs pour étudier la fragmentation
de sommeil est I'impossibilité de reproduire les contraintes
socioprofessionnelles humaines par exemple et leurs conséquences. En
outre, les rats s’acclimatent et ont des réponses stéréotypées en raison de
leurs conditions de vie en laboratoire, alors que le sommeil est sous
I'influence de facteurs génétiques et extrinseques (par exemple,

environnementaux) (McKillop and Vyazovskiy 2020).

Nous avons décidé de travailler avec des cages de fragmentation cylindrique
(Figure 9). Ce modéele a été développé, optimisé et validé dans le cadre de
la privation de sommeil du rat par l'institut néerlandais de neuroscience en
collaboration avec le laboratoire HP2 (hypoxie et physiopathologies) et le
laboratoire du sommeil de Grenoble, 'INSERM U1042 (Leenaars et al.
2011). En utilisant ce type de dispositif, ils n‘ont trouvé aucune
conséquence majeure sur le taux de corticostérone (hormone de stress) et
sur l'activité locomotrice (l'activité locomotrice maximale pendant Ia
privation de sommeil ne dépassait pas de maniére significative les niveaux

rencontrés pendant un cycle lumiére-obscurité de 24 heures sans
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perturbation.). Cet appareil a également été utilisé dans le cadre de la
fragmentation de sommeil et le protocole de fragmentation a été validé par
EEG (Ringgold et al. 2013).

Moteur

Eau

Nourriture

Quverture: interaction
sociale

Plateau rotatif

Figure 13: Cage de fragmentation utilisée lors de ma thése (photo personnelle)

Le modéele de cage que nous avons utilisé est représenté en Figure 13. Nous
possédions 4 cages pouvant contenir chacune 2 rats, faisant un total de 8

rats par expérience.

Apres avoir déterminé la méthode de fragmentation de sommeil, il a fallu

mettre en place un protocole.
1.3 Evolution du protocole de fragmentation
Quel que soit le protocole de fragmentation, les animaux utilisés étaient

tous des rats Wistar males des laboratoires Janvier.

En nous basant sur la littérature, nous avons commencé par travailler sur
rats jeunes (7 semaines) avec deux semaines de fragmentation, temps
d’exposition largement utilisé par nombre d’auteurs (Kaushal, Ramesh, and
Gozal 2012; Baud, Magistretti, and Petit 2013; Nair et al. 2011). Nair et al.
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2011 ont d‘ailleurs montré un effet de leur protocole sur la mémoire a
travers |'utilisation du test de la piscine de Morris. Nous avions quatre
groupes au total : 1) controle qui restait 14 jours en cage de fragmentation
sans que celle-ci ne tourne ; 2) sommeil fragmenté dont la cage tournait
durant la période dormante ; 3) contrbéle dans la cage de fragmentation
pendant 14 jours puis 30 jours en cage homologuée ; 4) sommeil fragmenté
pendant 14 jours puis 30 jours de récupération en cage homologuée. Le
protocole était le suivant :

Acclimatation

cage de L
fragmentation Récuperation Fin

¥ ¥
. 14 jours
A

X
Acclimatation Début du protocole de
cage fragmentation

14 jours . 14 jours 30 jours

homologuée

Ce protocole ne montrait aucune différence entre les rats controles et les
rats fragmentés que ce soit au niveau du poids, ou au niveau des dosages
moléculaires (de la claudine-5, de I'IL-17 et de I’APP). Cependant, il nous a
permis de voir une inversion du rythme jour/nuit pour les rats. En effet,
grace a une caméra infrarouge, nous avons observé que pendant leur
période active, les rats du groupe « sommeil fragmenté » dormaient la ou

les rats du groupe contréle faisaient leur toilette, interagissaient, etc.

Suite a I'absence de résultats, il a donc été décidé de supprimer la période
de récupération et d’augmenter la période de fragmentation a 30 jours. De
plus, nous avons créé une pression durant la journée (rotation de la cage

pour éviter une inversion de cycle jour/nuit :

Acclimatation Acclimatation
cage cage de Début du protocole de
homologuée fragmentation fragmentation Fin
¥ ¥
. 14 jours . 14 jours . 30 jours .

Afin de comparer les résultats de ce protocole sur rats jeunes, nous avons

décidé d’appliquer le méme protocole a des rats d’age moyen (1an). La
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répartition des différents protocoles durant ma these s’est faite comme suit
(Figure 14) :
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Figure 14: répartition des différents protocoles au cours de mes trois années de these.

Nous avons ainsi obtenu :

Protocole 1 (rats jeunes) :

n=8 pour le groupe controle avec 14 jours en cage de

fragmentation
n=8 pour le groupe sommeil fragmenté durant 2 semaines

n=8 pour le groupe contrdle 14 jours cage de fragmentation +

30 jours cages classiques homologuées en animalerie

n=8 pour le groupe sommeil fragmenté 14 jours + 30 jours de

récupération en cage homologuée
Protocole 2 (rats jeunes):
n=12 pour groupe controle
n=14 pour le groupe sommeil fragmenté

Protocole 3 (rats agés) :

n=10 pour le groupe contréle
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n=12 pour le groupe sommeil fragmenté

1.4 Chez I'Homme

En 1989, Michael H. Bonnet (H. Bonnet, 1989) a expérimenté les
conséquences de la fragmentation de sommeil chez I'Homme pendant 2
nuits suivies de 2 jours de récupération. Il a induit la fragmentation de
sommeil par une stimulation acoustique de tonalités de 1000 Hz (équivalent
au miaulement du chat) pendant 20 minutes. Il s'agissait d'alterner 10 min
de sommeil et 20 min de stimuli auditifs pendant le temps de sommeil. Il a
travaillé sur deux groupes, des adultes jeunes et agés. Il a évalué le
sommeil et les performances. Les individus agés semblent moins sensibles
avec une moindre détérioration des performances due a la fragmentation
de sommeil que les jeunes adultes. Cette méthode a été critiquée parce
qu'elle provoque un éveil complet, au lieu d'un microéveil, ce qui conduit a
une accumulation d'éveils qui ne se produit pas pendant le sommeil

fragmenté ou plutét « micro-fragmenté » (Stepanski 2002).

Le modele humain est bien s{r le plus solide pour étudier les conséquences
de la fragmentation de sommeil sur I'Homme. L'une des principales
remarques est qu'il n'existe que des études sur la fragmentation de sommeil
aigué. Il n'y a pas d'étude ou la fragmentation de sommeil a été induite plus
de 72h. Nous pouvons faire I'hypothese que travailler sur la fragmentation
de sommeil chronique (semaines, mois de fragmentation de sommeil) n'est
pas éthiquement possible. En effet, travailler sur la fragmentation de
sommeil chez I'Homme implique de provoquer volontairement Iles
conséquences connues de la fragmentation de sommeil : problemes de

mémoire, troubles de I'humeur, possibles désordres métaboliques ...

Quelques études sur la fragmentation de sommeil ont été résumées dans le
tableau 3. Ces études ont montré certaines conséquences de la
fragmentation de sommeil et la méthodologie utilisée pour les obtenir. Des
exemples ayant été apportés sur la fragmentation de sommeil chez

I'Homme en Ch.1 paragraphe 4, je vais me concentrer dans le tableau 4 sur
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I'impact de la fragmentation du sommeil sur I'architecture du sommeil chez

le rongeur.

Comme chez I'Homme, nous observons dans le tableau 4 que les rongeurs
souffrant de fragmentation de sommeil semblent étre plus souvent et plus
longtemps éveillés. La durée de sommeil en phase SWS (sommeil profond)
tend a diminuer et le sommeil REM (paradoxal) n’est pas le méme en
fonction des dispositifs. Selon celui-ci, le sommeil REM peut étre aboli ou
diminué. Se pose alors la question chez 'Homme comme chez le rongeur
de savoir a quel point les processus qui se mettent en place durant le
sommeil paradoxal, tel que le travail de mémoire, sont impactés par la
fragmentation de sommeil et surtout la fragmentation de sommeil
chronique. La méme question se pose pour les processus qui se mettent en
place durant le sommeil profond tels que la récupération physique, la
sécrétion d’hormones de croissance mais également la clairance

métabolique (plus efficace durant le sommeil profond).
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Tableau 3: Studies on different experimental methods of sleep fragmentation.

References Methods of Sleep Fragmentation Sp. Protocols Main results
(Williams et al. 2016) Young and middle-aged male CSORC F 4d;4d+ 4dof SF increased neuroprotection and protection against reactive oxygen
wildtype strain recovery species
Light of 600 lux 30 min on / 30 min off
(McCoy et al. 2007)# Adult male Fischer Brown Norway F1 rats; R 24 h Attentional set-shifting was impaired
treadmill cage in which the floor was a 30 s on /90 s off “Spatial memory consolidation is more susceptible to sleep disruption than
horizontal belt is spatial learning”
(McKenna et al. Adult male Sprague Dawley rats; treadmill R | 6-24-30 h + 3-6 h of Basal forebrain adenosine levels were correlated with daytime sleepiness
2007)# cage in which the floor was a horizontal recovery
belt 30 son/ 90 s off
(Tartar et al. 2006a)#
Young male Sprague Dawley rats; R | 240r72h Spatial learning impacted negatively
treadmill cage in which the floor was a 30 son /90 s off “Loss of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor-dependent LTP in the
horizontal belt hippocampal CA1 region may be one mechanism involved in this deficit”
(Baud, Magistretti, and | Adult male C57BL6 mice; cylindrical M | 24hforidoril4d Crucial role of sleep fragmentation in metabolic effect of obstructive sleep
Petit 2013) plexiglas cage with inner dividing walls 20 s on / 40 s off apnea
(Baud et al. 2016) and a mobile circular floor Impairment of cerebral cortex and hippocampus metabolism
(Carreras et al. 2014)* | Adult male C57BL/6] mice; cage with M 12 h (light period) for 20 | Vascular endothelial dysfunction and mild blood pressure increased
sweep bar weeks Recruitment of inflammatory cells increased
9 son/ 120 s off
(Kaushal, Ramesh, and | Male C57BL/6] mice and TNFa receptor M 12 h (light period) for 15 | Preserved sleep duration and architecture. Activation of TNFa pathways
Gozal 2012)* double knockout mice; cage with sweep d may explain excessive sleepiness caused by recurrent arousals.
bar 9 son/ 120 s off
(Li et al. 2014) Adult male C57BI/6] mice; cage on an M | 4 weeks Reduction of wake neuron projections and locus coeruleus neuronal
orbital shaker 4 weeks+ 2 weeks of excitability after SF
recovery Impairments in hypercapnic arousals. Not entirely recovered after 2 weeks.
10 son/ 110 s off
(Nair et al. 2011)* C57BL6/] mice and gp91phox”Y mice; M “Important role for NADPH oxidase in hippocampal memory impairments

cage with sweep bar

12 h (light period) for 14
d

induced by sleep fragmentation”
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(Ramesh, Kaushal, and
Gozal 2009)*

(Ramesh et al. 2012)*

Male C57BL6/] mice; cage with sweep bar

Male C57BL/6 J mice TNFa receptor
double knockout mice; cage with sweep
bar

6 h (light period) for 35
d
9son/ 120 s off

12 h (light period) for 15
d

Validation of SF model
Importance of social interactions during SF and recovery

Crucial role of TNFa

(H. Bonnet, 1989)

(Carrington and
Trinder 2008b)

(Lim et al. 2013)

Males humans; auditory stimuli

Male and female humans; auditory stimuli

Human cohort study with SF

2 nights + 2 nights
recovery

20 min on / 10 min off
1000 Hz tones

2 nights
Minimum: 70 dB during
5s

SF quantified during 10
d

Different reaction to SF between young and old adults
Older adults react better and are more operational after SF

Cardiovascular activation after repetitive arousals from sleep
Elevations in blood pressure due to repetitive arousals during the night

“Sleep fragmentation in older adults is associated with incident AD and the
rate of cognitive decline”
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Tableau 4: Impact de la fragmentation de sommeil expérimentale "pure" sur l'architecture du sommeil du rongeur.

Auteurs

Conséquences sur |'architecture du sommeil

(McCoy et al.
2007)

Temps de NREMs sur 24h

REMs

50%
7%

33%
0%

Awake 43% 67%
(MCKenna et al. During SI Exposure
2007)
% Wake % NREM % REM Ave NEEM
6 h 8L rec dark 29 29BL to 63,0%"* 62,0%BL to 34 7950* 8.8%BL to 0.29:8]* 1785 BL to 36s SI*
6 h 5L rec light 32.7%BL to 58.3%* 59.8%BL to 41.3%51* 7.5%BL to 0.3%5]* 1333 BL to 67s SI*
24-30 hr 8L 49.8%BL to 66.3%* 44.0%BL to 32.7%05* 6.2%BL to 0.7%S8I* 1253 BL to 58s SI*
During the Recovery Period
INREM delta Ave NEEM Sleep Latency
6 h SL rec dark Increase™® 925 BL to 1335 SI* 13:35m BEL to 5:43m S[*
6 h SL rec light Increase™® 1253 BL to 2005 SI1* 7:22m BL to 4:3 1m SI*
24-30 hr 51 Increase® 1255 BL to 1995 51* 6:53m BL to 3:04m SI*

(Baud,
Magistretti, and
Petit 2013)

Table 1 Sleep parameters

SWS time
D
L
Total

PS time
D
L
Total

SWS bouts
Number D
Number L
Duration D
Duration L

D1 D7 D14
Qc MC Qc MC 7 Qc MC F
15810 101=9F 12327 15614 108x6"  139x10 163+ 10 121x10° 149x9
359+4  375:9 297 +10*  368+15 3769 311+ 8" 377+6  393+10 3094
517+9  476+13 420+ 12 524+16 48413 449+15" 540+15 513+18 458+ 12}
203 7x2* 1£0.1" 12+3 71 101 Mx2 62 13+2
59+ 4 60 + 2 25+ 3" 59+6 53+3 352" 62+5 61+3 41+ 2*
796 66 = 3* 27+ 3" 70+4 60 + 3! 46 + 3* 73x3 66+ 4 54+ 2*
104+11 11615 220+ 14* 81+15 102+17 223+15* 120+22 137+20 253+ 12°
18112 202+£21 6522220 138x4 1646 488 + 9* 168+ 8  162+13 4805
1.6+02 1+01%* 07:001* 22+03 13:02" 08:003 1603 1+01%  07=+002"
2+0.1 2+01 07:001* 27+01 23+01 08+002° 24:01 25+02 08+001"

For each day (D1, D7 and D14), the SWS and PS time expressed in minutes during the dark period (D) and the light period (L) and summed
over 24 h. Individual SWS bout mean duration and their number are also reported. Number of mice for QC (n = 6), MC (n = 9)and F (n = 11).
Post hoc multiple comparisons using Bonferroni correction were calculated when the group effect of the two-way anova was positive

(P<0.05).

F, sleep-fragmented group; MC, motor control group; PS, paradoxical sleep; QC quiet control group; SWS, slow-wave sleep.
*F different from QC and MC; *F different from QC but not from MC; a: MC different from QC.
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2 . Vocalisations

La communication est la base de toute interaction entre individus. Chez les
modeles animaux de stress, d’anxiété, de douleur ou de comportement
sexuel, mais aussi dans les études de bien-étre animal, les ultrasons
servent d’indicateurs pour le statut émotionnel et motivationnel de I'animal,
en particulier du rongeur. Dans cette thése nous nous sommes intéressés
aux communications chez le rat. On distingue différents types de
vocalisations chez le rat (Wéhr and Schwarting 2013). Certaines, dans le
rang des ultrasons (USVs), sont inaudibles pour I'Homme. Ils sont divisés
en 3 catégories : (1) les USVs émis par les ratons durant l'isolement social
apres avoir été séparés de la méere et des freres et sceurs ; (2) les USVs
émis par les juvéniles ou les adultes dans des situations aversives, comme
I'exposition a un prédateur et le combat ou durant le sevrage
médicamenteux (22 kHz USV) ; (3) les USVs émis par les juvéniles et les
adultes dans des situations appétitives, comme le jeu, |I'accouplement ou
en réponse a des abus de drogues, par ex. amphétamines (50 kHz USV)
(W6hr and Schwarting 2013).

Sur ces bases, la mesure de I'émission des USV apparait de plus en plus
comme un marqueur utile dans les études sur les rats qui évaluent le
comportement émotionnel et les facteurs susceptibles de modifier I'état
émotionnel, tant dans des conditions physiologiques que dans des modéles

expérimentaux de maladies cérébrales.
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Figure 15: Les différentes catégories de vocalisations chez les rats et les études qui y ont été associées
(Simola 2022).

La communication affective par ultrasons offre donc un outil translationnel
pour étudier la neurobiologie qui sous-tend la communication socioaffective
(Figure 15). Ceci est particulierement pertinent pour les modeles rongeurs
de troubles neurodéveloppementaux (Wohr and Schwarting 2013). En effet,
la communication socioaffective est gravement altérée dans un certain
nombre de troubles neuropsychiatriques humains, notamment |'autisme et
la schizophrénie. Grace a des études de neuro-imagerie humaine, de telles
déficiences ont été associées a plusieurs reprises a des réponses aberrantes
de l'amygdale pendant le traitement des émotions, tant dans la
schizophrénie (Gur et al. 2002) que dans l'autisme (Critchley et al. 2000).
La fragmentation du sommeil ayant des conséquences sur I’'humeur, |'étude
de la communication murine dans ce contexte semble tout indiquée. De
plus, cette étude a été faite en collaboration avec le laboratoire de I'ENES
(Equipe de Neuro-Ethologie Sensorielle), Faculté de Sciences et Techniques
de I'Université Jean Monnet, Université de Lyon, expert international dans

ce domaine.
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En plus de troubles de I'humeur, la fragmentation de sommeil est également
connue pour causer des troubles de la mémoire. Pour étudier les
conséquences de la fragmentation de sommeil sur la mémoire, il existe

différentes méthodes.

3. L'étude de la mémoire

Les techniques développées dans cette partie sont principalement utilisées

sur modele murin c’est-a-dire rats ou souris.
Piscine de Morris

La piscine de Morris est certainement la plus connue des méthodes
d'évaluation de la mémoire (Figure 16). Elle permet d’évaluer la mémoire
spatiale. Cette technique consiste a mettre une plateforme dans une
piscine. Cette piscine est entourée de reperes colorés et de forme différente.
Il s’agit de mettre un animal (rat ou souris) dans la piscine et de calculer le
temps et la distance qu’il parcourt avant d’atteindre la plateforme. Ce
processus sera répété 10 fois. Chez un animal contrble, le temps et la
distance parcourue tendent a diminuer avec les répétitions. Cependant,
lorsque I'hippocampe (qui est, rappelons-le, une structure essentielle dans
les processus de la mémoire) est Iésé, ces répétitions ne changent rien au

temps et a la distance parcourus.
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Figure 16: Résultat du test de mémoire entre rats contréles (bleu) et rats avec lésion de
I'hippocampe (en rouge). (Eichenbaum 2000)

Cette méthode nécessite beaucoup de place au sein de I'animalerie et tend
a provoquer du stress chez I'animal (Harrison, Hosseini, and McDonald
2009). Afin d’éviter de provoquer du stress a des rats ayant déja un
sommeil perturbé, nous avons choisi le test de mémoire spatiale du

labyrinthe en Y.
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Le labyrinthe en 'Y

Le test du labyrinthe en Y permet d’évaluer la mémoire a court terme du
rongeur. L’alternance spontanée, une mesure de la mémoire de travail
spatial, peut étre évaluée en permettant a I'animal d’explorer les 3 bras du
labyrinthe et est conduite par une curiosité innée du rongeur a explorer des
endroits non visités (Figure 17). Un rongeur avec une mémoire de travail
intact, et donc des fonctions corticales préfrontales intactes, se souviendra
des bras précédemment visités et montre une tendance a entrer dans le
bras le moins récemment visité. La mémoire de référence spatiale, qui est
prise en charge par I'hippocampe, peut aussi étre testée en plagant le
rongeur dans le labyrinthe en Y avec un bras fermé durant I’'entrainement.
Apres un intervalle d’environ 1h par exemple, le rongeur devra se souvenir
du bras non exploré précédemment et devrait le visiter plus souvent (Figure
18) (Kraeuter, Guest, and Sarnyai 2019).

Pour ma thése, j'ai choisi la méthode d’alternance des bras (Figure 17) en
calculant le nombre d’entrées et le pourcentage de combinaisons correctes
de mes rats jeunes et agés, controles et fragmentés. Nous retrouvons cette

méthode dans la littérature (Plucinska et al. 2020).

Le calcul utilisé pour déterminer le pourcentage de combinaisons correctes,
correspondant au nombre d’alternances d’exploration de bras, est le

suivant :

total number of alternations % 100 %

% alternations = number of arms entered

L'avantage de ce protocole est sa simplicité d’utilisation. De plus, il
demande peu de ressources, incluant I'entrainement de I'animal et sa sortie,

et peu de contact avec I'expérimentateur.
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Figure 17: Test du labyrinthe en Y pour la mémoire spatiale selon I'alternance des bras
(Kraeuter, Guest, and Sarnyai 2019).
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Figure 18: Test du labyrinthe en Y pour la mémoire spatiale selon la méthode du bras non exploré
(Kraeuter, Guest, and Sarnyai 2019).

Good spatisl memery

Ce méme test a également été étudié dans le cadre de |'étude des
vocalisations de rats induites par ce test. Le protocole d'alternance des bras
a été utilisé. Il a été montré que les rats appréciaient ce test. Ils émettent
des vocalisations a 50kHz qui indiquent une situation positive (corrélation
entre 50kHz et activité locomotrice ?) (Costa, Serra, and Simola 2021). Ce
protocole a donc été utilisé lors de ma thése (puisqu’en accord avec le bien-

étre animal).

75



Conclusion de la revue
bibliographique et objectifs

Bien dormir est essentiel pour avoir une bonne qualité de vie et une
efficacité neurocomportementale en période d’activité. Le sommeil est
divisé en différents stades et se structure en cycles successifs. Chaque stade
a plusieurs roles physiologiques a jouer. Les principaux mécanismes qui ont
lieu durant le sommeil sont la mémorisation, des régulations hormonales et
la clairance métabolique. Une nuit de sommeil sans interruption est
essentielle pour que ces processus se mettent en place. Malheureusement,
tout le monde n’'a pas un sommeil dit « sain ». En effet, de nombreux

patients souffrent de fragmentation du sommeil.

La fragmentation du sommeil est l'interruption répétée du cycle de sommeil
provoquée par des microéveils de durée allant de 3 a 15 sec. Les personnes
souffrant de fragmentation de sommeil sévere peuvent avoir leur cycle de
sommeil interrompu plus de 30 fois/ heure. Elle est présente dans de
nombreuses pathologies telles que l'insomnie chronique, le bruxisme,
I'apnée du sommeil, les pathologies motrices des membres et les
pathologies neurodégénératives. Afin de pouvoir étudier ses effets, il est

indispensable de travailler sur modele animal.

La BHE est un élément important du bon fonctionnement du SNC. En effet,
sa composition cellulaire et moléculaire lui confére des propriétés de
barriere, mais également de transporteur entre compartiment cérébral et
compartiment sanguin. Elle est de plus en plus étudiée dans le cadre de son

implication dans les processus de la neuroinflammation.

Ce travail de these va permettre d’étudier les effets de la fragmentation du

sommeil sur un modeéle murin a trois niveaux différents :
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L'échelle macroscopique, avec I'évolution des courbes pondérales, les
tests de mémoire et les vocalisations (comportement/ interactions
sociales).

L'échelle cellulaire, avec I'étude de la glie.

L'échelle moléculaire avec différents acteurs de la BHE, tels que les
protéines de jonctions, linflammation systémique et de |Ia

neuroinflammation.
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Etude 1 : étude comportementale
de la fragmentation de sommeil

1. Introduction

La fragmentation du sommeil est un symptome retrouvé dans de
nombreuses pathologies telles que I'apnée du sommeil (Kimoff 1996),
I'insomnie (Lavie 2007), le bruxisme (Alée 2009), le syndrome de la jambe
sans repos associé aux mouvements périodiques des membres (Ting and
Malhotra 2005). Elle consiste en l'interruption répétée du cycle de sommeil
et perturbe donc la continuité de ce dernier. La sévérité de la fragmentation
de sommeil est représentée par le nombre de microéveils (d'une durée
comprise entre 3 et 15 s), d'éveil (d'une durée >15 s) (Berry et al. 2015)
et les phases d'activation transitoire (Sforza, Jouny, and Ibanez 2000)
caractérisés par une augmentation brutale de I'activité
électroencéphalographique (EEG), avec pour les phases d'activation
transitoire une augmentation du tonus musculaire et une tachycardie.
Quelle que soit leur durée, tous ces changements EEG indiqueraient une
activation corticale a partir d'un stimulus d'éveil généré par le systeme
nerveux périphérique (stimulations somatosensorielles ou auditives) ou par
les structures du tronc cérébral (Sforza, Jouny, and Ibanez 2000). Ces
interruptions sont relevées et comptées grace a I'EEG pluripolaire. Elles
seront ensuite classées grace a l'indice d’excitation (en anglais « arousal
index », AI) pour déterminer le degré de sévérité. Avec un AI<5, la
fragmentation est considérée comme faible, un Al entre 5 et 30, comme
modérée et au-dela de 30 comme sévere. On distingue également les

fragmentations de sommeil dites aigués de celles dites chroniques.

Chez I'animal, il est habituel de dire que I'aigué concerne les fragmentations
qui durent moins de 72h (ou de 72h) et les formes chroniques de plus de
72h. Ces interruptions ont de nombreuses conséquences, notamment au

niveau comportemental. Elles induisent souvent des troubles de I'humeur,
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une irritabilité, de la fatigue et des probléemes de fonctionnement de la

mémoire (Michael H. Bonnet and Arand 2003).

De nombreuses méthodes permettent de mesurer ces troubles du
comportement. Parmi elles, il existe les tests de mémoire. En effet, le
sommeil étant impliqué dans le processus de mémorisation, il a déja été
démontré que la fragmentation de sommeil impactait de facon négative les
processus de mémorisation spatiale (Tartar et al. 2006a; Ward, McCarley,
and Strecker 2009). Le plus étudié chez le rongeur est certainement le test
de mémoire spatiale de la piscine de Morris (12692 résultats sur Pubmed
« Morris water maze » contre 4547 pour le labyrinthe en Y « Y maze » le
07/06/2022). Il d'agit de mettre le rat dans une piscine pleine d’eau
entourée de reperes géographiques. Dans cette piscine il y a une
plateforme. Le but est pour le rat d’atteindre cette plateforme. L'objectif va
étre de mettre le rat dans la piscine et de calculer le temps et la distance
parcourus par le rat avant d’atteindre la plateforme. Au fur et a mesure des
essais, ceux-ci tendent a diminuer (puisque le rat a retenu ou était la
plateforme grace aux reperes). Cependant, la structure accueillant les
animaux de laboratoire n’avait pas la place suffisante dans la Faculté de
Médecine pour développer une telle méthode. De plus, une étude a comparé
les réponses au stress lié a différents tests, dont la piscine de Morris
(Harrison, Hosseini, and McDonald 2009). Ils ont comparé le taux de
corticostérone de trois groupes de 10 souris : test de la piscine de Morris,
le labyrinthe de Barnes et naives (qui n’effectuent aucun test). Ils ont trouvé
un stress plus important chez les souris soumises a la piscine de Morris
comparé a celles soumises au labyrinthe de Barnes. De fagon surprenante,
cette augmentation du niveau de stress s’accompagnait d’'une meilleure
capacité a retenir et donc d'une mémorisation plus rapide (Harrison,
Hosseini, and McDonald 2009). Pour ces deux raisons, manque de place et
stress induit par la méthode, nous avons décidé de ne pas utiliser la piscine
de Morris comme test de mémoire. Nous avons choisi d’utiliser le labyrinthe

en Y. Cette méthode a déja été utilisée dans un contexte de privation de
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sommeil aigué (Lima et al. 2014). IIs ont effectué le test du labyrinthe en 'Y
sur des souris controbles, privées de sommeil pendant 48h et pendant 72h.
Les résultats tendent a montrer que la mémoire des souris soumises a la
privation de sommeil était altérée. De plus, une étude sur les vocalisations
émises par des rats lors du labyrinthe en Y a été faite (Costa, Serra, and
Simola 2021). Les résultats montrent que les rats émettent des
vocalisations a 50kHz (a valence positive) et pas de 22kHz (a valence
négative) durant le test. Il semble donc que ce test, peu ou non stressant,
soit approprié chez le rongeur. De plus, il entraine peu de manipulations

par |'expérimentateur et peu d’entrainement.

L'étude de la communication animale via I’'analyse des ultrasons est de plus
en plus répandue (522 résultats sur PubMed entre 1961 et 2000 ; 1611
résultats entre 2000 et 2022 pour le terme « ultrasonic vocalizations »).
Les rats émettent des vocalisations inaudibles pour I'Homme que |'on
appelle vocalisations en ultrasons (USV) (Anderson 1954). Il a été prouvé
que les vocalisations de fréquences dites « 22kHz » sont préférentiellement
émises lors de situations « négatives » comme une défaite lors d'un duel
reproductif, des frustrations... (S. M. Brudzynski et al. 1993) Ce type de
vocalisation est compris entre 18 et 32 kHz et peut étre séparé en deux
sous-catégories : les « long calls », avec une durée comprise entre 301ms
et 600ms, sans réel pic de fréquence, et les « short calls » entre 20 et 300
ms avec généralement un pic de fréquence autour de 150 ms (Figure 19).
Il existe aussi des vocalisations dites « 50 kHz ». Elles sont émises lors de
situations considérées comme positives pour lI'animal, au moment d'une
récompense par exemple ou lors d’interactions sociales via des « contact
calls ». Elles refletent donc un état émotionnel associé au plaisir chez le rat
(Burgdorf and Moskal 2010; Saito, Tachibana, and Okanoya 2019). Elles
sont divisées en deux sous-catégories: les vocalisations « FM » soit
« Frequency Modulated » (Figure 19), impliqguant une variation de
fréquence au cours de la vocalisation incluant 13 catégories, et les

vocalisations dites « flat » (Figure 19), n’impliquant aucune variation de
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fréguence au cours de leur émission, soit 14 types au total. Les catégories
les plus courantes sont les « flat » (correspondant a des vocalisations sans
grande variation de fréquence avec discontinuité), les « trills »
(correspondant a des modulations de fréquence sans discontinuité), les
« step » (correspondant a une variation brusque de fréquence dans la
vocalisation), et les « step-trills » (soit I'alternance d'une « flat » et d’une
« trill ») (Stefan M. Brudzynski 2013). La durée des vocalisations serait un
indicatif de l'intensité de I’émotion ressentie par le rat. Ainsi, dans la
catégorie des 22kHz, les « long calls » refletent une émotion plus négative
que les « short calls » et de la méme fagon les vocalisations « FM » reflétent
une émotion plus positive que les « flat », dans la catégorie des 50 kHz
(Barker 2018). Dans notre étude, nous nous intéresserons uniquement a

distinguer les communications dites 22kHz de celles dites 50kHz.

USV des rats

adultes
22kHz 50kHz
(négative) (positive)
e .
i A T
Short calls Long calls Frequency Flat
20-300ms 301-600ms modulated (pas de variation
(FM) de fréquence)
(14 sous catégories)
Trills; step

Figure 19: Classification simplifiée des vocalisations en ultrasons (USV) de rats adultes.

Pour cette étude, nous nous sommes basés sur la littérature pour émettre
I'hypothése que la fragmentation de sommeil aurait un impact sur le

comportement des rats, et ce, quel que soit I'age. Nous pensons qu’elle
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aura un impact négatif sur la mémoire, avec une moins bonne
mémorisation, et sur la communication, avec une diminution du nombre de
vocalisations totales et une augmentation du nombre de vocalisations

aversives a 22kHz.
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2 . Matériels et méthodes

L’utilisation d’animaux vivants

Les différents protocoles incluant des animaux ont été approuvés par le
Ministére de I’enseignement supérieur, de la Recherche et de I'Innovation
(MESRI). Ceux-ci ont été faits en respect du bien-étre animal (n°DAP rats
jeunes : #23970-2020010711388451 version 5; rats agés: #33280-
2021092909367318 version 4).

Tous les animaux ont été hébergés dans les mémes conditions au PLEXAN
(plateforme expérimentations et analyses), Faculté de Médecine J. Lisfranc,
Université Jean Monnet de Saint Etienne (France), sous environnement
contrélé (cycle jour/nuit de 12h/12h, température 19-21°C). Quel que soit

le protocole, I'animal avait de I'eau et de la nourriture ad libitum.

Les rats males Wistar ont été fournis par les laboratoires Janvier (France).
Afin d’étudier les effets de la fragmentation de sommeil sur le
comportement, des rats jeunes de 7 semaines ont été choisis dans un
premier temps, et des rats d’age moyen de 1 an ont été sélectionnés dans

un deuxiéme temps.

Afin d’avoir un suivi de I'animal durant le protocole, deux pesées étaient

effectuées par semaine.

Les animaux sont répartis dans deux groupes : contrble (ctrl) et sommeil

fragmenté (SF).

Méthode de fragmentation de sommeil

Une méthode utilisée et approuvée dans le cadre d’une privation de sommeil
a été utilisée par d’autres auteurs (Leenaars et al. 2011). Elle consiste en
un cylindre divisé en deux par une paroi (Figure 20). Chaque cage peut ainsi
accueillir 2 rats. Le plateau de ces cages est entouré d’une courroie reliée a
un moteur permettant le mouvement rotatif aléatoire du sol de la cage. La
vitesse de rotation peut étre réglée de telle facon que le rat soit obligé de

buter contre la paroi ce qui va provoquer un microéveil. Ce systeme évite
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ainsi les manipulations de I'homme et peut fonctionner en parfaite

autonomie.

Moteur

Eau

Nourriture

OQuverture: interaction
sociale

Plateau rotatif

Figure 20: Cage de fragmentation (photo personnelle)

Elle fonctionne selon le cycle 9 sec. ON et 110 sec. OFF afin de mimer une
fragmentation de sommeil sévéere (chez ’'Homme). Les animaux du groupe
SF vont voir les cages tourner durant leur 12h de sommeil selon ce cycle
(Figure 21). Afin d’éviter toute inversion de cycle jour/nuit ou un décalage
de phase avec récupération, les cages tourneront également 15 minutes
toutes les 45 minutes durant les 12h d’activité du rat selon le méme cycle

que la nuit (Figure 21).
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Figure 21: cycle de rotation des cages (A) contréle et (B) sommeil fragmenté sur 24h. L'inversion
du cycle jour nuit de la salle des animaux a permis de calquer leur rythme éveil/sommeil au nétre.
En rouge, les moments de rotation de la cage sous le cycle 9 sec. ON et 110 sec. OFF

Les cages du groupe contrb6le ne tourneront pas la nuit, par contre la
pression durant la période d’activité sera la méme que pour le groupe SF.
Les expériences ont suivi deux protocoles :

Protocole 1 : rats jeunes de 7 semaines a leur arrivée a I'animalerie.

Acclimatation cage Début du protocole Mise 3 mort
homologuée de fragmentation 158 8 mo

14 jours 14 jours 30 jours >

Acclimatation cage
de fragmentation

Dans le protocole 1 nous avons obtenu un n = 12 pour les rats du groupe

contrGle et n = 14 pour ceux du groupe SF.

Protocole 2 : rats agés de 8 mois a leur arrivée a I’'animalerie.

Vieillissement en Début du protocole .
. . Mise a mort
cage homologuée de fragmentation

|
4 mois | 7 jours 30 jours >

Acclimatation cage
de fragmentation

Pour le protocole 2 nous avons un n = 10 pour le groupe contréle et n = 12

pour le groupe SF.
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Test de mémoire spatiale : le labyrinthe en Y

Afin d’évaluer des différences comportementales entre les deux groupes, et
plus particulierement au niveau de la mémoire dans |'espace, le labyrinthe
en Y a été utilisé. Il consiste en 3 bras reliés par le centre et a 120° les uns

des autres. Les bras mesurent 45cm*10cm*35cm (L*I*h).

Pendant les 3 jours précédant le test, le rat est placé dans le labyrinthe
pendant 5 minutes : c’est la phase d’acclimatation. Le jour du test, il est
placé dans le labyrinthe pendant 10 minutes. Tous les rats sont placés au
méme endroit au début du test. Ses mouvements sont filmés par GoPro
avec l'expérimentateur a I'extérieur de la salle. Les tests sont réalisés a la
2¢me semaine du protocole, avant leur période d’activité, et a la 3eme
semaine de protocole, avant qu’ils dorment. Les bras du Y seront appelés
A, B et C. L'alternance et le nombre d’entrées dans les bras seront notés.
Si les 3 lettres sortent a la suite (ABC, ACB, BCA, BAC, CBA, CAB), la
réponse est correcte (Figure 22). Si lors de la combinaison des trois lettres

il y a une erreur, la réponse est considérée comme inadaptée ou fausse.

A
B8 Cc 8 c
S A /
D [

2

= 2t
A A
CORRECT INCORRECY

Figure 22: Représentation des combinaisons correctes et incorrectes selon la méthode des bras
alternés.

Ex:rat30(SF): BACBCBABCACEC AB C  9combinaisons corectes

Nous aurons ainsi deux données : le déplacement des rats représenté par
le nombre d’entrées (dans I'exemple, n=16) et le pourcentage de réponses

correctes données par la formule :

o Nb de combinaisons correctes
Pourcentage de combinaisons correctes = x100
Nb de combinaisons totales

86



Les rats ayant effectué moins de 5 entrées ont été écartés pour le calcul de
pourcentage de combinaisons correctes (décision basée sur la difficulté de
représentativité d’un calcul de pourcentage avec seulement 3 combinaisons

possibles).

2 séries de labyrinthes en Y ont été effectuées. La premiere aprés deux
semaines de protocole avant leur période active. La deuxieme apres trois

semaines de protocole apres la période active.

Détection des vocalisations : étude pilote sur 8 rats du protocole 2 « rats

agés »

Les rats agés ont été enregistrés pendant 15 minutes toutes les heures. Un
micro AudioMoth (AM) version 1.2.0 est posé sur chaque cage. Chaque AM
fonctionne avec 3 piles « AA » et une microcarte SD
(Figure 23). Chaque AM a un micro-logiciel 1.7.1. IIs
ont été configurés avec une fréquence

d’échantillonnage égale a 250 kHz et le gain est réglé

sur « medium ». Pour une question de praticité, les
Figure 23: AudioMoth v1.2.0. B o ) )
(1) Microcarte SD, (2) Micro, (3) données des AM sont recuceillies deux fois par semaine,
Emplacement des 3 piles « AA » . , )
(image : Amandine Cascarino) @u moment des changes de litieres et des pesées, soit
le mardi et le vendredi. De plus, lors de ces
changements, I'’AM est changé de place afin d’enregistrer I'autre rat du
binbme, pour chaque cage de fragmentation. Ils ont été enregistrés pendant
4 jours selon ce protocole, avant le début de la fragmentation. Ces données
sont utilisées comme controle.
Les vocalisations ont été détectées via le logiciel Deepsqueak v3.0.1

utilisable sur Matlab.
Analyses statistiques

Les statistiques ont été effectuées sur R. Apres vérification de la normalité
des données avec le test de Shapiro et de I’'homoscédasticité des variances

avec le test de Bartlett, j'ai effectué des tests paramétriques avec le test de
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Student si je n‘avais que deux groupes a comparer et I’ANOVA si j'avais plus
de deux groupes et les tests non paramétriques de Wilcoxon et de Kruskall

Wallis. Une p-value < 0.05 est considérée comme significative.
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3. Résultats

Fragmentation de sommeil et poids
Nous avons étudié I'évolution du poids des animaux au cours de la

fragmentation. Nous I'avons représentée sur les graphes suivants.

@ ctrl
100 O Sk

gain de poids (g)

50 . ¢
TR L.

0 1 1 1 1 L) 1 1 1 1 1 1 1

Jo J1 J3 J5 J8 J10 J12 J15 J17 J19 J22 J24 J26
jour de la pesée

Figure 24: variation du poids des rats jeunes a partir du début de protocole de fragmentation de
sommeil (JO). n=12 chez les ctrl et n=14 chez les SF. ctrl: contréle; SF: sommeil fragmenté. *p-
value < 0.05

La figure 24 montre I’évolution du poids des rats jeunes en fonction de leur
condition contrble ou SF. Mis a part a J3 et J5, il n'y a aucune différence

dans I"évolution du poids selon le groupe.

Observons si la fragmentation de sommeil a un impact sur le poids des rats

agés.
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Figure 25: variation du poids des rats 4gés a partir du début de protocole de fragmentation de
sommeil (JO). n=10 chez les ctrl et n=12 chez les SF. ctrl: contréle; SF: sommeil fragmenté. *p-
value<0.05; **p-value<0.01, ***p-value<0.001

La figure 25 montre I’évolution du poids des rats agés en fonction de leur
groupe contr6le ou SF. A J4, on observe une différence significative de
I’évolution du poids. Les rats SF perdent plus de poids durant le protocole
que les rats agés contrdles. Ils perdent en moyenne entre 20 et 30 grammes
en comparaison des rats contrdles ce qui représente environ 3 a 5% de leur
poids. Nous considérons qu’a partir de 10% de perte de poids par rapport
au poids de départ, le rat est euthanasié (car en trop grande souffrance).

(Cela n’a pas été nécessaire durant mes protocoles).

Dans un second temps, nous avons évalué l'effet de la fragmentation de

sommeil sur la mémoire spatiale a I'aide du labyrinthe en Y.
Labyrinthe en Y : rats jeunes
Nous avons obtenu deux types de mesures qui renseignent :

- Sur la mémoire spatiale du rat avec le pourcentage de combinaisons

correctes

- Sur sa mobilité avec le nombre d’entrées effectué.
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Figure 26: Pourcentage de réponses correctes lors du labyrinthe en Y pour les rats jeunes. n=10
pour les ctrl et n=10 pour les SF. 19h correspond a avant leur période active et 7h aprés leur
période active. ctrl : groupe contréle ; SF : groupe au sommeil fragmenté.

La figure 26 montre les résultats du labyrinthe en Y chez les rats jeunes
contrbles et fragmentés en fonction de I'heure a laquelle a été faite le test.
Aucune différence significative n‘a été relevée. Le pourcentage de réponse
correcte est d’environ 65%, quels que soient le groupe et I'heure de

réalisation du test.
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Figure 27: Nombre d'entrées effectué lors du labyrinthe en Y pour les rats jeunes. n=10 pour les
ctrl et n=10 pour les SF. 19h correspond a avant leur période active et 7h apres leur période
active. ctrl : groupe contréle ; SF : groupe au sommeil fragmenté.

La figure 27 montre le nombre d’entrées du labyrinthe en Y chez les rats
jeunes contréles et fragmentés en fonction de I'heure a laquelle a été faite
le test. Aucune tendance ne ressort de ce test. Le nombre d’entrées est

approximativement le méme, quels que soient le groupe et I'heure du test.

Labyrinthe en Y : rats 4gés

Suite au protocole 1 effectué sur rats jeunes, nous avons effectué les

mémes tests sur des rats agés de 1 an. Ci-aprées sont présentés les résultats

obtenus.
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Figure 28: Pourcentage de combinaisons correctes lors du labyrinthe en Y pour les rats 4gés. n=10
pour les ctrl et n=7 pour les SF. 9h correspond a avant leur période active et 19h aprés leur
période active. ctrl : groupe contrble ; SF : groupe au sommeil fragmenté.

Nous n’observons aucune différence significative de pourcentage de
réponses correctes entre les groupes contrdles et fragmentés des rats agés,

et ce, quelle que soit I'heure de réalisation du test (Figure 28).
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Figure 29: Nombre d'entrées effectué lors du labyrinthe en Y pour les rats 4gés. n=10 pour les ctrl
et n=10 pour les SF. 9h correspond a avant leur période active et 19h aprés leur période active.
ctrl : groupe contréle ; SF : groupe au sommeil fragmenté.

Nous n‘observons aucune différence significative du nombre d’entrées entre
les groupes contrbles et fragmentés des rats agés, et ce, quelle que soit

I’'heure du test (Figure 29). Nous pouvons cependant noter que le groupe
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SF a 19h a une amplitude de variation du nombre d’entrées plus importante

que les autres groupes. Toutefois, cette variation n’est pas significative.

Labyrinthe en Y : comparaison jeunes et 4gés

Aprés avoir obtenu les résultats des labyrinthes en Y chez les rats jeunes et

n /4

agés, nous avons comparé les résultats des deux protocoles.
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Figure 30: Comparaison du pourcentage de réponses correctes entre les groupes de rats jeunes et
agés.

Les pourcentages de réponses correctes ont été comparés entre rats agés
et rats jeunes qui ont fait le « méme » test de labyrinthe en Y (les controles
avant période active, les SF avant période active, les controles apres
période active et les SF aprés période active) (Figure 30). On ne voit aucune

différence entre les groupes.
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Figure 31: Comparaison du nombre d'entrées entre rats jeunes et rats 4gés. **p-value<0.01;
***p-value<0.001

Une comparaison du nombre d’entrées entre les rats jeunes et les rats agés
a été effectuée. Cette comparaison est faite uniguement entre les différents
groupes qui correspondent au méme type de test de labyrinthe en Y (les
contréles avant période active, les SF avant période active, les controles
apres période active et les SF aprés période active). Nous pouvons voir que
de maniére générale les rats agés font moins de déplacement dans le
labyrinthe et de maniere significative entre tous les groupes sauf les

contrbles aprés période active (Figure 31).

Afin de compléter les données comportementales obtenues avec le

labyrinthe en Y, nous avons enregistré, sur une étude pilote de 8 rats du

protocole 2 (soit des rats agés uniquement), les données bioacoustiques

lors de ces mémes tests de labyrinthe en Y.
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Figure 32: Nombre de vocalisations de catégories 22 kHz (en rose) et 50 kHz (en rouge), lors du
test du labyrinthe en Y, selon la condition des individus. n=4 ctrl et n=4 SF. **p-value < 0.01

Sur la Figure 32, nous pouvons voir un nombre plus important de
vocalisations a valence positive qui est significatif chez les contréles, et non
significatif chez les SF, par rapport aux vocalisations aversives lors du

labyrinthe en Y.

Vocalisations

Sur cette méme étude pilote de 8 rats agés du protocole 2, des
enregistrements bioacoustiques ont été effectués pendant le protocole afin
de déterminer limpact de la fragmentation de sommeil sur Ia
communication. Deux types de données en sont sortis : le nombre de
vocalisations émises par les rats contr6les et SF, et le nombre de
vocalisations a valence positive (50 kHz) et négative (22 kHz) pour les deux

groupes.
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Figure 33: (A) Nombre de vocalisations pendant la période active (9h - 21h) et (B) pendant la
période dormante (21h - 9h) en fonction du groupe (contréle ou fragmenté). n=4 ctrl et n=4 SF.
***p-value < 0.001

La figure 33 montre le nombre de vocalisations émises par le rat pendant

les périodes « de sommeil » et active. Lors de cette derniére, nous

observons que les rats contréles émettent significativement plus de

vocalisations que les SF. Cette tendance n’est pas observée en période

théorique de sommeil.
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Figure 34: Vocalisations pendant la période active (9h - 21h) pendant I'acclimatation et le protocole
de fragmentation en fonction du groupe des individus (contréles en vert foncé, fragmentés en vert
clair). n=4 ctrl et n=4 SF. * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001

Nous pouvons voir sur la Figure 34 le nombre de vocalisations émises par

les rats de l'acclimatation a la derniére semaine de protocole. Celles-ci
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diminuent significativement entre I'acclimatation et toutes les semaines du
protocole. Aucune différence significative n’a été observée entre les groupes
sauf durant la semaine 2 du protocole ou les contréles émettent plus de

vocalisations que les SF.
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Figure 35: Nombre de vocalisations, pendant les trois derniers jours d‘acclimatation (en foncé) et
les trois premiers jours de protocole de fragmentation (en clair), lors de la période active, en
fonction du groupe des individus. n=4 ctrl et n= 4 SF. NS : non significatif, * p-value < 0.05

La Figure 35 représente le nombre de vocalisations durant les trois derniers
jours d’acclimatation et les trois premiers jours du protocole de
fragmentation entre les rats controles et les rats SF. Nous pouvons voir que
le nombre de vocalisations ne changent pas de facon significative chez le
groupe contrdle. Par contre chez le groupe SF nous pouvons voir qu'il y a
une diminution significative du nombre de vocalisations entre

I'acclimatation et le début du protocole.

Afin de déterminer I'évolution du type de communication (22kHz et 50kHz)
au fil du protocole, nous avons calculé le nombre de vocalisations émises

dans chaque catégorie.
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Figure 36 : Nombre de vocalisations de catégories 22 kHz (en rose) et 50 kHz (en rouge), avant et
pendant le protocole de fragmentation, chez les individus contréles. n=4 ctrl et n=4 SF.
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Figure 37: Nombre de vocalisations de catégories 22 kHz (en rose) et 50 kHz (en rouge), avant et
pendant le protocole de fragmentation, chez les individus au sommeil fragmenté. n=4 ctrl et n=4

SF.

Les figures 36 et 37 montrent le nombre de vocalisations 22kHz et 50kHz

en fonction de l'avancée du protocole chez les contrbles et les SF

respectivement. Nous pouvons noter une diminution globale du nombre de
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vocalisations et une tendance a avoir moins de vocalisations a 50kHz qu’a

22kHz. Cependant, ces résultats ne sont pas significatifs.
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4 . Discussion

Courbe de poids

Les pesées ont eu pour objectif premier de servir d’indice direct de |'état
des rats. En effet, des rats en mauvaise santé tendent a perdre du poids.
La courbe pondérale est dailleurs un indicateur du bien-étre animal. Au-
dela de 10% de perte de poids par rapport au poids initial, le rat peut étre
écarté du protocole et euthanasié. Nous nous sommes rendu compte au fur
et a mesure des pesées qu'il était intéressant d’exploiter ces résultats au
sein de notre étude. Aucune différence majeure dans la prise alimentaire
n‘a été décelée tout au long du protocole. Nous avions également fait des
dosages de cortisol (hormone du stress) (voir annexe 1) dans le sérum des
6 premiers rats agés du protocole 2 afin de voir si notre protocole provoquait
un stress chez nos animaux. Si ¢a avait été le cas, la concentration en
cortisol dans le sérum de nos rats SF aurait été plus importante que chez
nos rats contréles. Or le taux de cortisol était approximativement le méme

chez tous les rats.

Nous nous attendions a ce que la fragmentation de sommeil ait un impact
négatif sur le poids des rats : un retard de croissance pour les jeunes et un
gain de poids pour les agés. En effet, dans la littérature, il est clair que
I'hnormone de croissance (GH) est sécrétée durant la nuit et que cette
sécrétion n’est pas linéaire (Takahashi, Kipnis, and Daughaday 1968). Il est
nécessaire d’avoir une nuit composée de cycles de sommeil passant par les
4 stades de sommeil (NREM 1, 2 et 3 et REM) pour une régulation optimale
de la GH. Nous pensions qu’une interruption répétée du cycle de sommeil
engendrée par la fragmentation de sommeil aurait un effet visible sur la
croissance. Mis a part un léger décalage de croissance a J3 et 15, il n’y a
pas de différence entre le groupe controle et le groupe SF. Une explication
serait un protocole potentiellement inadapté ou alors que les rats ont une

certaine résilience a ce stress.
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Cependant, chez les rats agés, nous observons une perte de poids
significative des rats SF par rapport aux controles. Ce résultat n’est pas en
accord avec ce qui est décrit dans la littérature. En effet on remarque plutot
une prise de poids chez les sujets atteints de SF (Y. Wang et al. 2014). Une
étude effectuée sur des souris jeunes adultes a montré une prise de poids
plus importante pour les souris soumises a la fragmentation de sommeil
que pour les contrdles. Les souris ont été mises dans des cages avec une
barre qui balaie le sol de la cage toutes les 2 minutes. Le protocole a duré
8 semaines. La nourriture consommée a été pesée et les souris également.
Le résultat était une consommation plus importante de nourriture et une
augmentation de la masse adipeuse pour les souris SF par rapport aux
contrbles (Y. Wang et al. 2014).

Il est important de noter que la fragmentation de sommeil n‘a pas fragilisé
les rats au point qu’ils dépassent le seuil de “non-retour”. Le protocole n’a
pas été traumatisant au point de devoir retirer des rats du protocole.
Cependant, a la lecture des résultats obtenus et la littérature, on peut se
demander si c’est bien la fragmentation de sommeil qui leur a fait perdre
du poids ou l'activité motrice supplémentaire engendrée par la rotation du
plateau de la cage de fragmentation ? En sachant que la concentration en
cortisol dans le sérum ne différe pas entre les rats contréles et les rats SF,
nous pourrions émettre I'hypothése que c’est I'exercice physique di a la
rotation de la cage qui est a l'origine de la perte de poids des rats agés.
Cette hypothese confirmerait également pourquoi nous n’observons aucun

retard de croissance chez les rats jeunes SF.
Test de mémoire spatiale : le labyrinthe en Y

Il est connu que la fragmentation de sommeil a un impact sur le processus
de mémorisation (Tartar et al. 2006b; Ward, McCarley, and Strecker 2009).
Pour déterminer cet impact, il est nécessaire d’utiliser des outils qui
permettent I’évaluation de la mémoire. Une étude chez I'Homme a été faite
chez de patients controles et des patients souffrant d’apnée du sommeil.

Rappelons qu’une des composantes de |'apnée du sommeil est la
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fragmentation de sommeil. Des tests de mémoires ont été effectués avant
et aprés la nuit de sommeil. Les résultats indiquent des courbes
d’apprentissage de la « mirror tracing task » aplaties le soir et le matin et
un taux de rétention verbale significativement plus faible du soir au matin
chez les patients apnéiques (Kloepfer et al. 2009). C’est pour cela que nous

avons décidé d’effectuer un test avant et un test apres la période active.

Nous nous attendions a ce que les rats SF aient moins de réponses correctes
que les contrbles avec le méme déplacement, signe d’une détérioration de
la mémoire spatiale. Or chez les rats jeunes ou les rats agés, nous
n‘observons pas de différence entre les groupes que ce soit avant ou apres
la période active. De la méme fagon, le pourcentage de réponses correctes
est sensiblement le méme entre les rats jeunes et les rats agés, quelle que
soit I'heure de passation du test. Par contre, le nombre d’entrées, qui sert
de référentiel de déplacements, n’est pas le méme en fonction de I'dge. En
effet, avant la période active, nous observons une différence significative
du nombre d’entrées entre les rats jeunes et les rats agés avec moins de

déplacements pour ces derniers.

Ce résultat est cohérent avec ce que I'on peut retrouver chez '’Homme. En
effet, avec I’age, on observe une diminution des déplacements pour un test

d’exploration comme le labyrinthe en Y.

Les résultats du labyrinthe en Y sont donc ambigus. D'un c6té, nous
n‘observons pas de différence au niveau de |I'évaluation de la mémoire. Par
contre, les résultats sont cohérents pour I’age pour le nombre d’entrées.
Ces résultats tendent a indiquer que ce test est pertinent et que ce protocole
de fragmentation sur 4 semaines de fragmentation n’‘impacte pas la
mémoire spatiale explorée par le test du labyrinthe en Y et ceci, quel que

soit I’'age de ce modele murin.

De plus, les rats ont un sommeil naturellement fragmenté selon plusieurs
cycles de 10 a 14 minutes durant les 12-15h de sommeil (Toth and

Bhargava 2013). Cette étude est en contradiction avec ce qui a été trouvé
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sur enregistrements EEG. Des études EEG montrent que les rats partagent
des similarités importantes avec I'Homme en termes de sommeil. Les
principales similarités entre personnes &agées et rats agés sont une
diminution de la durée moyenne des épisodes de sommeil, une
augmentation du nombre d'épisodes de sommeil et une réduction modeste
du sommeil paradoxal (Rosenberg, Zepelin, and Rechtschaffen 1979). Une
étude a travaillé sur des rats jeunes (3mois), jeunes adultes (12 mois) et
agés (24mois). Ils ont trouvé des différences et des similarités entre I'age
et le sommeil des rats et des Hommes (Mendelson and Bergmann 1999).
Les analyses de variance n'ont révélé aucun changement lié a I'age dans le
sommeil total, le sommeil NREM ou REM, le temps d'éveil apres le début du
sommeil ou trois mesures différentes de I'amplitude du rythme circadien
veille/sommeil. Ils ont toutefois observé des réductions significatives liées
a I'age du sommeil NREM, de la durée moyenne des épisodes de sommeil
et de la durée de I'apparition du sommeil paradoxal. Ces réductions ont été
observées chez les rats agés d'un an, ce qui indique que les changements
observés chez les animaux plus agés étaient déja évidents au milieu de la

vie.

En ce qui concerne le labyrinthe en Y, il a été choisi parce qu’il montrait un
protocole facile d’utilisation, trés peu de manipulations de I'animal et peu
de stress traduit par des vocalisations a valence positive dans la littérature
(Costa, Serra, and Simola 2021). Nos résultats vont dans le méme sens que

cet article (Figure 14).

L'étude des vocalisations est de plus en plus utilisée pour déterminer des
troubles de la communication, ou encore si la situation a laquelle est

soumise I'animal provoque de l'inconfort ou non.
Les vocalisations

Des études ont montré que le labyrinthe en Y n’induisait pas de stress chez

le rat. Une équipe a travaillé sur les vocalisations de rats émises lors du test
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et a montré des vocalisations de 50kHz, positives, durant le test comparé

au niveau basal (Costa, Serra, and Simola 2021).

Nous nous attendions a ce que les rats controles ne montrent aucun
changement quant aux nombres de vocalisations durant le protocole,
puisqu’ils ne subissent que la pression journaliere (avec la mobilisation des
cages), sans la fragmentation de sommeil. Nous pensions également que
chez les rats SF nous aurions une diminution du nombre de vocalisations au
fur et a mesure du protocole, signe que la fragmentation de sommeil
impacte la communication. De maniere générale, le nombre de vocalisations
diminue significativement entre I'acclimatation et le protocole, et ce, sans
différence entre les groupes. Aucune différence intergroupe n’est observée
sauf en semaine 2. En semaine 2, les rats controles émettent
significativement plus de vocalisations que les rats SF. Ce résultat est a
prendre avec précaution puisque cette semaine de protocole coincide avec
I'arrivée de ratons de 7 jours dans la méme piece que mes rats. Malgré un
mur acoustique séparant les ratons de la cage contréle la plus proche, il est
possible qu’ils aient pu communiquer avec les rats du protocole et ainsi

biaiser les résultats obtenus.

Le fait que le nombre de vocalisations diminue de la méme fagon pour les
controles que pour les SF, montre un protocole potentiellement inadapté
pour les controles. En effet, a la toute premiére mise en place de protocole
de fragmentation sur rats jeunes, nous nous étions rendu compte, grace a
des caméras infrarouges, que durant la période active des rats (soit la nuit
d’ou les enregistrements infrarouge), le groupe SF avait fortement tendance
a dormir... beaucoup... l1a ou les contrbles font leurs toilettes et vivent leur
vie de rat. De plus, leur position de sommeil n'était pas celle classique d’un
rat, c’est-a-dire roulé en boule, mais plutot étalé de tout son long. C'est
pour ¢ca que nous avons décidé d’appliquer une pression durant leur période
active. Afin d’avoir uniqguement les effets de la fragmentation de sommeil,
nous avons décidé d’appliquer cette pression au groupe contrble également.

Peut-étre que cette pression s’avere trop importante au point que méme
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les rats contréles, qui ont un sommeil non dérangé, soient impactés. C'est

ce que pourraient indiquer les résultats sur le nombre de vocalisations.

Cette hypothese semble se confirmer avec les résultats des figures 18 et 19
qui montrent la valence de vocalisations positives (50 kHz) et négatives
(22kHz) chez les rats controles et SF au cours du protocole. Le nombre de
vocalisations a 22kHz a tendance a étre plus important que celles a 50kHz
chez les rats contrdles et SF. Nous nous attendions a avoir une différence
plus importante chez les SF que chez les contrdles, ce qui n’est pas le cas.
De plus, nous pensions qu'il y aurait plus de vocalisations « positives » a
50kHz que négative chez les rats contrbles, puisqu’ils ont un meilleur
sommeil que les SF. Cependant, ce n’est pas le cas. Ces résultats tendent
a indiquer un mal-étre de I'animal a travers ses vocalisations que celui-ci
soit controle ou non. Ce mal-étre transparait sur la courbe de poids des SF

uniquement.

5. Conclusion

L'absence de différence entre les groupes contrbles et SF au niveau du test
de mémoire spatiale et des vocalisations tend a indiquer que le protocole
de fragmentation de sommeil n’a pas de conséquences sur cette fonction
mémoire et la communication. Or ce sont deux symptomes majeurs d'une
mauvaise qualité de sommeil. Les résultats des courbes de poids et
notamment sur celles des rats agés sont en désaccord avec la littérature.
Ce résultat renforce I'hypothése d’un protocole inadaptée. Pour les
prochains protocoles, il serait intéressant de faire des enregistrements EEG
avec le protocole actuel pour voir la sévérité de la fragmentation du sommeil
et contrdler la présence ou non de sommeil en période active. Evaluer les
vocalisations si nous diminuons la pression journaliére pourrait également
étre un plus. Augmenter la durée du protocole en temps d’exposition et
travailler sur des rats de 2 ans pourraient également étre des pistes

complémentaires.
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Il est cependant a noter que la différence due a I'age du nombre d’entrées
dans le labyrinthe en Y montre que les rats jeunes et agés ne subissent pas
les tests de la méme facon (méme s'il n'y a pas de différence sur le
pourcentage de combinaisons correctes entre les deux groupes). Nous
n‘avons pas d’enregistrements des vocalisations sur rats jeunes, puisque ce
travail sur les vocalisations a fait I'objet d’un stage de Master 1 de trois mois

et que les expérimentations sur rats jeunes avaient déja été faites.

Au vu des résultats obtenus, nous avons décidé de chercher des marqueurs
qui indiqueraient une mise en place de processus inflammatoires non
visibles au niveau comportemental. Nous partons de I'hypothése que ces
processus pourraient étre précurseurs et ne pas étre encore visibles d'un
point de vue comportemental. Pour cela, nous avons travaillé sur l'impact
de la fragmentation du sommeil du rat jeune et du rat &4gé sur des
marqueurs de la barriere hémato-encéphalique (claudine-5, occludine et
aquaporine 4), de la glie (astrocyte et microglie), de lI'inflammation (IL-17),
et de neuroinflammation (protéines précurseurs des amyloides). Les

résultats de ce travail font I'objet de la 2é™me étude de ma thése.
Reconnaissance

Le travail sur les vocalisations a été fait en collaboration avec Léo Perrier,
en theése (au moment de I'écriture) au laboratoire de I'ENES, Université Jean
Monnet de Saint Etienne, et Amandine Cascarino, en Master 1 éthologie

parcours écologie de I'Université Jean Monnet de Saint Etienne.
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Annexe

Annexe 1 : Dosage de cortisol (hormone de stress) dans le sérum des 6 premiers rats 4gés du

protocole 2.

Rats Conditions [proteins [cortisol]
totals]
(nmol/L)
(g/L)
63 Controle 62 23
64 Contréle 61.4 23.7
65 Contréle 70.7 32.7
66 Contréle 66.9 28.6
67 Sommeil 64.3 27.2
Fragmenté
68 Sommeil 72.8 22.1
Fragmenté
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Etude 2 : Impact de la fragmentation de
sommeil sur ’environnement neuronal

1. Introduction

Dans notre précédente étude, nous avons évalué le retentissement de la
fragmentation du sommeil dans notre modele de rats jeunes et agés sur le
comportement. Nous avons donc étudié I'évolution du poids pendant la
durée du protocole, les conséquences de notre protocole de fragmentation
de sommeil sur la mémoire spatiale avec le labyrinthe en Y et enfin sur les
communications avec les vocalisations en ultrasons (sur 8 rats agés
uniguement, 4 controles et 4 au sommeil fragmenté). Nous avons ainsi
observé une perte de poids pour les rats au sommeil fragmenté comparé
aux controles chez les rats agés. Aucune différence n'a été observée dans
la courbe de croissance de nos rats jeunes. Nous avons également
remarqué que I’'étude des vocalisations donnait des informations novatrices
relatives au protocole. Nous avons remarqué que les rats agés contrdles et
au sommeil fragmenté vocalisaient moins dés le début du protocole de
fragmentation et que les vocalisations étaient plus souvent des
vocalisations de mal-étre a 22kHz. Les vocalisations nous ont également
permis de confirmer que la méthode du labyrinthe en Y ne stressait pas les
rats, au contraire, ils émettent plus de vocalisations a 50kHz, vocalisations

a valence positive, spécialement chez les rats agés contrdle.

La thématique principale de notre équipe est |I'apnée du sommeil. Le
syndrome d’apnée obstructive du sommeil (SAOS) est un trouble
respiratoire caractérisé par la répétition de l'arrét partiel (hypopnée) ou
complet (apnée) de la respiration. Il est provoqué par le blocage des voies
aériennes supérieures pendant au moins 10 secondes durant le sommeil. Il
induit une augmentation des risques de morbidité, tant sur le plan
cardiovasculaire que neurocognitif et métabolique (Khalyfa, Kheirandish-
Gozal, and Gozal 2018).
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Le SAOS comprend 3 composantes : I'hypoxie intermittente, I'hypercapnie
et la fragmentation du sommeil. Jusque maintenant, notre équipa s’est
concentrée sur I'étude I’hypoxie intermittente et son impact sur la BHE. Pour
étre en continuité avec les travaux antérieurs de mon laboratoire, nous

avons décidé d'étudier les mémes marqueurs.

Dans cette seconde étude, nous avons pour objectif d’étudier les
retentissements de la fragmentation du sommeil dans notre modeéle
de rats jeunes et agés sur I'altération gliale (microgliale et
astrocytaire), la barriere hémato-encéphalique (BHE) ainsi que sur

le métabolisme.

L'occludine (Anne-Cloe Voirin 2019), la claudine-5 (Anne-Cloe Voirin 2019),
I'IL-17 (Anne-Cloe Voirin 2019; Anne-Cloé Voirin, Perek, and Roche 2020)
et I'aquaporine 4 ont déja été étudiées dans notre laboratoire lors d’une
hypoxie intermittente in vitro dans le cadre de la compréhension de l'impact
des apnées obstructives du sommeil. Ils ont observé qu’en présence d’IL-
6, une cytokine pro-inflammatoire, la perméabilité de la BHE augmentait et
que la concentration en protéine de jonctions serrées telles que la claudine-
5 et I'occludine diminuait. Les mémes résultats sont obtenus exacerbés en
combinant plusieurs cytokines inflammatoires dans le milieu : I'IL-6, I'IL-17
et TNF-a. Nous avons donc décidé dans ce travail de these d’étudier
I'expression de claudine-5 et I'occludine pour déterminer si notre protocole
avait un impact sur les protéines de jonctions serrées de la BHE. En
paralléle, nous avons testé 3 cytokines inflammatoires : I'IL-1B, I'IL-6 et
I'TL-17.

L'IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire. Un niveau élevé de cytokine est
signe d’une inflammation. Des niveaux élevés d'IL-6 sont associés a un
sommeil perturbé et a des plaintes de fatigue et de somnolence chez les
personnes souffrant de troubles du sommeil (Hong et al. 2005). Leurs

résultats confirment I'association entre des taux élevés d'IL-6 et une qualité

110



de sommeil moindre (" une mauvaise nuit de sommeil "), méme chez les

individus asymptomatiques et en bonne santé.

L'IL-1B est également une cytokine inflammatoire. Moins étudiée dans la
fragmentation de sommeil, une étude a démontré des niveaux augmentés
en IL-1B dans la graisse de souris ayant subi une fragmentation de sommeil
aigle (24h) (Dumaine and Ashley 2015).

Aucune étude n'a été trouvée concernant les conséquences de la
fragmentation de sommeil sur I'IL-17. Cependant, cette cytokine est tres
étudiée dans le contexte du SAOS chez les enfants. En effet, des niveaux
anormaux d’IL-17 ont été retrouvés chez les enfants souffrant de SAOS
(Huang et al. 2016).

Les cytokines inflammatoires ont été largement étudiées dans la littérature
dans le cadre de l'apnée du sommeil et de I’'hypoxie intermittente, mais
finalement tres peu dans le cadre de la fragmentation de sommeil
chronique. Les quantifications de ces marqueurs inflammatoires dans mon
protocole seront mises en paralléle des marqueurs de la perméabilité de la

BHE : la claudine-5 et I'occludine.

Ces deux protéines de jonctions ont été étudiées dans un contexte de SAOS
modéré et sévere chez des patients apnéiques (Anne-Cloé Voirin et al.
2020). Il semblerait que la claudine-5 soit plus sensible au SAOS que
I'occludine. En effet, les sera de patients SAOS sévéeres avaient des
concentrations en claudine-5 significativement plus faibles que les patients
SAOS modéré. Ces protéines seront donc étudiées également dans un

contexte de fragmentation de sommeil pure.

De maniere complémentaire aux jonctions serrées, il est important de voir
si la fragmentation peut s'accompagner de mouvement d’eau. Pour cela,
nous allons travailler sur l'aquaporine-4 (AQP4). L'AQP4 est l'une des
molécules les plus abondantes dans le cerveau et est particulierement

présente dans les membranes astrocytaires aux interfaces sang-cerveau et
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cerveau-liquide (Nagelhus and Ottersen 2013). Elle joue un rble dans la
clairance métaboligue. Elle a également un role important dans la résolution

d'cedéme suite a une lésion cérébrale (Badaut et al. 2007).

Associé a cette étude de I'impact du protocole sur la BHE, nous avons décidé
de travailler sur un aspect plus axé sur le milieu neuronal avec I’'étude de la
glie (microglie et astrocytes). Rappelons que la microglie est la principale
défense immunitaire du systéme nerveux central et les astrocytes apportent
nutriments et support aux neurones. Une collaboration de notre Laboratoire
avec I'Equipe Inserm HP2 (Université Grenoble Alpes) avait montré que
I’'hnypoxie intermittente chronique avait un impact sur la microglie de
I'hippocampe grace a des marquages sur lames immunohistochimiques
avec Ibal (Sapin et al. 2015). Dans une autre étude, les auteurs ont montré
qu’une importante fragmentation de sommeil était liée a des changements
morphologiques de Ila microglie et que cette microglie avait des
caractéristiques semblables a une microglie « 4gée » (Kaneshwaran et al.
2019a). Wu a montré qu’une fragmentation du sommeil importante était
associée a une plus grande expression des génes marqueurs des astrocytes

activés, qui était a son tour associée a une moins bonne cognition (Wu,

La fragmentation du sommeil étant associée a des troubles cognitifs, nous
avons complété nos données avec une donnée neurocognitive avec le
dosage de la protéine précurseur des amyloides (APP). Les protéines B-
amyloides, qui lorsqu’elles forment des plaques, sont reconnues comme
signe précurseur d’Alzheimer, sont dérivées de ces APP. Plusieurs équipes
de chercheurs travaillent sur le réle de la microglie dans la clairance des B-
amyloides. Une étude a ainsi déterminé que, méme si la microglie n’était
pas le principal mécanisme physiopathologique, elle jouait tout de méme
un réle dans I'élimination de ces B-amyloides (Garcia-Alloza et al. 2007).
Dans un contexte de fragmentation de sommeil, Minakawa et al. ont montré

que la sévérité des dépots d'amyloide B présentait une corrélation positive
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significative avec I'étendue de la fragmentation du sommeil (Minakawa et
al. 2017).

L'objectif de cette étude est de voir I'impact de la fragmentation de sommeil
en fonction de l'dge sur des marqueurs inflammatoires systémiques,
neuroinflammatoires et de fonction de la BHE. Les hypotheéses que nous
pouvons émettre au regard de la bibliographie sont une augmentation des
marqueurs inflammatoires et neuroinflammatoires et une diminution des
protéines de jonctions serrées, signe d’un dysfonctionnement de la BHE.
Ces deux approches (dosages des molécules inflammatoires et
étude de la glie) seront mises en ceuvre et permettront de
déterminer des facteurs précoces de perturbations
physiopathologiques neurologiques liées a la fragmentation du

sommeil, composante du SAOS.

2 . Matériels et méthodes

Modeéle in vivo

Les différents protocoles incluant des animaux ont été approuvés par le
Ministere de I'Enseignement supérieur, de la Recherche et de I'Innovation.
Ceux-ci ont été faits en respect du bien-étre animal. (n°® DAP rats jeunes :
#23970-2020010711388451 v5 ; rats agés : #33280-2021092909367318
v4)

Tous les animaux ont été hébergés dans les mémes conditions au PLEXAN
(plateforme expérimentations et analyses, Faculté de Médecine J Lisfranc,
UJM, Saint Etienne), sous environnement controlé (cycle jour/nuit de
12h/12h, température 19-21°C). Quel que soit le protocole, I'animal avait

de I'eau et de la nourriture ad libitum.

Les rats males Wistar ont été fournis par les laboratoires Janvier (France).

Afin d’étudier les effets de la fragmentation de sommeil sur la BHE, des rats
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agés de 9 semaines ont été choisis dans un premier temps et des rats d'age

moyen de 1 an ont été sélectionnés dans un deuxieme temps.

Afin d’avoir un suivi régulier de santé de I'animal durant le protocole, deux

pesées étaient effectuées par semaine.

Les animaux sont répartis dans deux groupes: contr6le et sommeil

fragmenté (SF).

A la fin du protocole, I'animal est anesthésié sous isoflurane et exsanguiné

par prélevement en intracardiague.

Le cerveau est isolé de la boite cranienne. Un hémisphére sera placé dans
du formol. Cet hémicerveau servira pour l'immunohistochimie. L’autre
hémispheére sera mis dans du PBS 1X puis broyé a l'ultrathurax. Il sera
conservé a -80°C en attendant d’étre utilisé pour des mesures biochimiques
par kits ELISA.

Des cerveaux de l'étude pilote (4 rats : 2 contrbles et 2 SF) ont permis
d’isoler des vaisseaux cérébraux. Ceux-ci ont été pesés, puis mis dans du
tampon de dénaturation (20mg de tissus pour 200uL de tampon), broyés a

I'ultrathurax, sonifiqués puis conservés au -80°C pour les western blot.

Protocole de fragmentation du sommeil

Une méthode utilisée et validée dans le cadre d’une privation de sommeil a
été utilisée (Leenaars et al. 2011). Elle consiste en un cylindre divisé en
deux par une paroi (Figure 38). Chaque cage peut ainsi accueillir 2 rats. Le
plateau de ces cages est entouré d’une courroie reliée a un moteur
permettant le mouvement rotatif aléatoire du plateau de la cage. La vitesse

de rotation peut étre réglée de telle facon que le rat soit obligé de buter
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contre la paroi ce qui va provoquer un microéveil. Ce systeme évite ainsi

les manipulations de I'homme et peut fonctionner en parfaite autonomie.

Moteur

Eau

Nourriture

OQuverture: interaction
sociale

Plateau rotatif

Figure 38: Cage de fragmentation (photo personnelle)

Elle fonctionne selon le cycle 9 sec. ON et 110 sec. OFF, afin de mimer une
fragmentation de sommeil sévere (chez I'Homme). Les animaux du groupe
SF vont voir les cages tourner durant leur 12h de sommeil selon ce cycle
(Figure 39). Afin d’éviter toute inversion de cycle jour/nuit, les cages
tourneront également 15 minutes toutes les 45 minutes durant les 12h

d’activité du rat selon le méme cycle que la nuit (Figure 39).
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Figure 39: cycle de rotation des cages (A) contréle et (B) sommeil fragmenté sur 24h. L'inversion du
cycle jour nuit de la salle des animaux a permis de calquer leur rythme éveil/sommeil au nétre. En
rouge, les moments de rotation de la cage sous le cycle 9 sec. ON et 110 sec. OFF

Les cages du groupe contrGle ne tourneront pas la nuit, par contre la
pression durant la période d’activité sera la méme que pour le groupe SF.
Les expériences ont suivi deux protocoles en fonction de I'age des rats
eXposes :

Protocole 1 : rats jeunes de 7 semaines a leur arrivée a I'animalerie.

Acclimatation cage Début du protocole
homologuée de fragmentation

14 jours 14 jours 30 jours >

Acclimatation cage
de fragmentation

Mise a mort

Dans le protocole 1 nous avons obtenu un n=12 pour les rats du groupe

contrble et n=14 pour ceux du groupe SF.
Protocole 2 : rats agés de 8 mois a leur arrivée a I'animalerie.

Vieillissement en Début du protocole
cage homologuée de fragmentation

|
4 mois | 7 jours 30 jours >

Acclimatation cage
de fragmentation

Mise a mort
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Pour le protocole 2 nous avons un n=10 pour le groupe controle et n=12

pour le groupe SF.

Dosages protéiques

Les dosages protéiques des broyats cérébraux se sont faits avec le BCA
protein assay kit for low concentrations de chez Abcam (réf : ab207002) en

suivant les recommandations du fabriquant.

Détection des protéines de jonctions serrées et adhérentes par

Immunoblotting

L'expression des protéines de jonction serrée claudine-5, occludine, ZO-1
et VE-cadhérine a été évaluée par technique de Western Blot (tableau 1).
La protéine B-actine a été utilisée en tant que contréle positif. L'anticorps
secondaire utilisé lors des Western Blot était le goat anti-rabbit IgG (ref 12-

348, fournisseur Millipore).

Les vaisseaux cérébraux ont été isolés sur glace puis homogénéisés dans
un tampon de lyse. Les protéines ont été dénaturées par un tampon
Laemmli 2X. 30ug de protéines ont été déposés par puits. Aprés migration
sur un gel de concentration a 4%, et un gel de séparation de 8 ou 12%
(selon la protéine d’intérét), les protéines ont été transférées sur une
membrane PVDF. Les anticorps primaires ont été posés puis incubés une
nuit a 4°C. L'anticorps secondaire a été déposé puis la membrane a incubé
pendant 3h a 4°C. La révélation s’est faite au DAB/H20..

Tableau 5: Anticorps primaires utilisés lors des analyses western blot. WB: western blot

Protéine | Espece Type Référence [Fournisseur | Dilution
cible en WB
B-actine Lapin Polyclonal PA1-183 Invitrogen 1:1000
Claudine-5 Lapin Polyclonal |PA5-99415 | Invitrogen 1:1000
Occludine Lapin Polyclonal | 71-1500 Invitrogen 1:125

VE- Lapin Polyclonal | 36-1900 Invitrogen 1:125
cadhérine
Z0-1 Lapin Polyclonal | 61-7300 Invitrogen 1:250

117



Dans les premiéeres expériences, nous avons effectué les Western Blot sur
les vaisseaux cérébraux isolés afin de travailler uniquement sur les
protéines présentes au niveau des cellules endothéliales vasculaires.
Cependant, la quantité d’échantillons obtenus ne nous permettait pas
d’effectuer tous les Western Blot et tous les dosages ELISA nécessaires a
cette these. Nous avons donc déterminé si travailler sur cerveaux entiers
ne nous faisait pas perdre trop d’informations. Nous sommes passés d’un
volume total d’échantillons vasculaires cérébraux de 300uL a 5mL pour les

cerveaux entiers.
ELISA : quantification des protéines

La quantification protéique par ELISA s’est faite via des kits (tableau 2).
Chaque kit a été effectué deux fois pour chaque échantillon. La
concentration protéique dans les broyats de cerveaux entiers a été ajustée
a 8 pug/mL pour chaque puits (8 pg/mL correspondant a la valeur la plus

basse de tous les dosages protéiques).

Tableau 2: kits ELISA utilisés pour la quantification de protéines dans les broyats de cerveaux.

Kits testés Référence Fournisseur Role
Rat IL-17 ER-0035 Fine test Inflammation
Rat IL-6 RABO311 Sigma Aldrich Inflammation
Rat IL-183 RAB0278 Sigma Aldrich Inflammation
Rat occludine NBP2-80306 Novus biologicals Proteine de

jonctions serrées
Transporteur d’eau
au niveau de la BHE
Rat APP NBP2-78747 Novus biologicals | Neuroinflammation

Rat claudine-5 NBP2-75333 Novus biologicals | . Prptelne de,
jonctions serrees

Rat aquaporine-4 NBP2-69853 Novus biologicals

Etude immunohistochimique

Les hémispheres de cerveaux (dépourvus de cervelet) conservés dans le
formol ont été inclus en paraffine dans les 7 jours (maximum) apres la mise

a mort.
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Figure 40 : Schéma d’un cerveau de rat vu du dessous. Découpage des blocs 1 a 6 pour I'inclusion en paraffine. Notre zone

d’intérét, I’hippocampe, se trouve au niveau du bloc 3 (en rouge).

Des coupes de 4um ont été effectuées au niveau du bloc 3 (Figure 40).

L'immunohistochimie a été réalisée sur I'automate OMNIS (Dako-Agilent)

avec révélation par le DAB. Trois anticorps ont été utilisés, testant les

astrocytes, les vaisseaux cérébraux et la microglie (tableau 3).

Tableau 3: références des anticorps utilisés lors des coupes immunohistologiques.

Anticorps Référence Fournisseur Marquage
GFAP M0761 Agilent Astrocytes
CD31 PA5-32321 Thermofisher Vaisseaux

Ibal PA5-27436 Thermofisher Microglie

214580, 7000.89 pm
206, 197. 188

Figure 41: Détermination des trois aires de I'hippocampe. D'aprés (Selakovic et al. 2019)

Les trois aires CA1, CA2/3 et dentate gyrus (DG) de |I'hippocampe ont été

déterminées comme montré en Figure 41.
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Les cellules ont été comptées avec le logiciel QuPath-0.3.2. Le logiciel a
compté le nombre de cellules totales en excluant les cellules marquées au
DAB.

Les résultats ont été exploités en double aveugle en comptant le nombre
de cellules marquées par um2 des aires CA1, CA2/3 et DG et du nombre de
cellules marquées par rapport au nombre de cellules total (cellules bleues
rondes sur les coupes représentant les neurones hippocampiques) dans ces
mémes aires. Rapporter le nombre de cellules marquées par rapport au
nombre de cellules totales (neurones hippocampiques) permet de mettre

en avant la présence d’'cedeme interstitiel.

Nous avons complété ces résultats avec une analyse a partir de différences
(Figure 42). Nous obtenons donc ainsi des données relatives entre les
conditions controle et SF selon l'aire de I'hippocampe (CA1, CA2/3 et DG)

et les cellules concernées (microgliales, astrocytaires, vasculaires).

Astrocytes en zone CA1 chez les rats controles

0.00010+
« 0.00008
£ A= 2.52x107°
% 0.00006-
5
[8)
© 0.00004-
0
©
0.00002
0.00000- T
jeune  agé
groupe

Figure 42 : Exemple du calcul des différences A (moyenne rats jeunes — moyenne rats dgés) en fonction de la zone (ici CA1) et
du marqueur (ici astrocytaire).

Cette méthode va nous permettre de mettre en valeur les effets du

protocole de fragmentation dissociés de ceux de l'age.
Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel R Studio. Un test de
normalité a été effectué avec le shapiro.test. Si la p-value est inférieure

0,05, les données sont considérées comme ne suivant pas une loi normale.
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Dans ces cas-la nous avons utilisé des tests non paramétriques de Wilcoxon
si deux groupes sont a comparer, et Kruskal Wallis si la comparaison se fait

sur plus de deux groupes.
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3 . Résultats

3.1 .laglie
Etude sur modéle de rat fragmenté dgé de 7 semaines

Afin d’évaluer l'effet de la fragmentation du sommeil, dans notre modele de
rats jeunes et vieux, nous avons dénombré le nombre d’astrocytes/pum?2,
puis par rapport au nombre de cellules totales au niveau de |I'hippocampe,
zone directement associée aux troubles cognitifs associés a |'apnée du
sommeil (Sforza and Roche 2012). Le marqueur utilisé est la GFAP,

marqueur classique des astrocytes.

astrocytes/pm?

N -4
E 1.510 o Ctr
H] o SF
Q.
g 1x104 | o
g
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; 5x10-5 % %
Q
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Z

0

CA1 CA2/3 DG
Aire de I'hippocampe

Figure 43 : Nombre d'astrocytes par um?2 selon l'aire de I'hippocampe. ctrl: contréle; SF: sommeil
fragmenté. ctrl n=3; SF n=6

Nous observons une grande variabilité avec une tendance avec moins
d’astrocytes pour les rats SF par rapport au groupe contrdle en aires CA2/3

et DG mais aucune différence significative n’apparait (Figure 43).
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Figure 44: Nombre d’astrocytes par rapport au nombre de cellules total dans différentes aires de
I’hippocampe. Ctrl : contrdle ; SF : sommeil fragmenté. ctrl n=3 ; SF n=6.

Nous observons des chiffres relativement proches pour le nombre

d’astrocytes marqués par rapport au nombre total de cellules (Figure 44).

Nous avons effectué les mémes comptages pour la microglie.

=
= Cellules microgliales/um?
©
o
1.5%104
3 ® Ctrl
I O SF
2 T T
§ 1%10-4 o
£
= 5x10-5
8 o
()]
©
()
= 0 . . .
e CA1 CA2/3 DG
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Figure 45: Nombre de cellules microgliales par um?2 selon l'aire de I'hippocampe. ctrl: contréle; SF:
sommeil fragmenté. ctrl n=3; SF n=6

Nous observons une baisse tendancielle des cellules microgliales chez le

groupe SF, mais sans différence significative (Figure 45).
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Microglie/cellules totales
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Figure 46: Nombre de cellules microgliales par rapport au nombre de cellules total dans différentes
aires de I’hippocampe. Ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté. ctrl n=3 ; SF n=6

Il n'y a pas de différence entre les groupes contrdle et SF concernant le
nombre de cellules microgliales rapporté au nombre total de cellules (Figure
46).

Pour compléter ces résultats, nous avons effectué les mémes comptages

pour les vaisseaux sanguins.

vaisseaux/pm?
4x10°5
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. O SF
3%10-5 % r
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Figure 47: Nombre de vaisseaux par um=2 selon l'aire de I'hippocampe chez le rat jeune. ctrl:
contréle; SF: sommeil fragmenté. ctrl n=3; SF n=6

Nous observons sur la Figure 47 un nombre moins important de vaisseaux
chez les rats exposés au stress de SF comparé aux rats contrbles. Ceci est
significatif sur deux aires hippocampiques CA2/3 et DG. Un effectif plus
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important aurait certainement permis d’‘observer cette significativité

également dans la zone CA1.

Vaisseaux/cellules totales
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Figure 48: Nombre de vaisseaux par rapport au nombre total de cellules dans différentes aires de
I’'hippocampe chez le rat jeune. Ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté. ctrl n=3 ; SF n=6.

Nous observons sur la Figure 48 un écart-type important pour les rats au
SF. Il n'y a pas de différences significatives entre le groupe contréle et le

groupe SF.

Ces résultats nous interrogent : pourquoi observe-t-on une diminution
globale du nombre de microvaisseaux hippocampiques chez les individus
jeunes SF, alors que le nombre de cellules marquées par rapport au nombre
de cellules total est probablement inchangé ? Une hypothése serait qu'il y
a moins de cellules totales chez les individus SF, signe potentiel d’cedéme
interstitiel. Pour vérifier notre hypothese, nous avons déterminé le nombre

de cellules total par pmz2.
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Figure 49: Nombre total de cellules par um?2 de I'hippocampe chez le rat jeune 4gé de 7 semaines.
ctrl: contréle; SF: sommeil fragmenté. ctrl n=3; SF n=6

La figure 49 nous montre le nombre total de cellules par aire totale de
I’'hippocampe. Nous observons une tendance a avoir moins de cellules chez
les fragmentés que chez les contrbles, mais de maniere non significative.
L'hypothese de la présence d’cedéme interstitiel suite a la fragmentation de
sommeil est intéressante, mais reste a confirmer. Pour cela, nous avons
dosé l'aquaporine-4 dans nos cerveaux entiers chez les rats jeunes, mais

également agés.
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Figure 50: concentration en aquaporine-4 dans les cerveaux de rats jeunes de 7 semaines et 4gés
de 1 an, contréles et SF. SF: sommeil fragmenté. ctrl : n=10 ; SF : n=12 (2 manipulations
indépendantes). * p-value < 0.05 ; ** p-value < 0.01

Nous observons une concentration en AQP4 moins importante chez les rats
jeunes que chez les rats d’ages. Cette différence est significative entre les
rats agés du groupe contrdle et les rats jeunes des deux groupes et entre
les rats agés SF et les rats jeunes contrGles (Figure 50). Ces résultats
indiquent que la présence potentielle d'un cedéme interstitielle n‘est pas

confirmée sur les dosages en AQP4.

Dans un second temps, nous avons comparé les résultats obtenus avec les
rats jeunes et ceux obtenus sur le modele de rats plus agés. Nous
souhaitons déterminer si la fragmentation de sommeil affecte de fagon

similaire les rats jeunes et les rats agés.

Etude sur modéle de rat fragmenté agé de 1 an (protocole 2)

Nous allons, comme dans le protocole 1, dans un premier temps, étudier le
nombre d’astrocytes par pm?2 puis le hombre d’astrocytes en fonction du

nombre total de cellules.
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Figure 51: Nombre d'astrocytes par um?2 selon l'aire de I'hippocampe chez les rats 4gés de 1 an. A
gauche est représentée l'aire CA2/3. A droite sont représentées les zones CA1 et DG. ctrl: contréle;
SF: sommeil fragmenté. ctrl n=9; SF n=11.

Nous n’observons aucune différence entre nos groupes controle et SF et ce

quel que soit I'aire de I'hippocampe (Figure 51).
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Figure 52: Nombre d’astrocytes par rapport au nombre total de cellules dans différentes aires de
I’hippocampe chez les rats 4gés de 1 an. Ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté. ctrl n=9 ; SF
n=11.

La Figure 52 nous montre le nombre d’astrocytes en fonction du nombre
total cellules par aire de I'hippocampe. Nous n’observons aucune différence

entre le groupe contréle et le groupe SF.
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Dans une seconde partie, et toujours en continuité de ce qui a été fait sur

le rat jeune, nous allons étudier I'impact de la fragmentation de sommeil au

niveau de la microglie.
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Figure 53: Nombre de cellules microgliales par um?2 selon l'aire de I'hippocampe chez les rats 4gés
de 1 an. A gauche est représentée I'aire CA2/3. A droite sont représentées les zones CA1 et DG.
ctrl: contréle; SF: sommeil fragmenté. ctrl n=9; SF n=11.

Nous n‘observons pas de différences entre les groupes contrble et SF pour

le nombre de cellules microgliales par pm?2 et ce quel que soit l'aire de

I’'nippocampe (Figure 53).
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Figure 54: Nombre de cellules microgliales par rapport au nombre total de cellules dans différentes
aires de I’hippocampe chez les rats 4gés de 1 an. Ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté. ctrl n=9

; SFn=11.
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La Figure 54 nous montre que le nombre de cellules microgliales marquées
en fonction du nombre total de cellules est le méme chez les fragmentés

que chez les controles.

Nous allons maintenant montrer les résultats obtenus sur les vaisseaux au

niveau de I'hippocampe.
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Figure 55: Nombre de vaisseaux par um?2 selon l'aire de I'hippocampe chez le rat 4gé de 1 an. A
gauche est représentée l'aire CA2/3. A droite sont représentées les zones CA1 et DG. ctrl: contréle;
SF: sommeil fragmenté. ctrl n=9; SF n=10

Nous n‘observons aucune différence entre le groupe de rats SF et le groupe

de rats contréles (Figure 55).
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Figure 56: Nombre de vaisseaux par rapport au nombre de cellules total dans différentes aires de
I’hippocampe chez les rats 4gés de 1 an. Ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté. ctrl n=9 ; SF
n=10.

Nous observons une légere tendance a retrouver plus de vaisseaux en
fonction du nombre de cellules total chez les rats SF dans la zone CA2/3

(Figure 56). Cette tendance n’est pas significative.

Afin de déterminer si la fragmentation de sommeil participait a la formation
d’‘cedéme, nous avons comparé le nombre de cellules totales par um2 d’une

aire donnée entre les rats controles et les rats.
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Figure 57: Nombre de cellules total par um?2 de I'hippocampe chez le rat 4gé de 1 an. Ctrl:
contréle; SF: sommeil fragmenté. ctrl n=6; SF n=8

Nous n‘observons aucune différence entre les groupes controle et SF (Figure
57).
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Analyse des résultats de la glie par évolution relative

Afin de compléter les résultats obtenus sur la glie, nous avons décidé de
montrer des résultats comparant le nombre de cellules marquées des
groupes contrble et SF en faisant une différence (A) entre les cellules
comptées chez les rats jeunes et les rats agés. Nous avons obtenu les

résultats suivants sur chaque marqueur et chaque aire :
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Figure 58: Delta obtenu en soustrayant la moyenne du nombre d‘astrocytes comptés chez les rats
jeunes a la moyenne du nombre d’astrocytes comptés chez les rats 4gés. Delta en fonction de l'aire
de I'hippocampe. A gauche les aires CA1 et DG et a droite I'aire CA2/3. ctrl : contréle ; SF :
sommeil fragmenté.

La Figure 58 nous montre que les rats jeunes contréles ont plus d’astrocytes
dans les aires CA1 et DG que les rats agés controles (A > 0). Nous ne
retrouvons pas ces résultats chez les rats SF. Au contraire, nous observons
moins d’astrocytes chez les rats jeunes SF comparés aux rats agés SF (A <
0). Nous n‘observons pas d'impact du protocole de fragmentation de

sommeil sur "aire CA2/3.
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Figure 59: Delta obtenu en soustrayant la moyenne du nombre de cellules microgliales comptées

chez les rats jeunes a la moyenne du nombre de cellules microgliales comptées chez les rats 4gés.

Delta en fonction de I'aire de I’hippocampe. A gauche les aires CA1 et DG et a droite I'aire CA2/3.
ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté.

La Figure 59 nous montre que les rats jeunes contréles ont plus de cellules
microgliales dans les aires CA1 et DG que les rats agés controles (A > 0).
Nous ne retrouvons pas ces résultats chez les rats SF. Nous observons
légerement plus de cellules microgliales chez les rats jeunes SF comparé
aux rats agés SF (A > 0). Nous n‘observons pas d’'impact du protocole de

fragmentation de sommeil sur |'aire CA2/3.
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Figure 60: Delta obtenu en soustrayant la moyenne du nombre de vaisseaux comptés chez les rats
jeunes a la moyenne du nombre de vaisseaux comptés chez les rats 4gés. Delta en fonction de
l'aire de I’'hippocampe. A gauche les aires CA1 et DG et a droite I'aire CA2/3. ctrl : contrble ; SF :
sommeil fragmenté
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La Figure 60 nous montre que les rats jeunes contréles ont Iégerement plus
de vaisseaux cérébraux dans les aires CA1 et DG que les rats agés contrdles
(A > 0). Au contraire, chez les rats SF nous observons que les rats agés
présentent plus de vaisseaux cérébraux que les rats jeunes sur ces mémes
aires (A < 0). Nous n’observons pas d’'impact du protocole de fragmentation

de sommeil sur |I'aire CA2/3.
3.2 . Expression des protéines de jonctions serrées de la BHE et de I'inflammation

Les protéines de jonctions serrées

Avant d’effectuer des dosages protéiques par kit ELISA, nous avons voulu
optimiser le protocole de Western Blot. En effet, nous avions commencé par
faire ces analyses sur des vaisseaux cérébraux isolés. Malgré une tres bonne
qualité d’échantillon, la quantité prélevée était trop faible (300uL) pour
effectuer a la fois les Western Blot et utiliser les différents kits ELISA. Nous
avons alors choisi de travailler sur hémicerveaux broyés. Si la perte

d’information n’est pas trop importante, cela permettra d’avoir une quantité
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d'échantillons suffisante, permettant ainsi d’effectuer toutes les

manipulations nécessaires. La Figure 60 nous montre les résultats obtenus :

Elwjw =
B-actine

‘ VE-cadhérine

A

B-actine

occludine

70-1 Claudine-5

Z0-1

VE-cadhérine

Figure 61: Western Blot sur les protéines de jonctions serrées et adhérentes. A : Western Blot sur
vaisseaux cérébraux isolés chez les rats jeunes de 7 semaines pour un protocole de deux semaines
de fragmentation du sommeil a gauche et 1 mois de fragmentation du sommeil a droite. B :
Western Blot sur broyats de cerveaux chez les rats dgés de 1 an pour un protocole de
fragmentation de sommeil d’1 mois. Ctrl : contréle ; SF : sommeil fragmenté. n=2 pour chaque
groupe (2 manipulations indépendantes).

Nous pouvons voir sur la Figure 61A le marquage qualitatif des protéines
de jonction de la BHE, obtenus a partir de vaisseaux cérébraux isolés de
rats jeunes de 7 semaines. En Figure 61B sont représentés des Western

Blot sur broyats de cerveaux sur des rats agés de 1an.

Nous avons par la suite dosé la claudine-5 et I'occludine, protéines étudiées
antérieurement par le laboratoire dans la cadre d’une hypoxie intermittente,
au niveau cérébral afin de déterminer l'impact de ce protocole de

fragmentation sur I'ouverture potentielle de la BHE.
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Figure 62: concentration en claudine-5 dans les cerveaux de rats jeunes de 7 semaines et 4gés de
1 an, contréles et SF. SF: sommeil fragmenté. ctrl : n=10 ; SF : n=12 (2 manipulations
indépendantes). * p-value < 0.05

Nous pouvons voir que la concentration en claudine-5 ne varie pas avec
I’age ni la condition sauf entre les rats fragmentés jeunes et agés. Nous
observons une concentration significativement plus importante chez les rats

jeunes SF et les rats agés SF (Figure 62).
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Figure 63: concentration en occludine dans les cerveaux de rats jeunes de 7 semaines et 4gés de 1
an, contréles et SF. SF: sommeil fragmenté. ctrl : n=10 ; SF : n=12 (2 manipulations
indépendantes). * p-value < 0.05 ; ** p-value < 0.01
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Nous observons une concentration en occludine significativement plus basse
chez les rats jeunes par rapport aux rats agés sans que la condition n’ait

d’influence sur cette concentration (Figure 63).

Les cytokines pro-inflammatoires

Compte tenu des observations sur coupes et en complément des résultats
sur les protéines de jonctions serrées, nous avons poursuivi nos
investigations en mesurant I'expression de cytokines inflammatoires qui ont
été décrites dans la pathologie de I'apnée du sommeil : I'IL-6, I'IL-1B et I'IL-

17 chez les rats jeunes de 7 semaines et agés de 1 an et en comparant les

deux.
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Figure 64: concentration en IL-6 (a gauche) et en IL-1B (a droite) dans les cerveaux de rats jeunes
de 7 semaines et 4gés de 1 an, contréles et SF. SF: sommeil fragmenté. ctrl : n=10 ; SF : n=12 (2
manipulations indépendantes).

La Figure 64 nous montre qu’il n’y a pas de différence significative dans les
concentrations cérébrales en IL-6 et IL-1B entre les rats contrble et SF et
entre rats jeunes et agés. Pour compléter ces résultats, nous avons dosé

les concentrations cérébrales en IL-17.
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Figure 65: concentration en IL-17 dans les cerveaux de rats jeunes de 7 semaines et 4gés de 1 an,
contréles et SF. SF: sommeil fragmenté. ctrl : n=10 ; SF : n=12 (2 manipulations indépendantes).
*** p-value < 0.001
La Figure 65 montre une concentration en IL-17 significativement moins
importante chez mes rats jeunes que chez les rats agés, quelle que soit la

condition.

3.3 . Effet de la fragmentation sur la clairance métabolique

En paralléle de I'état de la BHE, de la glie et des cytokines inflammatoires,
nous avons dosé une protéine précurseur des pathologies

neurodégénératives : I’APP.
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Figure 66: concentration en protéines précurseurs des amyloides (APP) dans les cerveaux de rats
jeunes de 7 semaines et 4gés de 1 an, contrbles et SF. SF: sommeil fragmenté. ctrl : n=10 ; SF :
n=12 (2 manipulations indépendantes). * p-value < 0.05 ; ** p-value < 0.01

La Figure 66 montre une concentration en APP significativement plus basse
chez les rats jeunes SF comparé au groupe contrGle chez les rats jeunes
(protocole 1). Cette différence n’‘est pas observée chez les rats agés
(protocole 2). Cependant, nous observons une différence significative entre
les rats jeunes et les rats agés avec plus d’APP chez les rats agés du

protocole 2.
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4 . Discussion

L'objectif de cette étude était de voir l'impact de la fragmentation de
sommeil, composante du SAOS (thématique de notre laboratoire), en
fonction de l'age sur des marqueurs inflammatoires systémiques,
neuroinflammatoires et de fonction de la BHE. Les hypothéses que nous
avions émises étaient une augmentation des marqueurs inflammatoires et
neuroinflammatoires et une diminution de I'expression des protéines de
jonctions serrées, signe d’un dysfonctionnement au niveau de la BHE ainsi

gu’une activation gliale.

Rappelons que la glie représente l'environnement des neurones. Les
principales cellules la composant sont les astrocytes, les oligodendrocytes
et la microglie. Nous avions émis I'hypothése que la fragmentation de
sommeil aurait tendance a diminuer le nombre d’astrocytes, qui servent de
protection aux neurones, a augmenter le nombre de cellules microgliales ou
au moins un changement de morphologie, signe d’une activation microgliale
adultes de plus de 65 ans, 285 atteints d’Alzheimer et 420 sains
(Kaneshwaran et al. 2019b). La quantification antemortem de la
fragmentation de sommeil a été réalisée par actigraphie. Ils ont trouvé
qu’une fragmentation du sommeil plus importante était associée a une plus
forte expression des genes caractéristiques de la microglie des personnes
agées et a une plus grande densité de microglie morphologiquement
activée. Les changements transcriptionnels étaient indépendants de I'dge
chronologique, de la densité de la microglie et des pathologies cérébrales
lites a la démence, et n'étaient pas complétement expliqués par la densité
accrue de microglie morphologiquement activée. De plus, une plus grande
expression des genes caractéristiques de la microglie dgée était associée a
une cognition altérée et expliquait partiellement I|'association entre la
fragmentation du sommeil et les capacités cognitives. Ces résultats

soulevent I’'hypothése que le vieillissement accéléré et I'activation de la

140



microglie puissent étre une conséquence de la fragmentation du sommeil
et puissent expliquer partiellement le lien entre la fragmentation du
sommeil a la baisse des performances cognitives chez les sujets agés
(Kaneshwaran et al. 2019b). En prenant ces résultats en compte, nous
avions émis I'hypothése que nous aurions une microglie activée avec l'age
chez nos rats, mais également que cette activation et ces changements
morphologiques seraient exacerbés chez les rats du groupe SF. Nous avons
dans ce travail étudié les effets de la fragmentation du sommeil dans un
modeéle de rats jeunes et &gés. Nous nous sommes intéressés a
I'hippocampe, car cette zone a été étudiée dans le contexte du SAOS (Sforza
and Roche 2012). Cette zone a également été étudiée dans le contexte de
fragmentation de sommeil (Tartar et al. 2006; Guzman-Marin et al. 2007).
L'analyse relative des résultats a permis de mettre en valeur les
conséquences du protocole. Nous avons notamment observé que toutes les
zones de I'hippocampe (CA1, CA2/3, DG) ne réagissaient pas de la méme
facon au protocole de fragmentation. En effet, le nombre d’astrocytes et de
cellules microgliales n'est pas impacté par le ce protocole en zone CA2/3

alors que les autres zones le sont.

Les astrocytes, la microglie et leurs interactions controlent la physiologie du
SNC dans les situations pathologiques et de stress auxquels le cerveau est
soumis au quotidien (Linnerbauer, Wheeler, and Quintana 2020;
Rothhammer et al. 2018). Les astrocytes jouent des roles multiples pendant
les phases d'inflammation touchant le SNC. D'une part, ils peuvent limiter
I'afflux de cellules immunitaires périphériques dans le SNC, tout en
produisant des facteurs neurotrophiques pour favoriser la réparation des
tissus neuronaux. D'autre part, les astrocytes peuvent favoriser Ila
neurodégénérescence et l'inflammation par le recrutement de cellules
inflammatoires périphériques, par I'activation de la microglie résidant dans
le SNC et par leurs propres activités neurotoxiques intrinseques
(Linnerbauer, Wheeler, and Quintana 2020). Cette étude montre une

corrélation entre le nombre de cellules microgliales et le nombre de cellules
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astrocytaires. Dans notre étude, nous retrouvons ces parameétres-la. Les
résultats du comptage cellulaire et les différences obtenues avec la méthode
des différences nous ont montré que si les niveaux astrocytaires restaient
les mémes, c’était également le cas des cellules microgliales. Les zones CA1
et DG semblent plus sensibles au protocole que la zone CA2/3. Cependant,
les résultats obtenus avec les différences sont a interpréter avec précaution.
En effet, nous comparons deux moyennes. Cela permet de donner une idée
générale des résultats. La méthode des différences permet la mise en valeur
des effets du protocole de fragmentation de sommeil chronique dissociés
de ceux de I'age. Pour compléter les données obtenues sur la glie, il faudrait
réaliser des marquages d’activation microgliale pour savoir si la glie est
dans un état M1 (pro-inflammatoire) ou M2 (anti-inflammatoire).
L'activation microgliale pourrait également étre mesurée en déterminant les

« aires » d’occupation de la microglie.

Nos expérimentations de fragmentation du sommeil ont été faites sur rats
jeunes avant d’étre répétées sur rats agés. Afin de compléter les résultats
obtenus sur la microglie, et la potentielle présence d’cedéme interstitielle,
nous avons dosé I'’AQP4, complexe responsable du transport d’eau au
niveau de la BHE et du SNC. Sa localisation au niveau des pieds
astrocytaires en fait une cible de choix pour étudier l'impact de la
fragmentation de sommeil sur I'environnement neuronal. Pour I’AQP4, nous
n‘avons retrouvé aucune différence entre groupes controle et SF et ce quel
que soit I'age. Nous avons une différence modérée liée a I'age. Ce qui est
intéressant a relever c’est I'importance de variation interindividus, malgré
un n=10 pour les contrdles et un n=12 pour les SF. Ceci se retrouve au
niveau des résultats sur la microglie, notamment pour les rats dgés. Cela
prouve encore une fois que les rats agés répondent certainement avec une
forte disparité a la fragmentation de sommeil. Nous n'avons pas retrouvé
d’autres explications pour comprendre cette différence entre individus : pas

de pathologie tumorale décelée, pas de pathologie infectieuse.

142



Pour compléter le travail effectué par mon laboratoire sur le SAOS, nous
avons travaillé sur la claudine-5 et I'occludine. Ces deux protéines sont des
protéines de jonctions serrées de la BHE. Voirin et al. avaient démontré
gu’un SAOS sévere entrainait une diminution de claudine-5 significative et
d’occludine non significative comparée a un SAOS modéré (Anne-Cloé Voirin
et al. 2020). Comme dans le SAOS, nous pensions que la BHE serait altérée
de maniére fonctionnelle plus qu‘anatomique par le protocole de
fragmentation. Cette altération aurait pu étre traduite par une diminution
de la concentration en protéines de ces jonctions serrées. Cette hypothése
était confortée par le fait que la réponse microgliale était différente entre
les deux conditions (controle et SF). Les résultats pour la claudine-5 n‘ont
montré aucune différence, que ce soit entre les rats contrbles et les SF,
animaux jeunes et animaux agés. L'age ne semble pas influencer la
concentration en claudine-5 au niveau cérébral. Comme notre laboratoire
avait obtenu des résultats significatifs pour la claudine-5, nous pensions
qu’elle serait plus susceptible au protocole et au vieillissement que
I'occludine. Les résultats obtenus ont démenti cette hypothése. En effet, le
vieillissement semble avoir une influence sur la concentration en occludine.
La concentration en occludine au niveau cérébral est plus importante chez
les rats agés comparée a ce qui est retrouvé chez les rats jeunes. Mooradian
et al. ont travaillé sur les expressions cérébrales d’occludine chez des rats
Fisher de 3, 12 et 24 mois (Mooradian, Haas, and Chehade 2003). Ils n‘ont
trouvé aucune différence entre les rats de 3 et 12 mois. Par contre, il y avait
une diminution significative de la concentration en occludine chez le rat de
24 mois. La diminution de I'expression de protéines de jonctions serrées est
le signe d’'une BHE perturbée. Or nous obtenons le résultat contraire.
Cependant, nous n‘avons pas de différence entre les groupes controle et
SF. Soit la durée du protocole de fragmentation n’est pas suffisamment
longue pour que les protéines de jonctions serrées en soient impactées, soit

I’age des rats n’est pas encore suffisant.
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Nos expérimentations de fragmentation du sommeil ont été faites sur rats
jeunes avant d’étre répétées sur rats agés. Afin de préciser les résultats
obtenus sur la microglie, nous avons effectué plusieurs dosages de
biomarqgueurs inflammatoires. Nous avons d’abord dosé I'IL-6, I'IL-1B et
I'IL-17, trois cytokines pro-inflammatoires connues pour avoir une
expression plus importante en cas d’inflammation systémique
(Unnikrishnan, Jun, and Polotsky 2015; Ng et al. 2018). Nous n’avons pas
observé d’induction de cytokines inflammatoires avec notre protocole de
fragmentation que ce soit dans le modéle de rat jeune ou agé. L'IL17, IL
retrouvée au niveau astrocytaire (Ma et al. 2010) n’a pas non plus montré
de différence contrairement aux attendus de la littérature. En revanche,
nous avons observé une différence significative liée a I'age. Les rats agés
ont plus d'IL-17 que les rats jeunes. Cette différence indique que le niveau
basal d'IL-17 est plus important avec I'age. Nous retrouvons le méme
résultat dans la littérature chez I'Homme (De Angulo et al. 2015).
L'augmentation de I'IL-17 avec l'age pourrait-elle avoir un impact sur la
fragilité du cerveau a des stress oxydants ou a I’'exposition a des toxiques ?
L’augmentation de cette interleukine pourrait-elle favoriser chez certains
patients la survenue de maladie neurodégénérative ? Ces questions restent
a explorer et sont a notre sens importantes. En effet, I'IL-17A est reconnue
comme une cytokine effectrice clé impliquée dans de multiples maladies
inflammatoires chroniques et la neutralisation de I'IL-17A est une approche
efficace, démontrée dans le traitement de nombreuses inflammations
chroniques (Miossec 2016). Pour répondre a cette question, il faudrait
travailler sur des rats plus agés. La difficulté principale de la mise en place
d’un tel protocole est le pourcentage de perte important avec I'age, mais

également le co(t d’un tel projet.

Pour finir, nous avons donc décidé de doser les APP, protéine précurseur
des amyloides, responsables de la formation des B-amyloides. En condition
physiologique, ces protéines B-amyloides sont éliminées plus efficacement

durant la nuit (Semyachkina-Glushkovskaya et al. 2021) a travers la BHE
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pour rejoindre la circulation sanguine ou par le LCR. En condition
pathologique, ceux-ci forment des plagues qui sont néfastes pour les
neurones. Ces plaques sont le signe du développement de la maladie
d’Alzheimer. Nous avions émis I’'hypothése que ce systéme de drainage des
APP serait perturbé par la fragmentation de sommeil. Nous nous attendions
a avoir une accumulation d’APP chez les rats SF, qu’ils soient jeunes ou
agés. Or nous avons obtenu les résultats opposés chez les rats jeunes et
pas d'impact de la fragmentation de sommeil chez les rats agés. En effet,
le groupe SF « jeune » présentait significativement moins d’APP que le
groupe contrOle. Il n'y a eu aucune différence entre groupe chez les rats
agés. Les résultats obtenus tendent a montrer qu’il y a un mécanisme
compensatoire qui se met en place et est efficace chez les rats jeunes. Ce

méme mécanisme n’est pas observé chez les rats agés.

5 . Conclusion

Certains résultats tendent a montrer un impact plus important a la
fragmentation de sommeil chez les rats jeunes comparé aux rats ages
notamment au niveau des vaisseaux de |I’'hippocampe et de la concentration
en APP. D’autres résultats ne montrent pas de différence entre les groupes.
Se pose la question de savoir pourquoi. Nous pouvons émettre quelques
hypothéses. Premiérement, peut-étre y a-t-il des marqueurs plus sensibles
que d’autres a la fragmentation de sommeil (par exemple la glie et la
concentration d’APP). Deuxiémement, nous pouvons penser que notre
temps d’exposition ou le nombre d’animaux inclus n’étaient pas suffisants.
Peut-étre qu’en l'augmentant nous aurions pu diminuer les écart-types
observés pour plusieurs parametres. Nous pouvons aussi nous demander si
nous avons deux types de réponses a ce stress en fonction de l'individu,
forte et faible, méme si nous augmentons le n, I'écart-type restera le méme.
Travailler sur des rats plus agés (2 ans et plus) serait également un axe de
recherche trés intéressant pour isoler le role spécifique de la fragilité liée a

I’age dans ce domaine des stress de neuroinflammation de bas grade. Il
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faut faire attention au pourcentage de perte qui ne serait pas négligeable
et au co(it important que cela représenterait. Pour conclure, les résultats
obtenus sur la glie, mais également ceux liés a I'age sont trés intéressants.
Il faudrait continuer a creuser cette piste pour déterminer si les premiers
signes de la fragmentation de sommeil ne se retrouveraient pas au niveau
de la glie. Nous pourrions compléter ces données avec des données sur le
systeme glymphatique, puisque le LCR est connu pour étre également un

systeme de clairance métabolique (entre autres).
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Annexe 1: Lames histologiques marquées a Ibal (cellules microgliales en marron). A. Rat 61 : rat
agé de 1 an au sommeil fragmenté. B. Rat 62 : rat 4gé de 1 an au sommeil fragmenté. Les coupes
de gauche sont a une échelle de 2mm et les coupes de droite sont des grossissements avec une
échelle de 100um.

L'annexe 1 met en paralléle deux coupes immunohistochimiques marquées
avec |'anticorps Ibal. Ces deux lames viennent de deux rats de 1 an au
sommeil fragmenté qui ont partagé la méme cage de fragmentation.
Autrement dit, ils ont eu exactement le méme protocole. Or I'annexe 1
montre une variabilité interindividuelle importante. Cela explique pourquoi
nous avons obtenu des écart-types importants : les rats répondent

différemment au protocole de fragmentation du sommeil.
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Discussion générale et perspectives

La fragmentation du sommeil est impliquée dans de nombreuses
pathologies telles que I'apnée du sommeil (Kimoff 1996), le bruxisme (Alde
2009) et les pathologies neurodégénératives (Sohail et al. 2017; Peter-
Derex et al. 2015). Elle a donc un impact considérable sur la société. Mieux
la comprendre et comprendre ses conséquences est un enjeu
thérapeutique. Il y a peu de littérature sur la fragmentation de sommeil

pure. Elle est trés souvent associée a d’autres facteurs.

La fragmentation de sommeil consiste en l'interruption répétée du cycle de
sommeil. Ces interruptions peuvent avoir lieu plus de 30 fois par heure pour
les cas séveres, et durent entre 3 et 15 secondes. Elles provoquent des
microéveils, également appelés excitation ou « arousal » en anglais. Ces
pics d’excitation provoquent une interruption du cycle de sommeil. La
personne souffrant de fragmentation de sommeil voit donc ses cycles de
sommeils perturbés. Or des cycles de sommeil complets et répétés sont
essentiels a la mise en place des processus majeurs du sommeil, a avoir
I’élimination des déchets accumulés dans le cerveau durant la journée, la
récupération physique et la mémorisation. Si les cycles ne sont pas
complets, ces processus ne peuvent pas se mettre en place de facon
optimale. Les conséquences majeures de la fragmentation de sommeil sont
les troubles de I'hnumeur, des problemes dans le processus de mémorisation

a court terme et I'accumulation de toxines dans le compartiment cérébral.

Mon laboratoire travaille sur les modeéles cellulaires associés a I'hypoxie
intermittente, et j'ai démarré ce projet de recherche sur la fragmentation
qui était une nouvelle approche dans I'équipe. Il a fallu mettre en place un
protocole de fragmentation de sommeil dans le cadre de ma these. Nous
avions commencé par imposer 14 jours de fragmentation a des rats Wistar
males de 7 semaines, avec pour la moitié des animaux 30 jours de
récupération. En observant I'absence de différence entre groupe contréle et

groupe sommeil fragmenté, nous avons augmenté la période de
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fragmentation a 1 mois sans période de récupération a la fin du protocole,
toujours sur des rats Wistar males de 7 semaines. En voyant que les rats
supportaient bien le protocole (pas de détérioration de I'état physique),
nous trouvions intéressant d’appliquer le méme protocole sur des rats agés
de 1 an et de comparer les résultats obtenus entre les groupes d’age. Deux
groupes étaient comparés : le groupe controle dans lequel le rat avait une
nuit de sommeil « normale », et un groupe sommeil fragmenté qui subissait
30 interruptions de sommeil/heure. Notre méthode de fragmentation
consistait en un cylindre divisé en deux par une paroi et reposant sur une
plateforme rotative liée a un moteur. Ce dispositif a d’abord été utilisé dans
le cadre de la privation de sommeil, mais a également été validé par EEG
dans un protocole de fragmentation de sommeil (Leenaars et al. 2011;
Ringgold et al. 2013).

Deux études se sont alors mises en place en paralléle :

1. Une étude in vivo comportemental, dans laquelle nous avons effectué
des courbes pondérales, des tests de mémoire spatiale avec le
labyrinthe en Y et sur 8 rats agés de 1 an, des enregistrements de
vocalisations.

2. Une étude in vitro sur cerveaux, ou nous avons optimisé un protocole
de western blot, effectué des tests ELISA sur des protéines de jonction
de la barriere hémato-encéphalique, de l'inflammation et de la
neuroinflammation, et des coupes immunohistochimiques en

marquant des cellules de la glie (microglie et astrocytes).

Lors de I'étude in vivo nous avons fait des pesées 2 fois par semaine (lors
des changes des cages) pour voir I’évolution du poids. Il avait déja été
montré dans la littérature que la fragmentation de sommeil provoquait une
prise de poids chez les souris jeunes adultes (Y. Wang et al. 2014). Sur les
rats jeunes, il n'y a pas eu d’'impact sur la croissance. Par contre, chez les
rats 4gés de 1 an, nous avons observé une perte de poids des animaux au

sommeil fragmenté. Or c’est plutét le contraire qui est observé dans la
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littérature (Y. Wang et al. 2014). Lors de ces différents protocoles, nous
avons également testé la mémoire spatiale des rats a travers des tests de
labyrinthe en Y. Ce dispositif est reconnu pour ne pas induire de stress a
I'animal durant le test (Costa, Serra, and Simola 2021). Aucune différence
n‘a été observée relativement au nombre de combinaisons correctes que ce
soit entre groupe controle et sommeil fragmenté et entre jeunes et agés.
Cependant, en ce qui concerne le nombre d’entrées, c’est-a-dire le nombre
de bras dans lequel sont allés les rats, on observe une différence entre
groupes d'age, les rats agés ont tendance a moins se déplacer que les rats
jeunes. J'ai également observé que les rats agés se déplacaient moins au
bout de 7 minutes de tests. Il pourrait étre intéressant de diviser les
résultats en deux périodes : les 5 premieres minutes et les 5 dernieres
minutes. Lors du dernier protocole in vivo, nous avons voulu déterminer
I'impact du protocole de fragmentation de sommeil sur les vocalisations de
rats. Cette étude pilote a été faite sur 4 rats contrGles agés et 4 rats au
sommeil fragmenté agés. Je n’ai pas trouvé dans la littérature d’autres
exemples de protocoles de perturbation de sommeil (que ce soit privation,
restriction ou fragmentation) ou les vocalisations ont été enregistrées. Les
vocalisations étaient enregistrées durant 15 minutes toutes les heures, soit
24 enregistrements en une journée, soit 672 enregistrements par cage sur
le protocole de 1 mois. De ces enregistrements ont été isolés le nombre de
vocalisations émises, mais également leur catégorie : 22kHz pour des
vocalisations dites de mal-étre et 50kHz pour des vocalisations dites
positives. Nous n’avons pas observé de différences entre groupe contréle et
SF. Cependant, l'enregistrement de ces vocalisations nous a montré
qu’apres le début du protocole, le nombre de vocalisations diminuait de
facon significative et que les vocalisations a 22kHz était plus présente. De
plus, les enregistrements effectués dans le labyrinthe en Y durant les tests
de mémoire spatiale, ont montré que les rats n’étaient pas stressés par
cette méthode puisque les vocalisations qui prédominaient étaient a 50kHz,
ce qui confirme ce qui a été trouvé dans la littérature (Costa, Serra, and
Simola 2021).

151



Au vu des résultats obtenus, nous nous sommes interrogés sur le fait que
les modifications qui surviennent en conséquence de la fragmentation du
sommeil apparaissent d’abord sur un plan métabolique. Pour cela, nous
avons effectué des coupes de cerveaux en paraffine. Nous avons marqué 3
types cellulaires : les astrocytes, la microglie et les cellules endothéliales
vasculaires. Ces 3 cellules donnent des informations sur I’'état de la glie. La
glie représente I'environnement des neurones. Les astrocytes apportent
support et nutriments aux neurones et la microglie est le siege principal de
I'immunité du systeme nerveux central. D'aprés les résultats obtenus, il
semblerait que les rats jeunes supportent moins bien le protocole de
fragmentation que les rats agés. En effet, méme si les différences ne sont
pas significatives, les rats jeunes contrbles présentent plus d’astrocytes et
de vaisseaux par pm2 de surface de I'hippocampe. Pourtant, lorsque nous
regardons la répartition cellulaire en faisant le rapport des cellules
marquées (astrocytes, microglie ou cellules endothéliales vasculaires) sur
les cellules totales (neurones hippocampiques), nous n‘observons pas de
différence entre groupe controle et groupe au sommeil fragmenté. Nous
nous attendions a ce qu’il y ait moins de cellules marquées par rapport au
nombre total de cellules pour le groupe sommeil fragmenté, ca aurait été
cohérent avec les résultats précédents. Une hypotheése que nous avons
voulu vérifier est la présence possible d’cedeme interstitiel. S’il y avait
présence d'‘cedeme, la quantité de cellules totale (ou neurones
hippocampiques) aurait été moins importante puisque l'infiltration d’eau
dans I'hippocampe aurait pris leur place (Neri et al. 2018). Nous avons donc
calculé le nombre de cellules marquées par um2 d’hippocampe. Malgré
I'absence de significativité, nous avons observé une quantité totale de
cellules par um2 moins importante chez les rats jeunes au sommeil
fragmenté que chez ceux du groupe contrdle. En ce qui concerne les rats
agés, nous n‘avons pas observé de différence entre les groupes. Cependant,
nous avons remarqué une forte disparité dans les réponses des rats au
sommeil fragmenté comparé aux contréles. Certains sont tres sensibles au

protocole de fragmentation tandis que d’autres ne le sont presque pas.
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Cette situation est assez représentative de ce que |I'on peut trouver chez
I'Homme. En effet, les différences interindividuelles sont tres importantes.
En réunissant ces résultats, nous pouvons définir que ce qu’il se passe au
niveau de la glie pourrait étre une des premiéres altérations consécutives a
la fragmentation du sommeil. Afin de déterminer si notre protocole de
fragmentation a provoqué une activation microgliale, nous pourrions
déterminer si la microglie est différente entre les groupes contrbles et SF
des rats jeunes et agés (aire occupée, différence morphologique ...). Il serait
également intéressant de savoir si la microglie est dans un état M1

(proinflammatoire) et M2 (anti-inflammatoire) (Tang and Le 2016).

Pour compléter nos données sur la présence d’éventuels oedemes
interstitiels, nous avons également testé I'aquaporine-4 cérébrale. En effet,
comme il s’agit d’'un canal hydrique et que nous avons décelé de potentiels
cedémes interstitiels cérébraux, nous trouvions intéressant de doser cette
molécule. Malheureusement, aucune différence entre groupe controle et
sommeil fragmenté n'a été décelée. Par contre, nous observons toujours
cette différence liée a I'age avec plus d’aquaporine-4 chez les rats agés

comparés aux rats jeunes.

Pour compléter ces résultats, et en continuité de ce qui a été fait dans notre

laboratoire auparavant, nous avons étudié le dysfonctionnement de la BHE.

Nous avons d’abord étudié l'expression de deux protéines de jonctions
serrées : la claudine-5 et I'occludine afin de déterminer I’'état d’ouverture
de la BHE. Nous n’avons observé aucune différence entre les différents
groupes contrdle/sommeil fragmenté, jeunes/agés pour les concentrations
cérébrales de claudine-5. En revanche, nous avons observé une différence
significative entre rats jeunes et rats agés pour la concentration cérébrale
en occludine. La concentration en occludine augmente avec l'age,
contrairement a la claudine-5. Dans la littérature il a été montré que la
concentration en occludine diminuait entre des rats de 12 et 24 mois
(Mooradian, Haas, and Chehade 2003). Cependant, nous comparons des

rats qui ont 13 semaines et 13 mois a la fin du protocole de fragmentation.
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Il est donc difficile d’extrapoler ces résultats a notre étude. Nous avons
complété ce travail avec l'étude de cytokines pro-inflammatoires qui
pourrait étre la résultante du stress occasionné par la fragmentation. Nous
avons également dosé I'IL-17 pour déterminer s’il y avait une inflammation
cérébrale. Cette molécule, a laquelle s’était intéressée mon laboratoire, n'a
montrée aucune différence entre groupe controle et groupe sommeil
fragmenté, mais une différence significative entre rats jeunes et rats agés,
avec plus d'IL-17 chez ces derniers. Ce résultats est cohérent avec celui
retrouvé chez 'Homme (De Angulo et al. 2015). La derniére molécule testée
a été la protéine précurseur des amyloides. Cette protéine peut devenir par
la suite une molécule B-amyloide. En cas d’‘accumulation au niveau
neuronal, cette protéine peut étre a l'origine des pathologies telles
qu’Alzheimer par exemple. Nous avons observé plus d’APP chez les rats
jeunes controbles que chez les rats jeunes au sommeil fragmenté. Ce résultat
pourrait étre I'expression de processus d’élimination des toxines cérébrales
compensatoires et boostés chez les rats jeunes au sommeil fragmenté.
Cette différence n’est pas visible chez les rats agés. Ce résultat conforte
ceux obtenus sur la glie qui tendait a montrer que les rats jeunes semblent
moins bien subir le protocole de fragmentation que les rats agés. La
guestion se pose de savoir si, comme chez I'Homme (Tel 2013), le sommeil
du rat 4gé ne se détériore-t-il pas naturellement. Dans ce cas-la, ils
subiraient la fragmentation du sommeil différemment des rats jeunes et
peut-étre que les effets de celle-ci mettraient beaucoup plus de temps a

étre visibles ?

Des travaux complémentaires sur le modele de fragmentation ont été
effectués au laboratoire sur le remodelage vasculaire et I|'étude de
biomarqueurs sanguins exosomaux de type neuronal et de type vasculaires.
Ces deux approches ont été mises en ceuvre et pour déterminer des facteurs
précoces de perturbations physiopathologiques cardiovasculaires et
neurologiques liées a la fragmentation du sommeil dans le contexte de

I'apnée obstructive du sommeil. Nous avons choisi le CD31 comme
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biomarqueur de modifications endothéliales précoces. Nous avons obtenu
des résultats semblables dans notre modeéle de rats jeunes/agés fragmentés
a ceux de Morales-Prieto et al., 2022 qui a montré que les souris agées
exprimaient plus de marqueurs de cellules endothéliales CD31 par rapport
aux souris jeunes (Morales-Prieto et al. 2022). Dans la littérature, il a été
démontré que le contenu exosomal en CD31 chez les patients hypertendus
était augmenté avec la pression systoligue (Zhu et al. 2021). Le CD31
pourrait étre d’intérét en montrant les signes précoces de perturbations
vasculaires. On observe une augmentation de CD31 entre les rats jeunes et
agés. En revanche aucune différence n’est observée entre les rats
fragmentés et les rats controles. Une étude montre que I'émergence de
perturbation vasculaire importante commence aux alentours de 8 a 9
semaines de fragmentation (Carreras et al. 2014). En revanche, nous avons
observé des signes précoces de modifications vasculaires avec
I'augmentation du diamétre de l'‘aorte aprés nos 4 semaines de
fragmentation dans le modéle de rats agés. Nous avons choisi d’évaluer le
contenu exosomal de la protéine Tau comme biomarqueur car bien décrit
dans la littérature associé a la dysfonction neurocognitive (Fiandaca et al.
2015; Hornung, Dutta, and Bitan 2020; Zou et al. 2022). Nous avons
observé que la quantité de Tau augmente avec l'age et a tendance a
augmenter avec la fragmentation du sommeil mais cette tendance reste a
confirmer. Ce dernier résultat est assez complémentaire de ce que nous
observons avec les APP. Les résultats montrent que cette fragmentation du
sommeil induit une communication par les exosomes et un changement
structural vasculaire précoce comme une augmentation du diameétre des
aortes, cet aspect doit étre pris en compte dans les perspectives de ce

travail de these.

En vue d’améliorer le protocole et éventuellement obtenir des résultats plus
concluants, il faudrait déterminer si les cycles de fragmentation présentés
dans la littérature sont cohérents. En effet, il existe des différences

majeures entre le sommeil humain et celui des rats. Ce dernier est
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polyphasique et naturellement fragmenté. Se pose donc la question de
savoir si 30 interruptions/heure, qui, je le rappelle, représente une
fragmentation de sommeil sévere chez I'homme ont le méme impact chez
les rats. Aprés avoir répondu a cette question, nous pourrions adapter le
protocole. Il pourrait également étre intéressant de travailler sur des rats
plus agés, par exemple de 2 ans, en prenant en compte le pourcentage de

perte qui pourrait étre important.

Pour conclure, ce travail sur la fragmentation a montré des résultats
auxquels nous ne nous attendions pas. Nous pensions que les rats agés
montreraient des perturbations métaboliques et cognitives plus
importantes, or il semblerait que ce soit l'inverse. La différence entre
groupes contrble et sommeil fragmenté n’est pas aussi nette que nous le
pensions. Les conséquences de la fragmentation de sommeil chronique pure
semblent subtiles et mettent du temps a se mettre en place. Cependant,
elles sont bien présentes. Mieux comprendre quand et comment elles se
mettent en place, et comment elles évoluent avec lI'age serait une piste
prometteuse pour déterminer la place de la fragmentation de sommeil
chronique dans la mise en place et/ou dans |'aggravation de pathologies

telles que I'apnée du sommeil et Alzheimer.
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Abstract

Sleep represents a major physiological process in the functioning of an organism and quality of
life. Sleep pathologies and disruptions that affect sleep macroarchitecture and microarchitecture
have severe diurnal clinical and functional consequences. Among them, sleep fragmentation,
frequent in the elderly, appears as one mechanism of microarchitecture having a neurological
diurnal impact. In this review, we are interested in the relationship between sleep fragmentation
and neurodegenerative diseases such as moderate cognitive disorders and Alzheimer's disease.
This narrative review provides a comprehensive definition of sleep fragmentation, followed by
a description of methods inducing sleep fragmentation in both animals and humans; some
aspects of the relationship between sleep fragmentation and neurodegenerative diseases such as
moderate cognitive impairment and Alzheimer's disease are discussed. Specifically, we have
focused on common neurological and metabolic consequences. These data should allow to
better understand the importance of sleep fragmentation in the evolution of neurodegenerative
diseases at the initial stage, as well as at the more advanced stages of neurological pathology.
The final objective would be to consider these sleep disorders and disruptions in the

management of these neurodegenerative diseases.

Keywords: sleep fragmentation, neurodegenerative disease, Alzheimer’s disease, mild

cognitive impairment
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AD: Alzheimer’s disease

APB: amyloid B

BBB: blood-brain barrier

CDR: clinical dementia rating

CF: cerebrospinal fluid

CSF: chronic sleep fragmentation

EEG: electroencephalographic

GLUTZ1: glucose transporter 1

IL-6: interleukin 6

ISF: interstitial fluid

LC: locus coerulus

LTP: long-term potentiation

MCI: mild cognitive impairment

MCI-R: revised criteria for MCI

NADPH: nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate

Nrf2: nuclear factor erythroid 2-related

factor 2
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SCADS: sleep continuity scale
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SF: sleep fragmentation

TNFa: tumor necrosis factor a
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1. Introduction

Neurodegenerative diseases represent a real plight of modern times (Scheltens et al. 2021). For
the entourage of the patient and society, it is an emotional and financial burden (Scheltens et al.
2021). Indeed, as its name suggests, these are pathologies that induce a progressive structural
and functional degradation of the central and peripheral nervous systems. This degradation is
due to protein accumulation (such as amyloid  (AP)) leading to anatomic and functional
vulnerability (Dugger and Dickson 2017). Neurocognitive skills are affected through neural
dysfunctions unpinned by uncompensated apoptosis and neuronal deaths (Dugger and Dickson

2017).

Several forms of neurodegenerative cognitive diseases may be encountered. The first we will
discuss is mild cognitive impairment (MCI). MCI is an acquired, significant and progressive
reduction of abilities in one or more cognitive domains. This cognitive decline is persistent, not
explained by depression or psychotic disorders, often associated with a change in behavior and
personality (Boyer et al., 2016) . We use the term of amnestic MCI if memory dysfunction
predominates and nonamnestic MCI if other cognitive features, such as language, is more
prominent (Ronald C. Petersen et al. 2018). Epidemiological studies indicate a large range of
MCI prevalence. In 2003 in Germany, Busse et al. found a prevalence of 3% from 929 people
older than 60 years according to the clinical dementia rating (CDR) of Peterson et al. (R. C.
Petersen et al. 1999; Busse et al. 2003). In Finland, there was an overall prevalence of 5.3% of
MCI in 806 individuals between 60-76 years old based neuropsychological tests and a
structured interview including the modified CDR (H&anninen et al. 2002). In the USA, there was
a MCl incidence of 28.3% in 1315 participants older than 65 using criteria from Peterson et al.
for all MCI subtypes (Manly et al. 2005; R. C. Petersen et al. 2001). For the same age range in

France from 6892 participants, MCI incidence was about 42% using revised criteria (MCI-R)
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(Artero et al. 2008). These data converge towards MCI having a prevalence from 3% to 42%

in people over 65 years old.

AD is the most common form of neurodegenerative disorder (Weller and Budson 2018). As
such, 80% of all dementia diagnoses are AD (Weller and Budson 2018). The main AD
symptoms is progressive loss of memory capacity. Others known symptoms are changes in
mood, anxiety and sleep (with increased fragmentation of the overall sleep—wake pattern,
increased sleep during daytime, increased frequency of nocturnal awakenings, and a decrease
in both slow wave and rapid eye movement (REM) sleep) (Atri 2019; Abbott and Videnovic
2016). The progression of the disease leads to confusion and impaired judgement, ending with
major behavioural changes and neuropsychiatric symptoms (delusions and hallucinations) (Atri
2019). There are 35 million AD patients worldwide. In the USA, 10% of individuals aged 65
years or older suffer from AD, accounting for 5.6 million patients (Hebert et al. 2003). It is the
sixth leading cause of death in the USA. In 2004 in France, the estimated number of people
having AD was 850,000 (Helmer, Pasquier, and Dartigues 2006). It reaches a peak at 80 years
old with 15%. Those numbers will progress to an estimated 2 million in 2040 (Helmer, Pasquier,

and Dartigues 2006).

Among the many factors affecting the onset and progression of neurodegenerative diseases,
sleep disturbances have been shown to play an important role in the early stages of development
of these neurodegenerative disorders (Abbott and Videnovic 2016). For patients with MCI and
AD, sleep is very often disturbed, potentially contributing to cognitive impairment and
excessive daytime sleepiness (Peter-Derex et al. 2015). These sleep disturbances are similar to
those observed in the normal elderly, such as an increase in sleep latency, difficulty with sleep
maintenance, and frequent nighttime and early morning awakenings, but more severe (Peter-

Derex et al. 2015).
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SF is also a consequence of many sleep diseases including bruxism (Alée 2009), obstructive
sleep apnea or hypopnea (Kimoff 1996), or periodic leg movements (Ting and Malhotra 2005).
In this review, we will focus on SF and its potential relationship with neurodegenerative
processes, and finally with neurodegenerative diseases such as MCI and AD. The aim of this
review is to highlight the relationship between SF and neurodegenerative pathologies in order
to better understand their interactions. Parkinson’s disease is also a neurodegenerative disease
where sleep is reported as fragmented but these patients suffered from more varied forms of
sleep troubles including insomnia or sleep apnea/hyponea (Sohail et al. 2017). It therefore
seems difficult to attribute the evolution to sleep fragmentation rather than to other sleep
troubles in Parkinson’s disease. For these reasons, Parkinson’s disease does not belong to the

scope of this review.

To do this, we searched the term “neurodegenerative pathologies” associated with “sleep
fragmentation” or “sleep disruption”. However, vocabulary for indexing articles for PubMed
(Medical Subject Headings — MeSH) does not consider these last two terms, so we had to
manually select appropriate articles about sleep fragmentation and exclude articles about
notably sleep deprivation. For the neuropathological aspect, some specifications were used such
as “Alzheimer’s disease” and “mild cognitive impairment”. All animal and human data were

considered.

2. Sleep Fragmentation

Sleep is a natural and unavoidable state characterized by decreases in consciousness and
behavioural responsiveness (Boly et al. 2008). In animals, reduced responsiveness to potentially
threatening stimuli during sleep is a danger, but sleep deprivation during several weeks induces

death (Rechtschaffen and Bergmann 1995). Therefore, sleep is one of the most important
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physiological processes for health. Insufficient or disturbed sleep in humans is marked by an
increased risk of chronic cardiovascular (F. Chouchou et al. 2013), metabolic (Griggs et al.
2021) or psychological (Tsuno, Besset, and Ritchie 2005) diseases. Sleep has been proposed to
serve an energy saving function (Berger and Phillips 1995), thermoregulation (Rechtschaffen
and Bergmann 1995), reparation of cell tissue (Oswald 1980), cardiovascular and metabolic
regulation (Knutson et al. 2007), or immune functions (Haack et al. 2009). However, decreased
responsiveness to the external environment during sleep strongly argues in favour of the notion
that sleep is essential for brain functions. Several hypotheses to explain the role of sleep in
memorization have been proposed, such as trace reactivation, the systems consolidation or the
synaptic homeostasis hypotheses (Rasch and Born 2013; Tononi and Cirelli 2014). It is now
clear that sleep plays an important role in declarative and nondeclarative memory consolidation
(Diekelmann and Born 2010). The role of sleep, especially slow-wave sleep, in memory
consolidation is supported by experimental findings. For example, brain imaging studies have
shown hippocampal reactivation during slow-wave sleep in the night following the learning
process (Alger, Lau, and Fishbein 2012), nap containing slow-wave sleep improved memory
consolidation (Alger, Lau, and Fishbein 2012), or instrumental manipulation of sleep
oscillations: it has been demonstrated that the induction of slow oscillations by transcranial
electrical stimulation increased spontaneous slow oscillatory activity during sleep and

improved declarative memory consolidation (Marshall et al. 2006).

Another pivotal mechanism connecting sleep and memory seems to be the nightly elimination
of toxins accumulated in the brain during the previous day (L. Xie et al. 2013). Physiological
activities produce metabolic waste through molecule degradation or redox reaction (Spinelli
and Haigis 2018). All these metabolic waste products are evacuated from the brain by the blood
circulation. This activity is more important during sleep than during wakefulness (L. Xie et al.

2013). Interestingly, the glymphatic pathway, a brain fluid clearance pathway, seems to
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promote the flow of cerebrospinal fluid to cervical lymphatic drainage vessels (Mendelsohn
and Larrick 2013). This glymphatic pathway seems predominantly active during sleep, when
the clearance of metabolites such as AR and Tau dramatically increase in comparison to
wakefulness (L. Xie et al. 2013). Glymphatic and metabolic clearance dysfunctions have been
shown in animal models of AD and in patients (Rasmussen, Mestre, and Nedergaard 2018;
Hladky and Barrand 2019). Therefore, sleep is fundamental to neural metabolism. Sleep
disturbances or SF can thus have major consequences on neural metabolism and diurnal brain

functioning.

Arousals are characterized by abrupt and temporary interruptions of sleep, producing
electroencephalographic (EEG) acceleration with concomitant changes in physiologic
functions under autonomic control, such as heart (M. H. Bonnet and Arand 1997), vascular
(blood pressure) (Carrington and Trinder 2008) and ventilator (Trinder et al. 2001) activities,
that are associated with an increase in muscle tone during REM sleep (Berry et al., 2015).
Contrary to sleep restriction, which is a reduction of the amount of sleep, SF represents
microarousals (with a duration between 3-15 s), arousal (with a duration >15 s) (Berry et al.,
2015) and phases of transitory activation (Sforza, Jouny, and Ibanez 2000), all characterized by
an abrupt increase in EEG activity during phases of transitory activation with a muscular rise
and tachycardia. Whatever their duration, all these EEG changes would indicate a cortical
activation from an arousing stimulus generated from the peripheral nervous system
(somatosensorial or auditive stimulations) or from brainstem structures (Sforza, Jouny, and
Ibanez 2000). Therefore, arousals and SF marked by EEG changes represent transit and
recurrent cortical activation during sleep. However, the terms “autonomic” and “subcortical”
arousals are used in clinical and experimental settings to identify transient events without any
EEG changes longer than 3 s (Redolfi and Philippe 2014) but associated with cardiovascular

reactivity (Florian Chouchou et al. 2014). In clinical evaluation SF is therefore a consequence
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of many diseases, such as sleep apnea or hypopnea (Kimoff 1996), bruxism (Al6e 2009), and
periodic limb movements (Ting and Malhotra 2005). Recently, studies have highlighted the
potential link between these sleep disorders and the onset of neurodegenerative diseases,

including MCI (Pak et al. 2020) and AD (Brzecka et al. 2018; Pak et al. 2020).

3. Experimental methods on SF: interests and limits

SF has been studied since the 1980s. Since then, models and techniques to explore the effects
of SF have evolved. Before beginning this part, it is important to define all the terms
surrounding the study of SF. Firstly we have to distinguish acute SF from chronic SF.
According to authors, acute SF, is when the protocol includes 3 consecutive disturbed nights
(McCoy et al. 2007; Ward et al. 2009). More than that is considered as chronic SF (Carreras et
al. 2014; Y. Li et al. 2014; Minakawa et al. 2017; Trammell, Verhulst, and Toth 2014).
Secondly, we have to identify if the method used studies direct SF consequences or indirect.

This part will cover an overview of them.

3.1.Knockout genes leading to SF

There are some studies where SF is one of the consequences of knockout genes. The
consequences of SF come along with other consequences. However, it is important to know

that some genes are related to SF.

Genome-wide association studies have identified mutations in BTBD9 conferring a higher risk
of restless leg movement. The main consequences are SF and motor restlessness (DeAndrade
et al. 2012). Teams targeted this homolog gene in mice and flies to study mimicking effects of

restless leg syndrome.

Drosophila, also known as fruit flies: To examine the phenotypic consequences of loss of

dBTBD9 (Drosophila homolog of human BTBD9), Freeman et al. selected mutant flies
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(Freeman et al. 2012). To confirm the effect of dBTBD?9 loss on sleep, they made hypnograms.
Those hypnograms showed no difference in sleep duration. In contrast, there was an increase
in the number of sleep bouts and the amount of wake after sleep onset, and a decrease in average
bout lengths. Taken together, those results showed that dBTBD9 loss causes SF (Freeman et al.
2012). They wanted to confirm the interest of using animal models to explore the consequences

of restless leg syndrome by knocking out BTBD9 homolog gene in Drosophila.

Mice: Always in the restless leg syndrome context, BTBD9 homolog gene in mice (mBTBD9)
was suppressed (DeAndrade et al. 2012). The authors measured hyperactivity related to restless
leg syndrome and sleep. They found that homozygous BTBD9 mutant mice were more
hyperactive than wild type. Homozygous BTBD9 mutant mice also had a decrease in amount

of slow-wave sleep and an increase in awake time, arousals and finally e signs of SF.

Zebrafish: Yokogawa et al. in 2007 made a deep study of sleep in zebrafish (Yokogawa et al.
2007). They tested different ways to wake up zebrafishes and observed acclimation to noise
and tapping on the wall of the aquarium. They tried to use light (150 lux light during the late 6
h of sleep) and found a nearly total suppression of sleep. Then they wanted to find the
conservation of sleep neurotransmitter in zebrafish. They anatomically and functionally studied
the hypocretin system, the only known system to cause a primary sleep disorder (narcolepsy)
in mammals. The hypocretin system is mainly involved in sleep—wake regulation, and also in
reward mechanisms, food intake or metabolism (Fronczek et al. 2021). Narcolepsy is a
condition characterized by recurrent episodes of daytime sleepiness and abnormal REM sleep
(Mignot 1998). They found a single hypocretin receptor: hcrtr (also known as hcrtr2) and they
created a hertr null mutant (Yokogawa et al. 2007). They targeted a stop codon (R168 to stop),
so they called their line hcrtr'®® homozygous zebrafish. No obvious mutant phenotype was

noticed nor differences in activity monitoring. However, during sleep period, a sleep amount
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decrease of 20-30%, an increase of 60-70% in the number of sleep-wake transitions and a

decrease of 60% in sleep bout length are all indicators of SF in hertri®® (Yokogawa et al. 2007).

Genetic modification is a powerful tool to explore gene roles. In our context, it provides a lot
of information, including SF, on the pathology studied by gene deletion/mutation. However, it
is not pure SF because in those studies SF is one of the consequences of the mutation. If one

wants the consequences of SF and only SF, it has to be induced.

3.2.Methods to induce SF

3.2.1. Studies on animals

Drosophila: We found only one study where chronic SF was induced in a fly model (Williams
et al. 2016) using a full spectrum bulb at 600 lux once an hour for 30 min during the 12-h night
of the fly. One group was fragmented during 4 nights; another was during 4 nights with a
recovery period of 4 d. They used 90 flies for each group. Total sleep, average sleep length and
average sleep bouts were calculated based on the standard sleep definition as a period of 5 or

more minutes of inactivity (Williams et al. 2016).

There was also a study where SF appeared to be a consequence of aging (Vienne et al. 2016).
They wanted to make a parallel comparison with humans. They compared sleep in young,
middle-aged and older flies with two different genotypes, w?!?® and Canton S. Both strains
showed a significant decrease of sleep duration (total sleep) and an increase in SF as a function

of age. They also found a difference between the two genotypes.

Fruit flies have a complex nervous system and display complex behaviors, such as learning and
memory, that make them strong models to study sleep and its neuronal consequences (Chan
and Bonini 2000). It is also easy to work on older flies because their lifespan is short (2-3

months) and it is not costly to work on them (Sun et al. 2013). The main limit of using
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Drosophila as a model is the phylogenetical distance between them and humans. The

generalization of those results is still debated between scientists.

SF in rodents: There are multiple ways to induce SF in rodents. It can be induced by auditory
stimuli, where rats and mice are awakened by a repeated sound. For example, a team exposed
their animals to environmental noise such as a vehicle horn, siren, alarm, etc., 15 min long, and
this noise was repeated 8 h per night during 9 d. To avoid an acclimation by the rodent, the
noise events, frequency of sound (800-20 000 Hz) and amplitude (85-100 dB) were randomized
as the internoise interval (Mavanji et al. 2013). They compared three groups: partial sleep
deprived (equivalent of chronic SF in view of the protocol), obesity resistant and control rat.
They wanted to control food intake and body weight. The result was greater food intake and

body weight compared to controls.

Alternatively, fragmentation can be provoked by physical manipulations. Here, rodents can be
placed in a motorized cage consisting of a plexiglas cylinder divided diagonally in half by a
divider bar. In some experiments, the disk at the bottom of the cage rotates slowly in a random
direction (Trammell, Verhulst, and Toth 2014; Tartar et al. 2006). There are many different
protocols. The first one uses a different on/off rhythm: 9 s on and 110 s off during 12 h, with
variation in speed of rotation, time of exposure to SF according to the protocol (1 d to 20
weeks) (Baud et al. 2016). The goal is to mimic SF in humans as well as possible. Other
experiments induce SF using a motorized horizontal bar moving from one side of the cage to
the other. Contact with the bar wakes the rodents and forces them to move (Ramesh, Kaushal,
and Gozal 2009). These two methods avoid the need for human contact, prevent social isolation

and decrease rodent stress (Ramesh, Kaushal, and Gozal 2009).

Rodents have been studied a lot in the context of SF. Its main advantage is the easiness to have
information about it. A lot of papers have been written on rats whether it is on the behaviour,

sleep, genetics, etc. The main limitation to use rodents to study SF is the difference in sleep
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cycle. Humans sleep tends to be consolidated and normally mono- or diphasic, whereas rodent
sleep is polyphasic and relatively fragmented (Toth and Bhargava 2013). Plus it would be
impossible to mimic human socioprofessional constraints for example. Furthermore, rats are
acclimated and have stereotype responses due to their living condition in labs; yet sleep is under
the influence of both genetic and extrinsic factors (for example, environmental) (McKillop and

Vyazovskiy 2020).

3.2.2. Studies on humans

SF in humans: In 1989, Michael H. Bonnet (H. Bonnet, 1989) experimented on SF in humans
for 2 nights followed by 2 d of recovery. He induced acute SF with acoustic stimulation of 1000
Hz tones for 20 min. This involved alternating 10 min of sleep and 20 min of auditory stimuli
during sleep time. He worked on two groups, young and aged adults. He assessed sleep and
performance. Older individuals seemed less sensitive with less performance deterioration due
to SF than young adults. This method has been criticized because it causes full awakening,
instead of microwakenings, leading to a wakefulness accumulation that does not occur during

SF (Stepanski 2002).

A human model is the strongest one to study the consequences of SF on humans. One principle
remark is that there are only studies on acute SF. There are no studies where SF has been
induced more than 72 h. We can hypothesize that working on induced chronic SF (CSF) (weeks,
months of SF) is not ethically possible. Indeed, working on human SF involves provoking

voluntarily the known consequences of SF: memory issues, mood disorders, etc.

Some studies on SF has been summarized in Table 1. These studies showed some consequences

of SF and the methodology used to obtain them.
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4. Implication of SF in neurodegenerative disorders

Based on these different methodologies, recent studies have highlighted that SF could be
involved as a possible cause or consequence of other disorders such as MCI, AD and PD

(Bennett et al. 2012).

MCI and SF: Some studies address MCI and sleep disorders (Pak et al. 2020; Palmer et al.
2018). Palmer et al. worked on 141 persons older than 52 years: 69 persons with MCI and 72
sex-matched cognitively healthy controls. Sleeping behaviour’s were assessed during clinical
evaluation using sleep continuity scale in AD scale (SCADS). The scale includes nine self-
reported questions regarding length and quality of sleep, waking during the night, and
difficulties in getting to sleep. There are four possible answers. Score 1 indicates no problem
and score 4 indicates very poor. Their study demonstrated that persons with MCI are more than
three times more likely to have overall poor sleep than controls. Interestingly, the only symptom
found to be specifically related to MCI was waking during the night. It supports that disruptions

occurs in the prodromal phases of AD, predicting subsequent dementia (Palmer et al. 2018).

AD and SF: In the last decade, some studies focused on the relationship between SF and AD
(Lim et al. 2013; Vanderheyden et al. 2018). Lim et al. included 737 participants without
dementia in a longitudinal study. All participants were submitted to a wristwatch-like
accelerometer as actigraph during 10 d. To quantify SF, they used a recently developed
probabilistic state transition approach which produced a single metric kra. Briefly, kra
represents the probability per 15-se epoch of having an arousal, as indicated by movement (i.e.,
a nonzero activity count), after a long (~5 min) period of rest (i.e., sleep). The higher the kra,
the more quickly bouts of sleep/rest end in arousals, and hence the greater the degree of SF
(Limetal. 2013). To determine whether the subject had AD, they used NINDS-ADRDA criteria
(8 cognitive domains that may be impaired in AD: memory, language, perceptual skills,

attention, constructive abilities, orientation, problem solving, and functional abilities). 3.3 years

186



after the creation of the cohort, 13% people developed AD. Individuals with “high” SF would
be expected to have a 1.5-fold increased risk for developing AD compared to an individual with
“low” SF. To conclude, they found that an objective measure of increased SF was associated
with higher risk for subsequent development of AD. The possibility arose that interventions to
improve sleep continuity may offer a potentially useful strategy for reducing the burden of
cognitive impairment and dementia in old age (Lim et al. 2013). Several clinical follow-up
studies have reported that cognitively normal elderly people with high sleep fragmentation had

a 1.5-fold increased risk of AD development (Lim et al. 2013).

In order to see more precisely the links between SF and neurodegenerative pathologies, we will

develop in this section three aspect at three different scales:

- The cerebral consequences, including neurogenesis, microglia and neuronal dysfunction

- The metabolic and inflammatory consequences that could be at the origin of these cerebral

consequences. Glucose, adenosine, TNF-a, IL-6 and NADPH oxidase will be developed here.

- Finally, changes in cytoprotective systems will be discussed, including Tau and B-amyloid.

All these aspects are treated with the effect of SF on the one hand and the effect of

neurodegenerative pathologies on the other, which are often common.

4.1.Brain consequences

Functional consequences could be explained by what happened at the neuronal level. In fact,
some consequences of SF can be observed in neurogenesis, synaptic plasticity, and neuronal

and astrocytic functions.
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4.1.1. Neurogenesis

Neurogenesis is the genesis of neurons. In mammal adults, this physiological process is
documented in two particular areas of the hippocampus: the subgranular zone in the dentate
gyrus where new dentate granule neurones are generated; and in the subventricular zone of the
lateral ventricles where new neurons are generated and then migrate to the olfactory
bulb (Winner and Winkler 2015). Neurogenesis is impaired in neurodegenerative diseases
(Winner and Winkler 2015). As described before, neurodegenerative diseases imply loss of

neurons and neuronal functions.

In the study by Guzman-Marin et al., there was a decrease in cell proliferation in the dentate
gyrus of the hippocampus after 4 and 7 d of SF in adult rats (Guzman-Marin et al. 2007). They
found a suppression of adult neurogenesis that accounted for the decrease in hippocampal
volume. However, after a few days of normal sleep following SF, there was a partial recovery
of cell proliferation and differentiation. In another study, Sportiche et al. showed a change in
rodent search strategies using the Barnes Maze memory test, which they attributed to a change
in neurogenesis (Sportiche et al. 2010). The Barnes maze is used to study spatial learning. If
the hippocampus, seat of neurogenesis and memory, is impaired, it can explain the difficulty
for the rat to remember the pathways already used. These two studies showed that SF induced

issue in spatial learning due to an impairment of the hippocampus.

4.1.2. Microglia

Kaneshwaran et al. worked on the effect of SF on microglia in elderly persons (Kaneshwaran
et al. 2019). Microglia are recognized as the resident innate immune cells of the central nervous
system (Kaneshwaran et al. 2019). One of their roles is phagocytosis of apoptotic debris that is
activated during inflammation (Tremblay et al. 2011). They quantified SF by actigraphy and

postmortem dorsolateral prefrontal cortex gene expression by RNA sequencing to determine
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the activation of microglia. They observed that SF activated and participated in microglia aging.
They suggested that dysfunctions in microglia could be a link between SF, cognitive decline
and dementia in the elderly related to this disruption of microglial activity (Kaneshwaran et al.
2019). In another study, mice were submitted to CSF for 2 months (Y. Xie et al. 2020). The
authors used two markers, among others, of microglia activation: 1ba*, which is a microglia
marker (the more microglial activation there was, the more lba* was found); and CD68, a
phagocytosis marker. The latter was upregulated in the hippocampus of CSF mice. This marker
was expressed in activated microglia. They observed that there was more Iba* and CD68 in the
hippocampus of CSF mice and concluded that the hippocampus was more vulnerable to

neuroinflammation than the cortex region in mice with 2 months of CSF (Y. Xie et al. 2020).

4.1.3. Long-term potentiation (LTP)

Long-term potentiation (LTP) is a principal form of synaptic plasticity in the mammalian brain,
thought to underlie learning and memory and, more generally stated, enduring experience-
dependent enhancement of synaptic transmission (Encyclopaedia of Basic Epilepsy Research,
2009). Tartar et al. showed a reduction in LTP after a sleep fragmentation. There was also a
reduction of LTP in region 22 of the CA1 hippocampus (Tartar et al. 2006). This alteration was
caused by postsynaptic mechanisms leading to a decrease in input resistance of the pyramidal

neuron CAL (Tartar et al. 2010).

4.1.4. Neuronal dysfunction

Li et al. worked on the effect of CSF on wake-active neurons and the hypercapnic arousal
response (Y. Li et al. 2014). They submitted the mice to 4 weeks of SF. c-fos is a gene that
indirectly allows to assess neuronal activity. It was used in this study to detect wake-active
neurons (orexinergic, locus coeruleus (LC), serotoninergic, histaminergic and cholinergic

neurons). SF mice had a loss of LC and orexinergic labeled axons. They hypothesized CSF
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induced axonopathy through metabolic/oxidative stress mechanisms that were repeatedly
activated upon arousals. Axonopathy has consequences on neuronal function and CSF seems
to cause axonopathy (Y. Li et al. 2014). We can make a parallel between this study and
neurodegenerative diseases because loss of LC neurons is also related to neurodegenerative

pathologies (Janitzky 2020).

Blood-brain barrier (BBB): BBB is a dynamic component of the brain-vascular interface that
maintains brain homeostasis and regulates solute permeability to brain tissue. The expression
of tight junction proteins between adjacent endothelial cells and the presence of efflux proteins
prevents entry of foreign substances into the brain parenchyma. BBB dysfunction, however, is
evident in many neurological disorders. SF may lead to age-related disruption of the BBB’s
ability to block proinflammatory compounds (Atienza, Ziontz, and Cantero 2018). A study used
a cylindrical plexiglas chamber divided into two separate compartments (Opp et al. 2015). To
fragment sleep, the floor of this cage rotated at specific intervals causing the mouse to wake up.
Disc rotations were confined to the 12-h light period, and consisted of an 8-s rotation once every
30 s, on average for 3 d (Opp et al. 2015). Increased BBB permeability in aging may augment
low-grade inflammation on cerebral integrity and mediate the relationship between disrupted

sleep, dysfunctional adiposity, and impaired cognition (Atienza, Ziontz, and Cantero 2018).

4.2 Metabolic and inflammatory conseguences

Some studies have focused on the causes of neuronal dysfunction with metabolic changes, in
particular glucose and adenosine fluctuation, and the inflammatory pathway with tumor
necrosis factor a (TNFa), interleukin 6 (IL-6) and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

(NADPH) oxidase.

4.2.1. Glucose
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Glucose is the main source of energy of the brain. In the adult brain, neurons have the highest
consumption of glucose. The passage of glucose through the BBB is a facilitative transport
mediated by glucose transporter 1 (GLUT1) (Maher, Vannucci, and Simpson 1994). This

transporter is found at the apical pole of brain endothelial cells.

A downregulation of GLUT1 has been observed in mice submitted to SF (He et al. 2014).
Moreover, Stamatakis and Punjabi used an intravenous glucose tolerance test to work on the
effect of SF on glucose metabolism. This test was made one night after uninterrupted sleep and
two nights of SF. Those on SF showed a reduction in insulin sensitivity and spontaneous
elimination of glucose by itself by 20-25% in human experiments (Stamatakis and Punjabi
2010). This study illustrated that SF can alter glucose homeostasis. GLUT1 deficiency has also
been seen in patients suffering from cognitive impairment (Pearson et al. 2013). Reduced
GLUT1 levels were found in AD as well and represent lower energy demands in a degenerating

brain (Keaney and Campbell 2015).

4.2.2. Adenosine

Adenosine plays a role in sleep homeostasis by regulating sleep-wake behavior (Bjorness and
Greene 2009). McKenna et al. studied adenosine concentration following SF. They showed an
increase in adenosine in basal forebrain after only 6 h of SF. Wake promoting neuron activity
from this basal forebrain was inhibited, which caused a decrease in cortical activation. The final
consequence was an increase in sleepiness (McKenna et al. 2007). It also inhibited excitatory
projection from basal forebrain to frontal cortex and hippocampus (Ward, McCarley, and

Strecker 2009).

4.2.3. TNFa
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TNF is a cytokine involved in many pathological processes like inflammation or immune
disease (Chu 2013). A physiological level of TNFa is necessary to activate some pathway
involved in apoptosis or embryogenesis (Chu 2013). It also activates adenosine Al receptors,
which play a role in sleep regulation (Q. Li and Zheng 2017). Ramesh et al. found that TNFa

cortical levels increased in mice.

4.2.4. IL-6

IL-6 is a pro-inflammatory cytokine. It has an important role in brain homeostasis. An
upregulation of IL-6 leads to brain injuries and a sleep behavioral change (Kumar et al. 2015).
On the other hand, an overproduction of IL-6 in the brain could be a premise of
neurodegeneration. Long-term SF induces an increased plasma level of IL-6 (Carreras et al.
2014). These results were consistent with those obtained in children suffering from moderate-
severe sleep disordered breathing (Tauman, O’Brien, and Gozal 2007). The same result has
been observed in AD and PD, especially the IL-6 level in cerebrospinal fluid (Erta, Quintana,
and Hidalgo 2012). Furthermore, IL-1p, another pro-inflammatory cytokine, and IL-6 are
cytokines of which overproduction can lead to neuroinflammation. Elevated levels in midlife
predict cognitive decline 10 years later and are elevated in the cerebrospinal fluid (CF) and

plasma of individuals with AD as well as de novo PD (Blum-Degen et al. 1995).

4.2.5. NADPH oxidase

NADPH oxidase is one of the enzymes responsible for reactive oxygen species (ROS)
production. Like TNFa, it has both physiological and pathophysiological roles in mammalian
cells (Nair et al. 2011). Nair et al. showed for the first time that 14 d of SF induced increased
expression and activation of NADPH oxidase, without consequences on sleepiness (Nair et al.

2011). However, it might explain the cognitive and behavioral deficits occurring in chronic SF.
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ROS production has been involved in multiple contexts such as in mice with tumors and SF

(Zheng et al. 2015), or in fruit flies submitted to SF (Williams et al. 2016).

Increased production in ROS causes oxidation of biological macromolecules and the expression
of inflammatory mediators and genes, ultimately leading to an increase in the risk of
neurodegenerative diseases. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is known as a
critical regulator of endogenous inducible defence systems in the brain to defend against
oxidative stress. In a recent paper, Nrf2 expression has been associated with SF (Williams et
al. 2016). SF generated higher levels of ROS and activation of Nrf2 pathway in flies, disorders
which persisted after sleep recovery. Continual elevated levels of cellular ROS in older

individuals due to increased SF might eventually lead to neuronal injury.

4.3.The cytoprotective system changes in response to sleep fragmentation

A hypothesis has emerged that a bidirectional relationship exists between sleep and
neuropathologies. Few papers based on SF can be found, and most studies are
on sleep restriction and concern AD. Several authors have postulated a bidirectional
relationship between sleep and the neuropathological hallmarks, particularly the accumulation
of AP and Tau. It has been reported that extracellular levels of both AB and Tau are modified

during the normal sleep—wake cycle (Wang and Holtzman 2020).

4.3.1. Tau protein

Tau proteins are microtubule associated proteins mainly expressed in neurons in humans (Buée
et al. 2000). In diseases called taupathies that include neurodegenerative diseases like AD, tau
protein is found hyperphosphorylated and aggregates in structures such as neurofibrillary
tangles. The aggregation of Tau protein in the brain correlates with neuronal SF and
neurodegenerative diseases and synaptic loss. It has been demonstrated that once Tau
aggregation occurs, it can spread from one synaptically connected region to another
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(Clavaguera et al. 2009; Iba et al. 2013; de Calignon et al. 2012; Liu et al. 2012). Tau protein
is found predominantly in cytoplasm because it is released by neurons into the extracellular
space. There are not a lot of studies relating SF and Tau. On a study, they worked on double
transgenic AD mice and their wild type, randomly distributed on three groups of mice: control,
intermittent hypoxia and SF. They only found one significative result with tau: tau
hyperphosphorylation in the hippocampus was significantly higher in the SF group of wild type

compared to control wild type (Almendros et al. 2018).

4.3.2 AP peptides

It is known that poor sleep quality, like sleep deprivation or poor sleep efficiency, is strongly
correlated with Ap accumulation (Wang and Holtzman 2020). Disturbed sleep and increased
wakefulness lead to increased AP production and decreased AP clearance; whereas AP
aggregation and deposition is enhanced by chronic increased wakefulness in animal models.
Once AP accumulates, there is evidence in both mice and humans that these results contribute
to disturbed sleep. AP aggregation may be found almost 15-20 years before cognitive symptoms
in AD (Holtzman, Morris, and Goate 2011). Sleep modification can begin in the preclinical
stage of AD and are a predictive risk factor for neurodegeneration and development of cognitive
decline. The role of sleep quality in amyloid pathogenesis has been well documented with sleep
deprivation studies in human and animal models. Only few studies describe the relationship
between SF and AB. Duncan et al. (2022) worked on a mice model of AD: the 3xTg-AD mouse
(Duncan et al. 2022). They worked on a control group and a group with fragmented sleep 5
days a week for 4 weeks using a cage with a sweeping bar. They found hippocampal levels of
AP and APa2 higher for the SF group than the control. Surprisingly they did not find a
difference in hippocampal Tau level between the two groups. Another team, Minakawa et al.

showed a significant positive correlation between Af accumulation and SF severity in a mouse
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model (Minakawa et al. 2017). They worked on 3 groups of mice with one control group, one
group in wheel cage and the last one with fragmented sleep using wheel cage during 27 days.
To conclude, the relationship between sleep—wake disruption and A deposition is found to be
bidirectional. Modifications in sleep—wake regulation increase AP accumulation, and AP
deposits that in turn, provoke sleep disturbances in humans. In a murine model of AR
amyloidosis, the authors found a significant deterioration in sleep amount and quality, closely
followed the emergence of AP aggregates. This finding was correlated with the progression of
AP pathology (Wang and Holtzman 2020).
5. Perspectives

The writing of this review required a great effort to take only the studies concerning SF and
only these. Indeed, it is easier to find literature on sleep restriction and sleep deprivation, the
consequences of which are quickly visible. The study of SF is more complex and yet its
consequences, as developed in this review, are harmful to health. This point is supported by the
fact that there is a link, a bidirectional relationship, between SF and neurodegenerative
pathologies, such as AD and MCI. It is therefore important to continue to study SF to determine
whether a therapy to treat this aspect would be useful or whether it is already too late when it

is diagnosed.

6. Conclusion

Figure 1 summarizes the neuronal, metabolic and inflammatory consequences of SF. Any sleep
pathology due to a fragmenting pathology (whatever its cause) has objectively adverse
consequences on sleep (Medic, Wille, and Hemels 2017). In this review, we summarise recent
biological and physiological arguments showing SF contribution in neurodegenerative
processes: the diminution of neurogenesis and the increase in AR and Tau for SF models would
be the main ones (Minakawa et al. 2017). At this stage, further studies are needed to document
the precise role of SF in the genesis or evolution of these neurodegenerative diseases. For now,
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the bidirectional relationship between SF and neurodegenerative diseases is in searchers mind

but no clear response can be made (Wang and Holtzman 2020). However, authors found studies

that seemed to indicate that people with a high SF were 1.5 times more likely to develop AD,

so the SF study is an interesting lead in the development of neurodegenerative pathologies (Lim

et al. 2013). Treating SF to prevent or delay neurodegenerative disease apparition could be an

interesting therapeutic target.
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Figure 1: Metabolic, inflammatory and neuronal consequences of sleep fragmentation and the potential link with
neurodegenerative diseases. AB: amyloid B; GLUT-1: glucose transporter 1; IL-6: interleukin-6; NADPH:
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; ROS: reactive oxygen species.
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Table 1: Studies on different experimental methods of sleep fragmentation (SF).

References Methods of Sleep Fragmentation Sp. Protocols Main results
Williams et al. (2016) Young and middle-aged male CSORC wildtype strain F | 4d;4d+4d of recovery SF increased neuroprotection and protection against reactive oxygen species
Light of 600 lux 30 min on / 30 min off
McCoy et al. (2007)# Adult male Fischer Brown Norway F1 rats; treadmill R | 24h Attentional set-shifting was impaired
cage in which the floor was a horizontal belt 30son/90s off “Spatial memory consolidation is more susceptible to sleep disruption than is spatial learning”
McKenna et al. (2007)# Adult male Sprague Dawley rats; treadmill cage in R | 6-24-30 h + 3-6 h of recovery Basal forebrain adenosine levels were correlated with daytime sleepiness
which the floor was a horizontal belt 30son/90s off
Tartar et al. (2006)# Young male Sprague Dawley rats; R | 24o0r72h Spatial learning impacted negatively
treadmill cage in which the floor was a horizontal 30son/90s off “Loss of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor-dependent LTP in the hippocampal CAl
belt region may be one mechanism involved in this deficit”
Baud et al. (2013) Adult male C57BL6 mice; cylindrical plexiglas cage M | 24hforldori14d Crucial role of sleep fragmentation in metabolic effect of obstructive sleep apnea
Baud et al. (2016) with inner dividing walls and a mobile circular floor 20son/40 s off Impairment of cerebral cortex and hippocampus metabolism
Carreras et al. (2014)* Adult male C57BL/6J mice; cage with sweep bar M | 12 h (light period) for 20 weeks | Vascular endothelial dysfunction and mild blood pressure increased
9son/120 s off Recruitment of inflammatory cells increased
12 h (light period) for 15 d
Kaushal et al. (2012)* Male C57BL/6J mice and TNFa receptor double M | 9son/120s off Preserved sleep duration and architecture. Activation of TNFa pathways may explain excessive

knockout mice; cage with sweep bar

sleepiness caused by recurrent arousals.
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Li etal. (2014)

Nair et al. (2011)*

Ramesh et al. (2009)*

Ramesh et al. (2012)*

Adult male C57BI/6J mice; cage on an orbital shaker

C57BL6/J mice and gp91phox" mice; cage with

sweep bar

Male C57BL6/J mice; cage with sweep bar

Male C57BL/6 J mice TNFa receptor double

knockout mice; cage with sweep bar

4 weeks

4 weeks+ 2 weeks of recovery

10son/ 110 s off

12 h (light period) for 14 d

6 h (light period) for 35 d

9son/120 s off

12 h (light period) for 15d

Reduction of wake neuron projections and locus coeruleus neuronal excitability after SF

Impairments in hypercapnic arousals. Not entirely recovered after 2 weeks.

“Important role for NADPH oxidase in hippocampal memory impairments induced by sleep

fragmentation”

Validation of SFmodel

Importance of social interactions during SF and recovery

Crucial role of TNFa

Bonnet (1989)

Carrington and Trinder

(2008)

Lim et al. (2013)

Males humans; auditory stimuli

Male and female humans; auditory stimuli

Human cohort study with SF

2 nights + 2 nights recovery
20 min on / 10 min off

1000 Hz tones

2 nights

Minimum: 70 dB during 5 s

SF quantified during 10 d

Different reaction to SF between young and old adults

Older adults react better and are more operational after SF

Cardiovascular activation after repetitive arousals from sleep

Elevations in blood pressure due to repetitive arousals during the night

“Sleep fragmentation in older adults is associated with incident AD and the rate of cognitive

decline”

F: flies; H: humans; M: mice; R: rats; #: Harvard Medical School and VA Boston Healthcare System, Laboratory of Neuroscience, Research
151-C, 940 Belmont Street, Brockton, MA 02301, USA ; *: Department of Pediatrics, Pritzker School of Medicine, University of Chicago, IL

60637, USA.
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