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Tableau 1 : Effet de l’hypoxie intermittente et du régime riche en graisse sur la prise alimentaire, 

la prise de poids, le métabolisme lipidique, le poids de la graisse épididymale et du foie et du 

contenu hépatique en triglycérides 

Tableau 2 : Activités glycolytiques et  mitochondriales dans les homogénats hépatiques 
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5. AVANT-PROPOS  

Nous nous sommes intéressés dans ce travail de thèse à deux aspects des liens complexes entre le 

syndrome d’apnées hypopnées du sommeil (SAHOS) et les pathologies vasculaires : la place des 

microparticules (MPs) circulantes dans les mécanismes reliant le SAHOS et la pathologie 

vasculaire et l’impact respectif du SAHOS et du surpoids dans les attentes vasculaires et 

métaboliques décrites dans ce syndrome. 

Ce travail a été rendu possible par la mise ne place de collaborations avec deux structures de 

recherche à la fois au niveau local et national.  

Nous avons entrepris en 2007 une collaboration entre le service de pneumologie du CHU 

d’Angers et l’unité INSERM U1063 SOPAM en nous intéressant au rôle que pourrait jouer un 

nouvel acteur connu pour avoir un impact vasculaire: les MPs. L’expertise de l’unité SOPAM 

dans le domaine des MPs et l’expertise du laboratoire du sommeil du service de pneumologie 

dans le domaine du SAHOS a permis de mettre en place une recherche translationnelle, 

permettant la caractérisation des MPs issus des patients SAHOS, et l’étude de leur impact in vitro 

et in vivo au sein de l’unité INSERM. J’ai participé à ce travail à la fois comme clinicien, en 

recrutant les patients et en confrontant les données fondamentales aux données cliniques, mais 

également en participant aux expériences de recherches fondamentales sur la caractérisation des 

MPs et l’étude de leur impact in vivo. Les résultats de ces études ont données lieu à plusieurs 

publications. Ces travaux ainsi que les données issues des études des autres équipes de recherche 

travaillant dans le même domaine ont donné lieu à une revue de la littérature publiée cette année 

dans l’European Respiratory Journal (195) (Annexe 1). Ce travail de thèse a été l’occasion de 

poursuivre ces investigations sur un modèle animal du SAHOS.  
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L’état des connaissances actuelles rend difficile l’évaluation de l’impact respectif du SAHOS et 

du surpoids, qui lui est souvent associé, sur les vaisseaux et les paramètres métaboliques. Le 

deuxième objectif de ce travail de thèse était donc de s’affranchir de la problématique rencontrée 

en recherche clinique en utilisant des modèles animaux. Nous avons mis en place ce projet grâce 

à une collaboration avec l’unité INSERM U1042 HP2 de Grenoble qui a développé un modèle 

animal de SAHOS consistant à soumettre des rongeurs à des cycles répétés d’hypoxies 

réoxygénations appelés hypoxie intermittente (HI). Les résultats issus de cette collaboration ont 

donné lieu à la rédaction d’un manuscrit actuellement en révision dans la revue Plos One 

(Annexe 2). 

Avant d’exposer les résultats de ce travail, vont être détaillés les éléments bibliographiques 

portant sur le SAHOS et sur ses conséquences vasculaires ainsi que sur les résultats polymorphes 

des études utilisant les modèles d’HI. 
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6. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES  

6.1. Syndrome d’apnées hypopnées du sommeil (SAHOS) et pathologie cardiovasculaire 

(CV) 

6.1.1. Le SAHOS 

Le SAHOS est un trouble respiratoire survenant au cours du sommeil, caractérisé par la survenue 

répétée de collapsus des voies aériennes supérieurs (VAS) à l’origine d’interruptions (apnées) ou 

de diminutions (hypopnées) de la ventilation.  

6.1.1.1. Physiopathologie 

Le SAHOS est lié à la présence d’une obstruction intermittente et répétée des VAS pendant le 

sommeil. Le siège de cette obstruction est principalement situé au niveau du pharynx (voile du 

palais et/ou en arrière de la base de langue). Les VAS ne sont constituées d’aucune structure 

rigide offrant ainsi une plus grande susceptibilité à la déformation. Afin d’assurer la rigidité des 

VAS nécessaire au passage de l’air et lutter contre la pression négative générée par la contraction 

diaphragmatique à l’inspiration, les muscles dilatateurs des VAS (dont le plus important est le 

génioglosse) ont la propriété de se contracter quelques millisecondes avant le diaphragme. Le 

collapsus apparaît lorsqu’il y a déséquilibre entre la force générée par la contraction des muscles 

dilatateurs du pharynx et la pression négative générée lors de l’inspiration. L’obstruction des 

VAS peut être favorisée par un grand nombre de facteurs:  
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-une réduction anatomique du calibre des VAS : macroglossie, hypertrophie amygdalienne ou 

vélaire, dépôts graisseux sur les parois des VAS, rétrognathie  

-une augmentation de la collapsibilité des VAS (en particulier chez les patients obèses)  

-une moindre efficacité de contraction des muscles dilatateurs des VAS. 

Chaque obstruction pharyngée s’accompagne de la persistance voir de l’augmentation des efforts 

respiratoires générant ainsi des épisodes répétés de pression intra-thoracique négative, d’une 

désaturation de l’oxyhémoglobine artérielle, et enfin d’un micro-éveil salvateur de très courte 

durée (3 à 15 secondes) permettant la reprise ventilatoire. Ces micro-éveils répétés, souvent non 

perçus par le patient, entraînent une fragmentation du sommeil.  

6.1.1.2. Définition des évènements respiratoires et du SAHOS 

Apnée obstructive : Une apnée obstructive se définit par une interruption du débit aérien d’au 

moins 10 secondes avec persistance des efforts respiratoires. 

Apnée centrale : Une apnée centrale est définie par une interruption du débit aérien en l’absence 

d’efforts respiratoires. 

Hypopnée : Une hypopnée est défini par une diminution de la ventilation d’au moins 10 secondes 

s’accompagnant soit d’une réduction du débit aérien d’au moins 50%, soit de moins de 50% mais 

accompagnée d’une désaturation en oxyhémoglobine d’au moins 3% et/ou un micro-éveil.  

Le diagnostic de SAHOS est retenu devant l’association de symptômes cliniques évocateurs, 

(somnolence, ronflements, nycturie, céphalées matinales) et d’un index d’apnées hypopnées (IAH 

; nombre moyen d’apnées et d’hypopnées par heure de sommeil ou d’enregistrement) supérieur 

ou égale à 5.  
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La principale information fournie par l’analyse de la polysomnographie (PSG), examen de 

référence pour le diagnostic de SAHOS est l’IAH qui est un marqueur de sévérité de la maladie et 

l’outil objectif principal dans la décision thérapeutique. La PSG renseigne néanmoins sur d’autres 

paramètres utilisés dans les études cliniques parmi lesquels:  

-l’index de désaturation (nombre moyen de chute de la saturation en oxyhémoglobine de plus de 

3% ou 4% par heure de sommeil ou d’enregistrement), cet index pouvant être différent de l’IAH, 

toutes les hypopnées enregistrées ne s’accompagnant pas d’une désaturation. 

-le temps passé en dessous de 90% de saturation en oxyhémoglobine au cours de l’enregistrement 

-le temps de sommeil total 

-le nombre de micro-éveils par heure de sommeil. 

6.1.1.3. Epidémiologie 

Dans l'étude de référence de Young et col. la prévalence du SAHOS, combinant IAH ≥ 5 et 

somnolence diurne, est évaluée à 4 % chez les hommes et de 2 % chez les femmes de 30 à 60 ans 

(219). Des études récentes estiment à près de 2 millions le nombre de français qui seraient atteints 

par cette pathologie.  

6.1.2. SAHOS et morbi-mortalité CV  

Un lien entre les ronflements et la pathologie CV était suspecté avant même la reconnaissance du 

SAHOS comme entité clinique (107). Dans les années 80 et 90 des études rétrospectives et cas-

témoins ont avancé l’hypothèse d’un impact indépendant du SAHOS sur la mortalité et la 

morbidité CV. Par la suite, des cohortes cliniques et épidémiologiques incluant un grand nombre 

de patients ont été constituées permettant à la fois un ajustement statistique plus précis et un suivi 
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longitudinal permettant de préciser l’influence du SAHOS dans l’incidence des évènements CV. 

La principale difficulté rencontrée par l’ensemble de ces études était la prise en compte des 

éléments confondants que représentent les facteurs de risques (FRD) CV au premier rang 

desquels le surpoids. 

En 2005 une étude observationnelle portant sur une cohorte clinique de près de 1500 patients et 

avec un suivi moyen de plus de 10 ans a mis en évidence une augmentation de l’incidence 

d’évènements CV fatals et non fatals chez les patients présentant un SAHOS sévère par rapports 

aux autres groupes (113). Cette augmentation d’incidence n’était pas retrouvée dans le groupe 

sous PPC suggérant que ce traitement de référence ramène le risque CV à un niveau proche des 

sujets contrôles.  

Ces 6 dernières années, les résultats du suivi de plusieurs cohortes épidémiologiques en 

population générale ont précisé la morbi-mortalité associée au SAHOS. Une première étude 

rapporte que le SAHOS sévère augmente la mortalité toute cause confondue avec un risque relatif 

(RR) de 3,0 (95% IC : 1,4-6,3) et la mortalité CV avec un RR de 5,2 (95% IC : 1,4-19,2) (218). 

Les données d’une deuxième cohorte retrouvent un RR de mortalité de 1.46 (95% IC: 1.14–1.86) 

après ajustement pour l’ensemble des FDR avec une augmentation significative qui n’est 

retrouvée que chez les hommes entre 40 et 70 ans (161). Cette année, une étude portant sur une 

cohorte clinique de plus de 10000 participants investigués pour suspicion de SAHOS s’appuie sur 

les données issues des bases de données administratives de santé de l’Ontario (Canada). Elle a 

étudié l’impact du SAHOS sur un critère composite associant l’incidence d’évènements CV et la 

mortalité toute cause confondue (81). Après ajustement pour l’ensemble des FDR identifiés, cette 

étude ne retrouve pas d’association indépendante entre ce critère composite et l’IAH ou l’index 

de désaturation. D’autres marqueurs issus des enregistrements polysomnographiques semblent 
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plus pertinents comme facteurs prédictifs indépendants: le temps passé en dessous de 90% de 

saturation, la durée de sommeil, le nombre d’éveils, les mouvements périodiques des jambes, la 

fréquence cardiaque et la somnolence.  

L’impact du SAHOS sur les atteintes vasculaires et cardiaques a également été étudié. Les études 

transversales montrent une augmentation de la prévalence des cardiopathies dans le SAHOS 

indépendamment des facteurs confondants avec un odds ratio à 2,38 (IC 95 % 1,22-4,62) pour 

l’insuffisance cardiaque et 1,27 (IC 95 % 0,99-1,62) pour les coronaropathies (177). Les hommes 

de moins de 70 ans avec un SAHOS sévère (IAH ≥ 30) ont un risque de développer une 

coronaropathie augmenté de 68 % par rapport aux hommes ayant un IAH < 5 (57). Le SAHOS 

sévère serait également un FDR indépendant d’AVC. Les données prospectives récentes de la 

Sleep Heart Health Study démontrent en effet une association indépendante entre la survenue 

d’AVC et l’IAH chez les hommes et un RR ajusté de 2,86 (IC 95 % 1,1-7,4) d’AVC chez les 

hommes ayant un IAH > 19/heure (162). 

Bien que la très grande majorité des études cliniques rapportent que les sujets SAHOS présentent 

un pronostic vasculaire et métabolique péjoratif, certains auteurs suggèrent que dans certaines 

situations cliniques ou dans des groupes de patients sélectionnés, les phénomènes adaptatifs mis 

en route chez les patients présentant un SAHOS pourraient leur conférer une protection vis-à-vis 

des évènements CV ou de limiter leur sévérité.  

En effet, dans un travail portant sur 611 sujets âgés (>65 ans), Lavie et col. retrouvent un taux de 

mortalité moins important chez les sujets présentant un SAHOS modéré (ID 20-40) par rapport 

aux sujets ayant un ID <20 /h (93). Les sujets âgés avec SAHOS sévère (ID> 40/h) présentaient 

un risque de mortalité proche des sujets n’ayant pas de SAHOS ou avec un SAHOS léger. 
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Une étude prospective observationnelle montre que parmi des sujets admis à l’hôpital pour un 

évènement coronarien aigu, les sujets SAHOS présentait un taux de troponine-T moins élevé que 

les sujets non SAHOS après ajustement sur l’ensemble des facteurs CV suggérant une taille 

d’infarctus plus faible (176). Dans une autre étude réalisée chez des patients hospitalisés pour une 

occlusion coronaire complète, les auteurs ont mis en évidence un réseau vasculaire collatéral plus 

important chez les patients SAHOS par rapport aux patients non SAHOS (182).  

Une grande variabilité interindividuelle dans la régulation de la sécrétion de VEGF en réponse à 

un stimulus hypoxique ou ischémique est avancée pour expliquer que le SAHOS puisse avoir des 

effets délétères chez la majeure partie des patients et protecteur dans certains groupes (172).   

6.1.3. SAHOS et fonction endothéliale  

La fonction endothéliale est utilisée dans les investigations cliniques comme marqueur infra-

clinique de souffrance vasculaire. Son intérêt comme facteur prédictif indépendant de survenu 

d’évènements CV a été démontré dans les populations à risque (149). Elle est le plus souvent 

évaluer en étudiant la capacité des vaisseaux à se dilater après stimulation par des agents 

pharmacologiques (Ach) ou des moyens mécaniques (augmentation du flux sanguin) connus pour 

entraîner un relargage, par les cellules endothéliales, de monoxyde d’azote (NO), puissant 

vasodilatateur.  

Plusieurs études cas-témoins ont retrouvé une altération de la fonction endothéliale chez les sujets 

SAHOS par rapport aux contrôles appariés et un impact positif du traitement par PPC ou OAM 

sur l’amélioration de celle-ci (67, 193). Deux études randomisées contrôlées contre PPC placebo 

ont également retrouvé un impact significatif du traitement sur la fonction endothéliale (32, 86). 
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6.2. Mécanismes de l’atteinte vasculaire, rôle des microparticules  

La recherche clinique et translationnelle a permis d’identifier plusieurs facteurs intermédiaires 

décrits chez les patients présentant un SAHOS et dont le rôle est reconnu dans la genèse ou la 

progression des pathologies CV et métaboliques. En plus des FDR CV classiques comme le 

diabète, l’HTA ou la dyslipidémie, ont été proposés : une activation du système nerveux 

sympathique, une inflammation systémique et un stress oxydant (Figure1). Les études menées au 

sein de notre laboratoire ont permis d’identifier un mécanisme intermédiaire nouveau : les 

microparticules. 

6.2.1. SAHOS, HTA et hyperactivité sympathique 

Une hyperactivité sympathique nocturne et diurne a été décrite dans le SAHOS de longue date 

(26, 138, 179) ainsi qu’une augmentation des catécholamines plasmatiques et urinaires (53, 114). 

Celle-ci est favorisée par l’augmentation de la réponse ventilatoire à l’hypoxie et hypercapnie 

principalement au niveau des chémorécepteurs périphériques (139). En plus d’un effet vasculaire 

direct favorisant l’HTA et la dysfonction endothéliale, l’hyperactivité sympathique stimule au 

niveau rénal la sécrétion de rénine qui à son tour augmente les niveaux circulants d’angiotensine 

II et d’aldostérone (126, 186). Des études randomisées contrôlées ont démontrées que la PPC 

diminuait l’activité sympathique et le niveau de catécholamines circulantes ou urinaires (87, 122, 

223). 

Il existe une augmentation de la prévalence de l'HTA chez les sujets qui présentent un SAHOS 

sévère, indépendamment des autres facteurs de risque avec un OR de 1,37 (IC 95 % 1,03-1,83) 

(141). Concernant les études d'incidence, les résultats sont plus discordants. Une étude 

prospective portant sur une cohorte épidémiologique a retrouvé une augmentation du risque de 
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développer une HTA sur un suivi de 4 ans avec un OR de 2,89 (IC 95 % 1,46-5,64), 

indépendamment des autres facteurs de risque pour un IAH > 15 (148). Cependant, deux études 

prospectives plus récentes évaluant l'incidence de l'HTA sur un suivi de 5 ans et de 7,5 ans 

respectivement dans une cohorte américaine et espagnole sont venues apporter des résultats 

opposés (25, 144). L'IAH, dans les deux études, n'est pas un facteur de risque de développer une 

HTA après ajustement sur l'âge et l’index de masse corporelle (IMC). 

 

Figure 1 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels le syndrome d’apnées 

hypopnées du sommeil pourrait contribuer au développement de l’athérosclèrose. (D’après LF 

Drager, Chest 2011(41)). 
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6.2.2. SAHOS et dysmétabolisme 

6.2.2.1. SAHOS et métabolisme glucido-lipidique 

Il existe une relation indépendante entre le SAHOS et le diabète avec un RR ajusté de 2,3 (IC 95 

% 1,28-4,11) chez les sujets ayant un IAH ≥ 15 par rapport aux sujets avec un IAH < 5. Une 

étude longitudinale récente portant sur une large cohorte clinique retrouve que le SAHOS sévère 

(IAH>30/h) augmente le risque de développer un diabète de 30% après ajustement pour 

l’ensemble des facteurs confondants (82).  

Concernant le métabolisme lipidique, les données épidémiologiques montrent une absence 

d’association entre le SAHOS et le cholestérol total ou le LDL-cholestérol mais une diminution 

du HDL-cholestérol et une augmentation des triglycérides avec l’IAH croissant (140). Une étude 

de cohorte clinique récente portant sur 2081 patients investigués pour suspicion de SAHOS a 

confirmé une association indépendante entre l’index de désaturation d’une part et la diminution 

du HDL-cholestérol et l’augmentation des triglycérides d’autre part (194). 

6.2.2.2. SAHOS et NAFLD 

Une relation indépendante est également suspectée entre le SAHOS et la stéatose hépatique non 

alcoolique encore appelé « non alcoolic fatty liver disease » (NAFLD) (135). Le NAFLD est 

l’atteinte hépatique la plus fréquente touchant 30% de la population générale (94). Le NAFLD est 

reconnu également comme un facteur de risque indépendant vis-à-vis du risque CV (204). Le 

diagnostic de NAFLD nécessite un prélèvement histologique rendant la réalisation d’études 

épidémiologiques difficile. Les principales données sont basées sur l’étude de cohortes cliniques 

qui utilisent des marqueurs biologiques indirects de NAFLD, ou sur des cohortes de patients 

obèses sujets à une chirurgie bariatrique, chez qui une biopsie hépatique a pu être réalisée en per 
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opératoire. En 2005, une relation indépendante entre la cytolyse hépatique et le SAHOS a été 

démontrée sur une cohorte clinique de 163 patients (188). Parmi les patients ayant eu une biopsie, 

le SAHOS était également un facteur indépendant de stéato-hépatite. Dans une cohorte de 101 

patients obèses, la stéatose, l’inflammation et la fibrose hépatique étaient associées de façon 

indépendante à l’HI, après ajustement sur l’âge, l’obésité et l’insulino-résistance (8). Dans une 

population plus large de sujets présentant un SAHOS, une relation indépendante a également été 

observée entre la stéatose hépatique (évaluée par des tests sanguins non invasifs) et l’hypoxémie 

nocturne (124).  

6.2.2.3. SAHOS et inflammation 

L’inflammation est reconnue comme un mécanisme majeur participant à l’athérogenèse depuis la 

formation des stries lipidiques jusqu’à la rupture de la plaque (103). De nombreuses études cas-

témoins ou portant sur des cohortes cliniques et épidémiologiques ont étudié l’impact du SAHOS 

sur différents marqueurs d’inflammation, les plus nombreuses et celles ayant inclus le plus grand 

nombre de patients portent sur la C Réactive Protéine (CRP).  

Deux études transversales de grande ampleur, portants sur des sujets japonais, ont retrouvé que 

l’hypoxie nocturne est un facteur prédictif indépendant d’augmentation de la CRP (133, 213). 

Ces études étaient cependant limitées par l’utilisation exclusive d’oxymètres comme seul moyen 

diagnostique du SAHOS. En revanche, parmi les sujets de la Wisconsin Sleep Cohort Study, 

investigués par PSG, aucune relation indépendante n’a été observée entre la sévérité du SAHOS 

et les niveaux de CRP après ajustement sur les FDR CV notamment l’IMC (185). L’impact du 

SAHOS sur le niveau d’IL-6, une chimiokine proinflammatoire produite par le tissu adipeux, est 

tout aussi discuté. Les mêmes études japonaises suggèrent une relation indépendante entre 
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SAHOS et niveau d’IL-6 (216), tandis que d’autres auteurs ne retrouvent pas cette association au 

sein de la Cleveland Family Study (120).  

Alors que plusieurs études ouvertes suggèrent un impact de la PPC sur la diminution des 

marqueurs d’inflammation, aucune étude randomisée contrôlée contre PPC-placebo n’a retrouvé 

d’impact significatif de la PPC sur ces paramètres (74).  

Des études cas-témoins ou sur des cohortes cliniques de faible ampleur ont retrouvé un lien entre 

le SAHOS et les molécules d’adhésions (VCAM-1 et ICAM-1) (46, 145). Ces molécules 

favorisent l’interaction entre les leucocytes et l’endothélium vasculaire et seraient associées à une 

dysfonction endothéliale et un risque CV accru (21, 62). 

Enfin, l’inflammation a été recherchée à l’échelle cellulaire principalement sur les cellules 

circulantes mais également sur des cellules endothéliales veineuses obtenues par grattage endo-

vasculaire. Les polynucléaires neutrophiles issus des patients SAHOS présentent, in vitro, une 

expression accrue de sélectines et une diminution de leur prédisposition à rentrer en apoptose via 

la voie NF-κB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (45). Une 

production accrue de cytokines par les lymphocytes T CD8+ et CD4+ issus de patients SAHOS 

ainsi qu’une augmentation de leur cytotoxicité ont également été retrouvées (43, 44). D’autres 

auteurs suggèrent l’implication de la voie de l’acide arachidonique dans l’inflammation 

vasculaire associée au SAHOS en démontrant une production accrue de leucotriènes par les 

polynucléaires en culture issus de patients SAHOS et une diminution de cette production après 

traitement par PPC (96, 181). Une activation de la voie NF-κB a été retrouvée dans les cellules 

endothéliales veineuses fraîchement prélevées chez des patients SAHOS, chez qui une 
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dysfonction endothéliale a par ailleurs été documentée (71). Quatre semaines de PPC 

permettaient de corriger l’ensemble de ces anomalies. 

6.2.2.4. SAHOS et stress oxydant 

6.2.2.4.1. Stress oxydant et atteintes métaboliques, hépatiques et vasculaires  

Les ERO sont des atomes ou des molécules possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur 

l'orbite externe et, par conséquent, sujets aux réactions chimiques (202). La molécule ERO 

prédominant est le radical superoxyde (O2
-), qui est généré par la réduction monovalente de 

l'oxygène moléculaire, principalement au cours de la respiration mitochondriale, mais aussi par 

plusieurs systèmes enzymatiques, tels que la xanthine oxydase, l’«endothelial Nitric Oxide 

Synthase » (eNOS) découplée et la «Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) 

oxydase» (61). L’O2
- est un radical relativement faible, mais sa réaction avec d'autres molécules 

peut produire des molécules ERO plus puissantes et plus oxydantes comme le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (OH-) et des lipides peroxydés. Des radicaux toxiques 

supplémentaires, telles que le peroxynitrite (OONO-), qui est formé par la réaction du O2
- avec  le 

principal vasodilatateur, le monoxyde d’azote (NO), contribuent également au stress oxydatif et 

nitrosatif. Cette réaction se traduit par une diminution de la disponibilité de NO et affecte 

gravement la fonction endothéliale (18). 

Une quantité modérée d’ERO est produite lors du fonctionnement aérobie normal de la cellule. 

Lorsque l’équilibre est rompu, par augmentation de la production d’ERO ou la diminution de leur 

dégradation, apparaît alors le stress oxydant. Ces ERO en excès peuvent endommager les 

différentes biomolécules comme les lipides, les protéines, l’ADN et les carbohydrates et altérer 

ainsi leurs fonctions biologiques. 
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L’implication du stress oxydant dans la physiopathologie de très nombreuses pathologies a été 

avancée: les maladies inflammatoires, le cancer, l'athérosclérose (119) et, plus récemment, le 

SAHOS.  

6.2.2.4.2. Stress oxydant et SAHOS  

Les données concernant le stress oxydant dans le SAHOS sont issues d’études cas-témoins et de 

cohortes cliniques limitées. Un relargage plus important d’ERO par les leucocytes issus de 

patients SAHOS a été retrouvé (44, 174). Des taux plus élevés de lipides peroxydés ont été 

retrouvés chez les patients SAHOS par rapport aux sujets contrôles (17, 92). Dans une cohorte 

clinique portant sur 128 patients pris en charge pour une suspicion de SAHOS, les sujets ayant un 

SAHOS sévère avaient des taux urinaires de 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) (marqueur du 

stress oxydant urinaire) plus élevés que les sujets n’ayant pas de SAHOS sévère (IAH<30/h) et 

une corrélation positive était retrouvée entre le taux de 8-OHdG et l’index de désaturation 

indépendamment des autres facteurs connus pour influencer le stress oxydant (212). 

Les études interventionnelles (non randomisées) suggèrent une diminution du stress oxydant sous 

PPC (17, 92) et OAM (68). Une seule étude randomisée contrôlée s’est intéressée à l’impact du 

traitement sur le 8-isoprostane et montre un résultat positif (à noter que l’étude n’a pas été 

réalisée en intention de traiter mais n’a inclus que les patients observants pour la PPC) (5). 

6.2.3. Les microparticules  

Les microparticules (MPs) sont des vésicules à contenu cytoplasmique, libérées à partir d'un 

bourgeonnement membranaire des cellules de la paroi vasculaire et des cellules circulantes sous 

l'influence de différents stimuli comme l'activation cellulaire, le flux sanguin ou l'apoptose (116). 

Les MPs se définissent par leur taille comprise entre 0,1 et 1µm et la composition de leur 
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membrane, riche en phospholipides chargés négativement, en particulier la phosphatidylsérine. 

Leur composition dépend à la fois de leur cellule d’origine et du stimulus impliqué dans leur 

genèse. Les MPs peuvent contenir des protéines membranaires et cytosoliques, des facteurs de 

transcription, du matériel génétique comme des ARN ribosomaux, messager et des microARN 

ainsi que des lipides et organelles provenant de leur cellule d’origine (24). Les MPs peuvent 

interagir avec leur cellule cible par différentes voies. Les ligands portés par les MPs peuvent 

interagir directement avec les récepteurs de la cellule cible. Les membranes des MPs peuvent 

fusionner avec les membranes plasmiques aboutissant ainsi au transfert des composants 

membranaires et au relargage du contenu cytoplasmique des MPs à l’intérieur de la cellule. 

Enfin, les MPs peuvent être phagocytées par la cellule cible (47). Toutes ces interactions peuvent 

aboutir à l’activation ou l’inhibition de voies métaboliques intracellulaires ou à une modification 

du phénotype cellulaire (200). 

Les MPs sont détectables dans le sang chez les sujets sains, en dehors de toute situation 

pathologique. Néanmoins, des taux élevés de MPs sont retrouvés dans de nombreuses pathologies 

CV (117), l'hypertension artériel pulmonaire (199), le diabète (166), les maladies inflammatoires 

ou cancéreuses (130). Initialement perçues comme des marqueurs circulants de l'atteinte 

vasculaire, les MPs constituent en réalité, des effecteurs cellulaires susceptibles de moduler de 

nombreuses fonctions biologiques. Des travaux menés par des membres de l'équipe de l'unité 

INSERM U1063 ont permis de démontrer l'implication des MPs comme médiatrices et effectrices 

sur la régulation de la tonicité vasculaire et de la fonction endothéliale (115). 

Au cours des dernières années, une collaboration entre le service de pneumologie et l’unité 

INSERM U1063 a permis de mener plusieurs études sur l’expression des MPs dans le SAHOS et 

sur les conséquences des MPs in vitro et in vivo.  



33 

 

6.2.3.1. Microparticules plaquettaires et SAHOS 

Les PMPs représentent plus de 60% des MPs circulantes. La présence de glycoprotéines 

spécifiques de plaquettes et de mégacaryocytes comme CD41, CD62P (P-sélectine), CD 42b ou 

CD61 permet leur identification. Les résultats concernant les taux circulants de PMPs chez les 

patients SAHOS sont disparates. Geiser et col. retrouvent une activation plaquettaire à 4 heures 

du matin chez les patients SAHOS sans pour autant constater de modification des taux de PMPs 

(55). L’étude cas-témoins réalisée par notre équipe qui a apparié les groupes sur l’âge, l’IMC et 

les facteurs de risque CV n’a pas montré de différence significative sur les PMPs CD41+ et sur 

les CD62P+ (issues des plaquettes activées) (160). A contrario, 3 autres études cas-témoins 

rapportent des augmentations des PMPs (CD31+/CD41+ et CD41+/AV+ PMP) chez les sujets 

SAHOS et une corrélation positive entre les PMPs circulants et la sévérité du SAHOS (10, 84, 

118). Muryama et col. retrouvent une diminution des PMPs sous PPC (118). Par contre, dans une 

étude randomisée proposant un arrêt de traitement par PPC de 15j chez des patients observant au 

préalable, aucun impact sur les taux de PMPs n’était noté (12). Les résultats divergents peuvent 

s’expliquer par des différences techniques dans l’isolation et le comptage des MPs mais 

également par des divergences dans les critères d’inclusions des patients. Dans l’étude cas-témoin 

de Maryama, les patients et les témoins n’étaient pas parfaitement appariés pour l’IMC et les 

facteurs de risque CV. Dans l’étude d’Ayers et col, les patients avait un IMC élevé, 40% étaient 

hypertendus, et 10% avaient des coronaropathies, facteurs confondants connus pour entraîner une 

augmentation des PMPs (1).  

6.2.3.2. Microparticules leucocytaires (LMPs) et SAHOS  

Les LMPs peuvent provenir de l’ensemble des leucocytes: neutrophiles, monocytes, lymphocytes 

T et B. Les marqueurs caractéristiques d’une origine leucocytaire sont : le CD45 pour les LMPs 
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issues de l’ensemble des leucocytes, le CD66b pour les LMPs issues des granulocytes, le CD11B 

pour les LMPs issues des monocytes, granulocytes, macrophages et lymphocytes « natural killer 

» et le CD62L pour les leucocytes activés.  

Toutes les études publiées sur le sujet retrouvent une augmentation des LMPs chez les SAHOS 

par rapport aux sujets contrôles. Des niveaux élevés de LMPs CD11b+ et CD45+ ont été 

retrouvés chez des enfants présentant un SAHOS modéré à sévère et le niveau de LMPs CD11b+ 

corrélait positivement avec la sévérité du SAHOS (r=0,0334, p<0,001) (Kim). Des niveaux 

élevés de LMPS CD45+ ont été retrouvés chez des patients présentant un SAHOS peu 

symptomatique (10). Notre équipe a également retrouvé une augmentation des LMPs d’origine 

granulocytaires (CD66b+) et des leucocytes activés (CD62L+) chez des patients présentant des 

désaturations marquées ainsi qu’une corrélation positive entre les LMPs CD62L+ et l’index de 

désaturation (160). De plus, dans une étude s’intéressant aux différences de taux des MPs entre le 

soir et le matin, nous avons observé une diminution des LMPs CD62L+ au cours de la nuit chez 

les sujets contrôles qui contrastait avec une augmentation de ce niveau chez les SAHOS modérés 

à sévères (196). Enfin, dans l’essai randomisé d’arrêt transitoire de traitement, Ayers et col. ont 

démontré une augmentation des LMPs CD66b+ après arrêt de la PPC pendant 2 semaines (12). 

L’ensemble de ces résultats est en faveur d’un lien direct entre le SAHOS et le relargage des 

LMPs au cours de la nuit.  

6.2.3.3. Microparticules endothéliales (EMPs) 

Les marqueurs de surface caractéristiques des EMPs sont nombreux mais souvent peu 

spécifiques. Pour outrepasser ces difficultés, des stratégies utilisant des combinaisons de 

plusieurs anticorps multicolores ont été proposées. Les épitopes utilisés sont CD146 (S-endo), 
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CD31 (Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1, PECAM-1) le plus souvent associés à 

l’absence de marqueur plaquettaire (CD41- ou CD42b-) et CD62E+ (E-sélective) pour les EMPs 

issues des cellules endothéliales activées.  

Trois études rapportent une augmentation des EMPs dans le SAHOS (70, 84, 221). Jelic et col. 

retrouvent des taux d’EMPs CD31+/CD42b- quatre fois plus élevés chez les SAHOS par rapport 

aux sujets contrôles appariés, une corrélation négative entre ce taux et la fonction endothéliale 

des patients investigués par la vasodilatation médiée par le flux et une diminution après 

traitement par PPC (70). Dans une seconde étude, le taux de EMPs CD31+/CD42b- est corrélé 

positivement avec à la fois l’IAH et l’épaisseur intima-media (221). L’arrêt de PPC 

s’accompagne d’une augmentation des EMPs CD62E+ (issues des cellules endothéliales 

activées) sans modification des EMPs CD31+/CD41-(12).  

A contrario, deux autres études ne retrouvent pas de modification des taux d’EMPs CD146+ et 

CD31+/CD41- (118, 160). CD146+ est un marqueur constitutif des cellules endothéliales alors 

que le CD31+ et le CD62E sont associés à l’apoptose ou l’activation cellulaire respectivement. 

Le CD146 peut donc s’avérer moins sensible que les autres marqueurs pour détecter des 

modifications précoces. La seconde étude négative portait sur des sujets peu symptomatiques qui 

présentent d’après certains auteurs, une atteinte vasculaire moins marquée (16, 129) ce qui 

pourrait expliquer ces résultats divergents.  
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Figure 2: Illustration des principaux épitopes portés par les microparticules (MPs) issues des 

patients présentant un syndrome d’apnées-hypopnées du sommeil. LMP: MPs d’origine 

leucocytaire, EMPs: MPs d’origine endothéliale, PMPs: MPs d’origine plaquettaire, CEACAM: 

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule; Mac-1: macrophage antigen-1; 

PECAM: platelet endothelial cell adhesion molecule.  

6.2.3.4. Le rôle des MPs dans l’atteinte vasculaire du SAHOS 

En plus de la caractérisation des MPs dans le SAHOS, notre équipe a réalisé plusieurs études 

translationnelles en s’intéressant à l’impact vasculaire des MPs issues de patients SAHOS. Ces 

MPs ont été ré-injectées à des souris permettant d’étudier leur effet in vitro et ex vivo notamment 

sur aorte isolée après sacrifice. L’impact des MPs issues de patients SAHOS a également été 

investigué in vivo. Ces MPs ont été incubées avec des cellules endothéliales et leurs effets ont été 

comparés aux effets des MPS issues de sujets contrôles appariés sur l’âge, le BMI et les facteurs 

de risque CV.  
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SAHOS, MPs et inflammation vasculaire 

Les travaux issus de notre équipe montrent que les MPs sont impliquées dans cette inflammation 

dépendante des COX. L’incubation de cellules endothéliales avec les MPs issues de patients 

entraînait une augmentation de l’expression de molécules pro-inflammatoires (CD62E, Cox-2, 

ICAM-1) (160). L’injection de MPs issues de patients SAHOS aux souris induit une 

surexpression aortique de COX-1 et de COX-2 et une augmentation de la production de cytokines 

pro-inflammatoires dans le surnageant de ces aortes ex-vivo (thromboxane A2, prostacycline, 

prostaglandine E2) (197).  

SAHOS, MPs et fonction vasculaire  

Nous avons démontré que les MPs issues de patients SAHOS entraînaient une dysfonction 

endothéliale à la fois au niveau aortique et au niveau des artères mésentériques. Ces MPs 

diminuaient la production in vitro de NO par des cellules endothéliales en augmentant la 

phosphorylation de la eNOS sur son site inhibiteur et en augmentant l’expression de la caveoline-

1 qui peut séquestrer la eNOS au niveau de la membrane cytoplasmique et diminuer ainsi son 

activité (160).  

L’implication des MPs dans la réponse contractile des vaisseaux a également été étudiée. 

L’injection de MPs issues de patients SAHOS à des souris entraînait ex-vivo une 

hypercontractilité vasculaire à la sérotonine (5-HT) (197) lorsque l’endothélium était présent et 

fonctionnel et une hyporéactivité lorsque l’endothélium était enlevé. Cette hyperréactivité était 

prévenue en présence d’inhibiteur de l’eNOS et de la COX suggérant l’implication de ces deux 

voies métaboliques dans l’hyper-réactivité vasculaire induite par les MPs issues de patients 

SAHOS.  
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Figure 3: Illustration des principales voies décrites dans l’atteinte vasculaire induite par les 

microparticules (MPs) issues des patients présentant un syndrome d’apnée hypopnée du sommeil 

(SAHOS). 1) Le SAHOS induit une hypoxie intermittente (HI) qui peut stimuler la libération de 

MPs dérivées des plaquettes (PMPs), des MPs dérivées de l'endothélium (EMPs) et des MPs 

provenant de leucocytes (LMPs). 2) Les MPs circulantes interagissent avec les cellules 

endothéliales et contribuent à altérer la fonction endothéliale en augmentant la phosphorylation 

de la synthase d'oxyde nitrique endothéliale (eNOS) sur son site inhibiteur et l'induction de 

l'expression de la cavéoline-1. 3) Les MPs favorisent les interactions intercellulaires en 

augmentant l'expression des molécules d'adhésion vasculaire: la molécule d'adhésion 

intercellulaire (ICAM) -1, CD62E (E-sélectine) et l'intégrine a5 (ATG5). 4) Les MPs favorisent 

l'inflammation vasculaire en augmentant l’expression de la cyclooxygénase (Cox) et la sécrétion 

de prostacycline. 5) Les MPs entraînent l'hyperréactivité vasculaire en réduisant la production 
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d’oxyde nitrique (NO) et en favorisant la production d’agents vasoconstricteurs. SMC: cellules 

musculaires lisses. 

SAHOS, MPs et angiogenèse 

Un impact du SAHOS sur l’angiogenèse a été retrouvé, avec une augmentation des collatérales 

coronaires chez les sujets SAHOS (182) et une augmentation du VEGF, principal facteur pro-

angiogénique (173). Nous avons testé l’impact des MPS issues des patients SAHOS sur 

l’angiogenèse (Annexe 3) (198). Le SAHOS augmente la quantité de VEGF portée par les MPs 

circulantes. Les MPs issues des patients SAHOS augmentent, in vitro, la prolifération des cellules 

endothéliales, leur capacité à produire des capillaires sur un milieu adapté (Matrigel®) et la 

quantité d’endothelin-1 produite dans le surnageant. Cette augmentation des capacités pro-

angiogéniques induite par les MPs issues des patients SAHOS est prévenue en présence d’un 

antagoniste de l’endothelin-1. Les MPs issues des patients SAHOS ont donc des capacités pro-

angiogéniques via une modulation du secrétome des cellules endothéliales. 

6.2.4. Synthèse des éléments bibliographiques issus des études cliniques  

Alors que les premières études cas-témoins suggéraient un impact fort et indépendamment du 

SAHOS sur la pathologie CV, les données issues du suivi des grandes cohortes suggèrent un 

impact moins marqué, avec des significativités retrouvées principalement dans des analyses post-

hoc portant sur la population masculine d’âge intermédiaire. Le suivi de cohortes laisse supposer 

un impact positif de la PPC sur la morbi-mortalité CV. La réalisation d’études contrôlées 

randomisées prolongées n’est pas réalisable actuellement pour des raisons éthiques au vu des 

bénéfices déjà reconnus par ailleurs de la PPC. Un impact significatif de la PPC a été démontré 

dans des études plus courtes sur l’HTA, la dysfonction endothéliale et l’activité sympathique. 
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L’impact de la PPC a également été testé sur des biomarqueurs CV intermédiaires (stress 

oxydant, inflammation) et les paramètres glucido-lipidiques mais son efficacité n’est à ce jour pas 

retrouvée lorsque les essais sont randomisés contre PPC placebo (74). Dans une étude récente, 

l’impact d’un programme de perte de poids s’avère plus efficace que la PPC sur la diminution de 

la CRP et l’amélioration des paramètres métaboliques. De plus, l’association PPC-perte de poids 

n’améliore pas d’avantage les paramètres testés par rapport à la perte de poids seule en dehors 

d’un impact plus marqué sur la diminution de la PA (29).  

La question de la contribution respective de l’obésité et du SAHOS dans la morbi-mortalité CV 

reste donc ouverte sur la base des données cliniques. Or, en pratique clinique le SAHOS et 

l’obésité ainsi que ses complications regroupées dans le syndrome métabolique (SM) sont très 

souvent présents chez les mêmes patients. En effet, 60 % des patients présentant un syndrome 

métabolique ont un SAHOS associé (40).  

La recherche fondamentale utilisant des modèles animaux d’obésité et de SAHOS a permis de 

s’affranchir de cette problématique rencontrée dans la recherche clinique et de cibler 

spécifiquement leurs impacts respectifs sur les différents paramètres CV ainsi que sur les 

mécanismes intermédiaires suspectés.  

6.3. Données bibliographiques issues des modèles expérimentaux 

6.3.1. Les modèles expérimentaux de SAHOS 

De nombreux modèles animaux ont été proposés pour mimer le SAHOS. Il existe un modèle 

naturel décrit en 1987 par Hendricks et col : le bulldog anglais (64). Il présente un élargissement 

du voile du palais et une étroitesse de l’oropharynx. Ce modèle reproduit l’ensemble des aspects 

de la pathologie humaine allant des désaturations nocturnes à la somnolence excessive. Par la 
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suite, différents modèles chirurgicaux ont été proposés comme les animaux trachéotomisés 

permettant des obstructions cycliques de la sonde de trachéostomie (146, 154) ou bien des 

animaux chez qui l’obstruction partielle est favorisée par injection de collagène au niveau de la 

base de la langue ou du pharynx (151). Initialement décrit en 1992 par Fletcher et col, le modèle 

d’HI intermittente s’est progressivement imposé pour investiguer les conséquences du SAHOS 

(52).  

6.3.2. Le modèle d’hypoxie intermittente 

Le principe est d’exposer des animaux à des cycles d’hypoxie-réoxygénation. Les animaux de 

grande taille (porcelet), sont le plus souvent ventilés au masque, les animaux de petite taille 

(rongeurs) étant placés dans une cage ou une chambre à flux contrôlé. Un modèle d’HI de plus 

grand volume adapté à l’homme a également été développé permettant d’exposer des sujets sains  

(187). Dans les trois cas, le principe est de faire respirer de façon intermittente un air enrichi en 

azote afin de créer une hypoxie (la fraction en oxygène varie le plus souvent entre 5% et 10%), en 

alternance avec de l’oxygène ou de l’air pour la phase de réoxygénation. La durée des phases 

hypoxiques et normoxiques, de même que la pente de la diminution et de l’augmentation de la 

FiO2 sont conditionnées par la taille de l’enceinte, le flux de gaz et le type de mélange gazeux. 

Des animaux « contrôles » sont classiquement placés dans le même type d’enceinte et exposés à 

des flux similaires assurant des niveaux comparables de bruit et de turbulence liés à la circulation 

du gaz. 

La durée de l’exposition à l’HI, la fréquence des cycles et l’importance de la chute de la 

désaturation varient d’une étude à l’autre, rendant difficiles les comparaisons entre les résultats. 

Les durées d’exposition sont variables de 4h/j (78) à 12h/j (85), voir 24h sur 24h (104). Le plus 

souvent, l’HI est appliquée durant la journée pour se rapprocher le plus possible des phases de 
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sommeil des rongeurs. La fréquence des désaturations varie de 1 cycle /h (58) jusqu’à 60 

cycles/min (6, 158). De plus, certaines équipes proposent un modèle qui permet, lors des phases 

d’hypoxie, l’adjonction de CO2 pour compenser l’hyperventilation induite par l’hypoxie (80).  

Le modèle d’HI présente pour principal avantage d’être applicable aux rongeurs, animaux qui,  

par leur taille, disponibilité, coût, et par le nombre important de modèles transgéniques sont les 

plus utilisés dans les laboratoires de recherche. Sa justification comme modèle d’étude des 

complications associées au SAHOS vient des études cliniques et épidémiologiques qui ont permis 

d’identifier le rôle prépondérant de l’HI, représentée par l’index de désaturation en pratique 

clinique, dans la morbi-mortalité attribuable au SAHOS. En effet, dans une étude portant sur 51 

patients présentant un OSA avec un IAH>15, Cross et col. ont retrouvé une altération de la 

fonction endothéliale plus marquée chez les patients présentant des désaturations marquées par 

rapport aux patients non désaturateurs (32). Dans une vaste étude épidémiologique prospective 

portant sur 6441 sujets, l’index de désaturation était indépendamment associé à la mortalité toutes 

causes confondues (161). Cette association n’était pas trouvée avec l’index de micro-éveils. Dans 

une autre étude, la sévérité des désaturations nocturnes représentait le meilleur facteur prédictif 

de l’épaisseur de la paroi carotidienne et de la présence de plaques d’athérosclérose (14). La 

capacité de ce modèle à reproduire chez l’animal la majorité des perturbations métaboliques et 

vasculaires identifiées dans les études cliniques est venue conforter la pertinence du modèle d’HI 

dans la recherche fondamentale sur le SAHOS. 

6.3.3. HI et métabolisme glucidique 

Les données concernant l’impact de l’HI sur la sensibilité à l’insuline sont hétérogènes. Elles 

dépendent du stimulus d’HI appliqué, de la durée d’exposition et du modèle animal utilisé (souris 

mutée, diète riche en graisse, diète riche en cholestérol).  
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Une courte durée d’HI induit une insulino-résistance dès 9 heures de stimulus lorsque les mesures 

biochimiques sont réalisées au cours de l’exposition (65). Par contre, si les investigations sont 

réalisées chez des souris exposées à 5 jours d’HI mais les prélèvements réalisés plusieurs heures 

après l’arrêt du stimulus, on constate un rebond de sensibilité à l’insuline avec une diminution de 

la glycémie à jeun sans modification des taux d’insuline aboutissant à une franche diminution de 

l’index HOMA (156). Une amélioration de la tolérance au glucose était également notée dans ces 

mêmes conditions expérimentales.  

A contrario, une exposition plus prolongée de 4 semaines ou plus à l’HI induit une insulino-

résistance avec augmentation modérée de la glycémie à jeun, augmentation plus marquée de 

l’insulinémie, et altération de la tolérance au glucose quel que soit le moment du prélèvement 

(168). Cette insulino-résistance est réversible 7 jours après l’arrêt du stimulus (155). Des 

expériences d’HI menées chez le volontaire sain ont pu confirmer l’impact de l’HI sur la 

tolérance au glucose chez l’homme (106).  

Les modèle d’HI portant sur des souris génétiquement obèses (ob-/ob-) (156) ou recevant un 

RRG (38) démontrent que les effets de l’HI et de l’RRG sont synergiques sur l’insulino-

résistance avec principalement une augmentation majeure de l’insulinémie sans modification de 

la glycémie traduisant une insulino-résistance débutante, et ce, dès 5 jours d’HI. Par contre, 

lorsque le RRG et l’HI sont poursuivis simultanément sur une longue période (12 semaines), on 

note une nette diminution du niveau d’insulinémie sans modification de la glycémie à jeun (169). 

L’impact important de ces deux stimuli sur la diminution de la prise pondérale est avancé par les 

auteurs pour expliquer ces résultats.  
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Les mécanismes à l’origine de l’insulino-résistance induite par l’HI ont pu être précisés. L’HI 

active le système nerveux sympathique (15) qui induit une lipolyse par l’augmentation de 

différentes lipases (hormone sensitive lipase) (222). Cette lipolyse entraîne une augmentation des 

acides gras libres (38). Ces mêmes augmentations de lipolyses et d’acides gras libres 

accompagnent l’obésité (77). Les acides gras libres s’accumulent au niveau des muscles 

périphériques et du foie entraînant une lipotoxicité (201). Les acides gras libres diminuent la 

phosphorylation du récepteur à l’insuline « insulin receptor subbsrate » (IRS)-1 (muscle) et IRS-2 

(foie) diminuant ainsi le transport du glucose stimulé par l’insuline et entraînant donc une 

insulino-résistance (33). L’augmentation du niveau des catécholamines secondaires à l’activation 

du système nerveux sympathique peut participer à l’insulino-résistance en augmentant la 

néoglucogenèse et la glycogénolyse. De même, le stress induit par l’HI augmente le niveau de 

cortisone sérique dans les premières semaines d’exposition (65). Cette augmentation n’est pas 

plus retrouvée après 4 semaines d’HI témoignant d’une probable adaptation de l’animal au stress 

engendré par l’exposition (38).  

6.3.4. HI et métabolisme lipidique 

Dans les différentes études sur les niveaux de lipides circulants, l’HI appliquée pendant 5 jours à 

12 semaines augmente les niveaux de cholestérol total, de triglycérides et de phospholipides chez 

les souris recevant un régime normal (102) (101) ainsi que chez les animaux déficitaires pour 

l’apoprotéine E (7, 75). Le niveau de LDL augmentent pour des durées d’HI prolongées (12 

semaines) (168, 169). 

Chez les animaux génétiquement obèses (ob-/ob-), l’HI ne modifie pas les niveaux de lipides 

circulants (99). Chez les animaux soumis au RRG et à l’HI de façon concomitante, l’impact de 

l’HI semble faible ou nul à 12 semaines (169) ou à 6 mois d’HI (168). Par contre l’impact semble 
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plus marqué chez les animaux rendus obèse par un RRG puis exposés secondairement à l’HI (38, 

39). L’impact prononcé de l’HI sur le métabolisme énergétique globale des animaux soumis à 

l’HI, avec une diminution de la prise de poids généralement constatée sous HI malgré une prise 

alimentaire préservée a pu contribuer à ces résultats divergents.  

Les mécanismes impliqués dans ces modifications du métabolisme lipidique ont pu être précisés. 

Des données suggèrent à la fois une augmentation de la lipolyse périphérique, une biosynthèse 

lipidique accrue en particulier au niveau hépatique et une diminution de la clairance lipidique au 

niveau de la graisse. Comme détaillé plus haut, l’HI entraîne une augmentation du tonus 

sympathique (15) induisant ainsi une lipolyse périphérique (90). L’augmentation des acides gras 

libres décrits dans les études précédentes pourrait relever de ce mécanisme. Par ailleurs, une 

surexpression des SREBP-1 et de SCD-1 dans le foie a été décrite (100). SREBP est un facteur de 

transcription présent au niveau des hépatocytes mais également dans les adipocytes ou encore les 

cellules musculaires, impliqué dans la régulation de nombreuses protéines participant au 

métabolisme lipidique: l’acetyl coenzyme A (CoA) carboxylase (108) et la SCD-1 (184). La 

SCD-1 est une molécule qui contrôle la synthèse d’acides gras monoinsaturés qui forment le 

substrat nécessaire à la synthèse des triglycérides (143). Cette surexpression de SCD-1 et de 

SREBP-1 était prévenue chez des souris hétérozygote mutées sur HIF-1α (98). HIF-1 pourrait 

agir en activant la protéine SREBP cleavage-activating protein (SCAP) dont le promoteur du 

gène contient un site de liaison d’HIF-1 (137). En effet, SCAP est surexprimée après stimulation 

par l’HI et cette surexpression est prévenue partiellement chez les souris mutées HIF-1 (98). 

Finalement Li et col. proposent le schéma suivant (Figure 4) : l’HI induit une surexpression de 

HIF-1 qui active l’expression de SCAP. SCAP facilite le transport de SREBP-1 du réticulum 

endoplasmique vers l’appareil de Golgi ou SREBP est clivé par des protéases spécifiques pour 
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obtenir sa forme active. SREBP-1 active SCD-1 qui participent à la synthèse accrue d’acides gras 

monoinsaturés, substrats pour la synthèse des triglycérides avec pour conséquence, une 

augmentation des triglycérides hépatiques et circulants.  

 

Figure 4 : Voies moléculaires régulant de la lipogenèse au niveau des hépatocytes en réponse à 

l’hypoxie intermittente (D’après Li et al 2006(98)). ER reticulum endoplasmique; MUFA, acides 

gras monoinsaturés; bHLH,  domaine terminal NH2 de SREBP; R, domaine terminal COOH de 

SREBP. 

Une altération de la clairance lipidique induite par l’HI a également été suggérée très récemment. 

Le gavage des animaux soumis à l’HI par du retinyl-palmitate s’accompagne d’une altération de 

la clairance des esters de retinyl témoignant d’une altération de la clairance des chylomicrons 

(39). De plus, l’HI diminue de façon drastique l’activité de la lipoprotéine lipase (LPL) au niveau 

de la graisse épidydymale sans modification de l’ARNm correspondant et avec une diminution 

modérée de l’expression protéique suggérant une régulation post-transcriptionnelle. La LPL est 

l’enzyme, situé au niveau de l’endothélium du tissu graisseux, qui permet l’hydrolyse des 
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triglycérides des lipoprotéines plasmatiques: chylomicrons et « Very low-density lipoprotein » 

(VLDL). Cette hydrolyse est l’étape clé avant leur intégration dans les adipocytes. L’HI 

s’accompagne également d’une surexpression de l’angiopoietin-like protein 4 (Angptl4), un 

inhibiteur post transcriptionnel de la LPL (42, 217). L’absence de modification des lipides 

circulants chez des souris traitées par des anticorps anti Angptl4 et soumis à l’HI renforcent 

l’hypothèse d’une altération de la clairance lipidique induite par l’HI via la voie LPL-Angptl4 

dans les perturbations lipidiques induites par l’HI (214).  
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Figure 5 : Principale voies métaboliques participant à la dérégulation du métabolisme lipidique 

induite par l’hypoxie intermittente (HI) (D’après Drager 2010 (37)). L’HI entraîne une 

augmentation de l’expression de HIF-1 qui active SREBP-1 et SCD-1 augmentant ainsi la 

stéatose hépatique et une augmentation de la sécrétion de lipoprotéines. L’HI augmente la 

lipolyse au niveau du tissus adipeux augmentant l’afflux d’acides gras libres au niveau hépatique. 

L’HI inhibe la clairance des lipoprotéines. FFA: Free Fatty Acids, HIF-1: Hypoxia inducible 

factor 1, SREBP1: Sterol regulatory element binding protein 1, SCD-1: Stearoyl coenzyme A 

desaturase 1. 

6.3.5. HI et foie 

6.3.5.1. HI et inflammation hépatique 

Globalement, le niveau d’inflammation hépatique induit par l’HI dépend à la fois de la durée 

d’exposition mais également des conditions expérimentales associées (diète riche en graisse, 

modifications génétiques proposant des animaux déficitaires pour la leptine).  

Quatre semaines d’HI n’avaient aucun impact sur les niveaux de TNF-alpha et d’IL-6 tissulaire 

hépatique avec même une tendance à une diminution du niveau de MCP-1 (171). Pour des durées 

plus longues (12 semaines d’HI) une augmentation  du niveau d’expression de Nf-kB hépatique a 

été notée en dehors de toute modification de diète (170).  

En revanche, quatre semaines d’HI augmentaient de façon prononcée l’expression de TNF-α et 

de « macrophage inflammatory protein-2 » (MIP-2) chez des souris préalablement rendues 

obèses par 12 semaines de RRG (38). De même, six mois d’HI et de RRG appliqués de façon 

concomitante augmentent le niveau d’IL-1β, IL-6, MIP-2 et TNF-α par rapport aux animaux 

soumis au RRG seul (168). Ces modifications moléculaires s’accompagnaient d’une modification 
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histologique avec une inflammation hépatique accrue caractérisée par une infiltration 

lymphocytaire.  

A contrario, dans une étude utilisant une exposition beaucoup plus courte (12 heures) l’HI 

augmentait l’expression de TNF-α hépatique chez les souris sous régime normal mais diminuait 

cette expression chez les souris soumises à un RRG (163). 

6.3.5.2. HI et stress oxydant au niveau hépatique 

Les données concernant le stress oxydant au niveau hépatique chez les souris recevant un régime 

standard sont homogènes. Douze heures (163), 4 semaines (76, 101, 171) et 12 semaines (170) 

d’HI augmentent les taux de MDA hépatiques.  

Les données concernant l’effet de l’HI sur le stress oxydant au niveau hépatique chez des 

animaux soumis à un RRG sont plus disparates. Drager et col. ne retrouvent aucun changement 

dans le niveau des MDA hépatiques après 4 semaines d’HI chez des animaux soumis à un régime 

normal mais une très nette augmentation chez les souris rendues obèses au préalables par 12 d’HI 

(38). De même, 6 mois de RRG et de HI appliqués de façon concomitante augmentent de façon 

modérée le niveau de MDA et de myeloperoxidase hépatique (MPO) (168) par rapport au RRG 

seul.  

A contrario, une très courte exposition à l’HI (12 heures) prévient l’augmentation du niveau de 

MDA observée chez les souris obèses (163). 

6.3.5.3. Impact biochimiques et histologique de l’HI sur le foie 

Des anomalies moléculaires et biochimiques précoces ont été décrites chez les animaux soumis à 

l’HI. Cinq jours d’HI augmentent le contenue hépatique en triglycérides sans modifier son 
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contenu en cholestérol ou en phospholipides et augmentent l’expression de la Sterol Regulatory 

Element-Binding Proteins-1 (SREBP-1) et de la stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1), gènes 

impliqués dans la lipogenèse (102). Cette accumulation est prévue chez les souris mutée pour l’ 

Hypoxia-inducible transcription factor-1 α (HIF-1α) suggérant l’implication d’HIF-1α dans 

l’accumulation lipidique hépatique induite par l’HI (98). A 12 semaine d’HI, le contenue 

hépatique en triglycérides n’était pas modifié, le contenu en glycogène était fortement augmenté 

et une augmentation sérique des alanine transaminases (ALAT) était notée (170). Ces 

modifications biochimiques avaient des répercussions histologiques modestes avec un léger 

ballonnement hépatocellulaire, une raréfaction du cytoplasme et une augmentation du contenu en 

glycogène évalué par le PAS.  

L’impact hépatique de l’HI sur des souris rendues obèses soit par modification génétique ou par 

un RRG a également été étudié. Chez des souris déficientes pour la leptine (ob-/ob-) et donc 

prédisposées à l’obésité, 12 semaines d’HI ont également accrue les contenus en triglycérides, et 

augmenté l’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse comme SREBP-1 et SCD-1 et 

SCD-2 (99). Les souris soumises à 3 à 9 mois d’HI et de RRG (vs RRG seul) présentaient au 

niveau hépatique des marqueurs de stress oxydant, d’inflammation, une augmentation du contenu 

hépatique en cholestérol et une augmentation des ASAT et ALAT (38, 168, 206). Les deux 

groupes présentaient une stéatose hépatique microvésiculaire modérée mais le groupe soumis à 

l’HI présentait des dépôts graisseux plus marqués au niveau de la zone 3 des hépatocytes soit, des 

différences très modestes.  
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6.3.6. HI et vaisseaux 

6.3.6.1. HI et inflammation vasculaire 

Les études portant sur les modèles animaux de SAHOS ont permis de s’intéresser plus 

précisément à l’inflammation tissulaire vasculaire. Dans un modèle de rat soumis à l’HI, il a été 

mis en évidence une augmentation des interactions entre les leucocytes et les cellules 

endothéliales et une augmentation du « rolling » leucocytaire par rapport aux animaux contrôles 

(136). L’HI est associée à une activation des lymphocytes T de la paroi vasculaire, l’expression 

de ICAM-1, un rolling leucocytaire, des signes précoces de remodelage vasculaire avec 

épaississement de l’épaisseur intima-media et une surexpression de la chémokine « Regulated on 

Activation, Normal T cell Expressed and Secreted » (RANTES)/C-C Chemokine Ligand 5 

(CCL5) et une infiltration leucocytaire au niveau de la paroi vasculaire (6). Une activation de NF-

κB a été retrouvée au niveau des vaisseaux et du cœur de souris soumises à l’HI (60) ainsi que 

dans un modèle in vitro soumettant des cellules endothéliales à l’HI (165). De plus, le processus 

athérosclérotique induit par l’HI semble ralenti lorsque l’on expose des souris présentant une 

délétion pour la sous-unité p50 de NF-κB et nourris par un régime riche en graisse (RRG) (180).  

Une implication de la voie des COX dans l’inflammation vasculaire du SAHOS a également été 

suggérée. Huit semaines d’HI entraînent, au niveau du tissus aortique de souris Apo E-/-, une 

surexpression de la COX-1 et de la thromboxane synthétase, enzyme impliquée dans le 

métabolisme de l’acide arachidonique dépendant de la COX  (54). Cette suractivation 

transcriptionnelle corrèle positivement avec l’augmentation des lésions athéroslérotiques, 

suggérant l’implication de cette voie dans le processus athérogène induit par l’HI (54).  
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6.3.6.2. HI et stress oxydant vasculaire 

L’effet de l’HI sur le stress oxydant au niveau vasculaire sont discordants. En 2005, des études 

d’HI avec des cycles longs (30min30min) et une courte durée d’exposition ont été mené ex-vivo 

sur des artères cérébrales de rats et retrouvaient une augmentation des ERO après stimulation par 

l’ajout de NADPH (209). Par la suite, l’équipe d’Albuquerque (Nouveau Mexique) a démontré 

un impact de l’HI sur le niveau d’ERO vasculaire (192). Leurs études retrouvent une 

augmentation du stress oxydant au niveau des vaisseaux mésentériques et de l’aorte après 2 

semaines d’HI. A contrario, l’équipe de Baltimore du Pr Polotsky a publié deux études négatives 

sur l’impact de 1, 4 et 12 semaines d’HI sur le niveau de stress oxydant vasculaire à la fois chez 

des souris C57Bl/6 et chez des souris ApoE-/- (75, 76) avec même une tendance à la baisse du 

niveau de ERO au niveau aortique. Mise à part les différences portant sur les durées d’exposition 

et les souches génétiques animales utilisées, il existe une différence notable entre les deux 

équipes sur le modèle d’HI utilisé. Le premier modèle, appelé modèle « eucapnique » permet 

d’administrer lors des phases d’hypoxie, du dioxyde de carbone, faisant passer le taux de ±0% 

lorsque la FiO2 est à 20% à 5% lorsque la FiO2 est à 5%. Ce modèle permet une reproduction 

plus fidèle des modifications métaboliques constatées lors des apnées. Le deuxième modèle fait 

varier le taux d’O2 sans compensation en CO2. La réponse physiologique à l’hypoxémie étant 

l’hyperventilation, les rongeurs soumis à ce stimulus présentent des hypocapnie transitoires. Or, 

des différences sur le système CV ont été décrites entre les deux modèles, avec des effets plus 

marqués dans le modèle « eucapnique » (50). Ces différences méthodologiques peuvent participer 

aux résultats contradictoires sur le stress oxydant systémique et vasculaire retrouvés dans la 

littérature.  
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6.3.6.3. HI et fonction endothéliale  

L’inflammation et les stress oxydant sont deux processus physiopathologiques majeurs 

incriminés dans l’altération des vaisseaux en particulier des cellules endothéliales. Les résultats 

très disparates décrits dans les chapitres précédents en fonction des durées d’HI et des conditions 

associées (notamment le RRG et les modèles génétiques) se retrouvent lorsqu’on s’intéresse à la 

fonction endothéliale des animaux soumis à l’HI. 

Les petites artères de résistances, étudiées essentiellement chez le rat, semblent les plus sensibles 

à l’HI. En 2005, les études d’HI avec des cycles longs (30min30min) et une courte durée 

d’exposition menées ex-vivo sur des artères cérébrales de rats retrouvaient une dysfonction 

endothéliale par activation de la NADPH oxydase et par une possible activation de la voie Nf-kB 

(209). Dans un protocole d’HI avec cycles de 4 min et une FiO2 minimale de 10%, la 

vasodilatation induite par l’ACh au niveau des artères du muscle gracilis était diminuée à partir 

de 14 j d’HI (152). Cette dysfonction était prévue par l’allopurinol suggérant l’implication de la 

xanthine oxydase (35) et par le losartan, suggérant également l’implication du système rénine 

angiotensine dans sa genèse (112). Quatorze jours d’HI diminuent la vasodilatation induite par 

l’ACh au niveau des artères du muscle gracilis et de l’artère cérébrale moyenne (153). Une 

altération de la fonction endothéliale a également été mise en évidence sur des artères 

mésentériques de rats soumis pendant 2 semaines à l’HI (183). Dans cette même étude, les 

animaux soumis en plus à un RRG pendant 6 semaines ne présentaient pas d’altération 

supplémentaire de la fonction endothéliale par rapport à l’HI seule.  

A contrario, 35 jours d’HI n’ont eu aucun impact sur la fonction endothéliale au niveau de 

l’aorte, de la carotide et du lit mésentérique (95) chez le rat et au niveau des artères de l’arrière 

train chez la souris anesthésiée (34). Une étude très récente ne retrouvent pas d’effet de 6 
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semaines d’HI sur la fonction endothéliale aortique de souris recevant un régime normal mais une 

dysfonction endothéliale lorsque l’exposition à l’HI est accompagnée d’un RRG pendant la 

même période (13). Dans cette étude, les auteurs notent une augmentation du stress oxydant 

(MDA) et de l’inflammation systémique (CRP) dans le groupe présentant la dysfonction 

endothéliale sans modification de l’expression de l’ARNm de la eNOS.  

L’expression de la eNOS au niveau des artères mésentériques et de l’aorte a également été 

étudiée chez des souris soumises à 1 à 8 semaines d’HI (205). Dans cette étude, les 4 premières 

semaines d’HI n’ont pas d’impact sur cette expression. Une diminution de l’expression de la 

eNOS apparait à la 5ème semaine et s’accompagne d’une dysfonction endothéliale. L’analyse 

mécanistique retrouve une stimulation de NF-kB qui a son tour active TNF-α qui diminue 

l’expression de l’eNOS.  

6.3.6.4. HI et fonction contractile vasculaire 

Les données concernant la réponse vasculaire aux agents vasoconstrictifs chez les animaux 

soumis à l’HI montrent globalement une augmentation de celle-ci qui est cependant variable et 

inconstante en fonction de l’agent vasocontrictif utilisé. Plusieurs études retrouvent une 

vasoconstriction plus marquée à l’endothéline au niveau de la carotide (95), des coronaires (19) et 

artères mésentériques (2) chez les animaux soumis à l’HI. De plus, des taux plasmatiques accrus 

d’endothéline ont été retrouvés chez des rats soumis à l’HI (80) ainsi qu’une surexpression des 

récepteurs à l’endothéline ET-A et ET-B au niveau mésentérique (3) et myocardique (19). 

L’augmentation de la vasoconstriction induite par l’endothéline chez des rats soumis à l’HI a été 

prévenue par l’administration d’indométacine, suggérant une implication de la voie des COX  

(95). 
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Enfin le système rénine-angiotensine-aldostérone a également été étudié chez les animaux soumis 

à l’HI. Dès 1999, son implication était évoquées dans les travaux retrouvant une augmentation de 

la pression artérielle (PA) chez les animaux soumis à l’HI (51). Des rats exposés à l’HI 

présentaient des taux plus élevés d’angiotensine II circulante (220). L’effet de l’angiotensine II 

sur la vasoconstriction étudiée ex vivo, sur des vaisseaux issus d’animaux soumis à l’HI est 

cependant peu différent des animaux contrôles. L’exposition chronique à un niveau d’activité 

sympathique élevé induit par l’HI (91) et à des taux élevées d’angiotensine II qui s’en suit 

peuvent diminuer la sensibilité vasculaire à cet agoniste et contribuer à diminuer son effet sur les 

mesures ex-vivo. 

6.3.6.5. HI et athérosclérose 

-Remodelage précoce : Des modifications précoces vasculaires ont été décrites chez des animaux 

soumis à 3 heures d’apnées (animaux trachéotomisées) avec une augmentation du rolling 

leucocytaire et une augmentation de l’adhésion leucocytaire à la paroi endothéliale (136). 

Quatorze jours d’HI ont augmenté l’épaisseur intima-média aortique, ont altéré les fibres 

élastiques, ont augmenté les dépôts mucoïdes, provoqué une hypertrophie des cellules 

musculaires lisses et une infiltration lymphocytaire adventielle et peri-adventielle (6). 

-Remodelage tardif : Les premiers travaux démontrant un lien direct entre l’HI et l’athérosclérose 

ont été réalisés en 2007 par l’équipe de Baltimore du Pr Polotsky (169). L’HI seule, appliquée 

pendant une période prolongée de 12 semaines n’entraînait pas de lésions athérosclérotiques. Par 

contre, les souris recevant pendant la même période une alimentation riche en graisse 

présentaient des plaques d’athérosclérose marquées. Par la suite, des animaux transgéniques, 
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prompts à l’athérosclérose ont été utilisés. Ainsi deux études ont démontré l’implication de l’HI 

dans l’athérosclérose induite chez des souris Apo E -/- après 4 à 12 semaines d’HI (7, 75).  
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7. OBJECTIFS DES TRAVAUX 

L’objectif de ce travail est d’étudier l’impact respectif de l’obésité, du SAHOS et des deux 

conditions réunies sur le profil vasculaire et métabolique en utilisant des modèles animaux. 

L’utilisation du modèle animale est justifiée par les difficultés rencontrées en pratique clinique où 

l’obésité et le SAHOS sont très souvent associés rendant le travail analytique difficile. De plus, le 

modèle animal nous permet d’accéder en plus des dosages sanguins à des études à l’échelle 

tissulaire.  

Le modèle de SAHOS est celui de l’HI détaillé dans l’introduction. Le modèle animal d’obésité 

est obtenu en proposant une alimentation riche en graisse aux souris.  

Comme détaillé dans l’introduction, ces deux modèles ont déjà été utilisés avec des durées 

d’exposition prolongées pour démontrer un impact synergique de l’HI et des perturbations 

métaboliques sur l’athérosclérose. 

Nous avons choisi de nous intéresser à une étape plus précoce de l’atteinte vasculaire en ciblant 

la dysfonction endothéliale. Pour cela, nous avons choisi des durées d’exposition aux deux 

conditions expérimentales moins longues. Ainsi, nous avons utilisé un modèle animal de 

dysmétabolisme obtenu en proposant une alimentation riche en graisse pendant 6 semaines, 

modèle dans lequel une dysfonction endothéliale a déjà été démontrée. Nous l’avons comparé à 

un modèle animal du SAHOS obtenu en exposant des souris à deux semaines d’HI, modèle dans 

lequel des modifications histologiques et moléculaires au niveau aortique étaient identifiées 

laissant supposer une dysfonction endothéliale. Ces deux conditions expérimentales ont été 

appliquées dans un troisième groupe d’animaux afin d’étudier un impact supplémentaire lorsque 
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les modèles étaient associés. Enfin, un quatrième groupe recevant un régime standard et restant 

dans des conditions normoxiques représentait le groupe contrôle. 

L’objectif principale de ce travail était d’étudier l’impact spécifique de l’HI, d’un RRG et des 

deux conditions réunies sur la fonction endothéliale, le profil métabolique et hépatique des 

animaux.  
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8. MATERIEL ET METHODES 

8.1. Modèles animaux utilisés 

8.1.1. Souris C57Bl7 

Des souris de souche CD7Bl6J mâles provenant du laboratoire Janvier ont été utilisées dans ce 

protocole. Cette souche de souris permet l’expression d’un grand nombre de mutations, d’où son 

utilisation fréquente comme fond génétique des modèles transgéniques. Il s’agit de la souche 

génétique la plus fréquemment utilisée dans l’expérimentation animale. Les souris étaient livrées 

à l’âge de 7 semaines à l’animalerie et une semaine était laissée pour permettre aux animaux de 

s’acclimater. A partir de la 8ème et jusqu’à la 16ème semaine de vie, la nourriture des animaux était 

contrôlée : la moitié des animaux recevait un régime riche en graisse (RRG) et l’autre moitié 

recevait une diète standard (DS). De la 14ème à la 16ème semaine de vie, les animaux des deux 

groupes étaient à nouveau partagés en deux groupes : une première moitié était soumise à l’HI 

l’autre moitié restait dans des conditions normoxiques. Quatre groupes d’animaux étaient ainsi 

obtenus : groupe normoxique recevant une diète standard (NO-DS), groupe hypoxie 

intermittente- diète standard (HI-DS), groupe normoxique recevant un régime riche en graisse- 

(NO-RRG), groupe hypoxie intermittente recevant un régime riche en graisse (HI-RRG). La prise 

alimentaire moyenne par groupe (les animaux étaient regroupés par 4 dans les cages) ainsi que le 

poids des animaux étaient mesurés toutes les semaines. Les animaux étaient laissés à jeun 

pendant les 8 heures précédant le sacrifice.  
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 Figure 6: Schéma globale du protocole représentant l’exposition des animaux aux différentes 

diètes (diète standard ou régime riche en graisses) et à l’hypoxie intermittente (ou conditions 

normoxiques).  

 

Les animaux étaient anesthésiés par injection sous-cutanée de pentobarbital et du sang a été 

prélevé en intra-cardiaque. Puis, les animaux étaient sacrifiés par exsanguination. Les organes 

étaient prélevés immédiatement et congelés dans l’azote liquide ou mis dans des solutions 

spécifiques pour les analyses fonctionnelles. Des échantillons de foie étaient directement 

conservés dans du formol pour l’analyse histologique (effectuée par le Pr Rousselet-Chapeau). 

8.1.2. Modèle de régime riche en graisse (RRG) 

Le modèle de souris dysmétaboliques a été obtenu en apportant aux animaux une nourriture 

enrichie en graisse appelée diète "high fat diet" et que nous appellerons régime riche en graisse 
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(RRG) dans ce manuscrit  (TD 88137, SAFE, Augy, France) (42% des calories provenant des 

graisses, 15.2% des protéines et 42.7% des carbohydrates ; 4.5 kcal/g). Les souris ont reçu cette 

alimentation de la 8ème semaine à la 16ème semaine de vie. Cette alimentation  est caractérisée par 

sa richesse en graisse saturée. Elle a pour objectif de reproduire un régime humain de type 

occidental qui s'associe à l'obésité et à l'augmentation du risque CV.  

8.1.3. Modèle d’HI 

Le modèle d’HI utilisé dans ce travail était le modèle développé au laboratoire de HP2 de 

Grenoble. Il permet de moduler rapidement la concentration en oxygène dans les cages des 

animaux en administrant un mélange gazeux enrichi en azote. Le choix a été fait de faire varier la 

FiO2 de 21% ; conditions normoxiques, à 5%, condition hypoxique, chaque cycle durant une 

minute (30 secondes FiO2 21%, 30 secondes FiO2 5%°). Le dispositif permet d’exposer les 

animaux dans leur propre cage, en groupe, limitant ainsi le stress induit par l’isolation des 

animaux. Ces cycles d’HI étaient délivrés 8 heures/24 heures pendant la partie diurne du 

nycthémère où prédomine le sommeil polyphasique des rongeurs.  

Les animaux contrôles restant dans les conditions normoxiques (DS-NO et RRG-DO) pendant les 

2 dernières semaines de l’expérimentation étaient exposés dans le même type de cage d’HI, afin 

d’assurer un même niveau de bruit et des perturbations liés au flux d’air.  
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Figure 7: Dispositif d’hypoxie intermittente mimant le SAOS chez la souris. Les cages sont 

placées sur un portoir (A) distribuant le même air à toutes les cages (B). La fraction en oxygène 

de l’air des cages est modulée par un enrichissement en azote permettant d’obtenir le cycle d’HI 

suivant : FiO2=21% durant 30sec puis FiO2=5% durant 30sec (C).  

8.2. Dosages sanguins 

Une fois les animaux sacrifiés, le sang était rapidement prélevé à partir du cœur et placé dans un 

tube EDTA. Les tubes de sang ont été centrifugés à 1900 g pendant 3 minutes. Le plasma riche 

en plaquettes a été récupéré et centrifugé à 5000 g pendant 4 minutes pour obtenir le plasma 

pauvre en plaquettes (PPP). Le PPP était stocké à -80°C pour réaliser les analyses ultérieures. 

8.2.1. Glycémie 

La glycémie était mesurée avant sacrifice sur du sang prélevé au niveau de la queue des animaux 

avec un glucomètre et exprimée en g/l. 
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8.2.2. Insuline, triglycérides, enzymes hépatiques et cholestérol 

L'insuline était dosée par une technique d’ELISA automatisée (Enzyme-linked immunosorbent 

assay) avec des kits LINCO (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Les triglycérides, le 

cholestérol, les ASAT, ALAT et gamma-GT étaient mesurés par des kits enzymatiques 

spécifiques de Thermo Scientific (Vantaa, Finland).  

8.2.3. Les microparticules 

Le comptage et le phénotypage des MPs étaient réalisés par cytométrie en flux après marquage 

par des anticorps spécifiques de l’origine cellulaire des MPs. La cytométrie en flux permet 

l’énumération et l’analyse de particules en suspension dans un milieu liquide en analysant les 

signaux optiques ou physiques émis par la particule coupant un faisceau lumineux d’un laser. 

Généralement appliquée à des cellules, cette technique a été développée et adaptée au laboratoire 

pour permettre la quantification et le phénotypage des MPs.  

Le phénotypage de MPs a été réalisé à partir du PPP suivant l’expression des antigènes 

membranaires spécifiques. Pour cela, 8 μl de plasma étaient incubés en présence d’un anticorps 

(1ng/uL) dirigé contre CD61, CD45, TER119, F4/80, et CD54 pour étudier les MPs d’origine 

plaquettaire, leucocytaire, érythrocytaire, macrophagique, et endothéliale respectivement. Après 

45 minutes d’incubation, 8uL de billes Flow-count (Beckman Coulter, Roissy, France) étaient 

ajoutées pour quantifier la concentration de MPs dans chaque échantillon. Cela permettait de 

déterminer la concentration circulante en MPs pour chaque groupe de souris. Les échantillons 

(10.000 événements) étaient ensuite analysés au cytomètre en flux (Beckman Coulter). 

 



64 

 

8.3. Dosage des triglycérides hépatiques  

Principe 

Les triglycérides hépatiques étaient extraits selon la méthode décrite par Xu et col. (210). Les 

triglycérides étaient dosés par une méthode enzymatique. Le principe du dosage repose sur le 

dosage du glycérol issu de l'hydrolyse des triglycérides par la LPL. Le glycérol est ensuite 

phosphorylé par la glycérol kinase pour former du glycérol-1-phosphate qui va ensuite être oxydé 

par la glycérol phosphate oxydase pour aboutir à la formation de peroxyde d'hydrogène. La 

peroxydase catalyse le couplage entre le peroxyde d'hydrogène, la 4-aminoantipyrine (4-AAP) et 

le sodium N-éthyle-N-(3-sulfopropyl)m-anisidine (ESPA) pour aboutir à la formation d'un 

colorant, la quinonéimine qui absorbe la lumière à 540 nm. L'augmentation d'absorbance à 540 

est donc directement proportionnelle à la concentration de glycérol. 

Protocole 

Un morceau de foie d'environ 100 mg était pesé puis placé dans 1 ml d'éthanol. La préparation 

était ensuite homogénéisée au Potter (7 allers-retours, 1000 tours/min). L'homogénat était vortexé 

pendant 2 minutes et centrifugé à 15000 g pendant 10 minutes. Le dosage était ensuite effectué 

sur le surnageant. Pour le dosage, 10 μl d'eau (blanc), de standard ou d'échantillon étaient ajoutés 

dans 800 μl de free glycerol reagent (Sigma Aldrich, Lyon, France) et incubés à 37°C pendant 5 

minutes. L'absorbance initiale (AI) était ensuite mesurée à 540 nm. La solution était récupérée et 

mélangée avec 200 μl de triglyceride reagent (Sigma Aldrich, Lyon, France). Le mélange était 

incubé à 37°C pendant 5 min. L'absorbance finale (AF) était mesurée à 540 nm. 
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Expression des résultats 

La concentration en triglycérides (TG) en mg/g de foie était calculée selon la formule : 

 

[standard] : concentration du standard en mg/ml, soit 0,26 ; AI : absorbance initiale, 

correspondant au glycérol présent avant hydrolyse des triglycérides ; AF : absorbance finale, 

correspondant au glycérol présent après hydrolyse des triglycérides ; F : permet de rapporter l'AI 

mesurée dans 0,8 ml à l'AF mesurée dans 1ml. F = 0,81/1,01 = 0,8 ; f dilution: facteur de dilution 

de l'échantillon dans le milieu réactionnel, soit 100 ; V homogénat : volume de l'homogénat en 

ml ; Q foie : quantité de foie en g 

8.4. Dosage des activités enzymatiques mitochondriales  

Les dosages des activités enzymatiques des complexes I, II, III et IV et de la citrate synthase 

étaient réalisés sur un homogénat hépatique selon les adaptations de la méthode de Malgat et col. 

(109) et en accord avec les techniques de consensus AFM (Association Française contre les 

Myopathies). Le principe des dosages des complexes de la chaîne respiratoire repose sur le 

transfert d'électrons d'un donneur (substrat) à un accepteur. La mesure par spectrophotométrie de 

la vitesse d'apparition de l'accepteur réduit ou de disparition du donneur oxydé permet de 

quantifier l'activité enzymatique associée. Les réactifs utilisés provenaient de chez Sigma Aldrich 

(Lyon, France) excepté pour l'ATP, le NADH et la lacticodéshydrogénase (LDH) (Roche, 

Meylan, France), pour le décylubiquinone (Tebu-bio, La Perray-en-Yvelines, France) et pour le 

cytochrome c oxydé (Acros Organics, Halluin, France).  
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8.4.1. Réalisation d’un homogénat hépatique  

L’homogénat était réalisé à partir d’échantillons de foie conservés dans des tubes secs à -80°C. 

Environ 30 mg (2x2x2 mm) de foie étaient découpés sur un support « carboglace » (stocké à -

80°C) et placés dans des tubes eppendorf 1,5mL puis pesés. Les biopsies étaient rincées en 

ajoutant du tampon d’extraction (volume équivalent à 10 fois le poids de la biopsie ; uL/mg ; 

exemple : 300uL pour une biopsie de 30mg). Dans une chambre froide, la biopsie était glissée 

avec 10 fois son poids de tampon dans un Potter de 2 mL, puis homogénéisée par 4 passages à 

pleine puissance du moteur. L’homogénat était centrifugé à 650 g à 4°C. Le surnagent était 

récupéré. L’opération était répétée avec le culot restant en reprenant celui-ci dans le même 

volume de tampon et en homogénéisant et centrifugeant à nouveau. Les deux surnageants étaient 

mélangés pour le dosage immédiat.  

8.4.2. NADH ubiquinone oxydoréductase (complexe I) 

Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe I est la suivante : 

NADH + H+ + ubiquinone → NAD+ + ubiquinol 

Le principe du dosage consiste à mesurer l'oxydation du NADH, dont l'absorbance est mesurée à 

340 nm, en présence d'un analogue de l'ubiquinone, le décylubiquinone. Lors de la mesure 

spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 340 nm est alors proportionnelle à 

l'activité du complexe I. Ce dosage est réalisé en présence et en absence de roténone (inhibiteur 

spécifique du complexe I), afin d'obtenir l'activité d'oxydation du NADH spécifique du complexe 

I. 
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Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

·  222 μl d'eau distillée ; 300 μl de tampon KH2PO4 (100 mM) ; 45 μl de d’albumine de sérum 

bovin (BSA) (50 mg/mL) ; 2,5 μl de décylubiquinone (25 mM) ;· +/– 3 μl de roténone (2,5 mM) ; 

24 μl d’homogénats (soit 40ug/mL) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée par 

l'ajout de 10 μl de NADH (10mM). L'évolution de l'absorbance à 340 nm est suivie au 

spectrophotomètre (Beckman DU 640B, Beckman Coulter, Roissy CDG, France), thermostaté à 

37°C, pendant 2 minutes. La réaction est réalisée en présence et en absence de roténone.  

8.4.3. Succinate ubiquinone oxydoréductase (complexe II) 

Principe 

Le complexe II catalyse deux réactions enzymatiques successives : 

succinate + FAD → fumarate + FADH2 

FADH2 + ubiquinone → FAD + ubiquinol 

Le dosage du complexe II fait intervenir un composé chimique de couleur bleue, le 

dichlorophenolindophenol (DCPIP), qui absorbe la lumière à 600 nm. Lorsque le DCPIP est 

réduit par l'ubiquinol, il perd sa couleur bleue et n'absorbe plus la lumière. Lors de la mesure 

spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 600 nm est alors proportionnelle à 
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l'activité du complexe II. Dans ce dosage l'ubiquinone est remplacée par un analogue, le 

décylubiquinone. 

Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

·  300 μl de tampon KH2PO4 (100 mM) ; 30 μl de BSA (50 mg/ml) ; 40 μl de succinate (500 

mM) ; 60 μl de KCN (10 mM) ;· 3 μl d'antimycine A (1 mg/ml) ;·  1,5 μl de roténone 

(2,5mM) ;·140 μl de DCPIP (0,5 mM) ;· 9 μl d’homogénats (soit 15 μg/mL). 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée par 

l'ajout de 2 μl de décylubiquinone (soit 50 μM). L'évolution de l'absorbance à 600 nm est suivie 

au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 2 minutes. 

8.4.4. Ubiquinol cytochrome c oxydoréductase (complexe III) 

Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe III est la suivante : 

cytochrome c oxydé + ubiquinol → cytochrome c réduit + ubiquinone 

Le principe du dosage repose sur la mesure de la réduction du cytochrome c qui une fois réduit 

absorbe la lumière à 550 nm. L'augmentation de l'absorbance à 550 nm est alors proportionnelle à 

l'activité du complexe III. Dans ce dosage l'ubiquinol est remplacé par un analogue, le 

décylubiquinol. Ce dosage est réalisé en présence et en absence d'antimycine A (inhibiteur 

spécifique du complexe III), afin d'obtenir l'activité de réduction du cytochrome c spécifique du 

complexe III. 
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Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

·  130 μl d'eau distillée ; 300 μl de tampon KH2PO4 (200 mM) ; 12 μl de BSA (50 mg/ml) ; 30 μl 

d'EDTA (1 mM) ; 60 μl de KCN (10 mM) ; 60 μl de cytochrome c oxydé (1 mM) ;· +/– 3 μl 

d'antimycine A (1mg/ml), 6 μl d’homogénats (soit 30 μg/mL). 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 30 secondes. La réaction est ensuite initiée par 

l'ajout de 2,5 μl de décylubiquinol (25 mM). L'évolution de l'absorbance à 550 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 1 minute. 

8.4.5. Cytochrome c oxydase (complexe IV) 

Principe 

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IV est la suivante : 

cytochrome c réduit + ½ O2 + 2 H+ → cytochrome c oxydé + H2O 

Le principe du dosage repose sur la mesure de l'oxydation du cytochrome c. Le cytochrome c 

réduit absorbant la lumière à 550 nm, la diminution de l'absorbance à 550 nm est alors 

proportionnelle à l'activité du complexe IV. 

Protocole 

Dans un tube plastique, 594 μl de cytochrome c réduit (0,08mM) sont incubés à 37°C pendant 3 

minutes. La réaction est ensuite initiée par l'ajout de 6 μl d’homogénats (soit 10 à 20/ml). 

L'évolution de l'absorbance à 550 nm est suivie au spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, 

pendant 1 minute. 
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8.4.6. Citrate synthase 

Principe 

La citrate synthase, première enzyme du cycle de Krebs, catalyse la réaction suivante : 

acétyl-CoA + oxaloacétate + H2O → citrate + CoA-SH 

Le dosage fait intervenir l'acide 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoïque) ou DTNB. Le DTNB réagit 

avec les groupements thiols (-SH) du CoA-SH pour former du trinitrobenzène (TNB) selon la 

réaction suivante : 

2 CoA-SH + DTNB → 2 TNB + CoA-S-S-CoA 

Le TNB est un composé jaune qui absorbe la lumière à 412 nm. L'augmentation de l 'absorbance 

à 412 nm est donc proportionnelle à l'activité de la citrate synthase.  

Protocole 

Dans un tube en plastique, sont ajoutés : 

450 μl d'eau distillée ; 90 μl de DTNB (1 mM) ; 30 μl d'oxaloacétate (10 mM) ; 18 μl d'acétyl-

CoA (10 mM) ; 6 μl de triton X 100 (10%) 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 2 minutes. La réaction est ensuite initiée par 

l'ajout de 6 μl d’homogénats (soit 10 μg/ml). L'évolution de l'absorbance à 412 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 90 secondes. 

8.4.7. Lactate Deshydrogénase 

Principe 
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La LDH catalyse la réaction suivante  

Pyruvate + NADH + → H+ lactate + NAD+ 

Le principe du dosage consiste à mesurer l'oxydation du NADH, dont l'absorbance est mesurée à 

340 nm. Lors de la mesure spectrophotométrique, la diminution de l'absorbance à 340 nm est 

alors proportionnelle à l’activité de la LDH.  

Protocole 

Dans un tube en verre, sont ajoutés : 

  955uL de tampon KH2PO4 (100mM); 25 µL de triton 10X, 5uL de pyruvate (500 mM) ; 5 µL 

d’homogénat (soit 10µg/mL). 

Ce mélange réactionnel est incubé à 37°C pendant 5 minutes. La réaction est ensuite initiée par 

l'ajout de 10 μl de NADH (15mM). L'évolution de l'absorbance à 340 nm est suivie au 

spectrophotomètre, thermostaté à 37°C, pendant 90 secondes. 

8.4.8. Calcul des activités 

L’activité spécifique (AS), en nmol/min /mg, est calculée en utilisant la formule suivante : 

 

ΔDO : delta de densité optique mesurée sur la zone linéaire de la courbe de croissance ; V total : 

volume totale dans la cuve en mL soit 1 ; I : longueur de traversée du faisceaux optique en cm, 

soit 1 ; ε moléculaire : coeficient d’extinction à la longueur d’onde utilisée en mM.cm-1 (cyt c = 

18,5 ; NADH = 6,22 ; DTNB = 13,6) ; Sn mol : nombre stoechiométrique de la molécule dans 
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l’équation de la réaction ; Vessai : volume ajouté dans la cuvette, en mL soit 0,01, ρ : masse de 

protéines (mg.mL) dans 1mL d’homogénats. 

8.5. Réactivité vasculaire 

Les aortes thoraciques des souris étaient prélevées immédiatement après le sacrifice et incubées 

dans une solution physiologique tamponnée à l’acides 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic (HEPES) et conservée à 4°C jusqu’aux tests vasculaires (NaCl 

130mM ; KCl 4,7mM ; MgSO4*7H20 1,17 mM, Glucose 5mM, CaCl2 2,5 mM, HEPES 15mM ; 

ph 7,4). Les prélèvements étaient acheminés par voie postale dans un colis réfrigéré et les tests 

vasculaires étaient réalisés dès le lendemain soit environ 24 heures après le sacrifice à l’INSERM 

1063 SOPAM où un myographe adapté à l’étude des vaisseaux de souris est disponible.  

Les aortes étaient alors nettoyées de leur environnement graisseux et découpées en segment de 

2mm. Des segments d’aorte avec l’endothélium vasculaire intact étaient montés dans des bains 

d’organes isolés (myographes) remplis du même liquide physiologique maintenu à 37°C. Les 

anneaux étaient équilibrés à une tension de 5mN pendant une heure au cours de laquelle la 

solution physiologique était changée toutes les 15 minutes. La contractilité vasculaire était 

mesurée de façon isométrique. La contraction était stimulée par ajout d’une solution riche en 

potassium à deux reprises séparées par une série de lavage permettant un retour à la contraction 

basale. Lors de la deuxième stimulation, lorsque la contraction au KCl atteignait un plateau, était 

ajouté un agent contractant, analogue de thromboxane A2, l’U46619 (1 uM ) (Sigma Aldrich, 

Lyon, France) permettant d’obtenir la contraction maximale du vaisseau. Le relâchement était à 

nouveau obtenu par une série de lavages successifs. Les anneaux étaient contractés par ajouts 

successifs et cumulatif s d’U46619 jusqu’à l’obtention d’une contraction correspondant à 80% de 
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la contraction maximale. Le relâchement était alors étudié en réalisant des courbes cumulatives 

concentrations-réponses à l’Ach par paliers successifs de 10-9 M à 10-5 M. 

8.6. Dosage des radicaux libres par résonance paramagnétique électronique 

8.6.1. Principe 

La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une technique spectroscopique permettant 

d’étudier des molécules ou des ions possédant un ou plusieurs électrons non appariés. Le 

paramagnétisme résultant de la résonance du spin électronique de l’électron permet sa détection 

par la RPE. L’échantillon à analyser est placé dans une cavité située au centre d’un champ 

magnétique externe et soumis à un champ magnétique oscillant. 

8.6.2. Protocole 

Dosage de la production de NO 

Pour mesurer le radical NO, nous avons utilisé comme capteur de spin, le diethyldithiocarbamate 

de fer Fe(DETC)2, qui forme le complexe NO-Fe(DETC)2 dont les propriétés paramagnétiques 

sont détectables par RPE. Le jour du sacrifice, l’aorte thoracique et abdominale étaient nettoyées 

de leur environnement graisseux, et découpées en anneaux de 2 mm environ puis incubées 

pendant 45 minutes à 37°C dans une solution spécifique préalablement dégazée à l’azote pour 

éliminer l’oxygène (5 mM HEPES, 1 mM L-Arginine, 3 mM CaCl2, 0,3 M BSA, pH 7,4) avec le 

capteur de spin, le diéthyldithiocarbamate (DETC, 1,5 mM) et en présence de FeSO4  (400uM). 

La réaction était arrêtée en plaçant les plaques dans la glace. Le spin trap était enlevé et les 

fragments d’aorte placés dans des seringues de 1mL découpée et congelés dans l’azote liquide 

puis conservés à -80°C.  
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Dosage de la production d’anion superoxyde  

Les anneaux d’aortes étaient préparées selon la même procédure que pour le NO et incubées 

pendant 45 min à 37°C dans un tampon d’incubation Kreps-Hepes contenant du 1-hydroxy-

3methoxycarbonyle2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH, Noxygen, Mainz, Allemagne) (10 

mM), de la deferoxamine (25 M) et du DETC (5 M). La réaction été stoppée en plaçant les 

échantillons à 4°C. Les échantillons était congelés dans leur tampon d’incubation dans des 

seringues en plastiques en les plongeant dans de l’azote liquide et conservés à -80°C jusqu’à 

analyse. 

8.6.3. Analyse des résultats 

L’analyse était réalisée à l’aide d’un spectromètre Miniscope MS 200 (Magnettech, Berlin, 

Allemagne) en utilisant un vase Dewar. L’instrumentation a été calibrée à 10mW de puissance 

des micro-ondes, à 1mT de modulation d’amplitude, à 100kHz de la fréquence de modulation 

avec un temps d’enregistrement d’un spectre de 120 secondes répété 4 fois de suite. La quantité 

de NO mesurée était exprimée en unités arbitraires d’absorbance par milligramme de tissus secs.  

8.7. Western Blot 

8.7.1. Extraction des protéines 

Un morceau d’environ 30 mg de foie congelé était découpé et broyé par un pilon en inox 

permettant de garder la congélation pendant le broyage à l’aide d’une cuve remplie d’azote 

liquide. Le broyage était réalisé en ajoutant un tampon d’extraction (50 mM Tris-base, 150 mM 
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NaCl, 1% Triton, 0,50% Na deoxycholate, 0,10% SDS, 40 µL d’antiprotéase) pendant 20 

minutes. Le broyat était centrifugé (15000g, 10 min, 4°C) et le surnageant contenant les protéines 

conservé à -80°C. La mesure de la concentration protéique de ces échantillons a été faite à partir 

d’une gamme de concentrations croissantes d’albumine sérique bovine (BSA) (0, 0.2, 0.5, 0.8, 1, 

1.5 et 2 mg/mL) selon la méthode de Lowry (153 thèse STC) sur plaque 96 puits et mesurée au 

spectrophotomètre (Biotek, Winooski, Etats-Unis) à la longueur d’onde de 575 nm. Les protéines 

étaient ensuite dénaturées par incubation dans le tampon contenant du NuPAGE® LDS Sample 

Buffer et NuPAGE® Reducing Agent (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), 10 minutes à 70°C. 

8.7.2. Migration sur gel et transfert sur membrane 

Trente microgrammes de protéines étaient déposés sur des gels précoulés NuPAGE® Novex® 

Bis-Tris Mini gels (Invitrogen). L’électrophorèse permettait de séparer les protéines en fonction 

de leur poids moléculaire. Les protéines étaient dénaturées dans un tampon fortement chargé 

négativement, afin de neutraliser les charges propres de la protéine. La migration des protéines 

dépend alors uniquement de la longueur de la chaîne protéique permettant une répartition en 

fonction du poids moléculaire. La migration était réalisée dans une cuve d’électrophorèse 

(Invitrogen) sous un voltage constant de 150V et un ampérage variant de 60 à 125 mA. Les gels 

étaient ensuite transférés sur une membrane de nitrocellulose ayant des pores de 0,2 µm dans une 

cuve de transfert verticale (BioRad , Hercules, Etats-Unis). Le transfert des protéines du gel vers 

la membrane s’effectuait sous une tension constante de 100V pendant 2 heures à 4°C. 

8.7.3. Marquage immunologique et révélation 

A la fin du transfert, les membranes étaient rincées, trois fois 10 minutes dans un tampon TBS-

Tween (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.1 % Tween-20) à température ambiante, puis incubées 90 

minutes à température ambiante dans le tampon TBS-Tween contenant 5 % de BSA afin de 
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saturer les sites de liaison non spécifiques des anticorps. Les membranes étaient ensuite exposées 

toute la nuit à 4°C ou 2 heures à température ambiante avec l’un des anticorps primaires dilués 

dans le tampon TBS-Tween contenant 5 % de BSA. Les anticorps suivants ont été utilisés : anti-

eNOS (BD Biosciences, San Jose, CA), anti phospho-eNOS Ser 1177, anti phospho-eNOS Thr 

495 (Cell Signaling, Beverly, MA) et anti HIF-1α (Santa Cruz Technology). Après trois lavages 

de 10 minutes dans le tampon TBS-Tween, les membranes étaient incubées 90 minutes avec un 

anticorps secondaire conjugué à une peroxydase de Raifort. Les membranes ont été par la suite 

strippées et l’expression de la β-actine (Sigma-Aldrich) a été évaluée en utilisant un premier 

anticorps spécifique contre la β-actine suivi d’un anticorps conjugué à la peroxydase. 

L’immunoréactivité était révélée par un kit de détection (Santa Cruz Technology, Santa Cruz, 

Etats-Unis), avec production de Luminol, visualisée et photographiée par une caméra à 

chemiluminescence (Vilber Lourmat). La quantification s’effectuait par analyse densitométrique 

de la protéine à l’aide du logiciel BIO-1D. 

8.8. Analyse statistique 

Les résultats ont été exprimés en moyenne ± déviation standard (SD) de n observations 

indépendantes. Les différences entre les groupes étaient recherchées par une analyse de variance 

à une voie (ANOVA) suivie d’un test de Tukey en cas de positivité ou un test non paramétrique 

(Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney) en fonction de la distribution des données. Une analyse de 

variance à deux voies a été utilisée pour comparer les courbes de relâchement à l’Ach.  

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées grâce au logiciel GrapPad Prism (GrapPad 

Softaware, San Diego, Etats-Unis). Les différences sont considérées comme significatives 

lorsque P < 0,05 quel que soit le test statistique employé. 
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9. RESULTATS 

9.1. Poids des animaux et des organes et pris e alimentaire  

Pendant les 6 premières semaines du protocole, avant l’exposition des animaux à l’HI dans les 

cages spécifiques à flux d’air contrôlé (ou dans les cages identiques restant dans les conditions 

normoxiques), les animaux recevant un RRG présentaient une prise de poids plus importante que 

les animaux recevant une DS (poids des animaux avant l’exposition : 27,6± 1,7g dans le groupe 

DS vs 28,9 ±1,9g dans le groupe RRG). La prise alimentaire était moins importante en poids de 

nourriture ingérée dans le groupe recevant un RRG (3,1±0,5 g/j vs 3,5±0,5 g/j pour le groupe 

recevant une DS). Cependant, en raison d’une composition calorique plus importante (4,5 vs 3,3 

kcal/g dans les régimes RRG et DS respectivement), les animaux du groupe recevant un RRG 

avaient une prise calorique plus importante (13,9± 2,2 kcal/j groupe RRG vs 11,6± 1,5 kcal/j 

groupe DS). 

Lorsque les animaux étaient soumis à l’HI lors des deux dernières semaines, il était noté une 

perte de poids importante par rapport aux animaux restant dans les conditions NO (Figure 8). 

Cette perte de poids était particulièrement marquée dans le groupe d’animaux recevant un RRG. 

Les animaux restant dans les cages normoxiques mais avec flux d’air contrôlé, présentaient une 

baisse non significative de leur poids. 
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Figure 8 : Courbes représentant l’évolution du poids des animaux pendant les 8 semaines du 

protocole. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± déviation standard. 

L’exposition à l’HI (ou aux cages normoxiques correspondantes) au 42ème jour est représentée par 

la barre rouge. NO normoxique, DS diète standard, HI hypoxie intermittente, RRG regime riche 

en graisse. 

 

Si l’on s’intéresse à la prise alimentaire moyenne sur les 8 semaines du protocole (Tableau 1), 

aucune différence n’était notée entre les animaux HI-DS et les animaux NO-DS. Les animaux 

NO-RRG avaient une prise alimentaire légèrement moins importante que le groupe NO-RRG 

(différence non significative) mais une prise calorique plus importante. Dans le groupe HI-RRG, 

la prise alimentaire était plus faible que dans le groupe NO-RRG mais la prise calorique était 

similaire. La prise de poids totale au cours des 8 semaines était plus faible dans le groupe HI-DS 

par rapport au groupe NO-RRG (différence non significative). La prise de poids était plus 
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importante dans le groupe NO-RRG par rapport au groupe NO-RRG. Les souris HI-RRG avaient 

une prise de poids inférieure par rapport au groupe NO-RRG mais similaire au groupe NO-RRG.  

Les souris recevant un RRG présentaient un poids de graisse épididymale plus importante que les 

souris SD indépendamment des conditions d’oxygénation que ce soit en valeur absolue ou en 

pourcentage du poids total des animaux. Aucune différence n’était notée sur le poids des foies 

des animaux des 4 groupes.   

Tableau 1 : Effet de l’hypoxie intermittente et du régime riche en graisse sur la prise 

alimentaire, la prise de poids, le métabolisme lipidique, le poids de la graisse épidydymale et 

du foie et du contenu hépatique en triglycérides.  

 NO-DS HI-DS NO-RRG HI-RRG 

N 24 24 24 24 

Prise alimentaire      

g 3.3±0.8 3.4±0.9 3.1±0.8* 2.5±0.6# 

kcal 10.9±2.6 11.2±3.0 13.9±3.6* 11.2 ±2.7 

Prise de poids, g 2.9±1.8 2.1±1.4 4.3±1.0* 2.0±1.3# 

Poids du foie, g  1.2±0.1 1.2±0.2 1.3±0.2 1.1±0.1 

Poids du foie/poids 

totale, % 

4.7±0.2 4.7±0.5 4.5±0.5 4.3±0.4 

Poids de la graisse 

épididymale, g 

0.4±0.2 0.4±0.2 0.6±0.2* 0.6±0.2* 

Poids graisse 

épididymale/poids 

totale, % 

1.5±0,2 1.5±0.3 2.3±0.7* 2.1±0.7* 

Cholestérol, g/L 0.95±0.12 0.98±0.15 1.4±0.15* 1.4±0.16* 

Triglycérides g/L 0.61±0.14 0.63±0.15 0.60±0.17 0.59±0.11 

Triglycérides 

hépatiques 

mg/g 

192±60 218±60 302±49* 218±245# 

*p<0.05 vs NO-DS. #p<0.05 vs NO-RRG. NO normoxique, DS diète standard, HI hypoxie 

intermittente, RRG regime riche en graisse. 
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9.2. Bilan glucido-lipidique des animaux 

L’HI et le RRG seuls ne modifiaient pas le niveau de glycémie (Figure 9a) et d’insulinémie 

(Figure 9b) à jeun. Par contre, l’association de ces deux conditions expérimentales entraînait une 

augmentation drastique du niveau d’insulinémie (x 2,3 par rapport au groupe NO-DS) sans 

modification de la glycémie.  

Aucune différence du bilan lipidique n’était observée dans le groupe d’animaux HI-DS par 

rapport au groupe NO-DS. Le RRG entraînait une augmentation du niveau de cholestérol total 

indépendamment des conditions d’oxygénation (HI ou NO). Aucune différence concernant le 

niveau de triglycérides n’était observée entre les 4 groupes (Tableau 1). 

 

Figure 9 : Glycémie (a) et insulinémie (b) à  jeun chez les souris normoxiques recevant une diète 

standard (NO-DS), en hypoxie intermittente recevant une diète standard (HI-DS), normoxiques 

recevant un régime riche en graisse (NO-RRG) et en hypoxie intermittente recevant un régime 

riche en graisse (HI-RRG). Résultats exprimés en moyenne ± déviation standard, n=8 souris, 

*p<0,05. 
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9.3. Microparticules 

Les différentes conditions expérimentales n’ont pas modifié les concentrations circulantes totales 

des MPs circulantes (Figure 10a).  

Par contre l’HI entraîne une augmentation des MPs leucocytaires, macrophagiques et 

érythrocytaires dans le groupe NO (Figure 10b, 10c et 10d). Le RRG diminuait les concentrations 

en MPs d’origine plaquettaires (Figure 10f) sans modifier les autres sous-populations de MPs. Le 

groupe HI-RRG avait un profil de MPs proche du groupe HI-DS avec une augmentation des MPs 

leucocytaires et érythrocytaires (Figure 10b et 10d) mais sans modification des macrophagiques 

(Figure 10c). Une baisse des MPs d’origine plaquettaire était également constatée dans ce dernier 

groupe (Figure 10f). 

 

Figure 10: Taux circulants de microparticules (MPs) chez les souris normoxiques recevant une 

diète standard (NO-DS), en hypoxie intermittente recevant une diète standard (HI-DS), 

normoxiques recevant un régime riche en graisse (NO-RRG) et en hypoxie intermittente recevant 
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un régime riche en graisse (HI-RRG). Les histogrammes représentent le taux total de MPs 

circulantes (a) et l’origine des différentes populations de MPs (b-f). Les valeurs sont exprimées 

en nombre de MPs/uL de plasma et les données représentent la moyenne ± déviation standard de 

6-13 souris. *p<0,05. 

 

9.4. Métabolisme hépatique 

Le contenu hépatique en triglycérides n’était pas modifié chez les souris HI-DS par rapport aux 

souris NO-DS. Le groupe NO-RRG présentait une augmentation des triglycérides hépatiques par 

rapport au groupe NO-DS (Tableau 1). Le niveau de triglycérides hépatiques du groupe HI-RRG 

était proche du groupe NO-DS suggérant que l’HI a limité l’accumulation des triglycérides 

hépatiques chez les souris soumises au RRG.  

L’activité de la LDH n’était pas modifiée dans le groupe HI-SD par rapport au groupe NO-DS 

mais augmentée dans le groupe NO-RRG. La LDH est une enzyme impliquée dans la glycolyse 

anaérobie. Son activité permet d’apprécier les capacités glycolytiques de la cellule en 

complément de l’étude des complexes qui évalue l’activité oxydative. Cette augmentation de 

l’activité de la LDH suggère donc une augmentation du métabolisme glycolytique dans ce groupe 

(Tableau 2). Chez les souris soumise ai HI-RRG, le niveau d’activité de la LDH était proche du 

groupe NO-DS.  

Aucune différence significative n’était notée dans l’activité de la citrate synthase entre les 4 

groupes suggérant une absence de modification de la masse mitochondriale dans ces conditions 

expérimentales. L’HI seule n’a pas modifié l’activité des complexes I, II et IV mais a diminué de 
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façon significative l’activité du complexe III. Dans le groupe NO-RRG, la fonction 

mitochondriale était altérée comme en témoigne la diminution de l’activité des complexes I, II et 

IV. Dans le groupe HI-RRG, l’activité du complexe I était restaurée à un niveau proche du 

groupe NO-DS, l’activité du complexe II était également diminuée mais de façon moins marquée 

que dans le groupe NO-RRG (différence non significative). L’activité du complexe III était 

altérée dans le groupe HI-RRG suggérant un rôle spécifique de l’HI dans cette diminution, 

indépendamment de la diète reçue. Enfin, dans ce dernier groupe, l’activité du complexe IV était 

restaurée à un niveau comparable au groupe NO-SD sans différence statistiquement significative 

avec le groupe NO-RRG.  

Tableau 2 : Activités glycolytique et  mitochondriale dans les homogénats hépatiques.  

 NO-DS HI-DS NO-RRG HI-RRG 

LDH 2428±575 2731±874 4142±531* 3123±1135 

Citrate 

synthase 

303.5±66.1 328.9±59.6 398.1±60.5 357.1±87.7 

Complex I 0.48±0.09 0.43±0.07 0.37±0.07* 0.42±0.07 

Complex II 0.68±0.12 0.72±0.18 0.42±0.18* 0.51±0.18* 

Complex III 0.38±0.12 0.23±0.02* 0.30±0.15 0.21±0.09* 

Complex IV 0.47±0.10 0.50±0.15 0.28±0.07* 0.34±0.14 

*p<0.05 vs NO-DS. NO normoxique, DS diète standard, HI hypoxie intermittente, RRG régime 

riche en graisse. N=6. Les activités de la citrate synthase et de la lacticodéshydrogénase (LDH) 

sont exprimées en nmol/min/mg de protéine. Les autres résultats sont un ratio entre l’activité 

enzymatique et l’activité de la citrate synthase. 
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9.5. Analyse histologique des foies des animaux 

L’analyse histologique hépatique réalisée par le Pr Rousselet-Chapeau a porté sur 8 prélèvements 

par groupe. Dans le groupe NO-DS était retrouvée une stéatose spongiocytaire minime à diffuse 

dans 6 échantillons sur 8. Dans le groupe HI-DS était notée une stéatose spongiocytaire minime à 

diffuse dans 6 échantillons sur 8. Dans le groupe NO-RRG était retrouvée une stéatose 

spongiocytaire dans tous les échantillons ainsi que des vacuoles lipidiques dans 4 échantillons sur 

8. Enfin, dans le groupe HI-RRG on retrouvait une stéatose spongiocytaire dans tous les 

échantillons ainsi que des vacuoles lipidiques dans 3 échantillons sur 8. 

9.6. Réactivité vasculaire 

L’HI associée à la DS n’avait aucun impact sur la relaxation dépendante de l’endothélium au 

niveau des aortes (Figure11a). Les anneaux aortiques issus des animaux NO-RRG présentaient 

une altération de la fonction endothéliale comme en témoigne la diminution du relâchement en 

réponse à l’Ach par rapport à celui obtenu avec les anneaux d’aortes issus de NO-DS (figure 

11b).  

Dans le groupe HI-RRG, le relâchement à l’Ach n’était pas différent du groupe NO-SD suggérant 

que la combinaison des deux conditions expérimentales prévenait la dysfonction endothéliale 

induite par le RRG seul  (Figure 11c) 
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Figure 11: Courbes concentration–réponse à l’acétylcholine réalisées sur des anneaux aortiques 

issus de souris normoxiques recevant une diète standard (NO-DS), en hypoxie intermittente 

recevant une diète standard (HI-DS), normoxiques recevant un régime riche en graisse (NO-

RRG) et en hypoxie intermittente recevant un régime riche en graisse (HI-RRG). Les anneaux 

aortiques étaient précontractés avec l’U46619, agoniste du thromboxane, en présence 

d’endothélium fonctionnel, à 80% de la contraction maximale. Les réponses vasculaires sont 

exprimées en pourcentage de la contraction maximale et représentent la moyenne ± déviation 

standard de 8 souris. *p<0,05. 

 

Afin d’analyser les mécanismes moléculaires participant à la dysfonction endothéliale sous RRG 

et à la préservation de la fonction endothéliale lorsque les deux conditions sont réunies, nous 

avons analysé ex-vivo la capacité des aortes à produire du NO et de l’O2
-. Le groupe HI-DS 
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présentait une production aortique de NO proche du groupe NO-DS (Figure 12a). Une diminution 

de la production de NO a été retrouvée dans le groupe NO-RRG. Enfin, dans le groupe HI-RRG, 

le niveau de NO était préservé, non différent du groupe NO-DS.  

Une tendance à la diminution de la production d’O2
- était notée dans le groupe HI-DS (différence 

non significative) (Figure 12b). Aucune différence de production d’O2
- n’était notée dans les 

groupe NO-RRG ou HI-RRG par rapport au groupe NO-DS. 

 

 

Figure 12: Production de monoxyde d’azote (NO) et de l’anion superoxyde (O2
-) par les aortes 

issues de souris normoxiques recevant une diète standard (NO-DS), en hypoxie intermittente 

recevant une diète standard (HI-DS), normoxiques recevant un régime riche en graisse (NO-

RRG) et en hypoxie intermittente recevant un régime riche en graisse (HI-RRG). Les résultats 

représentent la moyenne des amplitudes de signal exprimé en unités arbitraires (A.U.) par mg de 

tissus sec ± déviation standard. N=5-7 souris, *p<0,05. 
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Pour étudier les mécanismes moléculaires conduisant à la diminution des capacités de production 

de NO, l’expression de la eNOS et son niveau de phosphorylation sur son site activateur et 

inhibiteur ont été investigués par western-blot. L’HI seul (groupe HI-DS) n’a pas modifié le 

niveau d’expression ou de phosphorylation de la eNOS sur les deux sites par rapport au groupe 

NO-SD (Figure 13). Le régime seul (groupe NO-RRG) n’a pas modifié l’expression globale de la 

eNOS (Figure 13a). Néanmoins, la phosphorylation sur le site activateur n’était pas modifié mais 

la phosphorylation du site inhibiteur était largement augmentée (Figure 13b et 13c). Finalement 

le ratio P-eNOS Ser/P-eNOS Thr était diminué (Figure 13d) suggérant une diminution de 

l’activité de la eNOS en accord avec la diminution de la production de NO décrit précédemment 

(Figure 12). Dans l’aorte des souris soumises à l’HI et au RRG (groupe HI-RRG), l’expression 

globale de la eNOS était diminuée par rapport aux animaux NO-SD (Figure 13a). Néanmoins, la 

phosphorylation de la eNOS était augmentée sur le site activateur (Ser 1177) (Fibure 13b) et 

diminuée sur le site inhibiteur (Thr 495) (Figure 13c) avec pour conséquence une large 

augmentation du ratio P-eNOS Ser/P-eNOS Thr (Figure 13d). La combinaison de la diminution 

de l’expression de la eNOS et de l’augmentation de son activité peut expliquer la production de 

NO préservée dans le groupe HI-RRG (Figure 12).  
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Figure 13: Western blot réalisés sur des aortes issues de souris normoxiques recevant une diète 

standard (NO-DS), en hypoxie intermittente recevant une diète standard (HI-DS), normoxiques 

recevant un régime riche en graisse (NO-RRG) et en hypoxie intermittente recevant un régime 

riche en graisse (HI-RRG) en utilisant des anticorps dirigés contre la eNOS (a), la phospho-eNOS 

Ser 1177 (b) et phospho-eNOS Thr 495 (c). Le ratio entre la phosphorylation de la eNOS sur son 

site inhibiteur (Thr 495) et activateur (Ser 1177) est représenté figure d.  Les histogrammes 

représentent le ratio de la quantification densitométrique de la protéine d’intérêt et de la protéine 

servant de référence. Les données sont exprimées en moyenne ± déviation standard et 

correspondent à l’analyse de 3-4 souris, *p<0,05, **p<0,01.  

Nous avons également étudié l’expression de HIF-1α, facteur de transcription largement étudié 

dans l’adaptation cellulaire à l’hypoxie soutenue. Aucune différence dans l’expression de HIF-1α 

n’a été observée à la fois au niveau aortique (Figure 14a) et hépatique (Figure 14b). 
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Figure 14: Western blot réalisés sur des aortes (a) et les foies (b) issus de souris normoxiques 

recevant une diète standard (NO-DS), en hypoxie intermittente recevant une diète standard (HI-

DS), normoxiques recevant un régime riche en graisse (NO-RRG) et en hypoxie intermittente 

recevant un régime riche en graisse (HI-RRG) en utilisant des anticorps dirigés contre HIF1-α. 

Les histogrammes représentent le ratio de la quantification densitométrique de la protéine 

d’intérêt et de la protéine servant de référence (β-actine). Les données sont exprimées en 

moyenne ± déviation standard et correspondent à l’analyse de 4 souris. 
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10. DISCUSSION DES RESULATS 

10.1. Pertinence des modèles expérimentaux au regard de la pathologie humaine  

10.1.1. Le modèle animal d’HI  

Nous avons utilisé le modèle d’HI comme modèle de SAHOS en choisissant d’exposer les 

animaux pendant deux semaines. Comme détaillé dans l’introduction, ce modèle d’HI, associant 

une fréquence d’un cycle par minute et une FIO2 minimale à 5% est le modèle le plus utilisé dans 

les laboratoires de recherche actuellement pour investiguer les conséquences CV et métaboliques 

du SAHOS. Au moment de la conception du projet, les résultats des études antérieures nous 

apprenaient que 2 semaines d’HI induisaient une inflammation aortique et un remodelage 

débutant (6). De plus, les études portant sur les petites artères musculaires de rat démontraient 

une dysfonction endothéliale présente dès cette durée d’exposition. Nous pouvions donc nous 

attendre à trouver une dysfonction endothéliale chez les animaux soumis à l’HI.  

Or, notre étude ne retrouve aucun impact de l’HI chez les animaux soumis à la DS et un impact 

paradoxalement protecteur vis-à-vis de la dysfonction endothéliale induite par le RRG. Cette 

absence d’effet de l’HI sur la fonction endothéliale aortique de souris a depuis été retrouvée 

également par d’autres équipes de recherche y compris pour des durée d’exposition à l’HI plus 

longues (13). Ces résultats nous incitent à une analyse critique du modèle utilisé et de la durée 

d’exposition choisie.  
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Comme détaillé dans l’introduction, la justification du modèle d’HI provient principalement des 

données cliniques suggérant que le phénomène d’hypoxie-réoxygénation (représenté par l’index 

de désaturations) est l’élément prédictif le plus pertinent vis-à-vis des évènements CV. Cette 

information issue des premières études est remise en question dans les dernières publications ou 

d’autres paramètres, comme le temps passé sous 90% de saturation ou l’index de micro-éveils 

semble plus pertinent.  

Dans la pathologie clinique, chaque apnée s’accompagne d’une désaturation mais également 

d’une hypercapnie par hypoventilation alvéolaire transitoire (190). Les modifications de la capnie 

peuvent entraîner des modifications transitoires du pH avec des épisodes d’acidose respiratoires 

secondaires. Très peu de données sont disponibles sur les conséquences cliniques de ces 

modifications transitoires de capnie sous forme d’hypercapnie intermittente. En effet, 

l’enregistrement de ce paramètre ne fait pas partie des enregistrements polysomnographiques de 

routine. Des techniques permettant l’enregistrement de la PaCO2 artérielle, transcutanée ou de fin 

d’expiration existent et son reconnues dans les dernières recommandations de la American 

Academy of Sleep Medicine (AASM) mais ont une utilisation confidentielle (20) et ce paramètre 

n’est pas disponible dans les grandes cohortes épidémiologiques et cliniques précédemment 

décrites. Une étude réalisée chez les sujets sains révèle l’activation des chémorécepteurs centraux 

et périphériques dans l’HTA associée aux épisodes d’inhalation de gaz enrichi en CO2 (31). Des 

données récentes suggèrent que l’hypercapnie per se pourrait avoir des conséquences en terme de 

morbidité CV et métabolique. Ainsi, les patients présentant un syndrome obésité hypoventilation 

(définit par la présence d’une obésité avec un IMC≥ 30 et d’une hypoventilation alvéolaire avec 

une PaCO2> 45 mmHg) ont un pronostic CV plus péjoratif avec une inflammation systémique 

plus importante, une dysfonction endothéliale (22) et un risque de décès par évènement CV plus 
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marqué par rapport à des sujets obèses ne présentant pas d’hypoventilation alvéolaire (125, 142). 

Une étude clinique randomisée récente a démontré que la correction de la saturation par une 

oxygénothérapie nocturne ne modifiait pas la pression artérielle des patients alors que la PPC 

permettait sa diminution, soulignant  que les désaturations n’expliquaient pas à elles seules 

l’atteinte vasculaire du SAHOS (56).  

Or, les animaux du modèle d’HI utilisée dans ce travail présentent à contrario une polypnée 

compensatrice en réponse à la stimulation des récepteurs sensibles à l’hypoxie, avec pour 

conséquences, des épisodes d’hypocapnies transitoires et des variations de ph alcalins (79). Pour 

cette raison, certaines équipes de recherche ont intégré dans la mécanique contrôlant les mélanges 

gazeux délivrés de façon cyclique, une adjonction de CO2 lors des cycles hypoxiques ayant pour 

but de stabiliser le niveau de PaCO2 des animaux. Ce modèle est couramment appelé modèle 

« eucapnique » par rapport au modèle « hypocapnique » utilisé dans notre étude. L’existence 

d’une différence d’impact entre ces deux modèles sur le système CV est probable même si elle 

reste discutée. L’impact des deux modèles animaux a principalement été comparé sur les chiffres 

tensionnels. Certaines études notent une augmentation de PA plus importante avec le modèle 

eucapnique (80, 192). D’autres auteurs ne retrouvent pas cette différence (97). De même, comme 

discuté dans l’introduction, un stress oxydant au niveau vasculaire a été démontré dans le modèle 

« eucapnique » (192) alors qu’il est absente dans le modèle « hypocapnique » (75, 76). Ces 

différences méthodologiques pourraient expliquer les résultats à priori contradictoires de la 

littérature et ceux retrouvés dans nos travaux sur l’impact de deux semaines d’HI sur la 

diminution du niveau d’ERO au niveau aortique. 

D’autres limitations sont reconnues au modèle d’HI murin. Les modifications de PaO2 inhérentes 

au modèle ont des répercussions sur le sommeil de ces animaux. Des études ayant effectué des 
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enregistrements électroencéphalographiques chez des rongeurs soumis à l’HI ont démontré que 

ce modèle entraîne une fragmentation du sommeil et des modifications de l’architecture de celui-

ci  (158, 203). 

Enfin, il est difficile de reproduire chez l’animal l’histoire naturelle du SAHOS qui est assez mal 

connue chez l’homme. L’augmentation de la résistance des VAS s’installe probablement 

progressivement avec l’apparition par la suite du phénomène d’obstruction. Certains auteurs 

retrouvent en effet une majoration de l’IAH sur 2 (147) et 10 ans (105) de suivi moyen de sujets 

non traités, indépendamment de l’évolution pondérale suggérant une progressivité dans 

l’installation de la maladie. Chez l’homme, il est donc assez probable que l’augmentation des 

résistances des VAS progresse avec l’âge avancé des patients et l’interaction de différents 

paramètres connus pour augmenter la collapsibilité des VAS comme le surpoids, les 

médicaments, l’obstruction nasale. L’impact du SAHOS sur le système CV dans le temps et 

l’existence de phénomènes adaptatifs est d’autant moins connu et décrit. L’application de cycles 

d’HI d’emblais maximaux et sévères chez les rongeurs reproduit donc probablement assez mal la 

pathologie humaine. Il est donc possible que nos résultats concernant l’effet bénéfique de deux 

semaines d’HI au niveau mitochondriale, métabolique hépatique et vasculaire chez les animaux 

soumis au RRG correspondent à un processus adaptatif précoce qui s’avère délétère sur le long 

terme comme décrit dans d’autres études. 

Au final, une exposition à l’HI plus longue (de 6 semaines ou plus) et l’utilisation d’un modèle 

animal contrôlant le niveau de CO2  paraît plus adapté pour répondre à l’objectif initial du 

protocole. 
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10.1.2. Le modèle animal de syndrome métabolique 

Nous avons utilisé un modèle animal de dysmétabolisme en proposant une alimentation riche en 

graisse aux animaux pendant 6 semaines.  

Différents modèles animaux ont été utilisés pour évaluer l’impact de l’HI sur l’animal obèse. Le 

modèle génétique de souris déficitaire en leptine a été initialement utilisé. Ces souris développent 

de façon spontanée une obésité, une insulino-résistance, une dyslipidémie et une stéatose 

hépatique. Cependant, ce modèle s’éloigne de la pathologie humaine où les taux circulants de 

leptine sont corrélés à l’IMC (132). De plus, les études cliniques démontrent qu’à corpulence 

égale, les sujets SAHOS ont des taux circulants de leptine plus élevés que les sujets contrôles 

(66) et une corrélation est décrite entre les niveaux de leptine et les marqueurs de sévérité de la 

maladie (191). Or, en plus de son impact sur la satiété et la prise pondérale, la leptine est 

impliquée dans diverses fonctions physiologiques comme la sensibilité à l’insuline et le contrôle 

de la vasomotricité (132).  

Récemment, les principales études ont préféré l’utilisation des modèles d’obésité induite par un 

RRG. Dans les études s’intéressant à l’impact du SAHOS dans les modèles d’obésité, des diètes 

très variées dans leurs contenus ont été utilisées. De plus, la durée de la diète ainsi que sa place 

par rapport à l’exposition à l’HI sont également très variables. Nous avons utilisé une nourriture 

dans laquelle, 42% des calories provenaient de matières grasses, 42% des carbohydrates et 15% 

des protéines. Cette composition est assez proche du régime riche en cholestérol utilisé par 

Savransky et col. (37% des calories provenaient de matières grasses, 42% des carbohydrates et 

21% des protéines) en dehors d’une quantité de cholestérol beaucoup plus importante dans cette 

dernière étude (12,5 gr/kg vs 1,5 gr/kg). Dans une étude réalisée dans notre laboratoire, 

l’administration de ce même RRG pendant 9 semaines à des souris, permet d’augmenter la prise 
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pondérale de façon marquée (poids final de 41,6 gr dans le groupe RRG vs 25,6 pour le contrôle), 

d’induire une insulino-résistance, une dyslipidémie et une dysfonction endothéliale (123). 

Cependant, dans notre expérience, l’effet de 8 semaines de diète est beaucoup moins marqué 

(gain de poids en moyenne de 1,4gr sur 8 semaines dans notre étude vs 16gr sur 9 semaines dans 

l’étude de Mignorance et col.(123)). La principale différence entre ces deux études pouvant 

expliquer ces différences marquées porte sur la souche génétique des animaux. Nous avons 

réalisé nos expériences sur des souris mâle C57BL/6J alors que des souris C57BL/6N ont été 

utilisées dans celles de Mignrance et col. Or depuis que l’étude a commencée, une publication a 

mis en évidence une résistance de ces animaux vis-à-vis des diètes induisant l’obésité (83).  

Au final, notre diète a permis d’obtenir une obésité modérée avec un poids légèrement supérieur 

au groupe recevant une DS mais une prise de poids qui se faisait au profit principalement de la 

graisse abdominale. Or, cette graisse abdominale, mesurée par le tour de taille en pratique 

clinique est plus pertinente que l’IMC vis-à-vis du risque CV et métabolique. La présence d’une 

dysfonction endothéliale et d’une dyslipidémie confortent la pertinence de l’utilisation ce modèle 

dysmétabolique de pré-obésité.  

10.1.3. L’effet d’HI et du RRG sur la prise alimentaire et la prise de poids  

Nous avons trouvé que l’HI entraînait une perte de poids des animaux et que celle-ci était 

particulièrement marquée chez les animaux soumis au RRG dont le poids finale n’était plus 

différents de celui des animaux contrôles NO-SD. L’impact de cette perte de poids dans le groupe 

RRG sur les effets protecteurs vasculaires et hépatiques pourraient être avancé. Néanmoins, 

plusieurs arguments plaident pour un effet spécifique de la courte durée d’HI, indépendamment 

des différences pondérales. D’une part, nos constatations sur l’absence de prise de poids dans les 

groupes RRG-HI sont semblables aux études précédentes qui ont démontré des effets vasculaires 
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et hépatique délétères de l’HI appliquée sur de plus longue durée. Ainsi, dans l’étude de 

Savransky et col (169), les souris RRG-HI (souche génétique C57BL/6J, identique à la notre) ne 

prennent presque pas de poids (0,3 gr sur 12 semaines en moyenne) alors que les animaux 

contrôles NO-SD prennent 2,7 gr. Ces animaux soumis à l’HI et RRG pendant 12 semaines 

présentaient néanmoins une athérosclérose aortique marquée suggérant que l’effet pro athérogène 

du RRG est indépendant de la prise pondérale mais lié aux perturbations glucido-lipidiques 

induites. De même, l’accentuation de la stéatose et de l’inflammation hépatique induite par 6 

mois d’HI dans un modèle de RRG est indépendante de toute prise pondérale (168). D’autre part, 

l’augmentation de la graisse viscérale, la dyslipidémie persistante et l’insulino-résistance 

retrouvée dans ce groupe démontrent que les animaux HI-RRG présentent un état dysmétabolique 

malgré l’absence de prise pondérale marquée. Enfin, l’analyse moléculaire portant sur 

l’expression et la phosphorylation de la eNOS confirme la mise en route de mécanismes 

compensateurs spécifiques dans ce modèle.  

Cette diminution de la prise pondérale pourrait être expliquée par l’hyper-leptinémie induite à la 

fois par l’HI et le RRG avec pour conséquences une augmentation du métabolisme des animaux 

(23) (156). Un effet anorexigène de l’HI chez les animaux soumis au RRG est également notée 

dans notre étude et dans la littérature même si l’apport énergétique (en kcal/j) reste préservé. 

Afin de limiter cette effet de l’HI-RRG sur le poids, certains auteurs ont depuis proposés de 

sélectionner les animaux les plus lourds pour le groupe HI.  



98 

 

10.2. Résultats expérimentaux et liens physiopathologiques  

10.2.1. Impact des conditions expérimentales sur le bilan glucido-lipidique 

Deux semaines d’HI chez les animaux recevant un régime normal n’ont pas modifié les 

paramètres du bilan glucidique. Comme détaillé dans l’introduction, lors de durée d’exposition 

courte à l’HI (moins de 4 semaines), une perturbation du bilan glucidique n’est constatée que si 

les dosages sanguins sont réalisés pendant l’exposition à l’HI et qu’aucune différence, voire une 

amélioration transitoire de la sensibilité à l’insuline peuvent être retrouvée si les prélèvements 

sont réalisés quelques heures après l’arrêt de l’HI. Huit semaines de RRG n'ont pas eu non plus 

d'impact significatif sur le bilan glucidique des animaux. La relative résistance de la souche 

génétique utilisée dans notre travail au régime RRG pourrait expliquer ces résultats (83). 

En revanche, notre travail confirme l’impact synergique des deux conditions expérimentales sur 

l’hyper-insulinémie. Dans les études où les animaux rendus obèses par une diète ou prédisposés 

génétiquement à l’obésité sont exposés à l’HI, des augmentations importantes de l’insulinémie 

sont constatées (plus de quatre fois le niveau des animaux contrôles après 6 mois d’HI et RRG 

(38); augmentation de plus de 600% de l’insuline chez les animaux déficitaires pour la leptine 

(156)). Cette hyperinsulinémie marquée apparaît dès 5 jours et persiste jusqu’à 4 semaines 

d’expositions à l’HI. Par contre, elle n’est plus retrouvée pour des expositions simultanées et 

prolongées au RRG et HI. En effet, 3 à 6 mois de RRG et HI appliqués simultanément ont 

tendance à diminuer les taux d’insulinémie (168, 169). Le maintien d’une glycémie normale alors 

que les taux d’insuline sont très élevés laisse supposer l’installation d’une insulino-résistance 

particulièrement sévère que l’on peut évaluer par le calcul de l’index HOMA. Cependant, la 

rapidité d’installation (5j), et l’aspect régressif à la poursuite du stimulus pourraient plaider pour 

l’hypothèse de mécanismes de régulation différents de ceux décrits dans l’insulino-résistance 
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d’un diabète avancé (167). La participation d’autres hormones connues à la fois pour être 

sécrétées lors de l’HI et pour avoir un impact sur la glycémie pourrait intervenir. Ainsi, un 

relargage de catécholamines sécrétées lors de l’hyperactivité sympathique secondaire à l’HI peut 

stimuler directement la néoglucogenèse et la glycogénolyse. De plus, les corticostéroïdes 

relargués suite à l’activation par l’HI de l’axe hypothalamo-hypophysaire peuvent inhiber la 

glycogénogenèse et augmenter la néoglucogenèse (215). L’hypothèse de la participation de ces 

modifications hormonales au maintien d’une glycémie normale malgré l’hyperinsulinémie en 

plus ou à la place d’une insulino-résistance classique peut donc être avancée. L’étude de la 

cinétique de la glycémie, de l’insulinémie, des catécholamines et des corticostéroïdes en fonction 

de la durée de l’exposition à l’HI pourrait conforter cette hypothèse.  

L’exposition à l’HI n’a eu aucun impact sur le bilan lipidique des animaux soumis au régime 

normal. Comme détaillé dans l’introduction, la plupart des études rapportent une augmentation 

du niveau de triglycérides et du cholestérol dès 5 jours d’HI avec des différences, qui bien que 

significatives, restent modérées (maximum 20% d’augmentation) (102). Ces différences s’avèrent 

plus marquées pour des durées d’expositions plus longues (169). A contrario, d’autres études ne 

retrouvent pas de modification du bilan lipidique chez le rat après 3, 6 et 9 mois d’HI (48). 

Certaines études suggèrent un impact plus marqué des diètes riches en graisse sur les 

perturbations métaboliques chez des souris jeunes (72). L’âge des souris, plus avancé dans notre 

étude, pourrait expliquer ces divergences. Le RRG a augmenté les taux de cholestérol sans 

modifier les taux de triglycérides. Les données de la littérature sont également très divergentes 

sur l’impact des RRG sur le bilan lipidique. Les résultats dépendent du régime utilisé, de la durée 

du régime mais également de la souche génétique de souris utilisée. Comme indiqué 

précédemment, les souris C57BL/6J présentent une relative résistance au RRG ce qui pourrait 
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expliquer des perturbations du bilan lipidiques moins marquées que dans d’autres études (83). 

Enfin, nos résultats concernant l’absence d’impact de l’HI chez les animaux soumis au RRG sont 

assez conformes aux données de la littérature (99, 102, 168). Une majoration des perturbations 

lipidiques associées à l’obésité n’ayant été décrite que pour des niveaux d’obésité importants et 

des durées d’HI beaucoup plus soutenues de 6 mois ou plus (38).  

10.2.2. Impact des conditions expérimentales sur les MPs circulantes 

Il n’existe, à notre connaissance, aucune étude publiée s’intéressant à l’impact de l’HI sur les taux 

circulants de MPs. Comme détaillé dans l’introduction, les données de la littérature les plus 

robustes suggèrent une augmentation des LMPs chez les patients présentant un SAHOS (195). En 

effet les trois études publiées ayant investiguées les LMPs retrouvent leur augmentation chez les 

patients SAHOS par rapport aux contrôles. Une augmentation des LMPs a été retrouvée au cours 

de la nuit chez les patients présentant un SAHOS sévère, qui contraste avec leur diminution chez 

les sujets contrôles. Enfin l’arrêt du traitement par PPC, chez des patients bien traités auparavant 

s’accompagne d’une augmentation du niveau de LMPs. Nos données issues du modèle animal 

viennent conforter ces données cliniques en retrouvant une augmentation des LMPs CD45+ 

(leucocytaires) dans le groupe de souris HI et RRG-HI et des F4/80+ (macrophagiques) dans le 

groupe HI. Notre étude démontre que l’HI entraîne une augmentation des LMPs indépendamment 

du poids des animaux. La place des LMPs comme biomarqueur spécifique du SAHOS est donc 

confortée par ces résultats. Des études cliniques à plus grande échelle sont nécessaires pour 

proposer ce dosage comme un outil clinique. Néanmoins, les différences majeures dans les 

techniques de caractérisations des MPs entre les différents laboratoires mais également une 

variabilité intra et inter-individuelles de ce dosage rendent difficile l’utilisation des MPs dans la 

pratique clinique (11). 



101 

 

Cette élévation des LMPs renforce l’hypothèse d’un impact de l’HI sur les leucocytes circulants. 

Alors que les données concernant les niveaux des marqueurs d’inflammation circulants détaillés 

dans l’introduction (CRP, IL-6) dans le SAHOS restent discutés, les données concernant l’impact 

de l’HI sur l’activation des leucocytes sont plus cohérentes. Les polynucléaires neutrophiles issus 

des patients SAHOS présentent, in vitro, une expression accrue de sélectines et une diminution de 

leur prédisposition à rentrer en apoptose (45).Les lymphocytes issus des patients SAHOS 

présentent une production accrue de cytokines (43). Sachant que les cellules activées sont 

connues pour augmenter le relargage de MPs (200), l’augmentation du taux de LMPs pourrait 

témoigner de l’activation des leucocytes circulants dans le SAHOS. L’étude des capacités des 

leucocytes issus des patients SAHOS à produire in vitro des LMPs viendrait conforter cette 

hypothèse.  

On note également une augmentation des MPs TER119+, d’origine érythrocytaire dans le groupe 

HI et HI-RRG. Le modèle d’HI est connu pour entraîner une augmentation d’hématocrite (159). 

Une élévation du nombre d’érythrocytes pourrait donc participer à l’augmentation des ces MPs 

érythrocytaires.  

Notre étude ne permet cependant pas de préciser l’impact de ces modifications des taux circulants 

de MPs sur les paramètres vasculaires et métaboliques. Au vu de l’absence de toute modification 

significative des paramètres testés chez les animaux soumis à 2 semaines d’HI, l’impact de ces 

modifications des taux de MPs avec cette durée d’exposition semble faible ou nul. Une étude qui 

consisterait en l’injection de ces MPs issues des 4 groupes d’animaux à d’autres souris non 

exposées pourrait préciser ce dernier point. Le rendement dans l’isolation des MPs étant faible, le 

sacrifice d’un nombre important d’animaux exposés serait nécessaire pour permettre l’injection 

d’une souris.  
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10.2.3. Impact des conditions expérimentales sur le foie 

L’HI n’a eu aucun impact histologique sur le foie des animaux recevant une DS dans notre 

modèle expérimental et le contenu en triglycérides n’était pas modifié. La durée d’HI s’avère 

probablement trop courte pour reproduire les effets hépatiques délétères des désaturations. 

Comme détaillé dans l’introduction, des arguments cliniques de plus en plus robustes existent 

pour témoigner d’un lien entre le SAHOS et la NAFLD. Des modifications biochimiques et 

moléculaires ont également été retrouvées dans les modèles animaux d’HI avec une augmentation 

du contenu en triglycérides, des marqueurs de stress oxydant et d’inflammation, une 

surexpression de gènes impliqués dans la lipogenèse et des modifications histologiques pour des 

expositions très prolongées (12 à 24 semaines) (157, 170).  

Par contre, les animaux soumis au RRG présentaient une augmentation du contenu en 

triglycérides et des vacuoles lipidiques dans la moitié des échantillons analysés. Les animaux 

soumis au RRG présentent une dysfonction mitochondriale avec une diminution de l’activité des 

complexes mitochondriaux. Dans les modèles de RRG, l’afflux d’acides gras libres au niveau des 

hépatocytes peut altérer le fonctionnement mitochondriale (59). Or, la mitochondrie est 

directement impliquée dans la β-oxydation de ces acides gras. Son dysfonctionnement aboutit 

donc à un défaut de métabolisme des acides gras et à leur accumulation hépatocytaire participant 

ainsi au processus de stéatose (150). De plus, un dysfonctionnement mitochondriale aboutit à une 

production accrue d’ERO provoquant un stress oxydant qui fait partie des mécanismes incriminés 

dans la stéato-hépatite (164).  

Les animaux HI-RRG présentaient un contenu en triglycérides qui n’était pas différents des 

animaux contrôles suggérant un impact de l’HI sur la prévention de l’augmentation des 

triglycérides hépatiques constatée chez les animaux recevant un RRG. La diminution des 
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marqueurs de l’inflammation (TNF-α) et du stress oxydant (MDA) au niveau hépatique constatée 

chez des animaux obèses soumis à une courte durée d’HI pourrait relever d’un même mécanisme 

protecteur (163). Notre étude apporte un élément nouveau pouvant expliquer cette effet préventif 

d’une courte exposition à l’HI en restaurant l’activité des complexes mitochondriaux I et 14 

altérés dans le modèle RRG seul.  

L’adaptation mitochondriale à des conditions d’hypoxie soutenue a largement été investiguée et 

décrite. La mitochondrie, par l’intermédiaire notamment de son complexe III pourrait jouer le 

rôle de senseur à la chute d’O2 et agirait en augmentant la production d’ERO à ce niveau (178). 

Cette augmentation de stress oxydant participerait à la stabilisation de HIF-1α, qui a son tour 

permettrait la mise en route des mécanismes moléculaires permettant l’adaptation cellulaire aux 

conditions hypoxiques (27, 28). La diminution de l’activité du complexe III chez les animaux HI 

et HI-RRG pourrait relever du même processus adaptatif. 

Notre étude ne retrouve pas d’impact de l’HI sur l’activité des autres complexes mitochondriaux. 

Par contre, l’HI semble prévenir la diminution des activités des complexes I et IV induit par le 

RRG. Ces activités mitochondriales préservées pourraient permettre un métabolisme des acides 

gras et limiter ainsi leur accumulation sous forme de triglycérides constatée dans le groupe RRG. 

Très peu d’études se sont intéressées à l’impact de l’HI, comme modèle de SAHOS, sur la 

mitochondrie. Les deux études retrouvées dans la littérature s’intéressaient spécifiquement aux 

mitochondries neuronales. Une étude effectuée par oxygraphie sur des mitochondries isolées à 

partir de cerveaux de rats soumis à l’HI pendant 10 à 14 jours rapporte une altération des activités 

respiratoires stade 3 et 4 qui s’accompagne d’une augmentation des marqueurs de stress oxydant 

au niveau cérébral (36). Une étude très récente s’est intéressée à l’impact de 35 jours d’HI (cycles 
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90s-90s) d’intensités différentes (FiO2 à 10% et 6%) sur la taille de l’infarctus cérébral après 

occlusion de l’artère cérébrale moyenne. Cette étude retrouve un effet protecteur de l’HI modérée 

(FiO2 10%) et un effet délétère de l’HI plus sévère (FiO2 6%) avec augmentation de la zone 

infarcie. Les investigations réalisées sur les mitochondries isolées de cerveau démontrent une 

diminution pour l’HI modéré et une augmentation pour l’HI sévère de la susceptibilité à la 

dépolarisation mitochondriale induite par le calcium et de la production d’ERO mitochondriaux 

(69). A noter que la fonction vasculaire cérébrale n’était pas modifiée par les différentes 

conditions d’HI dans cette étude et que les effets bénéfiques et délétères étaient attribués à un 

effet préconditionnement au niveau parenchymateux neuronal.  

Plusieurs études se sont intéressées en revanche, à l’aspect protecteur de l’HI sur la fonction 

mitochondriale. Ces études utilisaient des modèles d’HI hypobares avec des cycles d’HI longs (4 

et 5 heures). Une première étude retrouve un effet protecteur de l’HI sur la dysfonction 

mitochondriale hépatique induite in vitro par l’acide salicylique (9). Une deuxième étude a 

investigué le rôle spécifique de la mitochondrie dans l’effet pré conditionnement CV de l’HI dans 

les lésions d’I/R (208). L’étude démontre que 4 semaines d’HI améliorent le métabolisme 

énergétique mitochondriale (augmentent l’expression et l’activité de l’ATP-synthase, préviennent 

la réduction du contenue myocardique en ATP induit par l’I/R).  

La prévention de l’altération des activités des complexes mitochondriaux induit par le RRG par 

l’HI de courte durée pourrait relever d’un même mécanisme permettant d’améliorer les capacités 

oxydatives des mitochondries par l’HI. 
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10.2.4. Impact vasculaire des conditions expérimentales 

Dans ce travail, nous décrivons un effet paradoxalement protecteur au niveau vasculaire de l’HI 

dans le modèle murin de SM. Comme détaillé dans l’introduction, une très large littérature issue 

de la recherche clinique et fondamentale existe sur les effets délétères du SAHOS sur le pronostic 

métabolique et vasculaire des patients. Mais il existe également des données cliniques beaucoup 

plus rares suggérant un effet paradoxalement protecteur du SAHOS dans certaines conditions 

cliniques ou expérimentales sur certains paramètres vasculaires. Ces effets protecteurs vasculaires 

sont souvent comparés à l’effet conditionnement vasculaire connu dans le milieu cardiologique 

depuis les années quatre-vingts : un effet bénéfique de série répétées et brèves d’ischémies 

coronaires sub-létales pour limiter la taille des lésions myocardiques lors d’un infarctus à la fois 

dans un modèle animal (134) et chez l'homme (189). Des résultats similaires ont été retrouvés par 

la suite en utilisant l’HI comme alternatif à l’I/R. Ainsi, l’application de 13 cycles d’HI hypobare 

(8h/j et 5j/semaines ; équivalent à 7000 mètres d’altitude soit une PaO2=65mmHg) avant une 

occlusion coronaire a permis de réduire la zone infarcie de la zone à risque de 56,7 à 27,7% (88). 

Notre étude démontre une restauration de la fonction endothéliale chez les souris soumises au 

RRG en restauration la capacité des aortes à produire du NO. Une amélioration de la fonction 

endothéliale sous HI a déjà été retrouvée chez des rats hypertendus(111). 

L’étude moléculaire démontre une phosphorylation de la eNOS sur son site activateur et une 

diminution de sa phosphorylation sur son site inhibiteur. L’impact du conditionnement vasculaire 

sous forme de brèves ischémies-reperfusions ainsi que de l’HI sur la phosphorylation de l’eNOS, 

favorable à la production de NO, a déjà était retrouvé dans des études antérieures. Une des voies 

moléculaires décrite dans le conditionnement vasculaire est la voie dite RISK pour 

« Reperfusion-Induced Salvage Kinase ». Elle implique l’activation de la voie PI3Kinase-Akt 
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(phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt) (extracellular signal regulated kinase) (63). Une fois 

phosphorylé, Akt permet à son tour la phosphorylation de la eNOS sur son site activateur et 

augmente la capacité de synthèse du NO. L’effet de l’HI sur la phosphorylation de l’eNOS via 

une phosphorylation de l’Akt a également été démontré récemment au niveau des 

cardiomyocytes avec un protocole d’HI proposant des cycles plus longs (5 cycles de 2 min FiO2 

6-8% - 3 min FiO2 20% pendant 14j) (121). 

D’autres part, toutes les études évaluant l’impact de l’HI dans les modèles animaux d’obésité 

(RRG ou modèles transgéniques) retrouvent une augmentation drastique de l’insulinémie avec 

des augmentations allant jusqu’à 10 fois le niveau des animaux contrôles comme détaillé dans le 

chapitres sur le bilan glucidique. Or, l’insuline, en dehors de ces effets métaboliques largement 

connus dans la régulation de la glycémie, présente des effets vasculaires spécifiques. En effet, 

l’insuline permet une augmentation de la production vasculaire du NO via une voie moléculaire 

impliquant Akt et la eNOS (89, 110). La liaison de l’insuline à son récepteur endothélial induit sa 

phosphorylation et activation via une activité kinase intrinsèque entraînant ainsi la 

phosphorylation de l’IRS (131). La phosphorylation de l’IRS active différentes kinases de la voie 

Akt et PI3K. Akt actives alors la eNOS grâce à une phosphorylation sur son résidu activateur 

(sérine 1177) (127, 128). La capacité de l’insuline à préserver la vasorelaxation coronaire via une 

activation de la voie Akt/eNOS a déjà été retrouvée chez des rats Zucker présentant une 

résistance à l’insuline (30). L’hypothèse de la participation de l’hyperinsulinémie dans la 

préservation de la fonction endothéliale via la phosphorylation de la eNOS dans une 

configuration favorable à la production de NO peut donc être avancée. L’hyperinsulinémie 

constatée dans ce modèle pourrait donc être un mécanisme compensateur adapté aux besoins 

vasculaires plus que le marqueur d’une perturbation du métabolisme glucidique, dont la sévérité, 
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évaluée par l’index HOMA paraît disproportionnée par rapport à la durée d’exposition à l’HI. Ce 

mécanisme compensateur est de plus, transitoire puisque dans le travail de Savransky et col. 

retrouvant une athérosclérose aortique avancée après 12 semaines d’HI et de RRG, les niveaux 

d’insuline et de glycémie sont revenus à des niveaux proches des animaux contrôles (169). La 

mise en évidence d’une prolifération des cellules β-pancréatiques lors de courtes expositions à 

l’HI suivie d’une mort cellulaire suite à exposition prolongée  vient appuyer l’hypothèse d’un 

mécanisme compensateur transitoire qui s’épuise lorsque l’HI est poursuivi (207, 211). Des 

investigations supplémentaires portant sur les voies métaboliques impliquées (phosphorylation de 

l’IRS, d’Akt) permettraient de conforter cette hypothèse.  

Enfin, le rôle important de la mitochondrie dans les effets observés dans le conditionnement 

vasculaire est avancé. L’activation d’Akt précédemment décrite peut permettre d'activer à son 

tour le GSK-3β (glycogen synthetase kinase 3β) qui entraîne au niveau mitochondriale 

l’inhibition de l’ouverture du mPTP (mitochondrial Permeability Transition Pore ou pore de 

transition de perméabilité mitochondriale) canal dont l’ouverture aboutit à l’établissement d’un 

équilibre de la concentration en protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne 

inhibant ainsi la production d’ATP et pouvant aboutir à la mort par nécrose notamment dans les 

lésions ischémiques (49, 73). Extrapoler les résultats obtenus sur les activités mitochondriales 

hépatiques aux résultats obtenus sur la restauration de la fonction endothéliale est difficile, et la 

faible quantité de tissus vasculaire n’a pas permis d’effectuer ces tests sur les cellules vasculaires. 

L’étude de l’impact de l’HI sur l’activité mitochondriale endothéliale sur un modèle in vitro 

permettrait d’apporter des précisions sur le rôle de la mitochondrie dans les effets vasculaires de 

l’HI.  
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11.  CONCLUSION GENERALE. PERSPECTIVES 

Ce travail a mis en évidence un mécanisme adaptatif vasculaire et hépatique dans notre modèle 

animal de RRG et HI. Les premiers résultats, portant notamment sur la fonction endothéliale des 

animaux, nous sont rapidement apparus contraire à l’hypothèse de travail initiale qui envisageait 

un effet additif ou synergique de l’HI et du RRG sur l’altération de la fonction endothéliale. Nous 

avons alors choisi de poursuivre les investigations afin d’apporter des éléments de réponses 

mécanistiques aux résultats obtenus.  

Ces résultats viennent conforter l’hypothèse d’effets contradictoires et polymorphes de l’HI. Les 

publications des dernières années avançaient l’hypothèse d’une différence entre les cycles d’HI 

courts et profonds (comme notre modèle) qui auraient principalement des effets néfastes sur les 

organes et les cycles plus longs (de plusieurs minutes à plusieurs heures) et moins profonds (FiO2 

proche de 10%) qui pouvaient présenter des aspects bénéfiques(4). Notre travail, mais également 

une analyse détaillée de la littérature montrent cependant que les cycles courts, construits comme 

modèle animal du SAHOS, peuvent également entraîner une amélioration de différents 

paramètres biologiques s’ils sont appliqués pour des durées brèves entre 12 heures et deux 

semaines: diminution de stress oxydant ou de l’inflammation induit par des modèles d’obésité, 

amélioration de la fonction endothéliale. L’HI de courte durée permet donc une amélioration de 

certains marqueurs biologiques considérés comme bénéfiques en terme de santé. Cependant, 

l’extrapolation de ces données à la pratique clinique reste délicate. D’une part dans notre modèle, 

l’amélioration vasculaire se fait au prix d’une hyperinsulinémie marquée potentiellement 

délétère. D’autre part, l’application à l’expérimentation clinique pose des questions techniques 

mais également éthiques majeures, une bonne oxygénation étant considérée comme un principe 

de base de notre physiologie et comme un élément clef pour la bonne santé. Ces barrières ont 
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déjà été franchies dans certains domaines de la santé comme dans la santé du sport où l’HI est 

déjà utilisée pour améliorer les performances des athlètes. Elle aurait pour impact un effet 

« entraînement » de la cellule, qui, en s’adaptant aux conditions d’hypoxie transitoire aurait des 

capacités oxydatives améliorés. Dans le domaine des maladies CV, des études expérimentales 

portant sur l’effet conditionnement de l’HI ou bien encore comme thérapeutique anti-

hypertensive apportent des résultats prometteurs. Dans ce dernier domaine, l’étape d’un essai 

clinique chez les sujets hypertendus a d’ailleurs été franchie avec des résultats encourageants 

(175).   

Ce travail a permis d’aborder un champ d’investigations nouveau: l’impact de l’HI et donc des 

désaturations nocturnes sur la fonction mitochondriale. Alors que la mitochondrie constitue 

l’organite finale nécessitant un apport de l’organisme en O2, les données de la littérature sur 

l’impact de l’HI sur le fonctionnement mitochondrial restent très limitées. Certains auteurs 

attribuent, à titre d’exemple, le stress oxydant associé au SAHOS en majeure partie à la 

mitochondrie, en se basant exclusivement sur les données provenant d’expérience d’hypoxie 

soutenue. Or, de nombreuses études ont depuis démontré que l’HI et l’hypoxie soutenue avaient 

des conséquences moléculaires et métaboliques très différentes. Dans notre étude, en nous basant 

sur l’analyse de l’activité des complexes mitochondriaux, aucun impact n’a été noté après deux 

semaines d’HI seules. Une analyse plus détaillée, portant sur des durées d’exposition plus 

longues pourrait permettre de préciser les modifications adaptatives ou délétères potentielles de la 

mitochondrie dans le SAHOS et le rôle de cet organite dans le stress oxydant et la pathologie CV 

et métabolique associée au SAHOS.  
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Résumé 
 
L’augmentation constante de l’obésité dans les 
populations occidentales accroit la prévalence de 
nombreuses maladies liées au surpoids parmi 
lesquelles le syndrome d’apnées hypopnées du 
sommeil (SAHOS). Le SAHOS et l’obésité représentent 
deux facteurs de risque indépendants du 
développement de maladie cardiovasculaires (CV) et 
métaboliques. Etant souvent associés en pratique 
clinique, l’étude de leurs effets vasculaires et 
métaboliques spécifiques est difficile. Pour nous 
affranchir de cette problématique, nous avons étudié 
chez la souris, les effets respectifs et combinés d'un 
régime riche en graisse et/ou de 15 jours d'exposition à 
des conditions d'hypoxie intermittente (HI) mimant le 
SAHOS, sur les paramètres vasculaires et 
métaboliques. L’HI seule n'avait aucun impact sur le 
bilan-glucido lipidique, la fonction mitochondriale 
hépatique et la fonction vasculaire des animaux. Les 
animaux soumis au RRG présentaient une dyslipidémie, 
une stéatose hépatique, une dysfonction mitochondriale 
ainsi qu'une une dysfonction endothéliale. Lorsque l’HI 
était appliquée aux animaux recevant le RRG, 
l’ensemble de ces dysfonctions vasculaires, hépatiques 
et mitochondriales était prévenu mais une 
hyperinslinémie marquée était notée.  
Ce travail illustre les effets polymorphes de l’HI qui, pour 
des durées d’exposition courtes, pourrait présenter des 
effets bénéfiques sur les altérations associées à 
l’obésité qui contrastent avec les effets délétères à plus 
long terme décrits dans le SAHOS. 
 

Mots clés 
 
hypoxie intermittente, obésité, dysfonction endothéliale, 
dysfonction mitochondriale 

Abstract 
 
The rapidly growing problem of obesity in the last 
decades increases the prevalence of many overweight 
associated diseases including obstructive sleep apnea 
(OSA). Both OSA and obesity are considered as 
independent cardio-vascular and metabolic risk factors. 
The frequent association of OSA and obesity in clinical 
setting makes difficult to investigate their independent 
contribution to metabolic and vascular diseases. In the 
present thesis, we aimed to evaluate the impact of a 
short term intermittent hypoxia (IH), (animal model of 
OSA), of a high fat diet (HFD), and of both experimental 
conditions together (IH and HFD) on the vascular and 
metabolic outcomes. Short term IH alone had no impact 
on glucose and lipids levels and mitochondrial and 
vascular function. Animals fed with HFD presented 
dyslipidemia, hepatic steatosis, mitochondrial and 
endothelial dysfunction. Interestingly, when short term 
IH was applied to HFD fed mice,  insulin level was 
increased, restored endothelial function and 
mitochondrial activity was restored and limited liver lipid 
accumulation was limited. 
Those data underline the polymorphic effects of IH that 
might target beneficial outcomes when applied for a 
short term in obesity, which contrast with the deleterious 
long term outcomes observed in OSA. 
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