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Effets de la privation aigué de sommeil sur la régulation de la pression

artérielle et le controle de la vasomotricité.

RESUME (<1700 caracteres)

Les troubles du sommeil sont associés a une augmentation de 1’activité du systéme nerveux sympathique,
de la pression artérielle (PA) et une inflammation qui peuvent induire une dysfonction endothéliale. Les
mécanismes impliqués dans cette dysfonction et les effets de la privation aigué et totale de sommeil (PTS)
ne sont pas encore ¢lucidés. L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’effet de la PTS sur la vasomotricité et
les liens avec des modifications de la PA et de la réponse immuno-inflammatoire.

Dans une premiere partie, chez ’homme sain, nous observons au cours de 40 heures de PTS, une
diminution de la vasodilatation cutanée induite par I’acétylcholine et une augmentation des concentrations
plasmatiques de marqueurs de [l’activation endothéliale. Cette dysfonction apparait avant les
modifications de la PA et est associée a une augmentation de la concentration plasmatique de TNF-a et
de la production d’ARNm du TNF-a par les cellules de la lignée blanche. Nous montrons également au
cours d’un test d’immersion de la main dans 1’eau froide (30 minutes, 5°C) et la récupération, une
diminution de la température digitale et de la conductance vasculaire cutanée, associées a I’augmentation
de la concentration plasmatique d’endothéline-1.

Dans une deuxiéme partie, réalisée chez des rats sympathectomisés (réserpine), nous démontrons que la
diminution des vasodilatations dépendante de 1’endothélium, aprés 24 heures de PTS, est indépendante
des modifications de la PA. Cette altération est liée a une diminution de 1’activité des voies de production
du NO et des prostacyclines (PGL,) et est associé a une augmentation des concentrations plasmatiques de
TNF-a et d’IL-6.

En conclusion, I’ensemble des résultats suggére que la PTS est un stress suffisant pour induire une
dysfonction endothéliale, responsable d’une altération de la vasomotricité. Celle-ci semble étre est
initialement la conséquence de la réponse immuno-inflammatoire.

Mots clefs : privation totale de sommeil, réactivité vasculaire, laser-Doppler, iontophorése, activation
endothéliale, cytokine pro-inflammatoire, pression artérielle, systéme nerveux autonome, acétylcholine,
méthacholine



Effects of acute total sleep deprivation on

blood pressure regulation and vasomotor control

ABSTRACT

Sleep deprivation is associated with an increase in sympathetic nervous system activity, blood pressure
(BP) and pro-inflammatory status that may induce endothelial dysfunction, a key factor in the
development of cardiovascular diseases. Mechanisms that link endothelial dysfunction to total sleep
deprivation (TSD) are not actually known. The aim of our work was to assess the impact of TSD on
vasomotricity and relationships with BP changes and immuno-inflammatory responses.

In the first part, we observed, in healthy young men, that 40 hours TSD induce a decrease of acetylcholine
(ACh)-induced vasodilatation and an increase in plasma levels of endothelial activation markers. This
endothelial dysfunction appeared before the increase in BP and sympathetic activity and was associated
with higher plasma levels of TNF-a, and TNF-oo mRNA levels in white blood cells. In a second study, we
showed that 29 hours TSD induce a decrease in digital skin temperature and vascular conductance during
a cold water immersion test (30 min, 5°C bath) and during the subsequent passive rewarming. This
decrease of local tolerance to cold, found without modification in BP and central temperature, was
associated with an increase of plasma levels of endothelin-1.

In the second part, we demonstrated that the decrease of endothelial- and current- induced vasodilation
observed after 24 hours of awaking were independent of BP changes, in sympathectomised (reserpined)
rats. We also observed a decrease of NO and prostacyclines (PGI,) pathways activity after TSD. These
results were associated with an increase in plasma levels of TNF-a, and IL-6.

In conclusion, our results suggest that TSD, in healthy subjects, is a sufficient stress to trigger an
endothelial dysfunction and low grade inflammation, leading to a decrease in vascular reactivity. This
phenomenon is initially independent on changes in BP and sympathetic activity and is the consequence of
immuno-inflammatory responses.

Keywords: total sleep deprivation, endothelial dysfunction, laser-Doppler, endothelial activation, pro-
inflammatory cytokines, blood pressure, autonomic nervous system, acetylcholine, methacholine
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Liste des abréviations

ACh : chlorure d’acétylcholine

ACHhE : acetylcholinesterase

ACTH : hormone adréno-corticotrope

ADN : acide désoxyribonucleique

Ag Il : angiotensine II

AKT : protéine kinase B

ANP : peptide natriurétique atrial (atrial natriuretic peptide)

ARNmMm : acide ribonucléique messager

Baseline : ligne de base

BH4 : tétrahydrobioptérine

CaM : calmoduline

CIV : vasodilatation induite par le courant (current induced vasodilatation)
CIVD : vasodilatation induite par le froid (cold induced vasodilatation)
COX-1 : cyclooxygénase de type-1

COX-2 : cyclooxygénase de type-2

CRP : protéine C-Réactive (C-reactive protein)

CV : coefficient de variation

CVC : conductance vasculaire cutanée

EDHEF : facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (endothelial derived hyperpolarizing factor)
eNOS: monoxyde d’azote synthase endothéliale (endothélial nitric oxide synthase)
ESM : erreur standard a la moyenne

ET-1 : endothéline-1

FC : fréquence cardiaque

FMD : dilatation induite par le flux (flow mediated dilation)

GCs : guanylate cyclase soluble

GMPc : guanosine monophosphate cyclique

i.m. : intra-musculaire

i.p. : intra-péritonéal

1.v. : intra-veineux

ICAM-1 : molécule d’adhésion intracellulaire-1 (Intercellular adhesion molecule-1)
IL-1B : interleukine-13

IL-1ra : antagoniste du récepteur de 1’interleukine-1

IL-6 : interleukine-6

iNOS : monoxyde d’azote synthase neuronale (neuronal nitric oxide synthase)

IP3 : inositol-1,4,5-triphosphate



KO : knock-out

Laser . amplification de la lumiére par émission stimulée de radiations (light activation by stimulated
emission of radiation)

LDF : mesure du débit par laser-Doppler (laser-Doppler flowmetry)

L-NNA : N°Nitro-L-arginine

LPS : lipopolysaccharide

MCh : chlorure de méthacholine, B-méthyl ester synthétique de I’acétylcholine
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NF-kB : facteur nucléaire-xB (nuclear factor xB)

NN : nuit normale

nNOS: monoxyde d’azote synthase inductile (inductible nitric oxide synthase)
NO : monoxyde d’azote (nitric oxide)

NO, : ion nitrite

NOj " : ion nitrate

NOS : monoxyde d’azote synthase (nitric oxide synthase)

PAD : pression artérielle diastolique

PAI-l: inhibiteur de l'activateur du plasminogene-1 (Plasminogen activator inhibitor-1)
PAM : pression artérielle moyenne

PAS : pression artérielle systolique

PGE, : prostaglandine G,

PGI, : prostaglandine I, (prostacycline)

PTS : privation totale de sommeil = durée d’éveil continu

Qc : débit cardiaque

ROS: espéce réactive de l'oxygene (reactive oxygen species)

SkBF: débit sanguin cutané (skin blood flow)

SNA : systéme nerveux autonome

SNP : nitroprussiate de sodium (sodium nitoprussiate)

SRAA: systéme rénine angiotensine aldostérone

Tfi : température digitale (finger temperature)

TNF-RI : récepteur soluble du TNF-a de type I (également connu comme le TNF-P55/P60)
TNF-a : facteur de nécrose tumorale-a (7umor necrosis _factor-o)

Tre : température rectale (rectal temperature)

Tsk : température cutanée (skin temperature)

Tsk : température cutanée moyenne (mean skin temperature)
TXA, : thromboxane A,

VCAM-1 : molécule d’adhésion vasculaire-1 (vascular cell adhesion molecule)



Introduction générale

Introduction générale

Dans notre société¢ moderne, le temps consacré au sommeil a diminué (moins 1,5 heures de sommeil
par nuit en 100 ans) au profit des activités professionnelles, sociales, sportives et des divertissements
(Sabanayagam et Shankar 2010). Dans les métiers de la santé et de la sécurité (militaires, pompiers,
police...), du fait des rythmes de travail et des opérations soutenues qui ne permettent aucun repos, les
personnels subissent également des restrictions et des privations de sommeil prolongées (Ellingstad et
Heimstra 1970; Lieberman et al. 2002; Marsh 1983). Si les conséquences cardiovasculaires de la
privation chronique de sommeil sont bien connues (Gangwisch et al. 2006), les effets de la privation
aigué et totale sont encore 1’objet de débats scientifiques (Kamperis et al. 2010; Pagani et al. 2009). Des
travaux récents suggerent que la privation aigué de sommeil induit des adaptations cardiovasculaires qui
pourraient favoriser I’apparition de pathologies (Amir et al. 2004; Frey et al. 2007).

La restriction chronique de sommeil (moins de 6 heures de sommeil par nuit) est associée avec une
augmentation de 1’incidence de pathologies cardiovasculaires telles que 1’hypertension artérielle, les
pathologies coronaires, 1’athérosclérose, la mort subite ou les troubles du rythme cardiaque (Gangwisch et
al. 2006; Hall et al. 2008). La physiopathologie de ces maladies est dominée par une augmentation
chronique de I’activité du systéme nerveux sympathique (Bonnet et Arand 2007; Gangwisch et al. 2006).
Celle-ci est responsable d’une augmentation de la pression artérielle, d’un syndrome inflammatoire
(Meier-Ewert et al. 2004) et d’une dysfonction endothéliale (Takase et al. 2004). Il est maintenant admis
que la dysfonction endothéliale est un marqueur prédictif précoce du développement de pathologies
cardiovasculaires (Vita et Keaney 2002). En pratique clinique, 1’observation d’une atteinte de la
vasodilatation dépendante de 1’endothélium est souvent utilisée pour caractériser une dysfonction
endothéliale (Cracowski et al. 2006). En effet, I’endothélium vasculaire synthétise et libére des
médiateurs (vasodilatateurs et vasoconstricteurs) impliqués dans le contréle de la vasomotricité, propriété
des vaisseaux sanguins a modifier leur diameétre en réponse a des stimuli physiques ou chimiques
(Furchgott et Zawadzki 1980; Khazaei et al. 2008). Actuellement, la cinétique d’apparition de ces
altérations et les mécanismes qui lient la restriction chronique de sommeil aux pathologies
cardiovasculaires sont encore mal connus (Gangwisch et al. 2006; Mullington et al. 2009). De méme, les
modifications cardiovasculaires induites par la privation aigué et totale de sommeil font toujours I’objet
de débats (Kato et al. 2000; Pagani et al. 2009; Wolk et al. 2005; Zhong et al. 2005).

Il semble cependant que 24 heures d’éveil continu, définis comme 24 heures de privation totale de
sommeil, inhibent la diminution nocturne et physiologique de la pression artérielle mais n’entrainent pas
d’augmentation persistante de celle-ci (Pagani et al. 2009). Lors de privations plus longues (plus de 36

heures d’éveil continu) ou associées a un contrainte physique ou mental, il a été constaté une



Introduction générale

augmentation de I’activité du systéme nerveux sympathique et de la fréquence cardiaque (Kato et al.
2000; Zhong et al. 2005). Celles-ci favorisent 1’augmentation modérée de la pression artérielle (Kato et al.
2000; Miro et al. 2002). Cependant, cette augmentation est associée a la diminution de 1’activité nerveuse
musculaire sympathique et a I’absence de modification des résistances vasculaires périphériques (Kato et
al. 2000; Ogawa et al. 2003). Il semble donc que 1’augmentation de la pression artérielle soit plutot la
conséquence d’une augmentation de la fréquence et du débit cardiaque que d’une augmentation des
résistances vasculaires périphériques. L’augmentation de 1’activité du systéme nerveux sympathique ne
permet pas, a elle seule, d’expliquer I’ensemble des réactions observées (Kato et al. 2000).

Dans des travaux récents, une diminution de la vasodilatation dépendante de I’endothélium a été
observée chez des médecins aprés une nuit de garde a ’hopital (Amir et al. 2004). Cette étude a, pour la
premicre fois, mis en évidence que la privation aigué de sommeil pouvait directement altérer la fonction
endothéliale et la vasomotricité. Cependant, ces résultats ont été obtenus au cours d’une privation de
sommeil associée a une période de travail en ambiance stressante, ce qui est un facteur connu de
diminution de la réactivité vasculaire (Amir et al. 2004; Hijmering et al. 2002). Actuellement, 1’effet de la
privation aigué et totale de sommeil sur la vasomotricité n’a jamais été évalué chez des sujets sains, en
I’absence de contrainte psychologique ou environnementale surajoutée.

Par ailleurs, la privation aigué et totale de sommeil induit, chez des sujets sains, une augmentation de
la concentration plasmatique de marqueurs biologiques indirects de la dysfonction endothéliale, tels que
les protéines d’adhésion (intercellular adhesion molecule-1 et sélectine-E) (Frey et al. 2007), et de
cytokines pro-inflammatoires (tumor necrosis factor-a, interleukine-1p et I’interleukine-6) (Dinges et al.
1995; Frey et al. 2007; Vgontzas et al. 2007). L’augmentation de la concentration plasmatique de ces
marqueurs est associée a des modifications de la vasomotricité (Iversen et al. 1999) et a été observée dans
de nombreuses pathologies cardiovasculaires (Constans et Conri 2006).

L’altération de la vasomotricité, en particulier de la capacité des vaisseaux a se dilater, pourrait étre
un facteur de risque d’intolérance aux contraintes environnementales et a 1’exercice prolongé et intense.
En effet, ’adaptation a ces contraintes nécessite une réactivité vasculaire intacte (Johnson et Kellogg
2010; Roustit et al. 2010b). Il a ainsi été observé que la privation aigué de sommeil était un facteur
favorisant la survenue de coups de chaleur d’exercice (Chen et al. 2009; Coris et al. 2004; Epstein et
Roberts 2011; Hubbard 1990) mais aussi de pathologies induites par le froid (Marsh 1983; Rintamaki
2000). Cependant, les mécanismes physiopathologiques impliqués n’ont pas encore été approfondis.

Les liens physiologiques entre la privation totale de sommeil et 1’altération de la fonction endothéliale
ne sont toujours pas clairement identifiés. Cette dysfonction pourrait €tre la conséquence de
I’augmentation de I’activité du systéme nerveux sympathique (Hijmering et al. 2002; Panza et al. 1991)

et/ou de modifications de la pression artérielle (Chae et al. 2001).

L’ensemble de ces données nous amene a émettre I’hypothése que la privation aigué et totale de
sommeil, chez des sujets sains, altére la fonction endothéliale et induit des modifications de la

vasomotricité. Nos travaux auront pour objectif principal d’évaluer I’effet de la privation aigué de
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sommeil sur la réactivité vasculaire et sur les marqueurs biologiques de la dysfonction endothéliale. Nous
essayerons également d’identifier les liens d’une éventuelle dysfonction avec une augmentation de la
pression artérielle, de D’activité du systéme nerveux autonome et des modifications immuno-
inflammatoires.

Dans un premier chapitre de rappels bibliographiques, nous verrons que 1’endothélium est au cceur du
contrdle local de la vasomotricité et décrirons les principales voies métaboliques impliquées dans la
réactivité vasculaire. Nous définirons ensuite les méthodes d’évaluation de la réactivité vasculaire
évoquées dans les rappels bibliographiques, la partie expérimentale ou la discussion. Nous présenterons
également les données actuelles concernant les effets cardiovasculaires de la privation de sommeil. Dans
un second chapitre nous présenterons les travaux expérimentaux réalisés chez I’homme puis, avec une
approche plus mécaniste, chez I’animal. Une discussion générale et 1’évocation de perspectives

concluront ce travail.
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L.Structure et fonctions des vaisseaux sanguins

Le systéme artériel est classiquement subdivisé en deux grands secteurs, en fonction des propriétés
mécaniques et structurales de leur paroi : un secteur de « conductances», formé d’artéres élastiques, de
gros calibre (> 500 um) qui opposent une trés faible résistance au débit sanguin et un secteur « résistif »
constitué¢ d’artéres distales et d’artérioles de petit diametre riches en fibres musculaires lisses. Le rayon
artériel, et par conséquent les résistances périphériques, dépendent directement de ces cellules
musculaires dont la contraction et la relaxation modifient le diamétre du vaisseau. Les artéres de
conductance ont une fonction essentiellement hydraulique de transport du sang vers les différents lits
vasculaires, tandis que les arteres de résistance contrdlent les débits sanguins locaux grace a leur activité
vasomotrice. La paroi artérielle est constituée de 3 tuniques individualisées : 1’adventice, la média et
I’intima (Khazaei et al. 2008; Korthuis 2011). Selon les secteurs artériels concernés, la structure et
I’importance relative de chaque tunique varient et conférent a ces secteurs leurs propriétés
caractéristiques.

L’adventice est la couche la plus périphérique. Elle est constituée de tissu conjonctif, de terminaisons
nerveuses (permettant la libération de neurotransmetteurs actifs sur la média) et de vasa vasorum
(vascularisation nutritive des vaisseaux). Les terminaisons nerveuses sont particuliérement nombreuses
sur les arteres de faible calibre (< 200 pm).

La média, couche centrale et épaisse de la paroi artérielle, est constituée essentiellement de cellules
musculaires lisses, insérées dans une matrice extracellulaire.

L’intima est la couche la plus interne, elle est constituée d’une monocouche de cellules endothéliales

ancrées sur une base extracellulaire de tissu conjonctif.

L’endothélium vasculaire, interface obligatoire entre le sang et les tissus, n’est pas une simple
barricre inerte. Il agit comme un véritable organe endocrine et possede une grande variété de fonctions
qui ont un role essentiel dans le maintien de I’homéostasie vasculaire (Khazaei et al. 2008).
L’endothélium sécrete des substances qui modifient la résistance vasculaire en agissant sur les cellules
musculaires lisses (Furchgott et Zawadzki 1980). L’endothélium contrdle également 1’agrégation
plaquettaire, la perméabilité vasculaire, la prolifération et la croissance cellulaire. Enfin, il sécréte des
substances qui participent a 1’adhésion et la transmigration des cellules de la lignée blanche a travers la

paroi vasculaire (Khazaei et al. 2008).
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A I’état basal, les artéres sont dans un état de semi-contraction, appelé tonus vasomoteur, qui permet
la variation du diamétre artériel et maintient un certain niveau de résistance vasculaire (Korthuis 2011).
Le tonus basal artériolaire et la vasomotricité sont la résultante d’un équilibre entre des mécanismes
vasodilatateurs et vasoconstricteurs qui incluent (Figure 1) :

- le systeme nerveux autonome qui libére principalement des neuromédiateurs vasoconstricteurs

(noradrénaline, adrénaline...) mais aussi vasodilatateurs (acétylcholine, purines, sérotonine, substance

P...) selon les territoires vasculaires concernés ;

- des facteurs véhiculés par le sang ou produits par les cellules sanguines qui se fixent sur des

récepteurs endothéliaux ou musculaires (catécholamines, sérotonine, insuline, angiotensine II...) ;

- des facteurs locaux produits par les cellules endothéliales qui agissent sur les cellules musculaires

lisses. Ces facteurs peuvent avoir un effet vasoconstricteur ou vasodilatateur.

- des facteurs physiques : thermiques (chaleur, froid) et mécaniques induits par la compression

externe ou liés aux variations du flux sanguin dans le vaisseau comme 1’étirement de la paroi, ou le

cisaillement encore appelé shear stress). Ces facteurs agissent sur les cellules endothéliales ou les

cellules musculaires lisses.

Facteurs neurologiques | Facteurs mécaniques |

Facteurs endothéliaux
et paracrines

' Cellules
Facteurs métaboliques \ ; endothéliale
.:
5 Cellules
musculaires
5 H lisses

| Facteurs thermiques | Adventice

Figure 1. Principaux mécanismes intervenant dans le contréle de la vasomotricité (modifi¢ d’apreés Korthuis
2011).

La pression artérielle (PA) est principalement régulée par des modifications du débit cardiaque et des
résistances vasculaires périphériques. Ces derniéres sont, seclon la loi de Poiseuille, localement
proportionnelles a la viscosité du sang, a la longueur des vaisseaux sanguins et inversement
proportionnelles a leur rayon (a la puissance 4). Les artéres, notamment celles de petit calibre, ont la
capacité de modifier leur diameétre en réponse a des stimuli locaux (métaboliques, chimiques, mécaniques

ou physiques), aux hormones circulantes ou a I’activité du systéme nerveux autonome. Cette propriété,
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appelée vasomotricité, permet de contrdler la répartition des débits sanguins périphériques selon les
nécessités métaboliques et d’assurer la perfusion tissulaire. La vasomotricité est également un mécanisme
de protection des vaisseaux contre les contraintes de cisaillement (shear stress) (Khazaei et al. 2008).

Les dysfonctions de I'endothélium sont habituellement mises en évidence en clinique par des
anomalies de la vasomotricité dépendant de I'endothélium. Elles ont été observés dans de nombreuses

situations qui favorisent le développement de pathologies cardiovasculaires (Khazaei et al. 2008).

II. Endothélium et controle de la vasomotricité

L’endothélium répond a une multitude de stimuli chimiques, physiques et humoraux par la synthése
et la libération de facteurs, appelés vasoactifs, qui sont impliqués dans le contréle de la vasomotricité
dépendante de I’endothélium (Khazaei et al. 2008). Les propriétés de ces stimuli déterminent la nature et
la quantit¢ de facteurs vasoactifs libérés. Nous décrirons dans ce chapitre les principaux facteurs

vasodilatateurs et vasoconstricteurs.

II.1. Facteurs vasodilatateurs

II.1.1. Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est le principal facteur endothélial vasodilatateur. Le NO est formé a
partir de la L-arginine par une enzyme nommeée NO synthase (NOS), en présence de cofacteurs tels que
NADPH (nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate, un donneur d’électron), 1’oxygéne, la
tétra¢hydrobioptérine (BH4)... Le NO est un radical libre gazeux liposoluble et hydrosoluble. Il poss¢de
une demi-vie trés courte (3 a 5 secondes). 11 est catabolisé par 1’oxygéne (O,) en nitrite et en nitrate (NO,
/NO3). Il peut étre également transformé par 1’anion superoxide (O,") en peroxynitrite (ONOO)
(Walford et Loscalzo 2003).

11 existe 3 isoformes de Ia NOS : Ia nNOS (NOS neuronale), la eNOS (NOS endothéliale) et la iNOS
(NOS inductible). Les 2 premiéres sont constitutivement exprimées et activées par des mécanismes de
phosphorylation dépendant ou non du calcium. La troisiéme isoforme (iNOS) est synthétisée en réponse a
divers stimuli infectieux ou inflammatoires (interféron-y, lipopolysaccharides bactériens, interleukine-1f3
(IL-1B), tumor necrosis factor-a (TNF-0)...) ce qui entraine une forte production de NO (de I’ordre du
uM) sur une longue durée (plusieurs jours) (Alderton et al. 2001). L’expression de iNOS est
essentiellement observée dans les cellules du systéme immunitaire et dans une moindre mesure dans les

cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales

eNOS est essentiellement présente dans les cellules endothéliales. Elle joue un role clé dans la

régulation du tonus vasculaire, bien qu’elle produise de faibles quantités de NO (de I’ordre du nM)

11
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(Walford et Loscalzo 2003). Le NO produit par les eNOS peut diffuser vers la lumiére du vaisseau ou du
cOté abluminal (Walford et Loscalzo 2003). Le NO libéré réagit notamment dans les cellules musculaires
lisses avec le fer du groupement héme de la guanylate cyclase soluble (GCs) et entraine son activation qui
va produire du 3,5-guanosine monophosphate cyclique (GMPc). L’influx de GMPc dans les cellules
musculaires lisses provoque alors une réduction de la concentration de calcium intracellulaire qui entraine
une hyperpolarisation et une relaxation des fibres musculaires (Khazaei et al. 2008). Le NO participe
¢galement a d’autres fonctions endothéliales. Il inhibe la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses ainsi que la synthése de protéines de la matrice extracellulaire (Figure 2). Il prévient

également 1’agrégation plaquettaire et facilite la dissolution d’agrégats plaquettaires (Khazaei et al. 2008).

Acétylcholine

Sérotonine Facteur de risque cardiovasculaires

Bradykinine \ / Hypertension
Shear stress Tabac
0, Nitric oxide synthase Dyslipidémie
L-Arginine L-citruline Age
Cellules R
- BH4, Calmoduline + CA2* '} NADPH Diabéte de type Il
endothéliales

NO

\.

Soluble guanylate cyclase

Autres effets du NO

N Agrégation plaquettaire

/

Relaxation musculaire

~ Oxydation des LDL
GTP cGMP ) .
N Expression des molécules
Cellules l d’adhésion
musculaires ” \ Prolifération des cellules
lisses MCA musculaires lisses

~ Adhésion des monocytes et
des plaquettes

Figure 2. Effets du monoxyde d’azote (NO) sur le systéme cardiovasculaire (Khazaei et al. 2008). NADPH :
nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate, BH4 : tétraéhydrobioptérine, GTP : guadénosine triphosphate, GMP :
guadénosine monophosphate. (Khazaei et al. 2008).

L’activité de eNOS peut étre modulée au niveau de 1’expression, de la localisation et de ’activité
elle-méme (Wu 2002). La production de NO est notamment stimulée par stimuli mécaniques
(cisaillement sanguin ou étirement) (Corson et al. 1996) et par la fixation sur les cellules endothéliales de
nombreux facteurs comme I’insuline, I’histamine, 1’acétylcholine, la bradykinine ou des facteurs de
croissance endothéliaux (Khazaei et al. 2008). Les facteurs connus pour réduire I’expression et 1’activité
de eNOS sont notamment : le TNF-a, les lipopolysaccharides, I’érythropoiétine, I’hypoxie et les fortes
concentrations d’acides gras oxydés (Wu 2002). L’activité des NOS est également inhibée par des
analogues synthétiques de la L-arginine telles que la NYnitro-L-arginine méthyl ester
(L-NAME) ou la N%nitro-L-arginine (L-NNA) qui sont particuliérement spécifiques des formes

constitutives de NOS (Boer et al. 2000).
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II.1.2. Prostacycline

La prostacycline (PGI,) est synthétisée dans les cellules endothéliales a partir de 1’acide
arachidonique par les cyclooxygénases de type-1 (COX-1) (Fitzgerald 2004). PGI, est formée en réaction
a ’augmentation des forces de cisaillement, a ’hypoxie et a divers médiateurs qui libérent également du
NO (ATP, bradykinine, histamine, thrombine, acétylcholine...) (Fitzgerald 2004). Elle provoque la
relaxation des cellules musculaires lisses en activant 1’adénylate-cyclase et en augmentant la production
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). La demi-vie de PGI, est de ’ordre de la minute ce qui
rend son dosage plasmatique difficile. PGI, est ensuite hydrolysée en 6-kéto-PGF1,, qui est un métabolite
stable mais inactif. Dans de nombreux vaisseaux sanguins, PGI, joue un réle secondaire dans la relaxation
dépendante de 1’endothélium, son effet venant surtout s’ajouter a celui du NO. L’inhibition des COXs
induit plutdét une diminution de la durée que de I’amplitude de la vasodilatation dépendante de
I’endothélium (Durand et al. 2004). Des travaux récents ont mis en évidence des interactions importantes
entre les voies de synthése du NO et de PGI, (Marcelin-Jimenez et Escalante 2001). La synthese de PGI,
augmente lors de la diminution de la biodisponibilité du NO, ce qui confére a PGI, un réle compensateur
et protecteur. Par ailleurs, une diminution de la production de PGI, a été¢ observée dans le diabéte,
I’inflammation, les pathologies cardiovasculaires et le vieillissement (Fitzgerald 2004). Comme le NO, la
PGI, est un puissant inhibiteur de 1’agrégation plaquettaire et de 1’adhésion des plaquettes aux cellules

endothéliales (Lamontagne et al. 1992).

I1.1.3. Facteurs hyperpolarisants dérivés de I’endothélium

Des facteurs vasodilatateurs, résistant a la combinaison d’inhibiteurs de la eNOS et des COXs, ont été
décrits dans de nombreux vaisseaux sanguins, humains et animaux, résistifs ou de diametre moyen, y
compris les artéres coronaires (Chen et Suzuki 1990; Gaubert et al. 2007). Encore mal connus pour
certains, ces facteurs ont été regroupés sous le terme de facteurs hyperpolarisants dérivés de
I’endothélium (EDHFs) car ils induisent une relaxation des cellules musculaires lisses via des
mécanismes d’hyperpolarisation cellulaire (Chen et Suzuki 1990). Cette hyperpolarisation a pour
principal effet d’empécher 1’activation des canaux calciques dépendants du potentiel de membrane et de
favoriser ainsi la diminution de la concentration cytosolique en calcium des cellules musculaires lisses. La
formation d’EDHFs peut étre induite par la liaison aux cellules endothéliales d’agonistes tels que
I’acétylcholine, la bradykinine et la substance P (Chen et Suzuki 1990). La part relative des EDHFs dans
la vasodilatation dépendante de 1’endothélium est variable. Elle est notamment liée a I’espéce, a 1’organe,
a la taille des vaisseaux et a I’dge. Les EDHFs ont également un role compensateur dans la
microvascularisation lorsque les voies des NO et PGI, sont altérées (Gaubert et al. 2007). La nature
chimique des EDHFs suscite encore de nombreuses interrogations. Elle semble étre variable d’un lit
vasculaire a 1’autre. Plusieurs substrats ont été décrits comme étant de potentiel EDHF's : les métabolites

des cytochromes P450 comme les acides epoxyeicosatrienoiques (EETs) (Campbell et al. 1996), les ions
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potassium, le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Graier et al. 1999) et les jonctions gap myo-endothéliales
(Beny 1999).

11.2. Facteurs vasoconstricteurs

L’endothélium produit également une grande quantité de facteurs vasoconstricteurs, regroupé€s sous le
terme d’EDCFs (endotheliumm-derived contacting factors). Leur nature dépend notamment des stimuli,
du lit vasculaire, de I’age et de 1’espece. Nous décrirons en particulier les dérivés du métabolisme de
’acide arachidonique, I’endothéline-1 (ET-1), I’angiotensine II et les radicaux libres dérivés de 1’oxygéne

(Khazaei et al. 2008).

I1.2.1. Facteurs dérivés de I’acide arachidonique

Les cyclooxygénases de type-1 (COX-1) produisent également des médiateurs vasoconstricteurs
(Miller et Vanhoutte 1985). En effet, ’acide arachidonique peut étre également transformé par les COX-1
en prostaglandine G,, un métabolite instable qui sera rapidement converti en prostaglandine H,, le
précurseur des prostanoides tels que le thromboxane A,.(TXA;) (Hecker et Ullrich 1989). La PGH, et le
TXA, libérés par les cellules endothéliales peuvent se lier au récepteur des thromboxanes (TP) des
cellules musculaires lisses. L’activation de ce récepteur conduit a la production d’inositol tri-phosphate et
de diacylglycérol. Cette réaction induit une augmentation de la concentration intracytosolique de calcium

et la contraction musculaire (Murtha et al. 1999).

11 faut toutefois noter que dans les cellules endothéliales, PGI, est le métabolite principal de I’acide
arachidonique produit par les COX-1 (Miller et Vanhoutte 1985). De plus, dans des conditions
physiologiques, 1’effet de petites quantités de prostanoides vasoconstricteurs libérés par les cellules
endothéliales est masqué par la production de PGI,, de NO et d’EDHFs (Robson et al. 1980). Sous I’effet
de stimuli chimiques, en particulier de cytokines pro-inflammatoire ou d’espéres radicalaires dérivées de
I’oxygéne, la production de TXA2 peut augmenter considérablement (Caughey et al. 2001). En revanche,
TXA, est le principal métabolite formé par les COXs présentes dans les plaquettes. Le sens de la balance

PGI,/TXA, déterminera donc I’effet des COXs sur la vasomotricité (Robson et al. 1980).

11.2.2. Endothéline-1

Une autre substance vasoconstrictrice produite par I’endothélium est I’endothéline. Il en existe 3
isoformes : les endothélines 1 (ET-1), 2 et 3. L’augmentation d’ET-1 est associée a la progression de
nombreuses pathologies du fait de ses propriétés vasoconstrictives durables mais aussi de sa capacité a

induire un remodelage vasculaire, une fibrose, une prolifération cellulaire, une apoptose et a produire du
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stress oxydatif (Khazaei et al. 2008). La stimulation des cellules endothéliales par la thrombine,
IL-1B, la vasopressine ou les catécholamines peut conduire a la synthese de ’ET-1. Cette synthése est
réalisée a partir d’une pro-hormone la « big ET-1 », grace a I’enzyme de conversion de I’endothéline
(ECE) (Figure 3). ET-1 se lie a ses récepteurs ETA et ETB, présents sur les membranes des cellules

musculaires lisses, ce qui induit I’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire et favorise

la vasoconstriction (Yanagisawa et al. 1988) (Figure 3).

ET-1 peut également agir sur des récepteurs ETB présents sur les cellules endothéliales (Sakurai et al.
1992) et conduire a une vasodilatation artérielle via la production de NO, de PGI, et d’EDHF. Le NO est
un antagoniste d’ET-1. Il inhibe la transcription des génes codant pour les précurseurs de ET-1 (Bourque
et al. 2011). ET-1 augmente également 1’efficacité d’autres substances vasoactives telles que TXA,
I’angiotensine II, la noradrénaline, la sérotonine. Elle participe également a I’activation des leucocytes et
des plaquettes (Yanagisawa et al. 1988). Des déséquilibres de la balance entre NO et

ET-1 peuvent apparaitre a la phase initiale de certaines pathologies cardiovasculaires (Bourque et al.
2011).
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Figure 3. Synthése et actions vasculaires de 1'endothéline-1 (ET-1) (Yanagisawa et al. 1988).
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I1.2.3. Angiotensine II

Les cellules endothéliales présentent a leur surface I’enzyme de conversion (ECA) qui permet de
transformer 1’angiotensine I en angiotensine II. Cette derniere pourra alors exercer son activité
vasoconstrictrice en se fixant sur des récepteurs spécifiques exprimés a la surface des cellules musculaires
lisses. L endothélium participe donc au contrdle de 1’activité du systéme rénine-angiotensine-aldostérone.
La plupart des effets vasculaires observés avec 1’angiotensine II sont liés a sa liaison aux récepteurs de
type 1 (AT1). Ce récepteur est majoritairement exprimé sur les cellules du systéme cardiovasculaire et en
particulier dans les cellules musculaires lisses. Toutefois, son effet est atténué par la présence de
récepteurs de type 2 (AT2) sur les cellules endothéliales. La liaison de 1’angiotensine II a ce récepteur
entraine une production de NO et de PGI, (Gigante et al. 1998). L’angiotensine II active également de
nombreuses voies de signalisation qui contribuent au remodelage vasculaire, a ’hypertrophie et a

I’hyperplasie des cellules musculaires lisses (Higuchi et al. 2007).

I1.2.4. Espéces radicalaires de I’oxygéne

Le stress oxydatif se définit comme une ¢élévation anormale des concentrations de différents radicaux
libres dérivés de I’oxygeéne (ROS, reactiv oxygen species) trés fortement oxydatifs. Parmi ces molécules,
il y a I’anion superoxyde (O;), le peroxynitrite (ONOO"), le peroxyde d’hydrogene (H,O,), le radical
hydroxyl (OH") (Hamilton et al. 2001). Les cellules endothéliales peuvent produire différentes espéces
réactives de 1’oxygéne en réponse aux forces de cisaillement et a des hormones telles que la bradykinine
et I’angiotensine II (Vanhoutte 2001). Les principales enzymes produisant des O, sont les NADPH
oxydases, la xanthine oxydase, la lipooxygénase, les oxydases mitochondriales, les NOS (Guzik et al.
2000) et les COXs (Vanhoutte 2001). L’interaction de O, avec le NO entraine la formation de
peroxynitrites (ONOQO"). Cette liaison induit une diminution de la biodisponibilité¢ et donc des effets
vasodilatateurs du NO (Vanhoutte 2001). Le radical O, est également un facteur vasoconstricteur.
L’augmentation de la production d’espéces radicalaires dérivées de I’oxygene est donc associée a une
diminution de la vasodilatation dépendante de I’endothélium par action directe sur les cellules

musculaires lisses ou indirecte en diminuant la biodisponibilité du NO (Taddei et al. 2006).
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I1.3. Synthese

La pression artérielle est régulée par des modifications du débit cardiaque et des résistances
périphériques. Les modifications du diametre des artéres distales, principal déterminant des résistances
vasculaires, sont contr6lées par des interactions complexes entre le systéme nerveux autonome, les
hormones circulantes et des facteurs locaux produits par 1I’endothélium ou les cellules circulantes. Les
cellules endothéliales contribuent a la régulation du tonus vasculaire en libérant plusieurs facteurs
vasodilatateurs (NO, PGI,, EDHFs) et vasoconstricteurs (ET-1, TXA,, PGH,, angiotensine 1I, O;...)
(Figure 4). Ces facteurs jouent un rdle primordial dans le maintien du tonus vasculaire, la répartition des
débits sanguins régionaux et le maintien de 1’intégrité vasculaire. Ils adaptent notamment le diamétre des
vaisseaux aux besoins métaboliques et aux variations de pression. En pratique clinique ou en recherche, le
contrdle de la vasomotricité, en particulier la vasodilatation dépendante de 1’endothélium, est la fonction
endothéliale la plus étudiée. En présence de facteurs de risque cardiovasculaire, la vasodilatation
dépendante de I’endothélium est altérée alors que la production de médiateurs vasoconstricteurs et pro-
agrégants est maintenue ou stimulée. Le terme dysfonction endothéliale fait alors référence a une
diminution de la production ou la biodisponibilité des médiateurs vasodilatateurs produits par
P’endothélium. La dysfonction endothéliale est un marqueur précoce du développement de nombreuses

pathologies cardiovasculaires (Vila et Salaices 2005).
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Figure 4. Mécanismes endothéliaux des molécules présentes dans le sangs et ayant un effet sur le tonus
vasculaire. AA : acide arachidonique, ACh: acétylcholine, AT II : angiotensine II, BK : bradykinine, COX :
cyclooxygénase, ECE : enzyme de conversion de 1’endothéline, ET : endothéline-1, O,- anion supéroxyde, P :
purines, PGI2 : prostacycline, NO : monoxyde d’azote, NOS : NO synthase, T : thrombine, VP : vasopressine,
TXA2 : thromboxane A2, 5-HT : sérotonine, a : a-adrénergique (Vanhoutte et al. 2009).
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III. Méthodes d’évaluation de la fonction endothéliale

L’objectif de ce chapitre est de décrire les méthodes d’évaluation de la fonction endothéliale utilisées
dans nos travaux ou citées dans la revue de la littérature. Nous verrons tout d’abord les méthodes
d’évaluation de la vasomotricité, encore appelée réactivité vasculaire, et les principaux stimuli utilisés.

Les méthodes biologiques utilisées en pratique courante seront ensuite présentées.

I11.1. Evaluation de la réactivité vasculaire

ITII.1.1. Stimuli utilisés pour évaluer la réactivité vasculaire

a Stimuli mécaniques

L’endothélium contribue, par la libération de facteurs actifs sur les cellules musculaires lisses, a
I’adaptation du diamétre artériel en réponse a 1’augmentation du débit sanguin. Ce dernier induit des
contraintes mécaniques et notamment une contrainte de cisaillement (shear stress) définie comme une
force de frottement exercée tangentiellement sur les cellules endothéliales. L’augmentation du débit
sanguin est largement utilisée chez 1’homme pour provoquer une vasodilatation induite par une
augmentation du flux sanguin appelée flow-mediated dilatation (FMD). La FMD est provoquée par la
levée d’une compression ischémique réalisée sur un membre & 1’aide d’un brassard a tension. La
membrane cellulaire de 1’endothélium contient des canaux potassiques spécialisés, comme les canaux
potassiques activés par le calcium, qui s’ouvrent en réponse aux forces de cisaillement (shear stress)
(Cooke et al. 1991). L’ouverture de ces canaux entraine une hyperpolarisation de la membrane et une
entrée de calcium dans le cytosol. eNOS est alors activée par des mécanismes de phosphorylation
dépendante du calcium comme la voie AKT/kinases-dépendante. Les forces de cisaillement induisent
également une augmentation la production de PGI, et d’EDHFs (Corson et al. 1996). Au final, ces voies
métaboliques activées entrainent une vasodilatation dépendante de 1’endothélium.

D’autres stimuli mécaniques peuvent étre utilisés. Il a notamment été mis en évidence ’existence
d’un couplage entre la mécano-sensibilité et la vasodilatation cutanée. En appliquant une pression
progressive et non douloureuse (0 a 20 kPa) sur la peau, on peut observer une vasodilatation a proximité
du point de pression (Fromy et al. 2000). Celle-ci peut étre évaluée en mesurant la variation de débit
sanguin cutané a 1’aide d’un laser-Doppler. Cette technique est cependant extrémement délicate a mettre
en ceuvre. En pratique, la réponse dilatatrice a la pression pourrait étre un mécanisme de protection

naturel de la peau (prévention des escarres) face a une compression externe (Fromy et al. 2000).
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b Stimuli thermiques

L’exposition au chaud provoque une vasodilatation dépendant en partie de I’endothélium. Selon que

I’exposition est locale ou générale, les mécanismes impliqués sont différents (Kellogg 2006; Kellogg et
al. 2007). L’exposition locale d’une surface cutanée a une source de chaleur entraine une vasodilatation et
une augmentation du débit sanguin cutané en deux phases : un premier pic, transitoire, survenant dans les
10 premicres minutes puis un plateau aprés 30 a 50 minutes d’exposition au chaud. Le pic initial est lié¢ a
la stimulation des nerfs sensitifs par I’augmentation de la température cutanée (Minson et al. 2001). Cette
stimulation provoque un reflexe d’axone qui entraine la libération de neurotransmetteurs vasodilatateurs
(substance P, neurokinine A, calcitonin gene-related peptide...) (Charkoudian 2003). Au contraire, la
phase plus tardive en plateau est largement induite par 1’augmentation de la production de NO par les
cellules endothéliales (Minson et al. 2001). Le flux sanguin cutané maximal est atteint pour une
température supérieure a 42°C (Charkoudian 2003).

Lors de D’exposition générale au chaud, on observe une vasodilatation active dépendant de
I’activation de nerfs sympathiques cholinergiques présents sur la peau non-glabre. Cette activation est
également responsable de la sudation. L’ACh libérée entraine la production de NO (Kellogg 2006). Le
VIP (vasoactive intestinal peptide) pourrait étre un co-neuromédiateur de cette vasodilatation. Kellogg et
al. (2007) ont montré que la production de NO est liée a 1’activation des eNOS mais aussi des nNOS
présentes dans les terminaisons nerveuses (Kellogg et al. 2009). La vasodilatation active représente 80 a
95% du processus. Elle est associée a d’autres mécanismes comme la disparition du tonus
vasoconstricteur sympathique liée a une diminution de 1’affinité des récepteurs adrénergiques de type o,

(Kellogg 2006).

L’exposition au froid (locale ou générale). Elle entralne une vasoconstriction qui limite la perte de

chaleur et un frisson qui produit de la chaleur. La vasoconstriction réduit les débits sanguins cutanés qui
peuvent devenir négligeables pendant 1’exposition a des froids extrémes (Daanen 2003; Kellogg 2006).
La température cutanée chute et peut alors atteindre des températures basses qui favorisent les gelures.
Cependant, I’exposition des extrémités au froid (< 15 °C) entraine une vasodilatation induite par le froid
(CIVD, cold induced vasodilatation), dite paradoxale (Lewis 1930). Elle survient aprés 10 a 15 minutes
lors d’une immersion de la main dans I’eau froide. La CIVD induit une reperfusion et un réchauffement
des tissus qui préviennent la survenue de gelures (Daanen 2003). La réponse vasculaire de la peau
humaine exposée au froid met en jeu des mécanismes neurologiques réflexes et des facteurs locaux
(Kellogg 2006). Dans la peau, le role de I’innervation sympathique dans la vasoconstriction initiale est
bien caractérisée (Kellogg 2006). Schématiquement, la réponse vasoconstrictrice au froid est induite par
une rapide et sélective augmentation de I’activité des récepteurs a,-adrénergiques aprés 1’activation de

voies métaboliques associées aux protéines Rho-kinases (Bailey et al. 2004).
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Cependant, les mécanismes indépendants de I’innervation qui interviennent dans la réponse
prolongée, en particulier ceux qui induisent la CIVD, sont toujours mal connus (Kellogg 2006). Plusieurs
facteurs peuvent étre impliqués : une altération de la biodisponibilité du NO, I’ouverture d’anastomoses
artérioveineuses, une augmentation de la viscosité sanguine et des modifications de D’affinité des

récepteurs (Kellogg 2006; Racchi et al. 1997).

¢ Administrations de molécules vasoactives

Des substances telles que 1’acétylcholine, la méthacholine, 1’adénosine, la noradrénaline, la substance
P, la bradykinine ou la sérotonine sont souvent utilisées comme stimuli pharmacologiques (Cracowski et
al. 2006; Cracowski et Roustit 2010). Ces agonistes se lient principalement a des récepteurs couplés aux
protéines G sur les cellules endothéliales. Cette liaison entraine une augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire, responsable des différents effets vasoactifs. L’acétylcholine est devenue le
stimulus pharmacologique le plus utilisé pour I’exploration fonctionnelle de la vasodilatation dépendante
de I’endothélium. Elle se lie a des récepteurs muscariniques de type M2 sur la membrane des cellules
endothéliales ce qui provoque une augmentation de la synthése de NO, de PGI, et d’EDHFs via des
mécanismes dépendant du calcium (Gaubert et al. 2007; Khazaei et al. 2008). La vasodilatation induite
par 1’acétylcholine est principalement liée au NO dans de nombreux territoires vasculaires. Cependant de
nombreux facteurs physiologiques et pathologiques altérent la biodisponibilité du NO (vieillissement,
diabete, hypertension artérielle...). Des études in vivo ont montré que les EDHFs sont des mécanismes
compensateurs lorsque la biodisponibilit¢ du NO est altérée (Gaubert et al. 2007). D’autre part, la
protéine eNOS peut aussi étre activée par une autre voie métabolique, indépendante du calcium. De
nombreux autres molécules peuvent étre utilisés et notamment des substances libérant spontanément du
NO qui agit directement sur les cellules musculaires lisses. Ces « donneurs de NO » comme le

nitroprussiate de sodium (SNP) induisent une vasodilatation qui est indépendante de I’endothélium.

1I1.1.2. Méthodes in vitro

L’utilisation d’anneaux aortiques isolés de lapin a initialement permis de démontrer le role obligatoire
de I’endothélium dans la relaxation vasculaire dépendante de 1’endothélium (Furchgott et Zawadzki
1980). Cette méthode de bains d’organes isolés est devenue la technique standard d’exploration de la
fonction endothéliale ex vivo. L’¢évaluation de la réponse vasodilatatrice (dépendante et indépendante de
I’endothélium) est réalisée sur des segments artériels de conductance (aorte, artere fémorale...) ou de
résistance (artére mésentérique, artére coronaire...) a I’aide d’un myographe. Cette technique a permis
initialement d’identifier et de comprendre les mécanismes déléteéres de certaines pathologies sur la

fonction endothéliale (Angus et Wright 2000).
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L’intérét de cette technique est de pouvoir tester la réactivité vasculaire sur des tissus préalablement
exposés a des agents pharmacologiques ou chimiques (cytokines...) qui favorisent ou inhibent la
relaxation musculaire lisse dépendante de 1’endothélium. I1 faut cependant signaler la nature artificielle de
ces mesures qui ne reflétent pas le comportement physiologique des cellules endothéliales confrontées
notamment a des variations permanentes du flux sanguin. Cette technique est également délicate et les
résultats sont influencés par les procédures d’anesthésie et d’euthanasie des animaux mais aussi de

prélévement et de conditionnement des préparations tissulaires (Rinaldi 2001).

II1.1.3. Méthodes in vivo

a Méthodes invasives

Chez I’homme, les premicres études de la vasodilatation dépendante de endothélium ont été réalisées
en mesurant par angiographie les variations du diamétre des artéres coronaires en réponse a la perfusion
in situ d’acétylcholine ou d’adénosine (Cox et al. 1989a; Ludmer et al. 1986; Takase et al. 2005). Ces
études ont mis en évidence des altérations de la fonction endothéliale chez des sujets atteints de
pathologies coronariennes (Cox et al. 1989a). Elles ont également permis de démontrer que |’apparition
de la dysfonction endothéliale précede le développement de [’athérosclérose (Leung et al. 1993).
Cependant, la nature extrémement invasive de cette technique, qui nécessite un cathétérisme cardiaque,
limite son usage (Anderson et al. 1995). Actuellement, de nouvelles techniques d’échographie-doppler
vasculaire ont remplacé 1’angiographie pour évaluer la fonction endothéliale des artéres coronaires
(Deanfield et al. 2005; Kiviniemi et al. 2006). Ces méthodes permettent notamment de calculer le débit
sanguin de réserve coronaire (coronary flow velocity reserve), un index de la capacité des vaisseaux
coronaires a se dilater (Kiviniemi et al. 2006).

Les variations de la résistance vasculaire peuvent également étre évaluées par la mesure du débit
sanguin d’un membre a 1’aide d’un systéme de pléthysmographie par occlusion veineuse. Cependant, la
cathétérisation de I’artére brachiale et 1’injection artériclle de substances vasodilatatrices (acétylcholine,
adénosine...) limitent leur utilisation a grande échelle (Chowienczyk et al. 1994; Cockcroft et al. 1994).

Chez I’animal, des techniques hémodynamiques ont été développées parallelement aux méthodes
d’exploration in vivo de la fonction endothéliale chez I’homme. En effet, des cathéters peuvent étre placés
au niveau de ’aorte, du sinus coronarien ou des artéres fémorales afin de mesurer les variations des flux
sanguins en réponse a I’injection intra-artérielle ou intra-veineuse de substances vasoactives (Berdeaux et
al. 1994; Cox et al. 1989b). Généralement, ces mesures sont réalisées sur des animaux anesthésiés ce qui

peut altérer les réponses hémodynamiques observées.
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b Meéthodes non invasives

En alternative aux tests invasifs d’évaluation de la réactivité vasculaire, plusieurs méthodes non
invasives ont été développées afin de mesurer la réactivité vasculaire périphérique. L’utilisation de ces
méthodes est justifiée par I’existence de liens tres forts entre les valeurs de réactivité vasculaire mesurées
au niveau de I’artére coronaire et les valeurs observées au niveau de la circulation périphérique (Anderson

et al. 1995; Gokce et al. 2002b; Suwaidi et al. 2000).

La flow mediated dilation (FMD).

La réactivité vasculaire de 1’artére coronaire, induite par 1’acétylcholine, est fortement corrélée avec
la réactivité vasculaire de 1’artére brachiale, induite par une augmentation du flux sanguin (FMD)
(Anderson et al. 1995; Gokce et al. 2002b; Suwaidi et al. 2000). La méthode la plus utilisée consiste a
mesurer, a I’aide d’un appareil d’échographie-Doppler a haute résolution, les variations de diamétre de
I’artére brachiale ou radiale a la suite d’une ischémie courte de I’avant-bras (Celermajer et al. 1992;
Deanfield et al. 2005). Cette ischémie est induite par un brassard généralement gonflé a 20 mmHg au
dessus de la pression artérielle systolique pendant 2 a 5 minutes. La levée de la compression provoque
une augmentation transitoire du flux sanguin et des contraintes de cisaillement qui provoquent la

production de substances vasodilatatrices (Deanfield et al. 2005) (Figure 5). La FMD de I’artére brachiale

est habituellement considérée comme un marqueur de la vasodilatation dépendante du NO (Cracowski et
al. 2000).
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Figure 5. Positionnement de la sonde a ultrasons et du brassard pour la mesure de la vasodilatation induite
par le flux (FMD) de I’artére brachiale (A) et signal de FMD (B). Le brassard d’occlusion d’un
sphygmomanomeétre placé au niveau distal de 1’artére brachiale est rapidement gonflé (200 mmHg) puis
progressivement dégonflé. La mesure en continue du diameétre de 1’artére brachiale est réalisée a I’aide d’une sonde
a ultrasons, pendant et aprés le dégonflement du ballonnet d’occlusion. La FMD est exprimée en variation du
diamétre de I’artére brachiale (Deanfield et al. 2005).
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En pratique clinique, les résultats de la FMD sont souvent comparés a ceux obtenus par
I’administration parentérale d’un donneur de NO, comme la nitroglycérine, qui va induire une
vasodilatation indépendante de I’endothélium. La FMD est une technique attractive parce qu’elle est non-
invasive et qu’elle permet la réalisation de mesures répétées. De plus, ’altération de la FMD est
concomitante a la survenue de pathologies, notamment chez des patients a faible risque cardiovasculaire
(Schachinger et al. 2000). Cependant, chez des sujets sains, le role pronostique de la FMD pour prédire le
risque de survenue de pathologies cardiovasculaires semble moins pertinent (Fathi et al. 2004; Frick et al.
2005; Yeboah et al. 2008).

En dépit d’une utilisation fréquente, cette technique a des limites méthodologiques (Corretti et al.
2002). La FMD n’est pas seulement li¢e a la production endothéliale de NO mais aussi aux substances
produites par I’ischémie et a une relaxation réflexe des cellules musculaires lisses (Pyke et al. 2010). Des
modifications mineures de la position de la sonde, du ballonnet d’occlusion ou de la durée d’occlusion
peuvent modifier la validité et la reproductibilit¢ de la mesure (Pyke et al. 2010). De plus, la FMD
demeure une technique dépendante de 1’opérateur qui nécessite un entralnement et une pratique
importante (Corretti et al. 2002; Thijssen et al. 2011). Il existe actuellement une variabilité importante
entre les opérateurs et entre les laboratoires (Pyke et Tschakovsky 2005). La méthode de réalisation de la

FMD est actuellement en cours de standardisation (Thijssen et al. 2011).

Laser doppler et mesure du débit sanguin cutané.

Le laser-Doppler est la technique la plus utilisée pour évaluer les variations de débit sanguin cutané
(Johnson 1984; Saumet et al. 1988). Cette technique permet une mesure en continu du flux sanguin
cutané dans un volume de peau d’environ 1 mm’. La mesure est le plus souvent réalisée au niveau de
I’avant-bras ou de la pulpe des doigts. Un faisceau lumineux de faible énergie et de longueur d’onde
constante (780 nm) est transmis au tissu par une fibre optique. Une partie des photons sera réfléchie par
les structures mobiles présentes dans la peau, en particulier les globules rouges. Cette lumicre réfléchie de
longueur d’onde différente sera alors recueillie par une autre fibre optique et analysée (Figure 6). Le
principe de la mesure est celui de 1’effet Doppler-Fizeau qui veut que la vitesse de déplacement d’objets
mobiles est proportionnelle a la différence de longueur d’onde mesurée. La perfusion sanguine sera alors
estimée par le produit de la vitesse et du volume sanguin mesurés. Elle sera exprimée en unités arbitraires
de perfusion (PU). Les résultats sont souvent présentés en variation de conductance vasculaire cutanée
(CVC), calculée comme le rapport de la perfusion sanguine sur la pression artérielle moyenne. La
conductance est I’inverse de la résistance. Elle varie dans le méme sens que le débit et le flux sanguin et
donne une mesure plus physiologique et fonctionnelle des variations de la perfusion sanguine (Parthimos

et al. 1996).
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Figure 6. Principe de la mesure du débit sanguin cutané par laser-Doppler (Moor-Instruments 2007).

L’un des avantages du laser-Doppler est sa résolution temporelle qui permet une évaluation en
temps réel de la perfusion sanguine. Son inconvénient est sa faible résolution spatiale. De nouvelles
techniques comme le laser-Doppler Imaging (LDI) permettent d’augmenter la résolution spatiale grace a
un systéme de balayage. Néanmoins, cette méthode induit une perte de 1’information temporelle.
L’utilisation de ces appareils, encore couteux, améliorerait la répétabilité de la mesure (Jadhav et al.
2007; Roustit et al. 2010a).

Il est maintenant bien admis que 1’étude de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium au niveau
cutané est une mesure représentative de la fonction endothéliale générale (Anderson et al. 1995; Holowatz
et al. 2005). Elle procure des informations pronostiques importantes sur le risque vasculaire (Jadhav et al.
2007; Khan et al. 2008). Il a ét¢ montré que I’évaluation de la réactivité vasculaire cutanée était trés bien
corrélée a la mesure de la FMD d’arteres de conductance. Ce résultat souligne 1’étroite relation entre des
mesures faites sur des artéres de gros calibre et celles faites sur des artérioles cutanées (<100 pum)
(Debbabi et al. 2009; Hansell et al. 2004). Cependant, il y a un intérét particulier a étudier la
microcirculation cutanée. Elle est le site initial des lésions endothéliales chez des sujets qui ont un risque
de développer une pathologie cardiovasculaire (Brodsky et al. 2004). Il a ét¢ démontré que les 1ésions
endothéliales microvasculaires peuvent précéder les 1ésions des artéres de conductance de plus gros
diamétre (Sullivan et al. 1983) et étre prédictives de futures pathologies cardiovasculaires (Liao et al.

2004).
La réactivité vasculaire peut étre finement évaluée en mesurant les modifications du débit sanguin ou

de la conductance vasculaire cutanée en réponse a des modifications du débit sanguin, de la température

cutanée ou a I’application locale de substances vasoactives (Cracowski et al. 2006).
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Hyperhémie réactionnelle. Cette technique d’évaluation de la variation du débit sanguin cutané,
appelée post-occlusive reactive hyperaemia (PORH) est basée comme la FMD sur la mesure de
I’augmentation de la conductance vasculaire cutanée en réponse a la levée d’une bréve occlusion
artérielle. Des données contradictoires ont été publiées concernant 1’implication de la voie du NO dans la
réponse hyperhémique cutanée (Medow et al. 2007; Wong et al. 2003). Comme pour la FMD, les
mécanismes impliqués dans la vasodilatation sont nombreux (Cracowski et al. 2006; Cracowski et Roustit
2010). Cependant, alors qu’au niveau des vaisseaux de gros calibre le NO est le principal vasodilatateur,
I’inhibition des eNOS modifie peu la réponse hyperhémique cutanée (Wong et al. 2003). Plusieurs
travaux ont démontré que les EDHFs étaient fortement impliquées dans la réponse hyperhémique
(Lorenzo et Minson 2007; Minson et al. 2001). Cette vasodilatation est également liée a la production de
PGIL, (Binggeli et al. 2003; Larkin et Williams 1993). La reproductibilité de cette technique est assez

faible, notamment au niveau de I’avant-bras (Roustit et al. 2010a).

Chauffage cutané local. 1’exposition locale au chaud survient dés que la température cutanée
dépasse la température de thermoneutralité comprise entre 32 et 34°C. Elle atteint sa valeur maximale a
42°C. Le chauffage local provoque une vasodilatation en deux temps. La phase initiale est dépendante de
I’activation des nerfs sensitifs dans les premicéres minutes (Minson et al. 2001). La seconde phase, en
plateau, survient aprés 30 a 50 minutes d’exposition au chaud et dépend principalement de la production
endothéliale de NO (Arildsson et al. 2000; Minson et al. 2001). La reproductibilit¢ de la mesure est

également assez faible, en particulier au niveau de I’avant-bras (Roustit et al. 2010b).

Application locale de froid. De nombreuses techniques ont été utilisées pour évaluer la réactivité
vasculaire cutanée au froid : immersion de la main ou des doigts (Maver et Strucl 2000), application
locale de froid (Roustit et al. 2010b) sur la peau ou exposition générale au froid. Actuellement, le test de
30 minutes d’immersion de la main en eau froide (5°C) est considéré, chez ’homme, comme un test
reproductible et simple d’évaluation de la fonction microvasculaire cutanée (O'Brien 2005; Roustit et al.
2010b) et du risque de gelure (Van der Struijs et al. 2008). Ce test permet en outre d’observer des
vasodilatations induites par le froid (CIVD) liées en partie a la production endothéliale de métabolites
vasodilatateurs (Kellogg 2006; Racchi et al. 1997). D’autres tests d’exposition au froid ont été proposés, a
des températures plus élevées (15°C), pour caractériser les pathologies cutanées comme le syndrome de

Raynaud (Roustit et al. 2010b). Ils ne permettent cependant pas d’observer de CIVD.

Application locale de substances vasoactives. L’exploration de la fonction endothéliale cutanée peut
étre réalisée en administrant localement des substances vasoactives. L’administration de ces substances ne
s’accompagne pas d’effets hémodynamiques systémiques ou de stimulation du systéme nerveux central.
En I’absence d’éventuels effets confondants liés notamment aux modifications de la pression artérielle,

elle permet 1’étude de I’endothélium dans son environnement physiologique (Joannides et al. 2006). De
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nombreuses substances peuvent étre utilisées : vasodilatatrices (ACh, bradykinine, insuline, substance P)
ou vasoconstrictrices (noradrénaline...). Ces derniéres nécessitent souvent de réaliser une vasodilatation
préalable. Plusieurs techniques d’application locale de substances vasoactives sont possibles :
microdialyse (Kellogg et al. 2005), injection intradermique (Opazo Saez et al. 2005), injection sous-
cutanée (Gaubert et al. 2007) ou iontophorese transdermique (Algotsson et al. 1995; Tesselaar et Sjoberg

2011).

L’iontophorése transdermique est une technique non invasive et indolore de transport, a travers la
peau intacte, de volumes trés faibles de drogues sous forme ionisée. Le transport est réalisé grace a un
courant électrique de faible intensité (0,05 a 0,4 mA) créé sur la peau entre deux électrodes. La technique
consiste a faire migrer des ions en solution selon leur charge vers une électrode de polarité inverse au
moyen d’un potentiel électrique. Le sens de la migration dépend de leur charge, de la quantité de drogue
delivrée, de l’intensité, de la durée du courant et de la surface d’application. Combinée a un laser-
Doppler, la réaction vasculaire induite par la drogue délivrée peut étre étudiée en mesurant les
modifications du débit sanguin local (Kalia et al. 2004). Cette technique est par ailleurs indépendante de
I’opérateur.

Depuis une décennie, 1’évaluation de la réactivité vasculaire par la méthode couplée laser-Doppler-
iontophoreése d’acétylcholine a été largement utilisée pour évaluer la fonction endothéliale dans de
nombreuses situations physiologiques ou pathologiques (Andreassen et al. 1998; Cracowski et al. 2006;
Debbabi et al. 2009; Henricson et al. 2007). La vasodilatation cutanée induite par I’ACh au niveau de
I’avant-bras est corrélée avec de nombreux marqueurs systémiques de la fonction endothéliale tels que la
production de NO (corrélation positive), la concentration plasmatique d’endothéline-1 (corrélation
négative) (Elherik et al. 2002), la fonction coronaire microvasculaire (Khan et al. 2008) et avec la FMD
de l’artere brachiale (Debbabi et al. 2009). Cette vasodilatation dépendante de 1’endothélium est
comparée a celle obtenue aprés administration d’un donneur exogéne de NO qui provoque une

vasodilatation indépendante de I’endothélium.
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Figure 7. Principe de ’iontophorése. A. Représentation schématique de I’iontophorése transdermique.
V+ et V- sont les ions chargés positivement et négativement présents dans la solution qui vont diffuser sous 1’effet
du courant et entrainer une vasodilatation ou une vasoconstriction. D" et D™ sont les co-ions chargés positivement et
négativement dans les solutions qui ne vont pas diffuser a travers la peau du fait de leur taille. A" et A" sont les ions
traversant la peau en sens inverse, vers 1’électrode, sous 1’effet du courant. B. La iontophorése transdermique en
pratique. Un générateur de courant délivre un courant d’intensité contrdlée a travers la peau a partir d’une électrode
active, contenant la substance devant étre introduite dans la peau. Cette électrode posséde en son centre une sonde
laser-Doppler. Une électrode passive permet le transfert du courant électrique (Tesselaar et Sjoberg 2011).

Cependant, les contraintes techniques sont nombreuses et des précautions doivent &tre prises
concernant la nature du solvant (Khan et al. 2004), la durée et I’intensité du courant (Ferrell et al. 2002)
pour que la reproductibilité de la mesure soit correcte (Cracowski et al. 2006; Tesselaar et al. 2009;
Tesselaar et Sjoberg 2011; Turner et al. 2008). La stimulation électrique provoquée par le courant
électrique induit notamment, a la cathode et a 1’anode, une vasodilatation (curent-induced vasodilation,
CIV) et une augmentation du débit sanguin cutané (Durand et al. 2002b; Gohin et al. 2011; Grossmann et
al. 1995). La vasodilatation est beaucoup plus importante a la cathode qu’a I’anode (3 fois environ)
(Durand et al. 2002b; Tartas et al. 2005a) et ces effets propres du courant rendent parfois difficile
I’individualisation des effets de la substance utilisée. Elle est principalement dépendante de I’activation
réflexe des COX-1 et de la production de prostaglandines PGI, (Figure 8) (Durand et al. 2002b). Les
COX-2 et les eNOS ne semblent par impliquées dans la vasodilatation induite par le courant (Durand et
al. 2002b; Gohin et al. 2011; Tartas et al. 2005a; Tartas et al. 2004). Certains auteurs ont proposé
d’utiliser le courant de cathode comme méthode d’évaluation de la vasodilatation dépendante de la

production de PGI, (Gohin et al. 2011).
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Figure 8. Voie de signalisation pour la vasodilatation induite par le courant de cathode chez le rat. AA : acide
arachidonique, CIV : vasodilatation induite par le courant, COX : cyclooxygénase ; IP : récepteur a la prostacycline,
PGH, : prostaglandine H,, PGI, : prostacycline, PGIS : prostacycline synthase. (Gohin et al. 2011)

En marge des techniques précédemment décrites, des démarches plus indirectes et plus mécaniques
ont été associées a une exploration non invasive de la fonction endothéliale afin d’évaluer le tonus
vasculaire périphérique. Ainsi, des variations de la rigidité artérielle, contrélée en partie par
I’endothélium, peuvent étre évaluées par la mesure de la vitesse de propagation de I’onde de pouls (pulse
wave velocity, PWV). Cette mesure est réalisée au niveau des arteéres périphériques a 1’aide d’un
tonomeétre appliqué au niveau des artéres carotides ou radiales. D’autres paramétres de la rigidité artérielle
comme I’index d’augmentation de la pression artérielle (ou Aix, augmentation index) sont utilisés. Il a été
montré qu’une augmentation de I’ Aix était observée chez des sujets a risque cardiovasculaire (Woodman
et Watts 2003). Cependant, les liens entre ces techniques et les méthodes de référence d’exploration de la
fonction endothéliale n’ont pas encore été démontrés. Les mécanismes impliqués notamment dans la

régulation de la rigidité artérielle par I’endothélium restent largement méconnus.

II1.2. Marqueurs biologiques de la dysfonction endothéliale

Ces marqueurs présentent 1’avantage de leur simplicité d’exploitation puisqu’ils sont réalisés a partir
de prélévements sanguins. L.’augmentation de leur concentration plasmatique est corrélé avec I’incidence
des pathologies cardiovasculaires et/ou I’atteinte de la vasodilatation dépendante de I’endothélium.
Cependant, ils ne sont pas spécifiques d’un territoire artériel donné et ils peuvent nécessiter des
conditions délicates de prélévement ou d’analyse non disponibles en routine. Nous ne présenterons dans

ce travail que les marqueurs accessibles par des méthodes biologiques courantes.
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II1.2.1. Marqueurs solubles de ’activation endothéliale

Il existe une relation étroite entre inflammation et pathologies cardiovasculaires. L’activation
endothéliale est définie comme la syntheése par I’endothélium de protéines qui interviennent dans la
réponse inflammatoire et en particulier dans 1’adhésion des leucocytes et leur migration a travers la paroi
vasculaire (Figure 9) (Khazaei et al. 2008). L’activation endothéliale est déclenchée par les contraintes
mécaniques (shear stress) ou des stimuli biochimiques comme les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a.,
IL-6...) ou les facteurs de croissance (vascular grooth endothelial factor). Ces substances sont apportées
par le sang ou produites localement par les cellules endothéliales et/ou par des cellules du compartiment
vasculaire. L’augmentation de la concentration plasmatique de protéines d’adhésion intercellulaire et
vasculaire (intrecellular adhesion molecule [ICAM-1], vascular cell adhesion molecule [VCAM-1] et
Sélectine-E) témoigne de I’activation endothéliale. Ces protéines sont exprimées a la surface des cellules
endothéliales lors de lésions endothéliales ou en réponse aux cytokines pro-inflammatoires circulantes.
Ces molécules participent au processus inflammatoire en permettant 1’adhésion des monocytes sur

I’endothélium, puis leur migration dans 1’intima (Figure 9).

ETC Contraction
ET Abs, Reactive 0y Histaminetype medistors

1&12
Rolling & Adhesion 3

Activation

4

Diapedesis

tr’ E Selectin

TA VOAM-1, adf ] integrin (
T P Selectin B
! Lsekoi Tr'J“ 1CAM-1, el B2 integrin
. Selectin
¢ PSGL-1 T l‘ TCAM-2, aMP2 integrin E Chemokine
Sl
W s Sipnal X Chemokine receptor

Figure 9. Migration leucocytaire a travers ’endothélium activé. (A et B) Lésion des jonctions entre les cellules
endothéliales du fait d’une I€sion (induite par des anticorps contre I’endothélium ou des espéces radicalaires de
I’oxygene) ou la contraction des cellules endothéliales (par des médiateurs histaminergiques). (C) Transmigration a
travers la paroi en 4 étapes: (1 et 2) rolling et adhésion aux molécules d’adhésion (sélectines). (3) Activation,
production de chemiokines, augmentation de I’expression des molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1 et ICAM-
2) et activation des intégrines. (4) Interaction entre les molécules d’adhésion et les intégrines puis transmigration
dans I’espace interstitiel via les jonctions entre les cellules endothéliales (diapédese). Abs : anticorps, ET : cellules
endothéliales, PSGL-1 : P-selectine glycoproteine ligand-1 (Khazaei et al. 2008).
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Les formes solubles de ces molécules peuvent étre dosées dans le plasma ou le sérum. Des taux
circulants élevés, corrélés a une diminution de la réactivité endothéliale, ont été rapportés dans
I’hypertension artérielle et 1’athérosclérose (Meier-Ewert et al. 2004; Shearer et al. 2001; Vgontzas et al.
2004). De plus, ’augmentation des taux de marqueurs de 1’activation endothéliale, en particulier ICAM-

1, sont prédictifs de la survenue d’une pathologie coronarienne (Hwang et al. 1997; Rohde et al. 1998).

I11.2.2. Marqueurs de ’'inflammation

Chez des sujets asymptomatiques, une augmentation du risque de développer une maladie
cardiovasculaire a été observée avec le nombre de globules blancs (Zalokar et al. 1981) et de sous-types
de globules blancs tels que les monocytes (Olivares et al. 1993) ou les neutrophiles (Horne et al. 2005).

Cytokines pro-inflammatoires. Chez 1’homme, I’augmentation de la concentration plasmatique de
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-13, TNF-a) est associée a une diminution du tonus vasculaire via
la liaison avec des récepteurs endothéliaux (Iversen et al. 1999). In vivo, I1-6 et TNF-a altérent la
vasodilatation dépendante de I’endothélium (Bhagat et Vallance 1997; Orshal et Khalil 2004). Il a
également été rapporté qu’lL-6 et TNF-a pouvaient étre associées au développement de pathologies
cardiovasculaires et de la dysfonction endothéliale (Constance et Conri 2006). De nombreux travaux ont
mis en évidence que le TNF-a jouait un rdle pivot dans les altérations de la fonction micro et
macrovasculaire et entrainait une dysfonction endothéliale (Vila et Salaices 2005; Zhang et al. 2009)
(Figure 10).

L’augmentation des cytokines pro-inflammatoires dans les pathologies cardiovasculaires peut étre
liée d’une part a ’augmentation de la pression artérielle, qui augmente le shear stress et induit la
production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules endothéliales, et d’autre part, a

I’augmentation de ’activité du systéme nerveux sympathique (Calabro et al. 2003).

/ __6__4 ASS \
l Citrulline-NO

e & X°

O Citrulline L-Arg

CcYP NADPH -

oNOS.
e
| EETs (EDHF) f 0,+] No=0ONOCO
\ Endothelial Cell /
,\«,':—., K* channel ©

A

) -
Cﬂsmbrane * Relaxation l
hyperpolarization

Vascular Smooth Muscle Cell

Figure 10. Réle du TNF-a dans la dysfonction endothéliale. CYP 450 : Cytrochrome P450 ; EETs : acides
epoxyeicosatrienoiques ; AA acide arachidonique (Vila et Salaices 2005).
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La protéine C réactive (CRP) est un marqueur d’inflammation d’origine hépatique qui favorise la
synthése endothéliale des molécules d’adhésion et le recrutement des monocytes a la surface de
I’endothélium. Sa concentration plasmatique est inversement corrélée a la réactivité endothéliale
artériolaire de I’avant-bras. La CRP a un effet direct sur la fonction vasculaire (Clapp et al. 2005) en
déprimant eNOS, favorisant la production d’endothéline-1 et en stimulant la coagulation par la production
de PAI-1 (plasminiogéne activator inhibitor) et du facteur nucléaire-xB (NF-xB). Ce dernier contrdle de
trés nombreux génes impliqués dans 1’athérosclérose et la production de protéines d’adhésion et de
cytokines pro-inflammatoires. La CRP ultrasensible constitue un facteur prédictif de la survenue des
accidents cardiovasculaires chez les sujets sains et coronariens (Clapp et al. 2005; Dohi et al. 2007,
Fichtlscherer et al. 2000; Mullington et al. 2009). L’intérét de ce marqueur est sa stabilité et sa demi-vie,
plus longue que celle des cytokines. De plus, il n’y a pas de rythme circadien de la concentration de CRP
(Meier-Ewert et al. 2001). Cependant, produite essentiellement par le foie, elle est peu spécifique de
I’endothélium et son taux plasmatique peut étre influencé par de multiples phénomeénes inflammatoires
extravasculaires qui rendent son interprétation parfois difficile (Schindler et al. 2004; Yiu et al. 2011).
Des travaux récents suggerent que la CRP peut également étre produite par les cellules musculaires lisses

sous I’effet de cytokines pro-inflammatoires (Calabro et al. 2003).

I11.2.3. Endothéline-1

L’endothéline joue un role dans le développement des pathologies cardiovasculaires. Des taux
circulants importants ont été observés parallelement a une diminution de la réactivité endothéliale
coronaire (Lerman et al. 1995). Cependant, ces taux ne reflétent pas directement 1’activité tissulaire de
I’endothéline, qui a une action autocrine et paracrine. De plus, I’augmentation des concentrations
plasmatiques d’endothéline manque de sensibilit¢é pour prédire la survenue de pathologies
cardiovasculaires. En dépit de nombreux travaux depuis plus de 20 ans et de D'intérét relatif des
antagonistes de I’ET-1 dans le traitement de certaines pathologies, comme 1’hypertension pulmonaire
(Palmer et Love 2011; Palmer 2009) ou I’insuffisance cardiaque congestive (Moe et al. 2003), le rdle

précis de I’ET-1 dans la physiologie vasculaire et la physiopathologie est toujours discuté.

I11.2.4. Autres variables biologiques

Les chemiokines. Elles sont également des marqueurs de I’inflammation. L’augmentation des MCP-1
(monocytes chemo-atractant protein-1) pendant le recrutement des monocytes (rolling et adhésion) est
associée a ’activation de 1’endothélium et a la production de protéines d’adhésion. Une MCP-1 participe
également aux Iésions myocardiques et a la dysfonction contractile du myocarde (Mascareno et al. 2001).
Le TNF-a stimule 1’expression de MCP-1 par les cellules endothéliales et les macrophages (Yang et al.

2009).
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Les facteurs pro-thrombotiques ne sont pas strictement des marqueurs de la dysfonction endothéliale
mais ils reflétent 1’état inflammatoire associé a la dysfonction endothéliale (Constans et Conri 2006). Ils
sont libérés par les cellules endothéliales et régulent I’activité fibrinolytique. Des taux élevés de
I’inhibiteur de 1’activateur du plasminogéne (PAI-1) ont été observés dans I’athérosclérose (Jansson et al.
1993). De plus, des études prospectives ont montré I’intérét prédictif de ce marqueur dans la survenue
d’accidents cardiovasculaires chez le sujet sain et chez le coronarien (Jansson et al. 1993). Cependant, la
spécificité de ces marqueurs est relativement faible car ils sont également libérés par des cellules non
endothéliales comme les leucocytes et le tissu adipeux. Ils sont formés sous 1’effet de ’augmentation des

forces de cisaillement, de I’hypoxie et de cytokines pro-inflammatoires.

Microparticules circulantes d’origine endothéliale. Plus récemment, leur dosage a été proposé
comme marqueur de 1’activation, de 1ésion et d’apoptose endothéliale. La production de microparticules
membranaires est un ¢lément initial de I’inflammation vasculaire (Morel et al. 2006; Schouten et al.
2008). Elles possedent un caractére pathogéne pro-coagulant et une élévation de leur taux plasmatique a
été observée en présence de syndromes coronariens aigus ou d’hypertension artérielle (Angelot et al.
2009; Mallat et Tedgui 2000). Cependant, leur role n’est pas completement bien compris. Certains auteurs
ont méme décrit un role anti-inflammatoire et protecteur. De plus la quantité de sang nécessaire pour

réaliser leur dosage est importante, ce qui limite leur utilisation (Tual-Chalot et al. 2010).

II1.3. Conséquences de la dysfonction endothéliale

Le terme de dysfonction endothéliale définit une perte compléte ou partielle de 1’équilibre endothélial
entre les facteurs vasodilatateurs et constricteurs, pro- et anti-inflammatoires, pro- et antiagrégants
plaquettaires ou pro- et anti-prolifératifs. Cependant sur le plan clinique, la dysfonction endothéliale est
assimilée a une détérioration de la vasodilatation dépendante de 1I’endothélium, principalement provoquée
par une altération de la disponibilité du NO (Andreotti et al. 1988; Celermajer et al. 1992; Vanhoutte zt
Shimokawa 1989). L’apparition d’une dysfonction endothéliale aura des conséquences a moyen et long

terme, mais aussi a court terme.

I11.3.1. Conséquences a court terme

Le NO a un role protecteur de la paroi vasculaire (Vanhoutte 2009) et la réduction de la
biodisponibilité du NO, en particulier de la relaxation dépendante de 1’endothélium, est un facteur de
vulnérabilité. Le NO prévient notamment la survenue de vasoconstrictions anormales (spasme vasculaire)
des artéres coronaires (Vanhoutte et Shimokawa 1989) qui favorisent la formation de caillots a I’intérieur
des vaisseaux coronaires (Pries et al. 2008). Les pathologies coronaires sont caractérisées par de longues

périodes de stabilité clinique entrecoupées d’éveénements abrupts qui peuvent déclencher des syndromes
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coronariens aigus. Ces événements peuvent survenir au cours d’un épisode infectieux (Gokce et al.
2002a) ou d’un stress qui entrainent une diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium

(Hijmering et al. 2002; Meier et al. 1998).

A court terme, les atteintes de la vasomotricité sont également un mécanisme potentiel d’intolérance
aux contraintes environnementales (Cui et al. 2005; Sawada 1996). Lors d’une exposition locale ou
générale au chaud, les patients, dont la fonction endothéliale est altérée, ont également une réponse
vasodilatatrice diminuée alors que la réponse sudorale est conservée (Charkoudian 2003; Cui et al. 2005).
De méme, I’altération de la fonction endothéliale est un facteur de diminution de la vasodilatation
paradoxale (Sawada 1996) qui survient lors d’une exposition locale au froid. Ce phénoméne est un

mécanisme de protection contre les gelures (Daanen 2003).

II1.3.2. Conséquences a moyen et long terme

De nombreuses études ont montré qu’une dysfonction endothéliale apparait trés précocément dans le
développement de nombreuses pathologies cardiovasculaires, précédant méme les premiéres
manifestations cliniques (Bonetti et al. 2003; Le Brocq et al. 2008). Elle constitue un marqueur de risque
prédictif & moyen et long termes de la survenue de pathologies cardiovasculaires (Perticone et al. 2001;
Vita et Keaney 2002) et de la progression de 1’athérosclérose (Gokce et al. 2002b; Lerman et al. 1995;
Schachinger et al. 2000). L’athérosclérose, cause majeure de morbidité cardiovasculaire, est un processus
inflammatoire impliquant une interaction entre les cellules endothéliales, les globules blancs, des
cytokines inflammatoires et certains facteurs de croissance (Lind 2003). Une premiére étape dans le
développement de 1’athérosclérose est I’installation d’un processus inflammatoire de bas grade et
I’activation des cellules endothéliales. Cet état va entrainer des modifications des voies du NO et des
COXs. La réduction de ’activité du NO issu de ’endothélium contribue a 1’altération de la relaxation
vasculaire, a la stimulation de 1’agrégation plaquettaire, a 1’augmentation de la prolifération des cellules
musculaires lisses, aux interactions endothélium-leucocytes et a la levée de 1’inhibition de la production
de I’endothéline-1 (Kubes et al. 1991) (Figure 11). L’adhésion des monocytes et leur différenciation en
macrophages est nécessaire a leur pénétration a I’intérieur des vaisseaux athérosclérotiques. Lorsque
lI'inflammation est installée, elle stimule la migration ainsi que la prolifération des cellules musculaires
lisses. Si cet état perdure, la paroi intima-média des vaisseaux sanguins s’épaissit progressivement. On
parle alors d’une Iésion athérosclérotique de niveau intermédiaire. L'état inflammatoire entraine
également une augmentation du nombre de macrophages et de lymphocytes T en provenance de la
circulation sanguine (Libby et al. 2006; Ross 1999).

L’adhésion des leucocytes a la paroi vasculaire n’est pas seulement importante pendant les phases
initiales de 1’athérosclérose. Elle favorise également 1’instabilité et la rupture de la plaque d’athérome
(Crea et al. 1997). Enfin, le NO inhibe également 1’agrégation des plaquettes, la production de protéines

d’adhésion et la production et I’action de 1’endothéline-1, peptide vasoconstricteur.
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Figure 11. Effet de ’acétylcholine et dysfonction endothéliale AA : acide arachidonique, eNOs : NO synthase
endothéliale, ECE : enzyme de conversion de I’endothéline-1 (ET-1). (Vanhoutte et al. 2009)

II1.4. Synthese

Plusieurs techniques ont été utilisées pour évaluer la vasodilatation dépendante de 1’endothélium.
Bien que ces techniques évaluent la fonction endothéliale des vaisseaux périphériques, il est maintenant
admis que ces mesures sont représentatives de la fonction endothéliale générale (Anderson et al. 1995). 11
existe cependant des différences physiologiques importantes entre les mécanismes impliqués dans la
vasodilatation induite par le shear stress, la chaleur et I’iontophorése d’acétylcholine (Henricson et al.
2007; Koeppen et al. 2004).

Dans notre travail, nous avons choisi d’évaluer la réactivité vasculaire cutanée induite par
I’iontophorese d’acétylcholine (vasodilatation) ou I’application locale de froid (vasoconstriction). Ces
techniques non invasives, ont été utilisées de fagon identique chez I’homme et chez 1’animal. Il
conviendra cependant d’évaluer la reproductibilit¢ de la méthode utilisée ainsi que D’effet de la
vasodilatation induite par le courant.

La dysfonction endothéliale a été décrite comme un phénotype pro-athérogéne complexe. Elle est
caractérisée par une diminution du tonus vasculaire et par une altération de la production et de la
biodisponibilité du NO. Elle est associée a une inflammation a bas bruit (bas grade) et a la production de
radicaux libres oxydants. L'aspect le plus étudié de la fonction endothéliale est la régulation du tonus
vasculaire. La dysfonction endothéliale fait alors référence a un déséquilibre dans la production ou la
biodisponibilité des médiateurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs endothéliaux (Khazaei et al. 2008;
Taddei et al. 2006). Un tel déséquilibre a été impliqué dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires
(Khazaei et al. 2008) et il pourrait étre a court terme un facteur de diminution de la tolérance aux
contraintes qui induisent une vasodilatation telles que les contraintes thermiques et 1’exercice prolongé

(Charkoudian 2003).
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IV. Réponses vasculaires a la privation de sommeil chez le sujet sain

Le sommeil est un important modulateur de la pression artérielle et de 1’activité du systéme nerveux
autonome (Kamperis et al. 2010). Une diminution de la pression artérielle liée a une diminution de la
fréquence cardiaque et du débit cardiaque est observée pendant les périodes de sommeil a ondes lentes
(Kamperis et al. 2010; Wolk et al. 2005). Ces modifications sont notamment la conséquence d’une
diminution de [Dactivit¢ du systéme nerveux sympathique et d’une augmentation de 1’activité
parasympathique (Furlan et al. 1990).

Nous n’aborderons pas dans ce travail les effets cardiovasculaires liés aux pathologies du sommeil.
Nous limiterons notre étude de la bibliographie aux effets, chez I’homme sain et 1’animal, de restrictions
ou de privations de sommeil rencontrées lors de situations expérimentales ou réelles. Ces situations sont
trés variées. Cependant, la restriction de sommeil peut étre définie comme une diminution, de 25 a 50 %,
de la quantité de sommeil pendant une période allant de quelques jours (restriction aigué) a supérieure a
plusieurs semaines ou années (restriction chronique) (Faraut et al. 2011). Enfin, la privation totale de
sommeil est définie comme une période d’éveil continu, sans aucun sommeil, pendant une période allant

de 1 a 4 jours (Meier-Ewert et al. 2004; Pagani et al. 2009).

IV.1. Conséquences de la restriction de sommeil

Dans les pays occidentaux, le temps consacré au sommeil diminue progressivement (Sabanayagam et
Shankar 2010). Actuellement, plus de 20 % des adultes aux USA déclarent dormir moins de 6 heures par
nuit et 8 % moins de 5 heures (Sabanayagam et Shankar 2010). Plusieurs études épidémiologiques
rapportent une mortalité plus importante, quelle que soit la cause, chez les sujets dormant moins de 5
heures par nuit par rapport a ceux qui dorment plus de 7 heures (Ha et Park 2005; Kripke et al. 2002;
Kripke et al. 1979; Wolk et al. 2005). Le systéme cardiovasculaire est particuliérement affecté aprés
quelques années de restriction chronique de sommeil, méme modérée (Mallon et al. 2002; Wingard et
Berkman 1983). L’incidence des pathologies augmente avec la diminution du temps de sommeil
quotidien (Gangwisch et al. 2006; Hall et al. 2008). Plus spécifiquement, dans une étude prospective sur 5
ans avec 4810 sujets en bonne santé et de moins de 60 ans, Gangwish et al. (2006) ont mis en évidence
chez les personnes dormant moins de 5 heures par nuit une augmentation du risque de développer une
hypertension. Un risque accru d’angors, d’infarctus du myocarde et de mort subite a également été
observé chez des patients dormant moins de 6 heures par nuit (King et al. 2008; Sabanayagam et Shankar
2010). Ce résultat a été obtenu indépendamment du sexe, de 1’age, de la consommation de tabac ou
d’alcool, d’antécédents d’hypertension artérielle et de la quantité d’activité physique.

Les pathologies observées semblent étre la conséquence de 1’augmentation chronique de ’activité du
systéme nerveux sympathique et de la perturbation des rythmes circadiens (Ayas et al. 2003; Bonnet et
Arand 2007; Gangwisch et al. 2006; Liu et Tanaka 2002). Ces modifications pourraient aussi favoriser

I’apparition d’une hypertension artérielle (Gangwisch et al. 2006) et d’un syndrome inflammatoire
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chronique (Gangwisch et al. 2006; Meier-Ewert et al. 2004). De plus, la quantité de sommeil est
inversement corrélée a I’augmentation de la concentration plasmatique d’I1-6, d’ ICAM-1, d’ET-1 (Mills

et al. 2007; Weil et al. 2010) traduisant une activation endothéliale.

Afin de comprendre les mécanismes liant la restriction de sommeil a 1’apparition de pathologies, de
nombreux travaux expérimentaux ont évalué les effets de la restriction aigué de sommeil chez le sujet
sain. Cependant, les protocoles sont trés différents (intensité de la restriction, durée de 1’étude.....) ce qui
entraine des résultats parfois discordants.

Une seule nuit de restriction de sommeil (moins de 5 heures de sommeil versus 8 heures) semble étre
un stress suffisant pour entralner une augmentation de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque et
de Pactivité du systéme nerveux sympathique (Lusardi et al. 1996; Tochikubo et al. 1996). Un résultat
identique est observé au cours d’expérimentations plus longues (4 heures de sommeil par nuit pendant 6
nuits) (Spiegel et al. 1999). En revanche, aprées 4 nuits consécutives de 4 heures de sommeil, Muenter et
al (2000) n’ont pas observé de différence au repos, mais une augmentation plus importante de la pression
artérielle apres un stress orthostatique.

Cependant, tous les déterminants de la pression artérielle ne sont pas affectés par la restriction de
sommeil. En effet, chez I’animal, la restriction de sommeil induit une augmentation de la pression
artérielle mais pas de modification de la concentration d’angiotensine II (Perry et al. 2011a; van der
Wouden et al. 2006). Certains auteurs ont méme observé une diminution de I’activité de 1’enzyme de
conversion de 1’angiotensine (ACE) (Visniauskas et al. 2011) et une diminution des concentrations
plasmatiques d’angiotensine II (Perry et al. 2011b; Visniauskas et al. 2011). Chez I’homme, une
augmentation de D’activité de la rénine plasmatique a été observée aprés 14 jours de restriction de
sommeil (6 heures par nuit) chez des sujets maintenus couchés (bed rest) (Grenon et al. 2004).

D’autre part, plusieurs équipes ont récemment décrit, chez des sujets sains, une altération de la
vasodilatation dépendante de I’endothélium apres des durées trés courtes de restriction de sommeil. Ainsi,
Sekine et al. (2010) ont montré aprés une seule nuit de restriction de sommeil (moins de 4 heures de
sommeil versus plus de 7 heures) une diminution de la réserve de débit coronaire (coronary flow velocity
reserve, CFVR) qui traduit une atteinte de la fonction endothéliale coronaire. Une diminution de la FMD
a également été mesurée, apres 3 nuits de travail chez des infirmiéres (Kim et al. 2011). La diminution de
la FMD était corrélée au nombre d’années passées en travail posté (Kim et al. 2011). Elle était également
associée a une diminution de la production de nitrites et de nitrates (NO, et NO; ) qui traduit une
diminution de la production de NO. Ces résultats confirment les travaux de Takase et al. (2004) qui ont
montré une diminution de la FMD chez des étudiants aprés 4 semaines de révisions associant restriction
de sommeil et stress. D’autres travaux réalisés chez le rongeur ont rapporté une augmentation de la
concentration plasmatique d’endothéline-1 aprés 96 heures de privation de sommeil paradoxal (Palma et

al. 2002).
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La restriction de sommeil, méme aigué, pourrait étre également une voie d’activation de processus
inflammatoires qui modifient la vasomotricité et favorisent I’activation endothéliale. Plusieurs études, de
durée et d’intensité différentes, ont montré une augmentation de la concentration plasmatique de CRP
ultrasensible au cours de restrictions aigués de sommeil (Haack et al. 2007; Meier-Ewert et al. 2004; van
Leeuwen et al. 2009; Vgontzas et al. 2004). Ces modifications persistent parfois aprés plusieurs nuits de
récupération (van Leeuwen et al. 2009).

La restriction de sommeil, modeste (Vgontzas et al. 2004) ou prolongée (Haack et al. 2007), est
également associée a une augmentation de la concentration plasmatique de cytokines pro-inflammatoires
(IL-6, TNF-a et IL-1B) qui persiste apres 2 nuits de récupération (van Leeuwen et al. 2009). Cependant,
plusieurs études n’ont pas mis en évidence d’effet de la restriction de sommeil sur la concentration
plasmatique du TNF-a ou de son récepteur (Haack et al. 2007; Ruiz et al. 2010; Shearer et al. 2001) pour
des durées équivalentes de restriction. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces résultats discordants
comme le sexe (les variations semblent plus importantes chez les hommes), I’horaire du prélévement ou
la technique de prélévement (Haack et al. 2002; Irwin et al. 2010; Vgontzas et al. 2004).

Les modifications immuno-inflammatoires observées pourraient étre liées a une augmentation de la
production par les monocytes d’IL-6 et de TNF-co.. Cette modification a ét¢ observée apres seulement une
nuit de restriction de sommeil (Irwin et al. 2010; Irwin et al. 2006). Elles sont peut-étre également la
conséquence de I’augmentation de la PA et de I’activité du systéme nerveux autonome (Gangwisch et al.
2006; Meier-Ewert et al. 2004). Certains auteurs ont suggéré que la diminution de la mélatonine, observée
au cours de restrictions de sommeil (Rogers et Dinges 2008) induit une augmentation des cytokines pro-
inflammatoires. En effet, la mélatonine est un régulateur important du rythme circadien. Elle intervient
dans la régulation de la production diurne de cytokines et de médiateurs de I’immunité. Elle a également
une action antioxydante et elle intervient dans la régulation circadienne de ’activité du systéme nerveux

sympathique (Rogers et Dinges 2008).

Il semble donc que la restriction de sommeil, méme modeste, soit une contrainte suffisante pour
entrainer chez le sujet sain une augmentation de la pression artérielle, de I’activité du systéme nerveux
sympathique et des modifications immuno-inflammatoires responsables d’une inflammation vasculaire
chronique (Mullington et al. 2009). Ces modifications favorisent [’apparition de pathologies
cardiovasculaires. Cependant, la cinétique et les mécanismes qui lient la restriction chronique de sommeil
aux modifications immunitaires, inflammatoires et vasculaires ne sont pas encore bien précisés
(Mullington et al. 2009). Dans une revue de la littérature récente, Farrault et al. (2011) ont proposé le

schéma théorique présenté dans la Figure 12).
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Figure 12. Voies potentielles par lesquelles la restriction chronique de sommeil favorise I’apparition de
pathologies cardiovasculaires. La restriction augmente 1’activité du systéme nerveux sympathique et de 1’axe
corticotrope du stress. Le shear stress exacerbé par I’augmentation de la pression artérielle, induit une inflammation
de la paroi vasculaire qui favorise la production endothéliale de médiateurs de 1’inflammation. Les médiateurs
hormonaux du stress (catécholamines, cortisol) peuvent mobiliser les leucocytes dans la circulation sanguine. La
dégranulation des leucocytes entraine la production de stress oxydatif. Les catécholamines augmentent 1’expression
du facteur nucléaire Kappa B (NF-kB), un activateur de I’expression des génes des cytokines pro-inflammatoires.
L’activation de toutes ces voies métaboliques entraine le maintien d’un statut pro-inflammatoire chronique qui
favorise le développement de pathologies cardiovasculaires. Modifié d’aprées Faraut et al. 2011.
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IV.2. Réponses a la privation aigué et totale de sommeil

Ce type de privation est moins fréquent que la restriction de sommeil. Cependant, la privation aigué et
totale de sommeil est habituelle dans les milieux professionnels caractérisés par des activités continues
(armées, police, secours, hopitaux...). Nous n’évoquerons ici que les effets de la privation aigué et totale
de sommeil (1 a 3 jours d’éveil continu). Les résultats d’expérimentations extrémes réalisées chez
I’homme (11 jours de privation de sommeil) (Ross 1965) ou I’animal (10 a 22 jours) (Zenko et al. 2000)

ne seront pas abordés.

IV.2.1. La pression artérielle

La privation totale de sommeil perturbe le rythme circadien de la pression artérielle en inhibant la
diminution nocturne de la pression artérielle (dip) (Kamperis et al. 2010) (Figure 13). Cependant, les
effets de cette privation observés au cours de la journée qui suit la nuit de privation sont trés disparates et
contradictoires. La privation totale de sommeil entraine d’aprés certains auteurs une augmentation de la
pression artérielle (Kato et al. 2000; Lo et al. 2010; Meier-Ewert et al. 2004; Ogawa et al. 2003) alors que
pour d’autres elle ne semble pas avoir d’effet persistant au-dela de la nuit (Pagani et al. 2009; Vaara et al.
2009). Ces différences sont principalement liées a 1’activité des sujets et aux conditions de mesure de la
pression artérielle (Zhong et al. 2005).

11 semble cependant que 24 heures de privation aigu€ de sommeil, dans des conditions bien contrdlées
et au repos, n’entraine pas de variation de la pression artérielle et de 1’activité du systéme nerveux
sympathique par rapport a la journée de référence (Pagani et al. 2009). Cette privation induit cependant
une diminution de la sensibilité du baroreflexe spontané (Pagani et al. 2009; Zhong et al. 2005). En
revanche, lorsque la privation de sommeil est associée a un stress physique ou mental ou a une journée de
travail, une augmentation de la pression artérielle systolique est observée (Lo et al. 2010; Su et al. 2008).
Celle-ci persiste dans certaines études apres une nuit de 8 heures sommeil (Lo et al. 2010; Su et al. 2008).
Une augmentation de la pression artérielle est également observée lorsque la durée de la privation est plus
longue (plus de 32 heures) (Miro et al. 2002).

Lorsqu’une augmentation de la pression artérielle est observée, elle est souvent associée a une
augmentation de la fréquence cardiaque, de I’activité du systéme nerveux sympathique, de la
concentration plasmatique de catécholamines et a une modification de la sensibilit¢ du baroréflexe
(Akerstedt et al. 1980; Miro et al. 2002; Su et al. 2008; Zhong et al. 2005). Cependant, des résultats
contradictoires suggerent I’implication de mécanismes plus complexes. En effet, [’activation du systéme
nerveux sympathique ne semble pas toujours entrainer d’augmentation de la pression artérielle (Zhong et
al. 2005). D’autre part, la privation de sommeil ne semble pas modifier les résistances vasculaires (Kato
et al. 2000). De plus, il a été observé, en association avec une augmentation de la pression artérielle, une
diminution paradoxale de 1’activité nerveuse sympathique musculaire (Kato et al. 2000; Ogawa et al.

2003). Il semble donc que les variations de la pression artérielle, lorsqu’elles sont observées, soient plutot
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la conséquence d’une augmentation de la fréquence et du débit cardiaque que des résistances vasculaires
périphériques. Ce résultat suggere que la privation de sommeil a des effets différents sur le coeur et sur les
vaisseaux (Wolk et al. 2005). Quoi qu’il en soit, I’augmentation de I’activité du systéme nerveux
sympathique ne permet pas d’expliquer I’ensemble des réactions observées (Kato et al. 2000).

Chez I’animal, la privation aigué et totale de sommeil entraine rapidement une augmentation de la
pression artérielle (Chang et al. 2006; Sgoifo et al. 2006), associée a une augmentation de la fréquence
cardiaque et de I’ACTH (Sgoifo et al. 2006). Dans une autre étude, une augmentation de la pression
artérielle a été observée aprés 5 jours de privation de sommeil. Elle était associée a une diminution de
I’activité des NOS et des COXs présentes dans des structures cérébrales impliquées dans la régulation de
I’activité du systéme nerveux autonome (Chang et al. 2006). Le NO est en particulier, un inhibiteur de

’activité du systéme nerveux sympathique dans ces structures (Chang et al. 2006).
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Figure 13. Variations circadiennes de la pression artérielle moyenne (PAM) et de la fréquence cardiaque
avant (Baseline) et pendant 24 heures de privation totale de sommeil (PTS), chez ’homme sain (Kamperis et
al. 2010).

IV.2.2. La vasomotricité

Amir et al. (2004) ont observé une diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium
(mesuré par FMD) aprés 24 heures de privation de sommeil. Cette étude a pour la premicre fois mis en
évidence que la privation aigué et totale de sommeil altére la fonction endothéliale et la vasomotricité.
Cependant, cette étude a été réalisée chez des jeunes médecins et des internes travaillant dans un service
d’urgence. Cette situation combine les effets de la privation de sommeil & ceux de la station debout
prolongée et du stress. Ce dernier est un facteur bien connu d’altération de la vasodilation dépendante de
I’endothélium (Hijmering et al. 2002). De plus, la diminution de la FMD était plus importante chez les

sujets faisant des gardes de nuit depuis plus de 3 ans. Dans ce travail, il n’a pas été observé d’effet sur la
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réactivité vasculaire indépendante de 1’endothélium (trinitrine sublinguale). Néanmoins, il semble que la
privation totale de sommeil puisse, comme la restriction aigu€, induire une altération de la fonction

endothéliale (Sekine et al. 2010; Takase et al. 2004).

IV.2.3. Les marqueurs biologiques

a Marqueurs de la dysfonction endothéliale

Frey et al. (2007) ont récemment montré, chez des sujets sains, qu’une privation aigué et totale de
sommeil de 40 heures induit une élévation de la concentration plasmatique de protéines d’adhésion
(ICAM-1 et sélectine-E) qui sont considérées comme des marqueurs biologiques de 1’activation
endothéliale. L’augmentation de la concentration plasmatique de ces marqueurs peut étre induite par une
augmentation de la pression artériclle et par ’augmentation de la concentration plasmatique de cytokines
pro-inflammatoires (Irwin et al. 1996) qui ont aussi des effets importants sur la vasomotricité (Iversen et
al. 1999). Ainsi, une augmentation d’IL-1p et IL-6 a été¢ observée apres 40 heures de privation de
sommeil (Frey et al. 2007; Vgontzas et al. 2007) et une augmentation de TNF-o aprés 42 heures de
privation de sommeil chez des femmes (Altemus et al. 2001). 11-6 et le récepteur soluble du TNF-a (TNF-
RI) augmentent également aprés 88 heures de privation totale de sommeil (Meier-Ewert et al. 2004;
Shearer et al. 2001). Cependant, des résultats contradictoires ont aussi été rapportés par Frey et al. (2007).
Ces auteurs ont montré qu’une nuit de privation totale de sommeil, dans des conditions contrdolées de
posture, de lumiére et de nutrition, entraine une diminution d’IL-6. Ruiz et al. (2010) n’ont observé
aucune augmentation de TNF-a aprés deux nuits de privation totale de sommeil.

Par ailleurs, Meier-Ewert et al. (2004) ont mis en évidence, aprés une privation de sommeil
particulierement longue (88 heures), I’apparition d’un syndrome inflammatoire, caractérisé par une
augmentation de CRP, un marqueur stable de I’inflammation et un facteur pronostique indépendant
d’éveénements cardiovasculaires. Cependant, lors de situations expérimentales plus courtes (moins de 48
heures de privation de sommeil), la concentration plasmatique de CRP diminue (Frey et al. 2007) ou n’est
pas modifiée (Dimitrov et al. 2004).

En somme, les effets de la privation de sommeil sur les cytokines restent incertains. Les différences
observées entres les études sont probablement liées aux durées différentes des protocoles et aux
techniques de prélévement. L’utilisation continue de cathéters intraveineux implantés pendant 24 heures
est associée a une augmentation de la concentration en IL-6 apres une période de sommeil ou de privation
de sommeil (Haack et al. 2002). En effet, I’augmentation de la concentration plasmatique en I1L-6, TNF-o
et le récepteur soluble du TNF-a peut étre liée a une inflammation locale au niveau du site de
prélevement (Haack et al. 2000). Néanmoins, nous pouvons retenir qu’une privation de sommeil semble

induire des modifications immuno-inflammatoires.
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b  Autres marqueurs biologiques d’intérét

L’augmentation de la pression artérielle au cours de la privation totale de sommeil ne semble pas étre
liée a des modifications d’autres déterminants de la pression artérielle et en particulier de la volémie et
des hormones du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). Le rythme circadien des hormones du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone est altéré pendant la privation de sommeil. (Charloux et al.
2001; Kamperis et al. 2010). Ainsi, la privation de sommeil induit une diminution nocturne des taux
plasmatiques d’aldostérone, d’angiotensine II et de 1’activité rénine-plasmatique (Charloux et al. 2001;
Kamperis et al. 2010) entrainant une diminution de la réabsorption du sodium. L’activité moins
importante du SRAA chez les sujets privés de sommeil peut étre une conséquence de 1’augmentation de
I’activité du systéme nerveux sympathique ou de I’absence de diminution de la pression artérielle. Par
ailleurs, la privation totale de sommeil n’a également aucun effet sur les taux plasmatiques d’arginine
vasopressine et de peptide atrial natriurétique (ANP) (Kamperis et al. 2010). Au final, la privation totale
de sommeil entraine une augmentation de 1’excrétion rénale de sodium et de la diurése mais ne modifie
pas la volémie (Charloux et al. 2001; Kamperis et al. 2010).

Contrairement a la restriction aigu€ de sommeil, qui semble activer 1’axe corticotrope et induire une
¢lévation du cortisol, les effets de la privation totale de sommeil sur le cortisol ne sont pas clairs et les
résultats publiés sont contradictoires. Des études ont rapporté une augmentation (Charloux et al. 2001;
Leproult et al. 1997; Schussler et al. 2006; Weitzman et al. 1983), une diminution (Akerstedt et al. 1980;
Dinges et al. 1994; Frey et al. 2007; Vgontzas et al. 1999) ou une absence de modification (Dzaja et al.
2004; Follenius et al. 1992; Gary et al. 1996, Gonzalez-Ortiz et al. 2000; Haack et al. 2002; Heiser et al.
2000; Ozturk et al. 1999). Les différences observées sont probablement liées aux conditions
expérimentales. Le cortisol est en effet sensible a I’horaire du prélévement (rythme circadien du cortisol),
a la nature du prélévement (salive, sang...), a I’activité des sujets ou a la prise alimentaire (Heiser et al.
2000). La position debout avant le prélevement (Hennig et al. 2000) ou une augmentation de la luminosité
matinale (Leproult et al. 2001) sont également des stimuli qui induisent une augmentation du cortisol. En
revanche, la privation de sommeil, dans des conditions bien controlées de posture et de lumiere, ne
modifie pas significativement les rythmes circadiens du cortisol et de I’ACTH (Bryant et al. 2004).

De méme, contrairement a la restriction aigué de sommeil, plusieurs auteurs n’ont pas observé d’effet
de la privation totale de sommeil sur la mélatonine dans des conditions contrélées de posture et de
luminosité (Goichot et al. 1998; Kamperis et al. 2010). Une augmentation de la concentration plasmatique
de mélatonine a été observée aprés 36 et 50 heures de privation totale de sommeil dans des conditions
moins controlées (Salin-Pascual et al. 1988).

D’autre part, la privation totale de sommeil semble avoir un effet significatif sur les marqueurs du
stress oxydatif. Chez le rongeur, la privation totale de sommeil entraine une augmentation de la
production de marqueurs du stress oxydatif (glutathion, activité de la catalase, malondialdehyde...) dans
divers structures cérébrales (hippocampe, thalamus et hypothalamus) (Silva et al. 2004; Singh et al.

2008), dans le foie (Chang et al. 2008; Everson et al. 2005) et dans le myocarde (Everson et al. 2005).
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IV.3. Synthese

La restriction chronique de sommeil entraine une augmentation basale de 1’activité du systéme
nerveux sympathique et de la PA, associée a des modifications immuno-inflammatoires et a une altération
de la fonction endothéliale. Ces modifications favorisent I’apparition de pathologies cardiovasculaires.
Une diminution de la quantité de sommeil pendant quelques jours est un stress suffisant pour induire des
modifications cardiovasculaires. Ces modifications sont de faibles amplitudes et infra-cliniques, mais
elles sont concordantes avec celles observées au cours de la restriction chronique de sommeil.

Les effets de la privation aigué et totale de sommeil sont plus discutés. Chez les sujets sains, la
privation aigué et totale de sommeil peut entrainer une augmentation de la pression artérielle. Celle-ci
pourrait étre liée a une augmentation de 1’activité du systéme nerveux sympathique. Certains auteurs ont
également décrit des modifications immuno-inflammatoires associées. Cependant, la privation totale de
sommeil induit également, chez le sujet sain, une augmentation de la production de protéines d’adhésion
liée a une activation endothéliale. De plus, des travaux récents montrent que la privation totale de

sommeil pourrait elle aussi altérer de fagon précoce la vasomotricité et donc la fonction endothéliale.
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Les militaires sont soumis, lors d’opérations soutenues, a des privations totales de sommeil, souvent
prolongées et répétées (Lieberman et al. 2002). Ces privations interviennent dans des conditions
environnementales parfois contraignantes nécessitant une fonction vasculaire intacte (Johnson et Kellogg
2010). Or, la privation de sommeil altére la réponse physiologique a la chaleur (Armstrong et al. 2007;
Coris et al. 2004) et a I’exercice d’intensité modérée (Sawka et al. 1984) ou intense (Armstrong et Maresh
1991; Martin et Gaddis 1981). Plusieurs auteurs ont également souligné qu’elle modifie la réponse
thermique lors d’une exposition au froid (Landis et al. 1998; Savourey et Bittel 1994). La privation de
sommeil pourrait également favoriser la survenue d’une pathologie induite par la chaleur (Day et
Grimshaw 2005) ou par le froid (Marsh 1983; Rintamaki 2000). Cependant, les mécanismes qui lient la
privation de sommeil a ces pathologies ne sont actuellement pas clairement identifiés.

La revue de la littérature a mis en évidence que la privation totale de sommeil induit des
modifications de la pression artérielle, de 1’activité du systéme nerveux autonome et de la vasomotricité.
Les modifications de la vasomotricité pourraient étre la conséquence d’altérations de la fonction
endothéliale. A long terme, ces altérations pourraient favoriser [’apparition de pathologies
cardiovasculaires. A court terme, les atteintes de la vasomotricité sont des mécanismes potentiels
d’intolérance au chaud (Cui et al. 2005) et au froid (Sawada 1996).

Notre hypotheése de travail est qu’une privation totale de sommeil est un stress suffisant pour
entrainer, chez I’homme sain, une dysfonction endothéliale responsable d’une altération de la
vasomotricité. Cette dysfonction pourrait étre liée a des modifications de la pression artérielle et/ou a des
modifications immuno-inflammatoires. L’objectif principal de ce travail est donc d’¢étudier les effets de la
privation totale de sommeil sur la fonction vasculaire.

Dans un premier temps, chez I’homme sain, I’objectif spécifique est d’évaluer, en ’absence de stress
physique ou mental surajouté et dans des conditions contrélées, si cette privation peut altérer la
vasodilatation induite par I’acétylcholine et la vasoconstriction induite par le froid. Nous déterminerons
¢galement la durée d’éveil continu nécessaire a 1’apparition d’une éventuelle dysfonction et ses liens avec
une augmentation de la pression artérielle, de 1’activité du systéme nerveux sympathique et les
modifications immuno-inflammatoires.

Dans une seconde partie du travail réalisé chez le rat, les objectifs spécifiques sont de comprendre les
mécanismes impliqués dans la dysfonction vasculaire en ¢tudiant en particulier I’impact des
modifications de la pression artérielle sur la réactivité vasculaire. Nous étudierons également 1’influence

de la privation de sommeil sur 1’activité des voies de synthéses du NO et de PGL,.
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Travail de these

I. Premiére partie : effet de la privation de sommeil sur la réactivité

vasculaire.

Trois études ont été réalisées chez ’homme sain :

- L’objectif principal de la 1° étude, a été d’évaluer si une privation totale de sommeil chez
I’homme sain pouvait altérer la vasodilatation dépendante et indépendante de
Pendothélium et de déterminer le délai d’apparition de cette éventuelle dysfonction.
L’objectif secondaire a été d’identifier les liens de cette dysfonction avec des modifications
de la pression artérielle, de 1’activité du systéme nerveux autonome et des marqueurs de

I’activation endothéliale et de I’inflammation.

- La 2™ étude a eu comme objectif d’étudier des effets de la privation aigué de sommeil sur la
vascularisation cutanés lors d’un test d’immersion locale au froid, puissant

vasoconstricteur ;

- la 3™ étude, plus méthodologique, a eu pour objectif principal d’évaluer la variabilité et la
reproductibilit¢ de la mesure de la vasodilatation dépendante et indépendante de
I’endothélium (méthode couplée laser-Doppler — iontophorése d’acétylcholine et de
nitroprussiate de sodium). L’objectif secondaire était de comparer 1’utilisation de

I’acétylcholine (ACh) et de la méthacholine (MCh), un ester synthétique de 1’ACh.

Les articles relatifs a des études sont présentés en annexe (page 143).
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I.1.1°¢ étude : « Effet de la privation aigué de sommeil sur la fonction

endothéliale de sujets sains »

Articles publiés :

Sauvet F, Leftheriotis G, Gomez-Merino D, Langrume C, Drogou V, Van Beers P, Bourrilhon C, Florence G,

Chennaoui M. Effect of acute sleep deprivation on vascular function in healthy subjects. J Appl Physiol. 2010 ;
108:68-75.

Chennaoui M, Sauvet F, Drogou C, Van Beers P, Langrume C, Guillard M, Gourby B, Bourrilhon C, Florence G,

and Gomez-Merino D. Effect of one night of sleep loss on changes in tumor necrosis factor alpha (TNF-a[ ),
sleepiness and performance in healthy men. Cytokine. 2011 ; 56:318-24.

I.1.1. Objectifs de I’étude

L’objectif de ce travail a été d’évaluer, chez des sujets sains de moins de 35 ans, les effets de 40
heures de privation totale de sommeil sur la vasodilatation dépendante et indépendante de
I’endothélium et de déterminer le délai d’apparition de cette éventuelle dysfonction. L’objectif
secondaire était d’identifier les liens de cette dysfonction avec des modifications de la pression artérielle,
de Tactivité du systéme nerveux autonome et des marqueurs de I’activation endothéliale et de

I’inflammation.

I.1.2. Matériels et méthodes

a Les sujets
Douze hommes de moins de 35 ans (29,1 * 3,3 ans) ont été inclus dans 1’étude. Tous les sujets ont été

interrogés et examinés avant 1’étude et un prélévement sanguin a été réalisé pour le dosage du glucose, du

cholestérol total, des triglycérides, du yGT et des transaminases. Les critéres d’exclusion étaient :

un facteur de risque cardiovasculaire, un antécédent de pathologie cardiovasculaire ou

cutanée, un traitement médical, une pathologie infectieuse en cours ;

la consommation de tabac, d’alcool (= 1 verre/jour) ou de caféine (> 400 mg/jour) ;

un index de masse corporelle (BMI) supérieur a 30 kg.m™ ;

le travail posté, des antécédents de troubles ou pathologie du sommeil (Pittsburg sleep quality
index, PSQI <31, ou > 69) (Buysse et al. 1989), une somnolence diurne excessive (Epworth

Sleepiness Scales > 9) (Johns 1991) et un chronotype non intermédiaire (Horne and Orstberg

questionnaire) (Horne et Ostberg 1976).
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b Protocole expérimental

Les sujets ont été logés pendant les 5 jours de I’étude dans des chambres individuelles climatisées (24
+ 1°C). Le premier jour (J1), ils ont été familiarisés avec le laboratoire et équipés pour 1’enregistrement
ambulatoire de [’¢lectroencéphalogramme, de [’électrooculogramme et de 1’électromyogramme
nécessaire a I’étude de la polysomnographie. Pendant J1 et J2, les sujets allaient au lit a 23:00 et étaient
réveillés a 07:00. La privation totale de sommeil a débuté le 3°™ jour (J3) a 07:00 et se terminait le 4™
jour (J4) a 23:00 (soit aprés 40 heures d’éveil continu, définis comme la durée de privation totale de
géme

sommeil, PTS). Les sujets ont quitté le laboratoire le jour (J5) aprés une nuit de sommeil (23:00-

07:00), dite de récupération (Figure 14).

Pendant D’expérimentation, excepté pendant la douche (22:00 a 23:00), les sujets ont été
continuellement enregistrés pour 1’étude de la polysomnographie (lecture visuelle a postériori avec Embla
Somnologica Software) afin de s’assurer qu’ils restaient éveillés pendant les 40 heures d’éveil continu. La
température centrale était enregistrée par télémétrie au moyen de capsules ingérées (VitalSense, Mini

Mitter Company).

L’intensité lumineuse dans le laboratoire a été maintenue entre 150 et 200 lux pendant toute la
période d’expérimentation. Quand ils n’étaient pas occupés par une session de tests ou un repas, les sujets
pouvaient lire, regarder la télévision, jouer a des jeux de société ou converser avec les expérimentateurs.
La pratique d’un exercice physique, la consommation du tabac, d’alcool et de substance psychoactive
étaient interdites pendant les 24 heures précédant 1’étude et les 5 jours d’expérimentation. L’apport

énergétique a été fixé a 2600 kcal/jour.

Toutes les mesures ont été réalisées dans la chambre du sujet. Les prélévements sanguins étaient
réalisés toutes les 3 heures (08:00, 11:00, 14:00, 17:00, 20:00 et 23:00) pendant J2 et J4 a 1’aide d’un
cathéter veineux implanté dans une veine de 1’avant-bras. Un dernier prélévement était réalisé a J5 apres
une nuit de récupération. Des précautions ont été prises afin d’éliminer une possible inflammation locale
due au cathéter : 1) le cathéter était inséré dans le bras gauche a J2 et dans le bras controlatéral a J4 avant
le premier prélévement ; ii) entre les prélévements, le cathéter était rempli avec une faible quantité de
sérum physiologique hépariné et obturé (la dose totale d’héparine utilisée par sujet était inférieure a 100
Ul/24 heures) ; iii) le cathéter était enlevé immédiatement aprés le dernier prélévement (23:00). Apres
chaque prélévement, les échantillons de sang étaient centrifugés a 1 100 G et les aliquotes de plasma

stockés a -80°C.

Les variables cardiovasculaires (ECG, pression artérielle) ont été enregistrées avant la privation totale
de sommeil (J2) et pendant la privation (J4) aprés 10 minutes de repos en position couchée a 09:00,

12:00, 15:00 et 18:00. Une mesure de la réactivité vasculaire était également réalisée a 12:00 et 18:00.
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¢ Mesures physiologiques cardiovasculaires

Le débit sanguin cutané (SKBF) a été mesuré a I’aide de deux sondes laser-Doppler (481-1, Perimed
AB) adaptées pour 1’iontophorése, fixées sur I’avant-bras avec un patch adhésif double face et connecté a
un moniteur laser-Doppler (PF5000, Perimed AB). Avant I’expérimentation, les éponges contenues dans
les sondes laser-Doppler étaient imbibées, pour 1’'une avec 0,2 ml d’une solution de chlorure
d’acétylcholine (ACh, 1%, 5,5 mM, Sigma-Aldrich), et pour I'autre avec 0,2 ml d’une solution de
nitroprussiate de sodium (SNP, 2%, 67 mM, Nitriate, Serb Laboratoires). Chaque ¢lectrode
d’iontophorése et une électrode passive de référence (Ag-AgCl, PF 384, Perimed AB), fixées a 5 cm 'une
de I’autre, étaient connectées a un générateur de courant (Perilont 382, Perimed AB) pour I’iontophorése.
Pour toutes les solutions, le solvant était de 1’eau désionisée (pH = 6,5). Aprés 5 minutes
d’enregistrement, le SNP (courant de cathode) et I’ACh (courant d’anode) étaient simultanément
administrés par trois stimulations électriques (0,1 mA) de 10 secondes (I1, I2 et I3) avec un intervalle
entre deux stimulations de 120 secondes. La température cutanée de I’avant-bras, maintenue entre 33 et
34°C (Cracowski et al. 2006), était enregistrée grace a deux thermocouples fixés sur la peau, 3 cm de part

et d’autre des sondes laser-Doppler.

La pression artérielle a été enregistrée en continu au 3°™ doigt a ’aide d’un photoplétysmographe

(Portapres, Finapres Medical Systems) (Imholz 1996).

L’électrocardiogramme (ECG 100 amplifiers, Biopac Systems Inc.) et les mouvements de la cage
thoracique a été également enregistrés en continu au moyen d’une ceinture thoracique avec capteurs

piézoélectrique (SS5LB, Biopac Systems Inc).

A B Sondes laser-Doppler
couplées a I'électrode Electrodes
active de iontophorése passives

Moniteur

laser-Doppler Thermocouple

Module de
chauffage

Générateur

de courant \ Sonde Laser Doppler

Thermistances

Electrodes de iontophorese Adnésifs double face

Figure 15. A. Coupe d’une sonde Laser-Doppler couplée a I’iontophorese utilisée dans I’expérimentation
(Tartas et al. 2005a). B. Exemple d’équipement de I’avant-bras d’un sujet.
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d Analyse des données cardiovasculaires

Tous les signaux ont été numéris€s et enregistrés avec une fréquence d’échantillonnage de 1000 Hz

(MP150, Biopac Systems Inc.).

Réactivité microvasculaire. Le débit sanguin cutané (SKBF, en unité de perfusion arbitraire - PU)
obtenu a partir de chaque sonde laser-Doppler a ét¢ moyenné toutes les 10 secondes pour réduire la
variabilité temporelle li¢e a la vasomotion. Les parametres suivants ont été calculés :

- la conductance vasculaire cutanée (CVC, en PU/mmHg), égale au rapport de SkBF sur PAM ;

- la valeur de base (Baseline), valeur moyenne des 2 minutes d’enregistrement avant 11 ;

- la valeur maximale de CVC (CVC,.ax) observée apres I3, exprimée en % de la Baseline ;

- les pentes des courbes de CVC pendant les 60 secondes précédant et suivant I3, calculées par

régression linéaire (corrélation linéaire de Pearson) ;

- I’air sous la courbe de CVC (AUC) de 11 jusqu’a 5 minutes apres 13, exprimée en %.s..

Variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle systolique. Les 5 derniéres minutes
de signal, sans artefact ni extrasystole (lecture visuelle), enregistrées en position couchée, ont été
sélectionnées et analysées a I’aide d’une routine informatique (Matlab V7.3, The MathWorks Inc.). Les
ondes-R de I’ECG (Manriquez et Zhang 2007) et les pics de pression artérielle ont été automatiquement
détectés. Les périodes RR, la FC, la PAS, la PAD et la PAM ont été calculées, ainsi que leur écart type
(standard deviation, SD).

La puissance des bandes de basse fréquence (low frequency, LF; 0,04—0,15 Hz) et de haute fréquence
(high frequency, HF; 0,15-0.40 Hz) des périodes RR (heart rate variability, HRV) et de la PAS (Systolic
blood pressure variability, BPV) a été calculée par transformée rapide de Fourrier (FFT) et exprimée en
valeur absolue (HRV : ms? et BPV : mmHg?) et en valeur normalisée (normalized units, nu ; en % de [LF
+ HF]). La sensibilit¢ du baroreflexe spontané (BRS) a été calculée pour les bandes LF et HF en
calculant, lorsque la cohérence était supérieure a 0,5, le gain spectral entre BPV et HRV (Laude et al.

2004).

Estimation du débit cardiaque et des résistances périphériques totales. De nombreuses méthodes ont
¢été décrites pour estimer le volume d’éjection systolique (VES) a partir de I’analyse de 1’onde de pression
artérielle. Nous avons choisi d’utiliser la méthode de la compliance non linéaire de Liljestrand qui est la
plus reproductible (Sun et al. 2009). Le débit cardiaque (Qc) et les résistances périphériques totales (PRT)
ont alors été calculés en utilisant les relations suivantes : Qc = VES x FC et RPT = PAM / Qc. Cette
méthode indirecte a montré sa pertinence pour évaluer les variations de Q¢ et RPT chez un sujet lorsque

celui ci est son propre témoin (Halliwill et al. 1996; Sun et al. 2009).

Formule de Liljestrand (1928) avec k constante de compliance PAS - PAD
VES =k —
égale a k=422,9 ml (Sun et al. 2009). PAS + PAD
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e Variables biologiques

Dosages des protéines dans le sang (plasma et sérum) (Tableau 1)

Un soin tout particulier a été apporté a la réalisation des prélévements sanguins afin de diminuer le
risque d’inflammation au niveau du site de prélévement. En effet, des études récentes suggérent que la
privation aigu€ de sommeil pourrait induire une augmentation de la concentration de marqueurs circulants
de I’inflammation tels que IL-6, TNF-a et la CRP (Irwin et al. 1996; Meier-Ewert et al. 2004; Ruiz et al.
2010; Shearer et al. 2001). Cependant, des résultats contradictoires ont été rapportés. En effet, Frey et al.
(Frey et al. 2007) ont observé qu’une nuit de privation totale de sommeil (PTS), dans des conditions
controlées de posture, de lumiére et de nutrition, entrainait une diminution d’IL-6 et de CRP. Les résultats
contradictoires observés dans la littérature peuvent s’expliquer par le faible niveau de variation des
variables mesurés, des durées différentes de privation de sommeil et la variabilité individuelle dans la
tolérance a la privation de sommeil. Cependant, I’augmentation de la concentration plasmatique en 1L-6
pourrait étre également la conséquence d’une inflammation locale induite par 1’utilisation de cathéters
intraveineux implantés pendant 24 heures. Cette inflammation est d’autant plus importante que le

prélevement est difficile a réaliser, notamment pendant le sommeil (Haack et al. 2002).

Tableau 1. Dosages des protéines réalisés dans le sang.

Variables Iﬂzgve:n‘ll:n . Milieus  Techniques " ordles dutest Limites de
ICAM-1 8h Sérum ELISA R&D Systems, USA 0,096 ng/ml
Sélectine-E 8h Sérum ELISA R&D Systems, USA 0,009 ng/ml
VCAM-1 8h Sérum ELISA R&D Systems, USA 0,6 ng/ml
MCP-1 8h Sérum ELISA R&D Systems, USA 5 pg/ml
Sélzxtinz-P 8h Sérum ELISA R&D Systems, USA 0,5 ng/ml
PAI-1/SerpinE 8h Plasma ELISA R&D Systems, USA 0,059 ng/ml
Endothéline (ET-1) 8h Sérum ELISA Biomédica, Autriche 0,02 fmol/ml
Prostaglandine E, (PGE,) Cinétique Sérum ELISA Assay Design, USA 13,4 pg/ml
CRP (hs) Cinétique Plasma ELISA R&D Systems, USA 0,01 mg/1
IL-6 (hs) Cinétique Plasma ELISA R&D Systems, USA 0,11 pg/ml
IL-1 (B) (hs)[] Cinétique Plasma ELISA R&D Systems, USA 0,057 pg/ml
TNF-a (hs) Cinétique Plasma ELISA R&D Systems, USA 0,038 pg/ml
TNF-RI Cinétique Plasma ELISA R&D Systems, USA 0,77 pg/ml
Cortisol Cinétique Plasma RIA Diasorin, USA 5,9 nmol/l
ACTH 8h Plasma RIA Diasorin, USA 15 pg/ml
Insuline 8h Sérum RIA Diasorin, USA 3 pU/ml
Leptine 8h Plasma RIA LINCO research, USA 0,05 ng/ml
Noradrenaline 8h Plasma ELISA LDN, Allemagne 5.4 ng/ml
Adrenaline 8h Plasma ELISA LDN, Allemagne 8 pg/ml

Abréviations : hs : haute sensibilité, , TNF-RI: récepteur soluble du TNF-a, 8h : prélévement a 8 h pendant J2, J4 et
J5 ; cinétique : prélévement a 8h, 11h, 14h, 17h, 20h et 23h pendant J2 et J4.
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Analyse de la numération formule sanguine

Le nombre de globules blancs, de polynucléaires neutrophiles, de monocytes et de lymphocytes a été
mesuré a partir du sang total par un automate du Centre de Transfusion Sanguine des Armées (CTSA —

Clamart).

Dosages des ARN messagers des cellules de la lignée blanche

Prélévement et conservation des ARNm totaux. Afin de stabiliser les ARNm dés le prélévement, le
sang a 6té collecté en tube PAXgene Blood RNA (PreAnalytiX™, Frankin Lakes, USA). Ces tubes
contiennent des réactifs spécifiques protégeant les molécules d’ARN de la dégradation par les ARNases

et minimisant I’expression de génes parasites. Les tubes sont conservés a-80°C.

Extraction des ARNm totaux. Cette étape est réalisée avec I’automate QIAcube (Qiagene) en
utilisant le kit PAXene Blood RNA kit (PreAnalytix). Apres décongélation, 40 pl de solutionont été
centrifugées et lavées a deux reprises (10 minutes a 4000g, 20°C) puis concentrées et purifiées en utilisant
le kit PAXene Blood RNA kit. Une étape de centrifugation additionnelle a travers les colonnes PAXgene
Shedder est réalisée pour homogénéiser le lysa cellulaire. Le surnageant a été ensuite mélangé a de
I’¢thanol et déposé sur une colonne PAXgene RNA. Au cours d’une courte étape de centrifugation,
I’ARN a été absorbé par une membrane a base de gel de silice et les contaminants résiduels sont ¢liminés
par lavage. La membrane a été ensuite traitée avec une ADNase (DNAase 1) afin de supprimer toute trace
d’ADN. Enfin, les ARNm sont élués avec de I’ecau. La quantité et la qualité de I’ARN ainsi extrait sont
évaluées par spectrophotométrie (UV-visible) sur 1,5 pl, (Nonodrop ND-1000, NanoDrop Technoloies,
Rockland, USA). Le controle de I’intégrité des échantillons a été ensuite réalisé (Bioanalyzer, Agilent

Technologies, Belgique).

Transcription inverse des ARN totaux en ADN. Cette étape a été réalisée grace au kit Reverse
Transcriptase Core Kit (Eurogentec, USA). 4 ul d’ARN (200 ng) sont mis en présence d’un mix qui
contenait : 1ul de tampon, 25 ul d’enzyme (Euroscript reverse transcriptase), 0,5 ul d’oligo(dT), des
nucléotides (2,5 mM), 2 ul de MgCL, et un inhibiteur des RNAse. Le mélange etait incubé 10 min a

25°C puis 30 minutes a 48°C et enfin 5 minutes a 95°C pour dénaturer 1’enzyme.

Polymerase chain recation (PCR) semi-quantitative en temps réel. Les amorces ont été dessinées a
I’aide du logiciel MC Vector (Tableau 2) et synthétisées par le laboratoire Eurogentec (Saraing,
Belgique). 2 ul de solution sont placé dans le lightCycler (Biorad) en présence d’une solution (Kit Light
Cycler FastStart DNA Master SYBR Green I ; Roche) comprenant notamment du MgCL,, les amorces

spécifiques (sens et anti sens) et du Taqg-SYBR Green qui contenait I’enzyme et un marquer fluorescent.
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Analyse des résultats. La synthése d’ADN réalisée a chaque cycle a été estimée par la mesure de la
fluorescence a la fin de chaque étape. Cette mesure permettait de tracer la courbe de fluorescence en
fonction du nombre de cycle. La quantification relative de I’ADN complémentaire (ADNc) présent dans
chaque échantillon a été réalisée par rapport a une calibration interne (pool de la totalité des échantillons
de chaque structure) par la méthode dite de « comparaison des cycles de sortie ». Le cycle de sortie est le
cycle d’amplification pour lequel la fluorescence induite par les ADNc¢ est supérieure au bruit de fond. La
valeur du cycle de sortie est proportionnelle a la quantité d’ADNc cible présente initialement dans la

solution.

Les résultats ont été exprimés en % de la quantité moyenne d’ARNm obtenus avec des génes
domestiques de référence (housekiping). Ces génes ont été traités de la méme fagon que les extraits. Les
genes de références utilisés ont été¢ : RPLPO (acidic ribosomal phosphoprotein P0), HPRT (hypoxantixe
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) et la CycA (cyclophiline A).

Géne cible Amorce Séquence

TNF-a Sens S5-TCTTCTGTCTGCTGCACTTTGGAG-3’
Antisens 5'-GCTTGAGGGTTTGCTACAACATGG

TNF-RI Sens 5-TCTTCTGTCTGCTGCACTTTGGAG-3’
Antisens 5'-GCTTGAGGGTTTGCTACAACATGG

IL-6 Sens 5-CCACTCACCTCTTCAGAACGAATTG-3’
Antisens 5-TGCCTCTTTGCTGCTTTCACAC-3’

RPLPO Sens 5’-TGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAG-3’
Antisens 5’- CCTCCCGAGTAGCTGGGATTAC-3’

CycA Sens 5’-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3’
Antisens 5’- CITCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3’

HPRT Sens 5’-GCATCTACAACCCTGAAGTGCTTG-3’
Antisens 5’-GCAGACAGACACTGGCAACATTG-3’

Tableau 2. Séquences et sens des amorces dessinées pour les génes d’intérét (TNF-a, TNF-RI, IL-6) et les
génes de référence pou la PCR en temps réelle.
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f  Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme moyenne = SEM. La significativité a été fixée a p <0,05.
Pour les variables cardiovasculaires et biologiques nous avons utilisé une analyse de variance (ANOVA)
a mesures répétées non-paramétriques de Friedman, suivie éventuellement appariée en utilisant le test de

Wilcoxon.

I.1.3. Résultats

Tous les sujets ont terminé le protocole expérimental. L’étude a posteriori des enregistrements
polysomnographiques a permis de vérifier que tous les sujets étaient restés éveillés pendant les 40 heures
d’éveil continu. Les durées moyennes de sommeil pendant la 17, 2™ et 4°™ nuit étaient respectivement :

73+£0,1h,7.5+ 0,1 het7,7+0,1 h.

a Réactivité microvasculaire

Aucune différence significative n’a été observée dans les valeurs basales de débit sanguin cutané

(SkBF) ou de conductance vasculaire cutanée (CVC) entre J2 et J4 ou entre 12:00 et 18:00.

Réponse a I’iontophorése d’ACh (Figure 16, haut, Tableau 3). Aprés la privation de sommeil (J4),
par rapport a J2, nous avons observé des valeurs de CVC inférieures a 12:00 (p=0,03) et a 18:00

(p =0,04) et des valeurs d’AUC inférieures a 12:00 (p = 0,02) uniquement.
A J2 et J4, AUC et CVC,y €taient supérieures a 18:00 par rapport a 12:00 (p = 0,03).

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les pentes de la partie ascendante de
la courbe de CVC avant CVC, entre J2 et J4 et entre les pentes observées a 12:00 et a 18:00.
Cependant, les pentes de la courbe descendante, apres CVC,,, étaient plus importantes aprés privation

de sommeil (J4) par rapport a avant (J2, p = 0,03).

Réponse a ’iontophorése de SNP (Figure 16, bas, Tableau 3). CVC, et I’aire sous la courbe de
CVC (CVCyyc) étaient plus faible aprés la privation de sommeil par rapport a avant (J2), que ce soit a
12:00 (p=0,02) ou a 18:00 (p =0,02). Nous n’avons pas observé de différence significative entre les

valeurs calculées a 12:00 et a 18:00.
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Figure 16. Modification de la conductance vasculaire (CVC) apres délivrance par iontophorése d’ACh et de
SNP a 12:00 et 18:00 avant et aprés la privation totale de sommeil (PTS). ACh et SNP ont été délivrées par 3
(I1, 12, 13) stimulations électriques (0,1 mA, 0,1 mC/min, intervalle entre les stimulations de 120 secondes). La
Baseline est la CVC observée au cours des 120 secondes avant 1. Résultats présentés : moyennes + SEM.

Tableau 3. Modifications des variables de la réactivité vasculaire observées avant (J2) et aprés PTS (J4)

Avant PTS (J2) Apres PTS (J4) Friedman

12:00 18:00 12:00 18:00 p
CVC avant et apres application d’ACh
Baseline CVC, 102 PU/mmHg 82+1,3 6,91+£0,7 8,6 £1.39 8,47+ 1,6 ns
CVCieax, % Baseline 454 + 158 774 £ 183 283 £ 163* 608 + 139* <0,01
AUC, 10’ %.s 16,7 £ 6,5 222+64 8,1 £2,2% 18,2+ 4,7 0,01
CVC avant et apres application de SNP
Baseline CVC, 10” PU/mmHg 7,6 £0,7 8,7+0,8 7,715 8,1+1,2 ns
CVCieax, % Baseline 778 £ 158 584 £ 126 476 £ 138%* 316 + 52* <0,01
AUC, 10’ %.s 17,3£2,9 14,7+ 19 9,1 £2,9% 7,5+ 1,4* <0,01

Les valeurs présentées sont les moyennes + SEM. La Baseline (CVC) est la CVC moyenne au cours des 120 secondes
avant [1. CVC g est la valeur maximale de CVC aprés 13. L’aire sous la courbe (4rea Under the Curve, AUC) a été
calculée en intégrant le signal de CVC de I1 jusqu’a 5 minutes apres 3. *p < 0,05 vs. avant PTS (J2).
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b  Pression artérielle

A J4 a 15:00, nous avons mis en évidence une PAS supérieure par rapport a J2 (p = 0,03) (Figure 17).
Avant la privation de sommeil (J2), nous avons mesuré une diminution significative de la PAS a 15:00,
par rapport a 08:00, 12:00 et 18:00. Celle différence n’a pas été retrouvée aprés PTS (J4). Nous n’avons
pas observé d’effet de la privation de sommeil sur la PAM et la PAD.

Nous avons également montré un effet de la privation de sommeil sur le gain HF du baroreflexe. Le
gain diminue a 15:00 et 18:00 par rapport a la journée avant privation de sommeil. (p = 0,02 et p = 0,03).

Nous n’avons pas observé de modification significative du gain LF.

¢ Fréquence cardiaque

Apres privation de sommeil (PTS), la fréquence cardiaque (FC) était supérieure a 15:00 et a 18:00
(p =0,02 pour tous) aux valeurs mesurées avant PTS (Figure 17). Aucune différence n’a ét¢ mise en
évidence pour LF+HFgrg, mais la puissance de la bande de basse fréquence (LFrrnu) était également

supérieure a 15:00 et 18:00, apres PTS (p < 0,01) alors que HFgg nu était inférieure (p < 0,01).

O Avant PTS (J2)
B Aprés PTS (J4)

140 PAS 80 - FC
— *
[ |

) 120 o
E E 60 4
£ &

100

80 - 40

09:00 12:00 15:00 18:00 09:00 12:00 15:00 18:00

Figure 17. Pression artérielle systolique (PAS) et fréquence cardiaque (FC) mesurées avant et aprés privation
totale de sommeil (PTS). *différence entre avant et aprés PTS, p< 0,05.

d Débit cardiaque et résistances périphériques totales

Nous n’avons pas observé de modification significative du volume d’éjection systolique (VES) au cours
de la privation de sommeil. En revanche, nous avons mis en évidence une augmentation modérée du débit
cardiaque a 15 :00 et 18 :00 (p = 0,03 et p = 0,04) liée a I’augmentation de la fréquence cardiaque. Nous
n’avons pas mis en évidence de modification significative des résistances périphériques totales au cours

de la privation de sommeil.
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e Variables biologiques
(i) Protéines du sang

Variables évaluées a 08:00 a J2, J4 et J5 (Figure 19, Tableau 4)

Les concentrations plasmatiques de sélectine-E (p = 0,04) et de PGE, (p = 0,02) étaient plus ¢levées a
J4 par rapport a J2. Aprés une nuit de sommeil (J5), nous avons observé par rapport a J2, une
augmentation de la concentration plasmatique d’ICAM-1 (p = 0,03), d’IL-6 (p = 0,02) et de noradrénaline
(p = 0,02). Aucune modification significative n’a été observée pour les autres variables mesurés a 08:00
(endothéline-1, cortisol, glycémie et CRP). Il est & noté que plus de 50 % des échantillons d’IL-1[ étaient

sous la limite de détection du kit ELISA utilisé. Les résultats n’ont donc pas été analysés et ne sont pas
présentés.

100 ~

Sélectine-E 3001 ICAM

*
50 250 A
T i
0 T T 200 T T

Avant PTS Apres PTS Récup. Avant PTS Aprées PTS Récup.
J2) (J4) (J5)

(J2) (J4) (J5)

ng/ml
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Figure 18. Concentrations plasmatiques de sélectine-E, d’ICAM, d’IL-6 et de noradrénaline a 8h avant

privation totale de sommeil (PTS), apres PTS et aprés une nuit de récupération. * différence avec avant PTS,
p<0,05.
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Variables évaluées en cinétique (08:00, 11:00, 14:00, 17:00 et 23:00) au cours de J2 et J4

Avant privation de sommeil (J2), nous avons observé une augmentation d’I1-6 et une diminution du
cortisol au cours de la journée, qui traduisent 1’existence d’un rythme circadien bien connu pour ces
variables. En revanche, I’heure de la journée n’induit pas de variation des concentrations plasmatiques de

TNF-a et de son récepteur soluble (TNF-RI).

Aprés privation de sommeil (J4), nous avons observé, par rapport a J2, une augmentation transitoire

de la concentration plasmatique de TNF-a a 17:00 et 20:00, soit apres 34 et 37 heures d’éveil continu. De

plus, PGE, était augmentée a 08:00, 17:00 et 20:00.

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre J4 et J2 pour les concentrations

plasmatiques de TNF-RI, d’IL-6, de cortisol et de CRP.
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Figure 19. Evolution des concentrations plasmatiques d’IL-6, de PGE, de TNF-a , de TNF-RI, de cortisol et

de CRP au cours des journées de tests avant et apreés la privation totale de sommeil (PTS). *différence entre
avant et apreés PTS, p< 0,05.
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(ii) Numération et formule sanguine

A J4 et J5, le nombre de polynucléaires neutrophiles et de lymphocytes ne varie par rapport a J2.
Cependant, nous avons mis en évidence une augmentation du nombre monocytes en J5 par rapport a J2 (p

=0,02).

(iii) ARNm des cellules de la lignée blanche sanguine

Nous avons observé aprés PTS (J4), par rapport a J2, une augmentation de la quantité d’ARNm codant
pour le TNF-a et son récepteur soluble (TNF-RI) produits par les cellules de la lignée blanche sanguine.
En revanche, la privation de sommeil, n’a pas induit de variation significative de la quantit¢é d’ARNm

codant pour IL-6.
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Figure 20. Evolution de la quantité d’ARNm codant pour TNF-a, TNF-RI et IL-6 provenant des cellules de la
lignée blanche sanguine. Prélévements effectués a 8 heures avant privation totale de sommeil (PTS), aprés PTS et
aprés une nuit de récupération. Les résultats sont exprimés par rapport aux ARN totaux des génes domestiques
(housekeeping). *différence entre avant et aprés PTS, p< 0,05.
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1.1.4. Tableaux de résultats

Tableau 4. Evolution des concentrations plasmatiques des protéines dosées a 08:00 pendant J2, J4 et J5

Avant PTS Aprés PTS Récupération Friedman

(J2) J4) J5) P
Sélectine-E, ng/ml 35+6 54 + 8* 4216 0,02
P-sélectine, ng/ml 96,7 + 8,9 99,4+ 10,1 97,2 +10,1 ns
ICAM-1, ng/ml 215£13 22715 253 £ 16* 0,02
VCAM, ng/ml 491 +£27 489 +24 513+34 ns
MCP-1, pg/ml 399 +£37 164 +26 391+£32 ns
PAI-1 /Serpine, ng/ml 4,01 £0,87 3,98 £0,72 431+1,34 ns
PGE,, pg/ml 215+131 1065 £ 307* 55+43 0,02
Endothéline-1, fmol/ml 0,63 + 0,20 0,55+0,18 0,61 +0,23 ns
CRP, pg/ml 1,22 £0,46 0,55£0,13 0,61 10,14 ns
IL-6, pg/ml 0,60 £ 0,13 0,62 £ 0,10 1,20 £ 0,23* 0,03
TNF-a, pg/ml 0,88 £ 0,32 1,05£0,30 0,88 £ 0,24 ns
TNF-RI, pg/ml 1110+ 42 1103 £ 40 1055 £ 48 ns
Insuline, pU/ml 33,1+£9,6 53,0153 41,9+ 12,1 ns
Glycémie, mmol/l 6,96 0,38 5,71 £0,48 6,54 +£ 1,34 ns
Cortisol, mmol/l 524 £42 491 £ 27 503 £16 ns
ACTH, pg/ml 54+9 59+22 54126 ns
Adrénaline, pg/ml 8116 68+ 10 57+13 ns
Noradrénaline, pg/ml 757 £ 110 885+ 121 1113 £ 125* 0,04

Valeurs présentées : moyennes £ SEM. * différence par rapport a J2, p < 0,05.
Tableau 5. Numération et formule sanguine a 08:00 pendant J2, J4 et JS
Avant PTS Aprés PTS Récupération Friedman
J2) J4) J3s) p:

Globules blancs, 1063/u1 5,88 £ 0,44 6,24+ 0,32 6,21 £0,38 ns
Poly. neutrophyles, 10e3/pl 3,54 +0,41 3,83+£0,26 3,76 £ 0,30 ns
Lymphocytes, 1063/ul 1,76 £ 0,06 1,77 £ 0,08 1,72 £ 0,07 ns
Monocytes, 10e*/ul 0,23 £+ 0,02 0,29 £+ 0,03 0,31 + 0,03* 0,02

Valeurs présentées : moyennes £ SEM. * différence par rapport a J2, p < 0,05.
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Tableau 1. Evolution des variables cardiovasculaires évaluées a 09:00, 12:00, 15:00 et 18:00 avant et aprés privation totale de sommeil (PTS)

Avant PTS (J2) Apres PTS (J4) Friedman
09:00 12:00 15:00 18:00 09:00 12:00 15:00 18:00 p
C, bpm 65+4 58£2 59+£2 58+2 66 £ 3 60£2 67 £ 3% 62 £ 2% 0,001
F+HFgg, 102.ms? 22+5 19£5 164 20£5 207 18£3 12+2 23+4 ns
Frr nu,% 52+6 60£5 58+5 5216 67£5 70£5 74 £ 3% 76 + 4* 0,005
(Frr nu,% 48+ 6 40£5 42+5 48+ 6 33£5 305 26 £ 3* 25+ 4* 0,003
AS, mmHg 109+ 6 114+ 4 105+5 11713 114+5 125+7 120 + 5% 1195 0,008
AD, mmHg 64+4 71+£2 61+4 72+4 65%3 805 72+ 4 75+4 ns
AM, mmHg 79+4 85+2 75+4 87+4 82+4 95£5 88+ 4 90+ 4 0,012
RS gain LF 7,6+ 1,8 9,1+13 8,16+ 1,3 9,0+1,4 9,8£24 11,5+ 1,8 7,4£2,6 93+25 ns
RS gain HF 152+£2,4 11,4+£1,7 15.0+£2,6 14,8+2)5 124+£22 1,5£2,4 99+1,5% 10,1 £24* 0,02
'ES, ml 93,8+3,4 98,3+29 972+2,0 96,3+ 1,7 94,1+2,5 96,1+1,7 99,8+29 98,3 1,8 ns
Ic, I/min 6,2+0,6 58%0,7 6,0+0,5 58%0,5 6,1£0,6 59+0,7 6,9 £ 0,4* 7,2+0,6* 0,004
PT, mmHg.min/l  12,2+23 14,8 £2,7 12,1 £33 14,9+25 13,1£2,1 15,9 +£3,1 12,7£2,6 12,525 ns

Les valeurs sont les moyennes = SE. Abréviations : privation totale de sommeil (PTS), fréquence cardiaque (FC), pression artérielle systolique (PAS), diastolique (PAD) et
moyenne (PAM), puissance dans les bandes de basse fréquence de I’HRV (LFgg), de hautes fréquences (HFgg), valeurs normalisées (nu), BRS (baroreflexe spontané), volume
d’éjection systolique (VES), Qc (débit cardiaque), RPT (résistances périphériques totales). *p < 0,05 différence entre J4 et J2.
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I.1.5. Synthése et discussion

L’intérét de ce travail a ¢été de mettre en évidence une chronologie des effets de la privation totale de

sommeil qui est résumée dans le tableau ci-dessous :

Variables modifiées par la privation de sommeil par rapport a

I, .
DURC S S oring la journée de référence (J2, avant PTS)

- 25 heures 7 sélectine-E (sérum)

7 PGE, (sérum)

7 ARNm TNF-a (cellules de la lignée blanche sanguine)
7 ARNm TNF-RI (cellules de la lignée blanche sanguine)

29 heures ™ Vasodilatation induite par I’ACh et par le SNP

32 heures 7 PA, FC, Qc, activité systéme nerveux sympathique

N sensibilité du baroreflexe

34 heures 7 TNF-a (plasma)

Aprés une nuit de récupération 7 IL-6 (plasma)
7 ICAM-1 (sérum)
7 noradrénaline (plasma)

7 quantité de monocytes (NFS)

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet de la PTS sur les résistances périphériques totales, le
cortisol, la CRP ou encore 1’endothéline-1. Dans notre travail nous avons été limités par la quantité de
sang prélevé et par le nombre de protéines qu’il a été possible de doser en cinétique. De méme les tests
d’évaluation de la réactivité vasculaire ont ét¢ réalisés uniquement a 12:00 et 18:00, soit 5 heures apres

chaque repas. Néanmoins, ces résultats nous permettent de formuler quelques conclusions et hypothéses.

Effet de la PTS sur la fonction vasculaire

A notre connaissance, ce travail décrit pour la premiére fois une altération de la fonction endothéliale
aprés une privation totale de sommeil, réalisée chez ’homme sain et dans des conditions contrdlées
(apports alimentaires, lumicre, absence de stress, absence d’activité physique, qualité des prélévements
sanguins...). Cette altération a été caractérisée par une diminution de la vasodilatation vasculaire
dépendante de 1’endothélium et par une augmentation de la concentration plasmatique de marqueurs de
I’activation endothéliale qui demeurent augmentés pour certains, apres une nuit de récupération.

La dysfonction endothéliale est apparue avant les modifications de la PA et de I’activité du systéme

nerveux sympathique. Ces derniéres n’ont été observées qu’apres 32 heures de privation de sommeil,
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conformément a ce qui a déja été décrit dans la littérature (Kato et al. 2000; Pagani et al. 2009; Zhong et
al. 2005). La PTS ne semble pas étre un stress suffisant pour entrainer une augmentation importante et
durable de la PA. Cependant, elle perturbe le rythme circadien et annule sa diminution nocturne (appelée
dipping profile) (Kamperis et al. 2010). Le non-dipping profile est associé¢ a une augmentation de la
concentration circulante de marqueurs de I’activation endothéliale (Vita et Keaney 2002) tel que la
sélectine-E (Desideri et al. 2004). L’absence de diminution nocturne de la pression artérielle pourrait
donc étre un facteur favorisant 1’activation endothéliale observée dans notre étude. De plus, le non-
dipping favorise la production d’espéces radicalaires de 1’oxygéne qui altérent la biodisponibilité du NO
(Pierdomenico et al. 1999). Ces espéces pourraient contribuer a la diminution de la réactivité vasculaire
observée dans notre travail.

Bien que la vasodilatation induite par I’ACh soit principalement li¢e a la production de NO dans les
vaisseaux de gros diametre, la voie NO/cGMP n’est pas toujours prédominante pour la vasodilatation
dépendante de I’endothélium dans les artéres de résistance (Koeppen et al. 2004). Nous avons observé
dans notre travail que la PTS diminue la vasodilatation induite par I’ACh mais influence également la
cinétique de la réponse a ’ACh. La PTS entraine une diminution plus rapide de la CVC apres le pic de
réponse maximale. Ce résultat suggere une altération de I’efficacité de la vasodilatation dépendante des
prostacyclines (PGIL,). En effet, il a été mis en évidence que 1’altération de la biodisponibilit¢ de PGI, est
caractérisée, chez I’homme, par une diminution de la durée de la vasodilatation induite par 1’ACh
(Durand et al. 2003). De plus, des études in-vivo ont mis en évidence que les EDHFs peuvent servir de
mécanismes compensateurs dans des situations ou la biodisponibilité du NO est altérée (Gaubert et al.
2007). 11 conviendra donc d’étudier spécifiquement I’impact de la privation de sommeil sur chacune des
voies métaboliques responsables de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium.

L’interprétation de la diminution de la vasodilatation induite par le SNP est plus difficile. Elle peut
étre la conséquence d’une diminution de la réactivité vasculaire indépendante de I’endothélium puisque le
SNP est un donneur de NO qui agit directement sur les cellules musculaires lisses. Cette diminution
traduit alors une altération de la sensibilité des cellules musculaires lisses au NO, comme cela a
notamment été observé, in vitro, sous I’effet de cytokines pro-inflammatoires (Papapetropoulos et al.
1996). La diminution de la vasodilatation induite par le SNP peut également étre liée & une diminution de
I’activité des COX-1. En effet, le SNP est appliqué par un courant de cathode qui provoque une
vasodilatation via I’activation des COX-1 (Gohin et al. 2011).

Effet de la PTS sur le TNF-a et TNF-RI

Nous avons observé dans ce travail une augmentation de la concentration plasmatique de TNF-a
apres 32 a 35 heures d’éveil continu. Aucune étude n’avait auparavant mis en évidence chez ’homme une
augmentation de la concentration plasmatique de TNF-a au cours de la PTS. En revanche, Shearer et al.
(2001) ont montré une augmentation de la concentration plasmatique des récepteurs solubles de type I que

nous n’avons pas observée. Néanmoins, 1’augmentation du nombre de monocytes, de PGE,, et de TNF-a.
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traduit D’installation d’un état pro-inflammatoire (Caughey et al. 2001; Dinges et al. 1994).
L’augmentation de I’expression d’ARNm du TNF-a et de son récepteur, ainsi que de la concentration
plasmatique de PGE,, observée apres 25 heures de PTS, est la conséquence de probables modifications
immuno-inflammatoires survenues au cours des 24 premicres heures de PTS (Irwin et al. 2006; Lange et
al. 2003). Méme si PGE, peut étre synthétisée par les cellules endothéliales, la principale source de
production demeure les monocytes, notamment sous 1’effet de cytokines pro-inflammatoires (Irwin et al.

2006).

Absence d’effet de la PTS sur IL-6

Les résultats de cette étude ne mettent pas en évidence de modification de la concentration en I1L-6 au
cours de la privation de sommeil, ce qui est en accord avec les travaux de Born et Dinges. (Born et al.
1997; Dinges et al. 1995). Une augmentation d’IL-6 a cependant été observée dans plusieurs études (Frey
et al. 2007; Haack et al. 2002; Shearer et al. 2001; Vgontzas et al. 1999; Vgontzas et al. 2007; Vgontzas et
al. 2004). Notre résultat peut étre liée aux précautions prises pour réaliser les prélévements sanguins au
cours de I’expérimentation (Haack et al. 2002; Haack et al. 2000). En particulier, contrairement a de
nombreuses études, les cathéters veineux étaient enlevés a 23 heures et n’étaient donc pas conservés
pendant la nuit de privation, afin de limiter I’inflammation locale et la production d’IL-6. En revanche,
nous avons observé apres une nuit de récupération une augmentation d’IL-6 qui peut étre la conséquence
soit de I’activation endothéliale, soit de I’augmentation de I’activité du systéme nerveux autonome et de

la pression artérielle (Mullington et al. 2009).

Absence d’effet de la PTS sur la CRP

Nous n’avons observé aucune modification de la concentration plasmatique en CRP. Il semble que 40
heures de privation de sommeil n’induit pas d’augmentation de la CRP (Dimitrov et al. 2004; Frey et al.
2007). Néanmoins, d’autres auteur ont montré une augmentation au cours d’une privation beaucoup plus

longue (88 heures) (Meier-Ewert et al. 2004).

En conclusion, dans notre environnement expérimental contrélé, nos résultats montrent que la
privation de sommeil est un stress suffisant pour induire, au niveau de vaisseaux résistifs cutanés, une
altération de la vasodilatation dépendante de I’endothélium. Cette réponse est probablement liée a des
modifications de la fonction endothéliale qui apparaissent avant les modifications de la pression artérielle.
L’altération de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium peut étre la conséquence d’une altération du
rythme circadien de la pression artérielle et/ou a des modifications immuno-inflammatoires. Dans la
prochaine étude, nous nous intéresserons aux effets de la privation de sommeil sur la vasoconstriction

induite par le froid.
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1.2. 2% étude: « Effet de la privation totale de sommeil sur la tolérance

locale au froid »

Articles soumis :

Sauvet F, Bourrilhon C, Alonso A, Cottet-Emard JM, Besnard Y, Savourey G, Launay JC. Effects of 29
hours sleep deprivation on local cold tolerance in humans.

I.2.1. Objectifs de I’étude

Les blessures et maladies induites par les environnements froids, notamment les gelures des extrémités,
sont toujours un probléme de santé publique pour les militaires (Grieve et al. 2011; Moran et al. 2003), les
secouristes (Kupper et al. 2003), les alpinistes et les personnes travaillant en ambiance froide (Makinen et
al. 2009; Piedrahita et al. 2008). La fatigue physique et la privation de sommeil ont été empiriquement
identifiées comme des facteurs de risque de survenue de pathologies induites par le froid (Rintamaki
2000). A ce jour, les conséquences physiologiques de la privation de sommeil sur la tolérance des

extrémités au froid n’ont jamais été étudices.

L’objectif de cette étude est d’évaluer, chez des sujets sains, les effets de 29 heures d’éveil continu sur
la température cutanée et la conductance vasculaire cutanée au cours d’une exposition locale au froid
(immersion de la main dans une eau a 5°C). Aprés avoir étudié¢ les mécanismes vasodilatateurs nous
avons souhaité porter notre intérét sur les mécanismes vasoconstricteurs afin de caractériser les effets de
la privation de sommeil sur la vasomotricité. En effet, I’exposition au froid entraine une vasoconstriction
qui limite la perte de chaleur et un frisson qui produit de la chaleur. La vasoconstriction cutanée réduit les
débits sanguins cutanés (SkBF), en particulier des membres et des extrémités qui sont le plus exposés au
froid. Les débits sanguins cutanés peuvent alors devenir négligeables (Daanen 2003; Kellogg 2006) et la
température cutanée peut atteindre des valeurs trés basses qui favorisent la survenue d’une gelure
(Daanen 2009). Cependant, I’exposition des extrémités au froid (< 15 °C) entraine aussi une
vasodilatation, induite par le froid (CIVD, cold induced vasodilation) (Lewis 1930). Cette vasodilatation,
paradoxale, survient aprés 10 & 15 minutes lors d’une immersion de la main dans I’eau froide. Elle est
caractérisée par plusieurs cycles de reperfusion, liés a ’augmentation du débit sanguin cutané, qui
réchauffent les extrémités, préviennent la survenue des gelures et améliorent la dextérité (Daanen 2003).
Les sujets qui ont une CIVD altérée pendant un test d’immersion de la main, ou des doigts, dans 1’eau

froide ont un risque accru de gelures (Daanen 2009).

Actuellement, le test de 30 minutes d’immersion de la main en eau froide est considéré, chez I’homme,
comme un test reproductible et simple (O'Brien 2005) d’évaluation de la fonction microvasculaire

cutanée (Sendowski et al. 1997; Sendowski et al. 2000; Van der Struijs et al. 2008). La réponse
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physiologique de la peau humaine exposée au froid met en jeu des mécanismes neurologiques réflexes et
des facteurs locaux (Kellogg 2006). Le role de I’innervation orthosympathique dans la vasoconstriction
initiale lors de I’exposition au froid est bien caractérisée (Kellogg 2006; Pergola et al. 1993). Elle est
induite par une augmentation rapide et sélective de ’activité de récepteurs o,-adrénergiques (c,-AR)
aprés la mise en jeu des voies métaboliques associées aux protéines Rho-kinases (Bailey et al. 2004).
Cependant, les mécanismes indépendants de 1’innervation qui interviennent dans la réponse secondaire
(tardive) au froid, en particulier ceux qui induisent la CIVD, sont toujours mal connus (Kellogg 2006).
Plusieurs facteurs peuvent &étre impliqués : une production endothéliale d’agents vasodilatateurs, une
relaxation des cellules musculaires lisses et des modifications de I’affinité des récepteurs (Kellogg 2006;

Racchi et al. 1997).

Comme nous I’avons vu dans la 1% étude (Sauvet et al. 2010), 29 heures de privation totale de
sommeil (PTS) entrainent une diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium associée a une
augmentation de la concentration plasmatique de marqueurs de I’activation endothéliale qui traduisent
une probable dysfonction. De plus, il a ét¢ montré que la PTS, bien qu’elle n’entraine pas d’augmentation
de la pression artérielle et de I’activité du systéme nerveux sympathique au repos (Pagani et al. 2009;
Sauvet et al. 2010), pouvait affecter la réponse autonome et hémodynamique en réponse a d’un stimuli
stressant (Zhong et al. 2005). En considérant ces résultats, nous avons fait I’hypothése que 29 heures de

PTS pouvaient altérer la réponse physiologique des extrémités au froid et en particulier la CIVD.

1.2.2. Matériels et méthodes

a Les sujets

Dix hommes de moins de 35 ans (30,6 £+ 2,1 ans) ont ét¢ inclus dans cette étude. Tous les sujets ont été
préalablement interrogés, examinés et une prise de sang a été réalisée. Les critéres d’exclusion étaient :

- au moins un facteur de risque cardiovasculaire, antécédent de pathologie cardiovasculaire, de
pathologie cutanée ou neurologique (aigu€ ou séquellaire) ;

- consommateurs de tabac, d’alcool (= 1 verre/jour), de caféine (> 400 mg/jour) ;

- index de masse corporelle > 30 kg/m? ;

- traitement medical.

- travail posté, antécédent de trouble ou pathologie du sommeil (Pittsburg sleep quality index, PSQI
< 31, or > 69) (Buysse et al. 1989), somnolence diurne excessive (Epworth Sleepiness Scales > 9)
((Johns 1991) ou un chronotype non intermédiaire (Horne et Orstberg questionnaire) (Horne et

Ostberg 1976) ;
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Les caractéristiques biométriques suivantes ont été mesurées ou calculées :
- le poids (W, en Kg) et la taille (H, en m) ;
- les plis cutanés tricipital (Pct) et sous scapulaire (Pcs) avec une pince de Holtain (moyenne de
deux mesures), réalisées par 2 médecins ;
- la surface corporelle (AD, en m?) en utilisant 1’équation de Dubois et Dubois (1916) ;
- la masse maigre (lean body mass, LBM) avec la formule de Lohman’s (Lohman et al. 1975) et la

masse grasse (body fat mass, BFM) comme suit : BFM = (1-LBM/W) x 100.

b  Privation de sommeil

Les sujets ont ét¢ admis dans le laboratoire de 1’Institut de recherche biomédicale des armées —
antenne CRSSA (La Tronche, France) pendant 2 jours. Aprés une nuit de sommeil, la PTS débutait a
07:00 et finissait a 12:00 le jour suivant apres la réalisation du test d’immersion de la main dans ’eau
froide soit apres 29 heures d’éveil continu. Pendant I’expérimentation les sujets étaient continuellement
monitorés (EEG, EMG, ECG) pour 1’étude de la polysomnographie (Actiwave, CamNtech Ltd.,
Cambridge, UK). Les enregistrements ont été analysés aprés 1’étude (Somnologica TM, Medcare,
Reykjavik, Iceland) pour s’assurer que les sujets étaient restés éveillés pendant la PTS. Le laboratoire
était éclairé (200 Lux) pendant toute la période de PTS. Lorsqu’ils n’étaient pas occupés par une
expérimentation ou un repas, les sujets pouvaient lire, regarder un film, jouer a des jeux de société ou des
jeux vidéo ou discuter avec les expérimentateurs. L’exercice physique et la consommation de café ou de
tabac étaient interdits. Les repas et I’apport calorique ont été standardisés pour tous les sujets (2600

kcal/jour). La consommation hydrique était permise ad libitum.

¢ Test d’immersion de la main dans [’eau froide

Chaque sujet a réalisé deux tests, un aprés une nuit normale de sommeil (NN) et un apres 29 heures
de PTS. L’ordre de passage des deux tests, séparés d’au moins 1 mois, a été randomisé. Chaque test était
réalisé a 10 heures du matin dans une chambre climatique [Tdb (chaleur séche) = 23 £ 2 °C ; RH
(humidité relative) = 30 - 50 %]. Il se composait de 3 périodes successives : une période de 30 minutes de
contréle en température ambiante, une période d’immersion de la main droite dans une eau a 5°C puis,

une période de 30 minutes de réchauffement passif en température ambiante, hors de 1’eau.
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d Variables physiologiques mesurées lors des tests d’immersion

Dés leur arrivée dans le laboratoire, les sujets (vétus d’un tee-shirt et d’un short) étaient installés, au
calme et en position assise, dans la chambre climatique. Ils étaient ensuite équipés pour le recueil :

- de la température rectale (Tre), mesurée a [’aide d’un thermométre inséré au moins 12 cm au-dela
de la marge anale (thermocouple de type T en cuivre-constatant [Cu-Ct] noyé dans une olive en laiton et
inséré dans un tube en silicone, précision + 0,05 °C) ;

- des températures cutanées sur la région immergée (main droite), a I’aide de thermocouples (Cu-
Ct, précision * 0,05 °C) fixés avec des patches en Néoprene et un adhésif sur la pulpe des doigts (doigts 2
a 4 soit Tfi2 et Tfi4), I’éminence thénar (Tte), I’éminence hypothénar (Thte) et I’avant-bras droit
(Tarm).

- des températures cutanées des régions non immergées : 10 mesures sur 1’hémicorps gauche pour
le calcul de la température cutanée moyenne ( Tsk ), selon I’équation de Colin et Houdas (1965), avec des
thermocouples (Cu-Ct) soudés sur des disques d’argent (précision £ 0,05 °C), fixés avec de I’adhésif sur
le front (ligne médiane), la face dorsale de la main, la face externe de 1’avant-bras, le dos (pointe de
I’omoplate), la poitrine (région sous-mamellonaire), le ventre (région peri-ombilicale), la face externe de
la cuisse (mi hauteur), la face externe du mollet et la face supérieure du pied ;

- du débit sanguin cutané (SkBF) a I’aide d’un laser-Doppler (Periflux PF4001, Perimed, Jarfilla,
Sweden). Une sonde laser-Doppler submersible (PF 405, Perimed, Jéarfalla, Su¢de) était fixée sur la pulpe
du deuxiéme doigt de la méme facon que les thermocouples.

- de la pression artérielle systolique (PAS) et diastolique (PAD), mesurées toutes les minutes avec
un sphygmomanometre automatique et de la fréquence cardiaque (FC) mesurée en continu (Dinamap
PLUS, Model 8723, Critikon, USA).

Les signaux étaient enregistrés toutes les 10 secondes a 1’aide d’un enregistreur numérique

(LADO3C, Icone Group, Eybens, France).

Prélévement de sang veineux, fin de la période controle

Sonde laser Doppler

Thermocouples {

Cathéter veineux E>

Figure 21. Instrumentation de la main droite du sujet.
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e Variables calculées

La pression artérielle moyenne (PAM, mmHg) selon la formule : MAP = PAS/3 + (2/3) PAD.

Le signal de débit sanguin (SkBF, en unité arbitraire de perfusion, PU) obtenu par la sonde de laser-
Doppler a été moyenné toutes les 10 secondes pour réduire la variabilité instantanée liée a la vasomotion
(Cracowski et al. 2006).

La conductance vasculaire cutanée (CVC en PU/mmHg), reflet de la perfusion vasculaire, a été
calculée comme le ratio SkBF sur PAM (Cracowski et al. 2006; Sendowski et al. 1997). La CVC a été
exprimée en % de la ligne de base (Baseline) obtenue en moyennant les 5 derniéres minutes de la période
de controle.

Les valeurs moyennes de températures cutanées, de fréquence cardiaque, de pression artérielle et de
CVC ont été calculées et présentées pour les 5 derniéres minutes de la période controle (Baseline), pour
les 30 minutes d’immersion et pour les 5 derniéres minutes de la période de récupération

(Récupération).

La CIVD (cold induced vasodilation) a été identifiée comme une augmentation de la température
cutanée digitale d’au moins 0,5 °C pendant I’immersion (Daanen 2009). La CIVD a été caractérisée selon
les variables suivantes (Figure 22) : nadir initial (Tfipn, CVCpin), temps a la valeur initiale de
température (Onset time), valeur maximale atteinte par la premiére CIVD (Tfiyay, CVCpay), AT =
Tfinax-Tfimm, temps au pic (Peak time), valeur minimale observée pendant toute I’immersion (Tfiy,
CW]I), valeur maximale observée pendant toute I’immersion (Tfi., CWI) et aire sous la courbe pendant

I’immersion (Tfiyyc et CVCyyc).

THi (°C)

35 Baseline Récupération

30 —+

25 +

20 +
Peak Time

Onset time
. Tfimax CWI
Tfimax

A THi \
Tfimin 10 + ! Tfimin CWI

| contréle, 23°C || réchauffement passif, 23°C |

0 ! : i — i ; f f \
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temps (min)

Figure 22. Variables calculées a partir de la température cutanée digitale (Tfi) pendant le test d’immersion de
la main dans I’eau froide. Courbe théorique d’évolution de Tfi au cours du test.
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f Variables biologiques

Un cathéter veineux a été inséré dans la veine antécubitale droite (BD Insyte-W, 18 G, 1 % in, Becton
Dickinson, Le Pont de Claix, France) 30 minutes avant le début de I’expérimentation. Des prélévements
sanguins ont été réalisés a la fin de la période contrdle (Baseline), pendant I’immersion dans 1’eau froide
(pendant Onset time et Peak time) et 10 minutes apres le début du réchauffement passif (10 récup).
Chaque prélevement sanguin était réparti dans deux tubes héparinés (5 ml) pour le dosage des
catécholamines, des nitrites et des nitrates (métabolites stables du NO) (Wang et al. 1994) et deux tubes

EDTA avec aprotinine (5 ml) pour le dosage de la rénine et de I’endothéline-1.

Tableau 6. Dosages biochimiques et hormonaux

Variables Techniques Milieux Marques Limites de détection
Noradrénaline (NA) HPLC-ED  Plasma  Centre de Biologie Nord, Lyon, France 32 ng/l
Adrénaline (A) HPLC-ED  Plasma  Centre de Biologie Nord, Lyon, France 16 ng/l
Dopamine (DA) HPLC-ED  Plasma  Centre de Biologie Nord, Lyon, France 2 ng/l
Rénine RIA Plasma CisBio Int., France 2.5 pg/ml
Endothéline-1 (ET-1) ELISA Plasma R & D Systems, USA 0,1 pg/ml
Nitrites (NO;") ELISA Plasma R & D Systems, USA 3.1 umol/l
Nitrates (NO3") ELISA Plasma R & D Systems, USA 3.1 umol/l

HPLC-ED : chromatographie liquide haute performance avec détection électronique .

g Evaluation de la douleur subjective

Pendant le test, la douleur ressentie était évaluée avant chaque prélévement sanguin en utilisant une

échelle numérique : 0 (« aucune douleur ») a 10 (« douleur intolérable »).

h  Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme moyenne + SEM. Les variables ont été analysées par une
analyse de variance (ANOVA) avec mesures répétées a deux facteurs : privation de sommeil (2 niveaux :
NN et PTS) et moment du test (3 niveaux : Baseline, Immersion et Récupération). Lorsqu’un effet global
ou une interaction significative étaient observés, les valeurs mesurées au cours du test étaient comparées
avec la Baseline et les valeurs observées aprés PTS étaient comparées avec les valeurs observées apres
une nuit de sommeil (au méme moment du test d’immersion) en utilisant un test post-hoc de Tukey. Les
valeurs caractérisant la CIVD ont été comparées en utilisant une ANOVA a mesures répétées a 1 facteur
(privation de sommeil, 2 niveaux : aprés NN et aprés PTS). Les relations entre les variables étaient
étudiées en utilisant une corrélation linéaire de Pearson. Le niveau de significativité statistique (risque o)

a été fixé a p <0,05.
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1.2.3. Résultats

a Températures cutanées des zones immergées

A la fin de la période controle (Baseline), nous n’avons pas observé de différence entre les
températures cutanées mesurées aprés une nuit de sommeil (NN) et aprés 29 heures d’éveil continu
(Figure 23).

Pendant I’immersion, par rapport a la Baseline, toutes les températures cutanées immergées ont
diminué (p <0,01) aussi bien aprés NN qu’apres PTS. Cependant apres PTS, les températures cutanées
Tfi2 et Tfi4 étaient inférieures a celles observées aprés NN (Tableau 8, p < 0,05). Les valeurs maximales
et minimales de Tfi2 and Tfi4 n’étaient pas modifiées aprés PTS, alors que Tfi2 yc et Tfidayc étaient
inféricures aprés PTS (p <0,05). Concernant les variables caractérisant la CIVD pour Tfi2 et Tfi4, ni le
nombre de CIVD, ni les caractéristiques de la premiere CIVD (Tfi,, Tfimax, AT, Onset et Peak times,
Tableau 8) n’ont ét€ modifiés aprés PTS par rapport a NN.

A la fin de la période de récupération, les températures cutanées locales étaient revenues a des valeurs
identiques a celles de la Baseline. En revanche aprés PTS, Tfi2 et Tfi4 demeurent inféricures aux valeurs
de la baseline (Tableau 8, p < 0,05). Par ailleurs, les températures cutanées digitales observées aprés PTS

étaient inférieures en fin de récupération a celles observées aprés NN (p < 0,05).

b Température des zones non immergées

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet de la PTS sur la Tre, la Tsk et Tarm au cours de la

Baseline, de I’Immersion et de la Récupération.

¢ Conductances vasculaires cutanées

Pendant la période contrdle, nous n’avons pas montré de différence significative entre les valeurs

observées apres NN et apres PTS (Tableau 10).

Pendant I’immersion, CVC,,, CVC et CVC,yc ont diminuées par rapport a la Baseline (p <0,05).
Apres PTS, ces valeurs étaient inférieures a celles observées aprés NN. De plus, les valeurs inférieures de
CVC (Onset time) apparaissent plus précocement (p <0,05). Dans cette étude, nous avons observé
pendant 'immersion, une relation significative: d’une part entre Tfi2 et CVC (R? = -0,41; p = 0,02) et
d’autre part entre Tfi4 et CVC (R? = -0,52; P = 0,02). De plus, nous avons mis en évidence une relation
linéaire significative pendant I’immersion entre Tfi2 et CVCuyc (R* = -0,63; p <0,01) et entre Tfi4 et
CVCayc (R*=-0,57; p=0,01).

Pendant la récupération, CVC était ¢galement moins importante aprés PTS qu’aprés NN (p = 0,03).
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Figure 23. Evolution de la température cutanée des doigts 2 (Tfi2) et 4 (Tfi4) et de la conductance vasculaire
cutanée (CVC) au cours des 30 minutes de controle (air ambiant, 25°C), 30 minutes d’immersion de la main
dans ’eau froide (5°C) et des 30 minutes de récupération passive (air ambiant, 25 °C) aprés une nuit normale
de sommeil (NN) et aprés privation totale de sommeil (PTS). La CVC est exprimée en % de la Baseline
(moyenne des 5 derni¢res minutes de la période controle).

d  Pression artérielle et fréquence cardiaque
Nous n’avons pas observé de différence significative entre les valeurs de FC, de PAS, de PAM et de
PAD aprés NN et aprés PTS, que ce soit au cours de la baseline, au cours de I’immersion ou en
récupération (Tableau 11). Comme attendu, la FC diminue pendant I’immersion et la récupération

(p <0,05) alors que PAS, PAD et PAM augmentent pendant I’immersion (p < 0,05).
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e Variables biologiques

Nous avons observé un effet significatif « moment du test » et PTS sur les concentrations plasmatiques
d’endothéline-1 (p <0,05) (Tableau 12, Figure 24). Aprés NN, les concentrations plasmatiques
d’endothéline-1 étaient plus importantes pendant la récupération (p < 0,05) par rapport a la baseline. En
revanche, apreés PTS, les concentrations plasmatiques d’endothéline-1 ont augmenté pendant I’immersion
par rapport a la Baseline. Apres PTS, les concentrations plasmatiques d’endothéline pendant I’immersion
étaient négativement corrélées (Figure 25) avec Tfi2 et Tfi4 (R* = 0,54, p <0,01; R? = 0,47, p < 0,01,
respectivement) et avec CVC (R? = 0,35, p=0,01).

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet de la PTS sur les concentrations plasmatiques de
catécholamines et de rénine. En revanche, les résultats montrent un effet « moment du test» pour
I’adrénaline (p<0,001), la noradrenaline (P < 0,001), la dopamine (p <0,01) et la rénine (p <0,01) avec
une augmentation des concentrations plasmatiques aprés 10 minutes de récupération par rapport a la
Baseline (p < 0,05) (Tableau 12).

Aucun effet « moment du test» ou PTS n’a été constaté pour les concentrations plasmatiques en
nitrites et en nitrates. Cependant, les concentrations plasmatiques observées pour les nitrites sont
inféricures a la limite de détection du kit ELISA utilisé ce qui a pu masquer un éventuel effet de la

privation de sommeil sur leur production

f Douleur ressentie

Les valeurs de douleur ressentie étaient égales a zéro pendant la Baseline. Au cours du test, nous
avons observé une augmentation de la douleur ressentie pendant I’immersion (F,9= 25.1, p <0,01) sans
effet de la PTS.

Pendant I’immersion, la douleur moyenne était respectivement pour Onset time, Peak time et 10
minutes de récupération, aprés NN égale a 4,1 £ 0,7, 4,3+ 0,7 et 2,7 £ 0,8 et aprés PTS égale 4 4,6 £ 0,8,
54+£09et3,8%1,0.
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Figure 24. Concentrations plasmatiques en endothéline-1 apreés une nuit normale de sommeil (NN) et aprés 29
heures de privation totale de sommeil (PTS), a la fin de la période contréle (Baseline), au cours de I’immersion
dans I’eau froide au moment de 1’Onset et du Pic (Onset time, Peak time) de température cutanée digitale et apres 10
minutes de récupération (10’ Récup). * différence significative entre aprés NN et aprés PTS, p < 0,05;
# différence avec la Baseline, p < 0,05.
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Figure 25. Correlations entre les concentrations plasmatiques en endothéline-1 et la température cutanée
digitale pendant I’'immersion (Tfi2), aprés une nuit normale de sommeil (O) et aprés privation totale de
sommeil (PTS) (®).
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1.2.4. Tableaux de résultats

Tableau 7. Températures rectale et cutanées pendant la baseline, 'immersion et la récupération, aprés une
nuit normale de sommeil (NN) et aprés privation totale de sommeil (PTS).

Moment du test ANOVA

Baseline Immersion Récupération Moment du test PTS Inter

(F2-18) (Fl-‘)) (F2-18)
Tre, °C AprésNN 37,3401 37,2+0,1 37,1+0,1 6,8 3,7 0,6
Aprés PTS 37,1 +0,1 37,0+0,1 37,0+0,1 p <0,01 ns ns
Tsk,°C AprésNN  328+0,2 32,602 32,102 17.8 3,2 2,0
Apres PTS  33,1+0,2 33,2+0,2 32,7+0,2 p=10,01 ns ns
Tarm,°C  AprésNN 323403 24,8 +0,9* 27,7 +1.2% 83,6 L1 0.2
Aprés PTS  33,0+0,5 25,8 +0,5% 27,9+ 1,5% p <0,001 ns ns
Tte, °C AprésNN 30,7+ 1,0 12,0 £0,9% 27,9+2.1 159,4 1,7 1,8
Aprés PTS 294+ 1,3 12,0 £ 0,9* 25,7 £ 1,8% p <0,001 ns ns
Thte,°C ~ ApresNN  30,3+1,1 12,6 £ 0,9% 27,7+2,1 108,2 0,8 0,5
Apres PTS 303+ 1,3 12,9 £0,5% 25,4+ 1,9% p < 0,001 ns ns
Tfi2,°C  ApresNN  299+1,5 12,2+ 0,7* 309+ 1.8 131,2 52 1,2
Apres PTS  29,7+1,5 9,6 +0,7*° 26,0 +1,9%° p<0001  p=004  ns
Tfi4,°C  ApresNN 30,0+ 1,7 11,1 +0,8% 293+2,0 104,2 5,7 2,1
Aprés PTS 290+ 1,7 9,0 +0,6* ° 26,7 +1,8%° p<000l  p=004  ns

Valeurs présentées : moyenne = SEM. Abréviations (cf. p68) : Baseline représente la valeur moyenne des 5
derniéres minutes de contréle en air ambiant. CWI est les 30 minutes d’immersion dans 1’eau froide (5 °C).
Récupération est les 5 derniéres minutes des 30 minutes de récupération en air ambiant. *: différence avec la
baseline p < 0,05 $: différence entre aprés NN et apres PTS p < 0,05.

Tableau 8. Caractéristiques de la vasodilatation induite par le froid (Cold Induced Vasodilation, CIVD) pour
les températures cutanées des doigts 2 et 4 (Tfi2 ; Tfi4) apres une nuit normale de sommeil (NN) et aprés
privation totale de sommeil (PTS).

Doigt 2 ANOVA Doigt 4 ANOVA

Situations Apres NN Apres PTS PTS (Fi9) p Apres NN Apres PTS PTS (Fiv) p
Nombre de CIVD, n 1,5+0,3 1,3+0,2 0,3 ns 1,2+0,2 1,5+0,3 0,7 ns
1°CIVD

Tfimin, °C 8,1+0,8 7,4+0,3 1,3 ns 7.8+0,7 72+04 0,9 ns

Tfimax, °C 12,0+£0,9 11,7+ 1,0 4,0 ns 10,9+ 1,0 10,3+0,9 0,4 ns

ATHi, °C 3,7+0,9 43+0,8 0,0 ns 3,0+0,7 3,1£0,7 0,1 ns

Onset time, s 455 + 80 530 £ 81 0,1 ns 441 + 31 386 +43 0,9 ns

Peak time, s 442 + 77 642 £ 99 3,0 ns 462 £ 119 532 +£111 0,8 ns
Tfima CWI, °C 13,4+0,9 11,8+ 1,2 4,0 ns 12,1+1,0 10,7+0,9 2,0 ns
Tfimin CWL °C ,6£0,6 74+0,3 0,1 ns 7,6 +0,7 7,1£0,3 0,2 ns
Tfiauc, °C.s 20162 + 1475 16995 + 971 9,5 0,01 19846 + 1553 16818 + 1034 7,3 0,02

Valeurs présentées : moyennes + SEM. Abréviations cf. page 69.
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Tableau 9. Conductances vasculaires cutanées (CVC) mesurées a la pulpe du 2°™ doigt, pendant les
périodes : baseline, immersion et récupération, aprés une nuit normale de sommeil (NN) et aprés 29 heures de
privation totale de sommeil (PTS).

ANOVA
Aprés NN Aprés PTS
Situations PTS (F.9) P
Baseline, PU/mmHg 0,6+£0,2 0,8+0,2 0,9 ns
Immersion
CVCin, % Baseline 91,8+ 1,6 -83,9 £8,3 1,6 ns
CVCpay » % Baseline 385,9 £ 169,7 240,0 + 133,7 5,6 0,04
Onset time, s 146,0 £ 19,6 87,0 £ 10,2 16,5 0,01
Peak time, s 1046,6 + 125,8 1163,5+143,4 0,3 ns
CVC, % Baseline 143,6 £ 78,0 30,0 £40,2 52 0,04
CVCauc, %.5 995,0 £ 181,6 745,3 £ 86,9 52 0,04
Récupération, % Baseline 738,1 +333,6 2253 +123.9 6,1 0,03

Valeurs présentées : moyennes = SEM. Abréviations cf. page 69.

Tableau 10. Variables cardiovasculaires observées pendant les périodes baseline, immersion dans I’eau froide
et récupération apreés une nuit normale de sommeil (NN) et aprés 29 heures de privation totale de sommeil
(PTS).

Moment du test ANOVA
Moment du PTS Inter
Baseline  Immersion Récupération test F )
(F3.27) 2-9) ( 3-27)
EC. b Aprés NN 67,8+2,1 658+19* 63,8 +£1,9* 18,9 2,3 0,6
, bpm

P Aprés PTS  71,5+2,6 69,5+ 3,0% 65,0 £2,7* p <0,001 ns Ns
Aprés NN 120,3+4,0 131,7+£6,1* 112,7+3,1 12,2 0,1 0,9

PAS, mmHg .
Aprés PTS  1184+3,3 129,5+3,7% 113,1+3,7 p <0,001 ns Ns
PAD 0 Aprés NN 69,0£28  753+£3,9% 649+228 18,7 1,5 0,3
SR Apres PTS  66,0+22  724+2,6%  622+24 p < 0,001 ns Ns
Aprés NN 87,625 975+44* 843+228 18,8 1,0 0,1

PAM, mmHg .
Aprés PTS  854+25 94,0+3,0% 80,7+2,7 p <0,001 ns Ns

Valeurs présentées : moyennes £ SEM. * différence par rapport a la baseline, p<0,05.
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Tableau 1. Variables biochimiques et métaboliques observées au cours du test d’immersion dans I’eau froide (5°C) aprés une nuit normale de sommeil (NN) et aprés
privation totale de sommeil (PTS).

Moment du test ANOVA
. . . Moment du test PTS Inter.
Valeurs Baseline Onset time Peak time 10’ Recup.
P (F3.7) (Fa) (F37)
. Aprés NN 0,82+0,1 0,75+0,1 0,69+ 0,1 0,77 +£0,1* 6,0 28,4 1,9
Endothéline-1, pg/ml . $ s s
Aprés PTS 1,64 £0,1 1,41£0,1 1,18 0,1 1,44+0,1* p <0,05 p <0,01 ns
L. Aprés NN 412+6,6 58,0+ 8,0 948+ 17,9 59,1 £ 15,2%* 7,0 3,1 1,0
Adrénaline, ng/l .
Aprés PTS 60,0 = 8,1 77,1£9,1 109,0+ 13,2  168,0+31,7* p <0,01 Ns ns
L Aprés NN 388 +33 479 + 36 527+ 34 467 +78* 26,4 3,5 1,9
Noradrénaline, ng/l .
Aprés PTS 480 + 30 518+36 550 +28 802 +91* p <0,01 Ns ns
. Aprés NN 16,1 £1,3 153+1,5 14,0+23 18,0 £3,9* 5,5 4,5 2,3
Dopamine, ng/1 .
Aprés PTS 20,1 +42 20,7+3,7 26,769 26,9+ 11,9* p<0,01 Ns ns
. Aprés NN 16,0+2,3 17,1+£29 18,1 £2,6 22,0 £2,6* 6,0 4 0,9
Rénine, pg/ml .
Aprés PTS 28,6 £6,2 26,5+ 5,6 26,7+ 6,9 31,3+£5,9* p <0,01 Ns ns
Nirit L Aprés NN 0,8+0,1 0,9+0,2 1,1 £0,2 0,9+0,2 1,8 1,6 0,6
itri m
©8, Hmo Aprés PTS 2402 12402 14402 14402 Ns Ns ns
. Aprés NN 21,8 +42 222+37 19,2+42 21,9+4,1 0,3 1,4 2,1
Nitrates, pmol/L .
Apres PTS 252+42 24,8 +3,8 25,0+39 244+42 ns ns ns

Valeurs présentées : moyennes £ SEM. Abréviations: privation totale de sommeil (PTS), nuit normale (NN), Cold Water Immersion (CWI), interaction (Inter.).
Les prélevements sanguins ont été réalisés a la fin de la période contréle, pendant I’immersion (Onset time, Peak time) et aprés 10 minutes de récupération en air
ambiant (10° Récup.). *: différence par rapport a la Baseline p<0,05, S. différence entre apreés NN et apres PTS p < 0,05.

aSQY} P IPADA]



Tableau 11. Numération formule sanguine aprés une nuit normale de sommeil (NN) et apreés privation totale
de sommeil (PTS).

Moment du test ANOVA
Valeurs Baseline PTS (F».)
Aprés NN + 0,14
Globules blancs, 10° / mm’ pr‘es 5,36:£0,38
Aprés PTS 5,26 £0,29 ns
Neutrophiles, 10° / mm’ Aprés NN 311£0,13 8.1
’ Aprés PTS 3,27+£0,23 ns
Lymphocytes, 10°/ mn Aprés NN 1,61 £ 0,09 8,1
’ Aprés PTS 1,43+0,12 ns
Monocytes 10° / mm’ Aprés NN 0,35 +£0,03 3.4
’ Aprés PTS 0,41 +0,03 ns
Eosinophiles, 10° / mm® Aprés NN 0,06+ 0,03 0.2
’ Apres PTS 0,06 £0,03 ns

Valeurs présentées : moyennes + SEM. Abréviations: privation totale de sommeil (PTS), nuit normale (NN), non
significatif (ns).
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I.2.5. Synthese et discussion

Ce travail a permis d’observer que la PTS altére la tolérance locale au froid de sujets sains. Trois
résultats principaux émergent :

- 29 heures d’éveil continu entrainent une diminution de la température cutanée, mesurée sur 2
doigts différents, et de la CVC pendant 30 minutes d’immersion de la main dans I’cau froide et la période
de récupération ;

- ces variations apparaissent sans modification de 1’état physiologique basal, attesté par 1’absence
d’effet de la PTS sur la température rectale, la température cutanée moyenne (Tsk), la fréquence
cardiaque, la pression artérielle et les concentrations plasmatiques en catécholamines ;

- les modifications observées sont associées a une augmentation de la concentration plasmatique en

endothéline-1, inversement corrélée a la température cutanée et a la CVC pendant I’immersion.

Dans cette étude, nous avons observé que la PTS entrainait une diminution des températures
cutanées digitales et la CVC pendant I’immersion et la récupération. Ces phénomenes traduisent une
diminution de la tolérance locale au froid (Daanen 2003; Sawada 1996). Contrairement a notre hypothése
initiale, nous n’avons pas observé d’effet significatif de la PTS sur les parameétres caractérisant la CIVD.
Toutefois, il semble que ’augmentation du délai de récupération soit un signe plus sensible que la
modification de la CIVD. En effet, Sawada et al. (Sawada et al. 2000) ont observé, apres des périodes
successives d’immersion de la main dans I’eau froide, que la diminution de la température cutanée au
cours de la récupération précéde I’altération de la CIVD. En conséquence, nous proposons d’étudier lors
des tests d’immersion locale au froid, la température cutanée pendant I’immersion mais aussi pendant les
30 minutes de récupération afin d’augmenter la sensibilité du test. D’un point de vue plus pratique, nos
résultats ont des implications pour la prévention des gelures. Il semble en effet que la privation de

sommeil diminue la tolérance locale au froid et doit étre considérée comme un facteur de risque de gelure.

Les mécanismes physiologiques qui sous-tendent les effets de la privation de sommeil sur la tolérance
locale au froid demeurent méconnus. La diminution de la température cutanée observée pendant
I’immersion et la récupération peut étre liée a une augmentation de la vasoconstriction et/ou a une atteinte

des mécanismes vasodilatateurs. Ces deux hypothéses sont discutées ci-dessous.

Hypothése n°1 : augmentation du tonus vasoconstricteur. En 1’absence d’effet de la PTS sur les
concentrations plasmatiques de catécholamines et de rénine, cette hypothése est supportée par
I’augmentation, apres PTS, de la concentration plasmatique d’endothéline-1 (ET-1). Celle-ci est alors
inversement corrélée pendant I’immersion aux températures cutanées digitales (Tfi2 et Tfi4) et a la CVC.
ET-1 a une action vasoconstrictrice par une action directe sur le muscle lisse et une action indirecte en
potentialisant 1’effet vasoconstricteur des catécholamines. Chez I’homme, peu de travaux ont étudié les

effets de la PTS sur I’endothéline-1. Cependant, il a été rapporté une augmentation de concentrations
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plasmatiques d’ET-1 chez des rongeurs, aprés 96 heures de privation de sommeil paradoxal (Palma et al.
2002) et chez I’homme, dans une population de petits dormeurs (moins de 7 heures par nuit de sommeil

par rapport a plus de 8 heures ) (Weil et al. 2010).

Hypothése n°2 : altération des mécanismes vasodilatateurs impliqués dans la réponse prolongée
au froid et la récupération. Cette hypothése pourrait expliquer la diminution de la CVC,,, observée
pendant I’immersion et la disparition des pics de CVC visuellement observés pendant la récupération qui
traduisent une altération des mécanismes de reperfusion. Ces phénoménes de reperfusion sont la
conséquence d’une diminution de la libération synaptique de noradrenaline (Johnson et al. 2005b; Pergola
et al. 1993; Yamasaki et al. 2006) et la production par I’endothélium de métabolites vasodilatateurs
(Hodges et al. 2006; Yamasaki et al. 2006). Or, nous avons observé dans nos travaux précédents que 29
heures d’éveil continu représentaient un stress suffisant pour altérer la vasodilatation dépendante de
I’endothélium (Sauvet et al. 2010). Ce résultat pourrait expliquer la diminution de la tolérance au froid
observée et &tre rapproché des travaux de Sawada (Sawada 1996) qui ont montré une diminution de la

température cutanée et une altération de la CIVD chez des sujets ayant une fonction endothéliale altérée.

Nos résultats contribuent a renforcer I’hypothese que la tolérance locale au froid est un mécanisme
d’origine plutdt périphérique (Daanen 2003) et non un mécanisme d’origine centrale, liée a une
diminution de I’activit¢ sympathique (Flouris et Cheung 2009a, b). En effet, dans notre travail, les
modifications de la réaction locale au froid observées aprés la PTS impliquent plutdt des mécanismes
vasculaires périphériques que des mécanismes centraux. Notamment, nous n’avons pas observé d’effet de
la PTS sur la pression artérielle au repos et au cours d’un stress lié a I’immersion ce qui confirme des
résultats précédemment observés (Kato et al. 2000; Pagani et al. 2009; Sauvet et al. 2010). De méme nous
n’avons pas observé d’effet de la PTS sur la température centrale et la température cutanée moyenne.
L’absence d’effet de la PTS sur Tre, Tsk et la production métabolique de chaleur a été précédemment
décrite en air ambiant (Caine-Bish et al. 2004; Meney et al. 1998; Savourey et Bittel 1994). Cependant
plusieurs auteurs ont montré que la privation de sommeil modifie la réponse thermique lors d’une
exposition générale (corps entier) au froid. (Savourey et Bittel 1994; Young et al. 1998). Notre étude a

mis en évidence, pour la premicre fois, un effet de la PTS sur la réponse locale au froid.
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1.3.3™ étude : « Evaluation de la variabilit¢ de la mesure de la

vasodilatation dépendante de I’endothélium »

Article publié :

Sauvet F, Mahé G, Chennaoui M, Langrume C, Vasseur M, Abraham P, Leftheriotis G. Acetylcholine chloride as a
potential source of variability in the study of cutaneous vascular function in man. Microvascular research. 2011 ;
82:190-7.

1.3.1. Objectifs de I’étude

Comme nous ’avons décrit précédemment, la mesure du débit sanguin cutané par laser-Doppler
couplée a I’iontophorése de chlorure d’acétylcholine (ACh) est reconnue comme une technique non
invasive et fiable pour évaluer la vasodilatation dépendante de I’endothélium. Cette mesure de la
réactivité vasculaire est considérée par de nombreux auteurs comme un index de la fonction endothéliale.
Une des limites de cette technique est la grande variabilit¢ de la mesure observée dans certaines études
qui impose de respecter des régles méthodologiques précises (Cracowski et al. 2006; Joannides et al.
2006) et d’évaluer la reproductibilité de la technique utilisée.

L’ACh est aujourd’hui la substance vasoactive la plus utilisée pour évaluer la réactivité vasculaire.
Cependant, I’ACh est hydrolysée rapidement par les acétylcholinestérases (AChE) (Shibasaki et Crandall
2001) et elle est instable en solution (Sletten et al. 2005). Ces facteurs sont une source non négligeable de
variabilit¢é de la mesure et imposent une préparation extemporanée des solutions. Le chlorure de
methacholine (MCh), ester synthétique (B-methyl) de I’ACh, agit comme un agoniste non sélectif des
récepteurs muscariniques. MCh est un agent pharmacologique largement utilis¢é dans les tests de
provocation bronchique non spécifiques (Hayes et al., 1998). Il pourrait étre utilisé a la place de I’ACh
pour I’évaluation de la réactivité vasculaire car il est plus stable en solution (Acar et al. 2001; Hayes et al.
1998) et également plus résistant aux acétylcholinestérases (AChE) (Bruning et al., 1996; Kimura et al.,
2007). La variabilité et la reproductibilité¢ de I’évaluation de la réactivité vasculaire par iontophorese
d’ACh et de MCh n’ont jamais été comparées.

Cette premiere étude avait pour objectif principal de mesurer la variabilité de 1’étude de la réactivité
vasculaire (vasodilatation cutanée induite par iontophoreése d’ACh et de nitroprussiate de sodium) et de
déterminer sa reproductibilité. Nous avons étudié¢ plus particuliérement la variabilité induite par le site de
mesure (inter-site), le jour (inter-day) et par ’heure de la journée (intra-day). Le second objectif de cette
étude était de comparer les effets vasculaires de I’ACh et de la MCh. L’age ayant une influence sur
I’activité des cholinestérases (Srivatsan et Peretz 1996), nous nous sommes également intéressés a 1’effet

de I’age sur la réponse a I’ACh et a la MCh.
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1.3.2. Matériels et méthodes

g Les sujets

40 sujets en bonne santé (36 hommes et 4 femmes) ont ét¢ inclus dans cette étude réalisée sur deux
sites : I’Institut de recherché biomédicale des armées (IRBA) de Brétigny sur Orge et le service

d’explorations fonctionnelles cardiovasculaires du centre hospitalier universitaire d’ Angers.

Les critéres d’exclusion étaient :
- un antécédent de pathologie cardiovasculaire ou cutanée ;
- un traitement médical ;
- une pathologie infectieuse ;
- un trouble du sommeil ou un travail post¢ ;
- une consommation journaliére de tabac, d’alcool, de caféine (> 400 mg/j) ;

- un indice de masse corporelle (BMI) supérieur a 30 kg.m™.

h Etude de la réactivité vasculaire cutanée

Les débits sanguins cutanés (skin blood flow, SkBF) ont été mesurés par deux sondes laser-Doppler
(laser-Doppler flowmetrys, LDF) fixées sur la face interne de I’avant-bras gauche avec un adhésif double-
face. Les sondes laser-Doppler (481-1, Perimed AB, Suéde) étaient couplées avec une électrode et une
éponge (1,2 cm?) congues pour la délivrance de substances par iontophorése et percée en leur centre pour

laisser passer I’extrémité de la sonde laser-Doppler.

Avant chaque expérimentation, ’éponge a été imbibée avec 0,2 ml d’une solution préparée
extemporanée contenant du chlorure d’acétylcholine (ACh, 1 %, 11 mM), ou du chlorure de methacholine
(MCh, 1 %, 10 mM), ou du nitroprussiate de sodium (SNP, 2 %, 67mM) ou de I’eau désionisée. L’eau
désionisée était le solvant des solutions. A 5 cm de la sonde laser-Doppler, une électrode passive était
¢galement collée sur la peau. Chaque sonde Laser-Doppler et son électrode passive étaient connectées a
un générateur (Perilont 382, Perimed AB) permettant de délivrer un courant d’intensité contrélée (0,1
mA). ACh et MCh (chargées négativement) étaient délivrées avec un courant d’anode (négatif) alors que

SNP (chargé positivement) était délivré avec un courant de cathode (positif).

La température cutanée (skin temperature, Tsk) a été enregistrée a 1’aide de 2 thermocouples placés

sur la peau a4 3 cm des sondes laser-Doppler.

La pression artérielle a été mesurée en continue (3°™ doigt de la main droite) a I’aide d’un

photoplethysmographe (Portapres, Finapres Medical Systems) (Imholz 1996).
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i Protocoles expérimentaux

Toutes les mesures ont été réalisées en position semi-assise, aprés une période de 10 minutes de repos.
Aprés 5 minutes d’enregistrement, les substances vasoactives étaient administrées par iontophorése selon
le protocole suivant : 4 stimulations électriques successives (0,1 mA) de 10 secondes chacune (I1, 12, I3,
et 14) avec un intervalle de 120 secondes entre deux stimulations (Debbabi et al. 2009). Pour chaque
sonde la charge électrique administrée était de 4 mC (2.5 mC/cm?). Le travail a été divisé en 4 protocoles

distincts :

Protocole 1 — Etude de la vasodilatation induite par les courants a la cathode et a ’anode. L’effet
du courant sur la conductance vasculaire cutanée induite par notre protocole d’iontophorése a 1’anode et a
la cathode a été étudié (8 sujets) selon le protocole d’iontophorése décrit précédemment. Les éponges ont

été imbibées uniquement avec de 1’eau désionisée (solvant).

Protocole 2 — Comparaison des vasodilatations induites par ACh et MCh. Les éponges couplées
aux sondes laser-Doppler ont été imbibées, pour ’'une par une solution d’ACh et pour 1’autre par une

solution de MCh (16 sujets).

Protocole 3 — Etude des variabilités induites par le site de mesure (inter-site) et par jour de la
mesure (inter-day). La réactivité vasculaire a ét¢ mesurée a 11:00 au cours de 2 journées de test
différentes (médiane de la durée entre deux mesures : 5 jours, étendue : 3-12 jours). Une solution d’ACh

(n=6), de MCh (n=5) ou de SNP (n=5) était déposée sur les deux sondes laser-Doppler.

Protocol 4 — Etude des variabilités induites par I’heure de la mesure (intra-day). La réactivité
vasculaire a été mesurée chez 16 sujets a 11:00 et a 16:00 pendant deux journées différentes (médiane 8
jours, étendue : 1-21 jours). Au cours de ces journées de test nous avons mesuré selon un ordre aléatoire :
i) la réactivité vasculaire a ACh (sonde 1) et au SNP (sonde 2) ou ii) la réactivité vasculaire a MCh

(sonde 1) et au SNP (sonde 2).

Jj  Analyse des données

La conductance vasculaire cutanée (CVC, PU/mmHg) a été calculée par le rapport du débit sanguin

cutané (SkBF) en unité arbitraire de perfusion (PU), a la pression artérielle moyenne (PAM, mmHg).
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Les variables suivantes ont été calculées (Figure 26) :

Baseline (PU/mmHg) : valeur basale, valeur moyenne au cours des 2 minutes précédant la

premiere stimulation d’iontophorése (I1) ;

- CVCpeak (%) : valeur maximale de CVC (sur 10 secondes) apreés chaque stimulation
¢lectrique. Comme 4 stimulations électriques ont été réalisées (I1 a 14), 4 CVCeu ont été
calculées (CVCeall @ CVCpead4). Les CVC,ea ont été exprimées en % de variation par

rapport a la valeur basale (% Baseline) (Cracowski et al. 2000) ;

- CVCiycrease (PU/mmHg) : différence en valeur absolue entre la valeur maximale de CVC

observée au cours du test et la Baseline ;

- CVC,uc (%.s) : aire sous la courbe de la 1°° stimulation électrique (I1) jusqu’a 5 minutes

aprés la 4°™ stimulation (14).
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Figure 26. Exemple de modifications de la conductance vasculaire cutanée (CVC) induites par iontophorese
d’acétylcholine (ACh) et de methacholine (MCh). ACh et MCh ont été délivrées par 4 stimulations électriques de
10 secondes (I1 a I4) de 0,1 mA avec un intervalle de 120 secondes entre deux stimulations. La ligne de base
(Baseline) a été calculée en moyennant les 120 secondes avant I1. CVC, (I1 a 14) sont les valeurs maximales (10
secondes) de CVC observées aprés chaque stimulation €lectrique.
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k  Analyses statistiques

Les résultats ont été présentés sous la forme moyenne £ ESM (erreur standard a la moyenne). Le risque

alpha (p) a été fixé a 0,05. Les analyses statistiques suivantes ont été conduites :

Protocole 1 — analyse de variance non-paramétrique de Friedman a mesure répétée (2 facteurs :
« stimulation électrique » et « nature du courant » : anode vs. cathode) puis comparaison multiple (test de

Wilcoxon) entre les valeurs de CVC,, et leur Baseline.

Protocole 2 — ANOVA a mesure répétée a 1 ou 2 facteurs (« substance utilisée » et « stimulation
électrique »). Le lien entre ACh et MCh a été déterminé par régression linéaire. La pente et 1’intersection
de la relation entre ACh et MCh ont été comparées a la droite théorique [f(x) = y] par une analyse de
covariance (ANCOVA). Le pente de la droite est le reflet du gain entre la vasodilatation induite par MCh
et par ACh et I’ordonnée a I’origine est le reflet de la sensibilité. La droite théorique [f(x) = y] représente

une relation entre deux variables de gain et de sensibilité identique.

Une analyse de Bland et Altman (Bland et Altman 1986) a été utilisée pour comparer la reproductibilité
des mesures. Le coefficient de reproductibilité était égale a 1,96 x 1’écart type (SD) des différences entre
les paires de mesures. La reproductibilité est bonne lorsque 95% des valeurs sont comprises entre les
limites d’agrément. Celles-ci ont été calculées par la formule : moyenne des différences + 1,96 1’écart

type de différences entre les mesures.

Protocol 3 — La variabilité des mesures a été déterminée en calculant le coefficient de variation (CV).
Un CV < 20% est considéré comme bon (Roustit et al. 2010a). Le coefficient de reproductibilité (CR) a
été calculé selon la méthode de Bland et Altman (Bland et Altman 1986).

Protocole 4 — Aprés avoir vérifié la normalité de la distribution des valeurs (test de Shapiro-Wilk),
la réponse vasculaire a été¢ déterminée par une ANOVA a deux facteurs (« heure de la journée » et

« stimulation électrique ») suivie par un test post-hoc de Tukey.

Effet de ’age — Une régression linéaire (corrélation linéaire de Pearson) a été réalisée sur I’ensemble
des valeurs des protocoles 2, 3 et 4 pour déterminer I’influence de 1’age sur les vasodilatations induites
par ACh et MCh. Les pentes et les intersections des courbes avec I’ordonnée a 1’origine des relations

entre ACh et MCh avec I’age ont été comparées par une analyse de covariance (ANCOVA).
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1.3.3. Résultats

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les protocoles pour les variables

biométriques, la pression artérielle ou de la température cutanée (Tableau 15).

Protocole 1 — Etude de la vasodilatation induite par les courants a la cathode et a ’anode. A
I’anode, nous n’avons pas observé d’augmentation signification de CVC induite par le courant. En
revanche, a la cathode, nous avons observé une augmentation significative de la CVC apres la quatriéme

stimulation électrique (14, p < 0,05).

Protocole 2 — Comparaison des vasodilatations induites par ACh et MCh (Figure 27).
L’iontophorése d’ACh et de MCh a entrainé une augmentation de la CVC, significative dés la 1°°
stimulation pour ACh et a partir de la 2°™ stimulation pour MCh. Les valeurs maximales de CVC
observées apres iontophorese d’ACh et de MCh sont corrélées (R? = 0.86, p < 0,001), avec une pente
significativement différente de la droite théorique [f(x) = y] (p<0,01) qui traduit un gain significatif de la
réponse vasculaire a MCh par rapport a ACh. La reproductibilité entre les deux mesures (ACh et MCh)

est de 95 % et peut étre considérée comme bonne (Figure 28).
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Figure 27. Comparaison des effets de ’acétylcholine (ACh) et de la methacholine (MCh) sur la conductance
vasculaire cutanée (CVC). A. ACh et MCh ont été délivrées par 4 périodes de 10 secondes de courant (I1 a 14) de
0,1 mA avec un intervalle de 120 secondes entre deux stimulations. CVCea (% Baseline) est la valeur maximale
(sur 10 secondes) observée apres chaque dose de courant. La Baseline a été calculée en moyennant les valeurs de
CVC obtenues au cours des 120 secondes avant I1. Les valeurs présentées sont les moyennes + SE.* différence
significative entre ACh- et MCh-CVCe, p <0,05. B. Corrélation entre ACh-CVC,ei 14 et MCh-CVC,e 14
(CVCpear aprés la 4™ dose de courant).
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Figure 28. Diagramme de Bland et Altman utilisé pour I’étude de la reproductibilité entre ACh-CVC,,., 14 et
MCh-CVC,., 14. La ligne continue représente la moyenne des différences entre ACh-CVCe et MCh-CVCeyi (-

83.5 £ 35.1%). Les lignes pointillées sont les limites d’agrément pour le calcul de la reproductibilité : moyenne +
1.96 SD). SD est I’écart type (standard deviation, SD) des différences entre les mesures.

Protocole 3 — Etude de la variabilité induite par le site de mesure (inter-site) et par le jour de la
mesure (inter-day). Des coefficients de variations inférieurs a 20 % ont été observés (Tableau 15, page

Erreur ! Signet non défini.):
_ aprés iontophorése d’ACh pour CVCpy I3 et 14 (aprés la 3°™ et la 4™ stimulation) et CVCayc;
- aprés iontophorése de MCh pour CVCey 14 (aprés la 4°™ stimulation) et CVCayc:

- apres iontophorése de SNP pour CVCyyc.

Protocole 4 — Etude de la variabilité induite par I’heure de la mesure (intra-day) (Figure 29).
Apres iontophorése d’ACh et de MCh nous avons observé des valeurs de CVCeu et de CVCayc
significativement plus importantes a 16:00 qu’a 11:00 aprés I3 et 14. Apres iontophorése de SNP, nous

n’avons pas observé d’effet significatif du facteur « heure de la journée ».

Effet de I’Age sur la réactivité vasculaire. Pour ACh et MCh, nous avons mis en évidence une diminution
significative de la CVCpud4, de la CVCyyc et de la CVCiead3 (pour ACh uniquement) d’allure logarithmique avec
I’age (Figure 30). Les pentes et les ordonnées a 1’origine des courbes obtenues pour MCh et ACh ne sont pas

significativement différentes. Nous n’avons pas observé d’effet « dge » apres iontophorése de SNP.
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Figure 29. Effets de ’acétylcholine (ACh), de la méthacholine (MCh) et du nitroprussiate de sodium (SNP)
sur la conductance vasculaire cutanée (CVC). ACh, MCh et SNP ont été délivrés par 4 périodes de 10 secondes
de courant (I1 a I14) de 0,1 mA avec un intervalle de 120 secondes entre deux stimulations. CVCp, (% Baseline) est
la valeur maximale de CVC observée aprés chaque iontophorése. La Baseline a été calculée en moyennant les
valeurs de CVC obtenues au cours des 120 secondes avant I1. Les valeurs présentées sont les moyennes + SEM. *
vs. 11:00 p <0,05.
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Figure 30. Effet de I’ige sur ’augmentation relative de la conductance vasculaire cutanée (CVC..J4) induite

par Papplication par iontophorése d’ACh (ACh-CVCpeak) et de MCh (MCh-CVCpeak). ACh-CVC, et
MCh-CVC,.x sont exprimés en % de la Baseline (CVC).
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Tableau 1. Caractéristiques biométriques, pression artérielle et température cutanée des sujets en fonction des protocoles

Protocole 1 Protocoles 2 et 4 Protocole 3

Moyenne + SEM Etendue Moyenne + SEM Etendue Moyenne = SEM Etendue

Age, années 29,1+24 [22 - 51] 30,0+2,0 [22 - 51] 29,4+25 [21-59]
Taille, m 1,77 £ 0,05 [1,67 —1,84] 1,76 £ 0,07 [1,67 —1,84] 1,75+ 0,6 [1,61 —1,88]
Poids, kg 74,2+29 [55,1 —82,4] 76,1 +£22 [55,0 — 82,0] 70,9+2,0 [62,0-91,6]
IMC, kg/m? 24,2+ 0,6 [19,7 —26,1] 22,9+0,9 [19,7 —26,1] 23,4103 [20,3 —28,4]
PAS, mmHg 1249+ 3,1 [108 — 144] 132,4+£43 [110—141] 126,8 £2,7 [110 - 148]

PAM, mmHg 90,4+3.,5 [74 —100] 93,5+24 [82 —93] 89,0 £ 3,1 [85-99]

PAD, mmHg 73,2+29 [57 - 85] 79,0+ 2,1 [63 —79] 66,8 +2,5 [73 -85]
Tsk, °C 33,6+0,4 [32,7-34,9] 33,3+0,3 [32,3-34,9] 33,1+04 [32,5-36,1]

Protocole 1, n = 8 ; Protocole 2, 3 et 4, n = 16. IMC : indice de masse corporelle ; PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression artérielle diastolique, PAM : pression

artérielle moyenne ; Tsk : température cutanée.
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Tableau 1. Variabilité et reproductibilité de 1a réponse vasculaire cutanée a I’application par iontophorese d’ACh, de MCh et de SNP

ACh MCh SNP

Inter-site Inter-day Inter-site Inter-day Inter-site Inter-day

CV (CR) CV (CR) CV (CR) CV (CR) CV (CR) CV (CR)
Baseline SkBF, PU 16,6 (5,4)* 57,2 (8,9) 15,5 (3,1%) 38,0 (15,3) 19,4 (9,1%) 39,3 (4,4)
Baseline CVC, PU/mmHg 13,5 (0,14%) 57,2 (0,15 10,5 (0,12%) 38,0 (1,15) 10,3 (1,8%) 37,8 (1,2)
CVCieadl, % Baseline 32,1 (289,1) 65,6 (312,1) 11,8 (189,5%) 41,4 (285,3) 5,1 (152,5%) 27,6 (513,1)
CVCpead2, % Baseline 36,6 (343,1) 31,9 (334,6) 36,8 (300,2) 39,4 (241,6) 50,5 (553,2) 41,8 (412,2)
CVCpeal3, % Baseline 14,4 (217,2%) 19,7 (189,6%) 24,8 (224,7) 28,9 (143,9) 22,2 (488,2) 27,5 (495,2)
CVCyead4, % Baseline 15,5 (156,5%) 18,6 (165,2%) 12,2 (212,5%) 17,2 (132,1%) 23,1 (552,2) 24,7 (508,2)
CVCincreases PU/mmHg 28,2 (1,4) 50,9 (1,6) 35,4 (1,6) 47,4 (1,7) 23,1 (0,5) 60,6 (0,6)
AUC, %.5.10° 15,3 (3,1%) 21,2 (2,9%) 13,8 (1,3%) 14,6 (3,3%) 19,2 (2,9%) 35,2 (3,2)

Acétylcholine (ACh), Methacholine (MCh) et Nitroprussiate de sodium (SNP) ont été¢ délivrés par 4 stimulations électriques (I1, 12, I3, 14) de 10 secondes (0,1 mA avec un
intervalle entre 2 stimulations de 120 secondes). Baseline SkBF et CVC ont été calculées en moyennant les 120 secondes de signal de débit sanguin cutané (SkBF) et de
conductance vasculaire cutanée (CVC) avant I1. CV est le coefficient de variation (en %), CR est le coefficient de reproductibilité. * Bonne reproductibilité (95 % des

différences < 1.96 x I’écart type des différences).
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1.3.5. Synthese et discussion

Le protocole d’iontophoréese utilis¢ dans notre travail ne provoque pas de vasodilatation induite par le
courant a I’anode. En revanche, nous avons observé une vasodilatation induite par le courant a la cathode qui
est un biais pour I’étude de la réactivité vasculaire induite par le SNP.

ACh et MCh, appliquées a 1’anode entrainement une augmentation significative de la CVC avec un gain
supérieur pour MCh par rapport a ACh. La reproductibilité est bonne (> 95 %) et les coefficients de variation
sont inférieurs a 20 % a partir de la troisiéme stimulation électrique pour ACh et a partir de la quatriéme
stimulation électrique pour MCh. Pour ACh et MCh nous avons observé une réactivité vasculaire plus faible
le matin (11:00) que I’aprés-midi (16:00) et une diminution significative de la réactivité vasculaire en
fonction de I’age (allure logarithmique). Aprés iontophorése de SNP la variabilité est importante et la

reproductibilité n’est correcte que pour 1’aire sous la courbe de la CVC.

La variabilité des mesures réalisées dans cette étude avec ACh et MCh peut étre considérée comme
meilleure que celles observées dans la littérature utilisant I’hyperhémie réactive, la chaleur ou une stimulation
électrique d’iontophorése plus importante (Brocx et Drummond 2009; Cracowski et al. 2006; Jadhav et al.
2007; Joannides et al. 2006). Le nombre de stimulations électriques semble notamment jouer un role
significatif sur la variabilit¢ de la mesure. En effet, aprés une seule stimulation électrique 1’augmentation de
la CVC induite par I’ACh a une variabilité importante (> 20 %) (Brocx et Drummond 2009; Henricson et al.
2007). D’autre auteurs ont observé que le fractionnement de la stimulation électrique en stimulations répétées
et de faible intensité, améliorait la reproductibilité de la vasodilatation induite par I’ACh (Jadhav et al. 2007).

Les résultats de cette étude nous imposent également de prendre en compte, dans nos futurs travaux, la
variabilité circadienne de la réactivité vasculaire et de comparer uniquement les résultats de tests réalisés a la
méme heure. En effet, notre travail confirme les résultats obtenus par Elherik et al. (2002) mettant en
évidence une atténuation de la FMD (flow mediated dilation) de ’artére brachiale mesurée le matin par
rapport & D’aprés-midi. Cette diminution de la réactivité vasculaire pourrait étre liée a des variations
circadiennes de la production de substances vasoactives telles que le NO et I’endothéline-1 (Elherik et al.
2002). L’age est également un facteur important de diminution de la vasodilatation induite par ACh et MCH
qui doit étre pris en compte pour diminuer la variabilité inter-sujet.

L’utilisation de MCh semble intéressante pour I’évaluation de la réactivité vasculaire du fait notamment
de sa stabilité¢ en solution et d’une faible variabilité de la vasodilatation induite par iontophorése de MCh.
Néanmoins, la corrélation entre les résultats obtenus avec la méthode laser-Doppler couplée a 1’iontophorése
et ceux observés avec des méthodes de référence (FMD) a été décrite avec I’ACh (Debbabi et al. 2009) mais

pas avec MCh. L’intérét de MCh pour 1’évaluation de la réactivité vasculaire mérite d’étre confirmé.
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1.4. Synthése des résultats obtenus chez I’homme

L’ensemble des travaux réalisés chez ’homme sain a mis en évidence que la PTS était, en I’absence de
contrainte psychologique, physique ou environnementale surajoutée, un stress suffisant pour induire une
dysfonction vasculaire. Cette dysfonction a été objectivée par des modifications de la vasomotricité
(diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium et modification de la réponse physiologique
locale au froid) mais aussi par une augmentation de la concentration plasmatique de marqueurs de 1’activation
endothéliale et de I’endothéline-1. La diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium et la
dégradation de la vasodilatation protectrice lors de 1’exposition locale au froid suggerent que la privation
totale le sommeil altére les voies endothéliales de production de substances vasodilatatrices. Nous vérifierons
cette hypothése dans nos prochains travaux chez 1’animal en nous intéressant plus particuliérement aux effets

de Ia PTS sur la vasodilatation dépendante des voies du NO et de la prostacycline (PGL).

Un autre mécanisme potentiel de la diminution de la vasodilatation dépendante de I’endothélium est
I’augmentation de la production de métabolites vasoconstricteurs comme ET-1. Cependant, nous n’avons
observé une augmentation d’ET-1 que dans une seule étude, aprés 29 heures d’éveil continu. ET-1 ayant une

action paracrine, il est difficile de mettre en évidence des variations de sa concentration plasmatique.

Des modifications de la pression artérielle et de 1’activité du systéme nerveux autonome ont également
¢été observées mais de fagcon plus tardive par rapport aux modifications de la fonction vasculaire. Il semble
donc que les modifications de la pression artérielle ne soient pas la cause de la diminution de la réactivité

vasculaire observée. Cette hypothese sera également vérifiée dans la seconde partie de nos travaux.

En revanche, les modifications de la vasomotricité sont associées a des modifications immuno-
inflammatoires, en particulier une production accrue de PGE, et d’ARNm codant pour le TNF-a et son
récepteur soluble, et de facon plus tardive par 1’augmentation des concentrations plasmatiques de TNF-a.
L’augmentation de la concentration plasmatique de cytokines pro-inflammatoires, observée dans nos travaux,

est une source potentielle de diminution de la biodisponibilité du NO et d’augmentation d’ET-1.

92



Travail de these

II. Deuxiéme partie : role du systéme nerveux autonome et de D’activité des
eNOS et des COX-1 dans la diminution de la vasodilatation dépendante de

I’endothélium induite par la privation totale de sommeil.

II.1.  Objectifs de I’étude

La seconde partie des travaux expérimentaux a été réalisée chez le rat et compléte les études réalisées chez
I’homme sain en ayant comme objectif d’identifier certaines voies et supports biochimiques impliqués dans la
dysfonction vasculaire observée apres la PTS. Les objectifs spécifiques étaient d’évaluer :

- I’'impact du protocole de privation de sommeil utilisé sur la pression artérielle, la fréquence cardiaque et
I’activité du systéme nerveux autonome (SNA) ;

- I’'impact des modifications de la pression artérielle induite par la privation de sommeil sur la réactivité
vasculaire ;

- ’impact de la privation de sommeil sur I’activité des eNOS et des COX-1 ;

- la réponse endocrinienne et inflammatoire a la privation totale de sommeil.

I1.2. Eléments de choix méthodologique

Le recours au modéle animal permet deux types d’études non autorisées chez I’homme telles que la
réalisation de blocages pharmacologiques, notamment la sympathectomie chimique et le blocage de 1’activité
des NOS et des COXs. De plus, I’utilisation d’un modéle animal permet de réaliser des enregistrements de la
pression artérielle aortique et de la fréquence cardiaque par télémétrie. Les effets de la privation de sommeil
sur la réactivité vasculaire étant modérés et peut-étre liés a des modulations immuno-inflammatoires, nous
avons divisé notre travail en plusieurs protocoles distincts et fait le choix de ne pas évaluer la réactivité
vasculaire chez des animaux équipés de capteurs de télémétrie chroniquement implantés (source potentielle
d’inflammation) (Weiergraber et al. 2005). Nous avons également préféré ne pas réaliser de prélévement

10logique chez des animaux préalablement anesthésiés pour 1’étude de la réactivité vasculaire.
biol hez d labl t th I’étude de 1 tivit 1

Critéres du modéele de privation de sommeil. Nous avons privilégi¢ un modele adapté a des privations

de sommeil de plus de 24 heures et qui permette & I’animal de se nourrir et de s’abreuver ad libitum. Nous
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avons également rejeté tous les modéles de privation de sommeil utilisant un choc électrique ou un contact
avec de I’eau car ces méthodes constituent un facteur de stress (Bergmann et al. 1989; Rechtschaffen et al.

1999).

La méthode d’évaluation in-vivo de la réactivité vasculaire utilisée a été volontairement non
invasive, afin de soumettre I’animal a une sédation la plus faible possible. L’anesthésie est en effet un facteur
de diminution de la réactivité vasculaire du fait de I’hypotension artérielle qu’elle entraine mais également du
fait d’effets propres des produits anesthésiants sur I’endothélium et les cellules musculaires lisses (Fizanne et
al. 2003; Loeb et al. 1997). La kétamine notamment inhibe 1’activité des NOS, la vasodilatation induite par
I’ACh (Loeb et al. 1997) et ’hyperhémie réactive (Rastaldo et al. 2001). L’isoflurane modifie également la
vasodilatation dépendante de la voie du NO (Fizanne et al. 2003; Loeb et al. 1997). Le thiopental et le
pentobarbital inhibent la vasodilatation induite par la voie des EDHFs (Loeb et al. 1997). Cependant, le faible
niveau d’anesthésie n’a pas permis la pose de cathéters en raison de la douleur induite par les incisions qui
entraine une augmentation de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque et réveille 1’animal.

Dans notre travail, nous avons cependant choisi d’utiliser de faibles doses de thiopental sodique afin de
préserver au maximum les voies du NO et des prostaglandines qui sont les voies prépondérantes de la

vasodilatation induite par I’ACh chez des animaux jeunes (Gaubert et al. 2007).

II.3. Matériels et méthodes

I1.3.1. Animaux

Les expérimentations ont été réalisées avec des rats Wistar males, agés de 7 a 9 semaines, pesant entre
250 et 350 g (Laboratoire Janvier, le Genest-St-Isle, France). Les rats étaient hébergés dans des conditions
environnementales contrdlées (22 £+ 2 °C; humidité 50 + 15 %) avec un cycle de lumiere jour/nuit (12/12,
¢éclairage de la piéce [300 Lux] entre 07:00 et 19:00). Les animaux avaient un accés libre a la nourriture
(aliments standards A03, Safe, France) et a I’eau. Tous les animaux étaient accueillis dans 1’animalerie au
moins 1 semaine avant le début de 1’expérimentation. Les procédures expérimentales ont été conduites en
accord la législation francaise (décret 2005-264 du 22 mars 2005) et ont été approuvées par le comité

d’éthique de I’Institut de recherche biomédicale des armées (Brétigny-sur-Orge, France).
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11.3.2. Privation de sommeil

La privation de sommeil a été réalisée en utilisant le modele de la « roue lente » décrit par (Christie et al.
2008). Les rats destinés a &tre privés de sommeil (PTS) étaient placés a partir de 9 heures du matin, dans une
roue d’activité (Lafayette Instruments, IN, USA) active pendant 24 heures selon le rythme suivant: 3
secondes d’activité (ON) et 12 secondes de repos (OFF) a une vitesse de 3 m/min. La distance parcourue
était donc inférieure a 1600 m par 24 heures. La roue d’activité est une roue motorisée de 35,56 cm de
diamétre et de 10,9 cm de largeur interne pilotée par un logiciel informatique qui permet de contrdler
parfaitement la distance parcourue. La roue contient un biberon et une mangeoire facilement accessibles.
Dans des travaux précédents, Christie et al. (2008) ont observé que ce modele produit plus de 93 % d’éveil.
Au cours de travaux préliminaires (résultats non présentés) nous avons vérifié ce résultat et observé une
durée relative de la période d’éveil égale a 97,5 + 1,4 % de la période de tests. Les rats étaient préalablement
habitués a la roue d’activité pendant 8 jours a raison de 2 périodes de 30 minutes dans la roue inactive
pendant les 2 premiers jours puis active pendant les 6 autres jours (rythme : 3 secondes ON-12 secondes
OFF).

Dans la seconde condition expérimentale, appelée contrdle cage (CC), les rats étaient hébergés dans des

cages standards pendant toute 1’expérimentation. IIs étaient cependant manipulés et pesés tous les 2 jours.

Figure 31. Roue d’activité (face + profil).
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11.3.3. Télémétrie

a Procédure chirurgicale

Les émetteurs de télémétrie permettant 1’enregistrement de la pression artérielle (PA), de la fréquence
cardiaque (FC) et de la température centrale (Tc) (TA11CTA-F40, Data Sciences Int., St Paul, MN, USA) ont
¢été implantés chirurgicalement 15 jours avant I’expérimentation en respectant une procédure chirurgicale qui
garantit une qualité d’enregistrement pendant les périodes d’activité (Sgoifo et al. 1996). Rapidement, les rats
(agés de 5 semaines) étaient analgésiés avec de la buprénorphine (Temgesic, Merck & Co, USA, 0,05mg/kg
SC) 20 minutes avant I’incision et anesthésiés avec de ’isoflurane [5 % (induction) et 1-1,5 % (entretien)
dans un mélange 80% d’O, et 20% de protoxyde d’azote]. Aprées 1’ouverture de I’abdomen, le cathéter pour la
mesure de la pression artérielle a été inséré dans 1’aorte abdominale, 0,5 cm environ au dessus de la
bifurcation aortique, puis collé avec de la colle biologique (Vetbond, 3M, USA). Les deux électrodes
permettant d’enregistrer ’ECG étaient fixées pour 1’une dans le muscle pectoral droit et pour 1’autre dans un
muscle peaucier, 1 cm a gauche de I’apophyse xyphoide. Le corps du transmetteur était inséré dans la cavité
abdominale et fixé a la paroi. Aprés la fermeture de I’incision, les animaux recevaient un traitement
antibiotique prophylactique (benzathine benzylpenicilline, Extencilline, Sanofi-adventis, France, 60000 Ul,
im, 1 dose unique) et une analgésie post opératoire (carprofen, Rimadyl, Pfizer Animal Health, 4 mg/kg/j

pendant 3 jours, sc). Aprés 1’opération, les rats étaient placés dans une cage individuelle.

b Recueil et analyse des données

Les données ont été enregistrées pendant la situation expérimentale (PTS ou CC), mais aussi pendant les
24 heures avant et apres en utilisant le logiciel Dataquest ART Acquisition program (Data Science), avec une
fréquence d’échantillonnage de 500 Hz. Les plaques réceptrices pour la télémétrie étaient placées en avant de
la roue afin d’obtenir un signal de qualité, non perturbé par 1’activité électrique du moteur de la roue.
Cependant ce positionnement des plaques réceptrices a rendu inopérant la mesure de I’activité des animaux,
basée sur leur déplacement au dessus de la plaque. Les fichiers de données au format ASCI ont été exportés
pour étre analysés avec le logiciel Labchart (Adinstruments, Oxford, UK). Les signaux recueillis étant
souvent brouillés lors des 3 secondes d’activité de la roue. Nous avons isolé pour analyse des périodes de 10
secondes sur les 12 secondes d’inactivité de la roue. Sur ces périodes, les pics R des complexes QRS de
I’ECG et les pics de pression artérielle ont été détectés afin de calculer, a partir des complexes sans artéfacts :
les périodes RR, la fréquence cardiaque, la pression artérielle systolique (PAS), diastolique (PAD) et
moyenne (PAM) et 1’écart type des périodes RR (SDyy) et de la PAS (SDpas). Le nombre de points de
mesure obtenu par période de 10 secondes (60 environ) n’était pas suffisant pour conduire une analyse

spectrale de la FC ou de PAS. Pour chacune de ces variables nous avons ensuite calculé la valeur moyenne
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obtenue au cours de la période lumicre allumée (07:00-19:00) et au cours de la période lumicre éteinte

(19:00-07:00). Les données obtenues avec les animaux CC ont été traitées de la méme fagon.

11.3.4. Evaluation de la réactivité vasculaire

a Instrumentation

Le dos des animaux était préalablement dépilé une créme dépilatoire (Gel-créme Veet, Reckitt
Benckisser, USA) afin de créer une zone glabre pour la mesure des débits sanguins cutanés et I’application
locale de courant. Cette dépilation a été réalisée deux jours avant I’expérimentation afin d’éviter des biais liés
a une irritation ou une inflammation locale de la peau. Pour la mesure de la réactivité vasculaire, les animaux
ont été 1égérement anesthésiés avec du phénobarbital sodique (Nesdonal, Rhone Mérieux, France, 45 mg/kg,
ip) et placés en décubitus ventral dans un vivarium chauffé¢ (30 £ 1°C) afin de maintenir la température
rectale (MLT1403, AdInstrument, Royaume uni) stable (37,7 + 0,5) tout au long de I’expérimentation. Les
débits sanguins cutanés étaient mesurés avec un moniteur laser-Doppler (PF 5001 Master, Periflux, Perimed,
Suéde) relié a deux sondes laser-Doppler, couplées a des électrodes d’iontophorese (PF 481-1, Perimed),
fixées avec un adhésif double face sur la peau du rat préalablement dégraissée (alcool modifié, 70%). Les

sondes étaient chauffées a 33°C.

Toutes les substances vasoactives utilisées ¢€taient préparées extemporanées, dissoutes dans de ’eau
désionisée et appliquées (0,2ml) sur 1’éponge (1,2 cm?) de la sonde d’iontophorése. La seconde électrode,
passive était placée sur les membres postérieurs du rat (Garry et al. 2005; Gohin et al. 2011). Un générateur
permettait d’appliquer un courant électrique d’intensité controlée a la cathode ou a 1’anode selon la polarité
de la solution a appliquer. Toutes les drogues et le solvant étaient administrés par une stimulation électrique
unique (30 secondes, 0,1 mA). Contrairement a I’homme, nous n’utilisons pas de stimulations multiples car
elles entrainent chez le rat des contractions musculaires qui perturbent la mesure. La réactivité vasculaire
dépendante de I’endothélium était évaluée en appliquant une solution de chlorure d’acétylcholine (ACh, 2%,
5.5 mM, Sigma-Aldrich) et la réactivité vasculaire indépendante de 1’endothélium par 1’application de
nitroprussiate de sodium (SNP, 1%, 67mM, SERB laboratory, Paris, France). L’effet des courants de
cathode et d’anode sur les débits sanguins cutanés, appelé CIV (Current linduced Vasodilation) a été ensuite

évalué sur les méme animaux par iontophorese d’eau désionisée uniquement (Gohin et al. 2011).

Le signal de débit sanguin cutané (SkBF, Skin Blood Flow), exprimé en unité arbitraire de perfusion
(PU), a été numérisé avec une fréquence d’échantillonnage de 200 Hz (PowerLab, Adinstruments, Oxford,
UK). L’enregistrement débutait par une période de 5 minutes de période basale et se poursuivait 15 minutes
apres I’application du courant électrique. L’enregistrement ne débutait que lorsque le débit sanguin cutané

était stable pendant la période basale et compris entre 50 et 100 PU.
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La pression artérielle systolique (PAS) était enregistrée de facon non invasive a la queue des rats

analgésiés (Kurtz et al. 2005) a la fin de I’expérimentation (ML125 NIBP/R, Adinstruments, Oxford, UK).

Sonde laser-Doppler couplée
avec I'électrode d'iontophorése
Thermostatée (33°C)

Mesure non invasive de la
pression artérielle a la queue

Electrode passive

Figure 32. Instrumentation des rats pour I’étude de la réactivité vasculaire
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Figure 33. Exemple de modification du débit sanguin cutané (SkBF) aprés application par iontophorése (Stim.
Ionto.) d’acétylcholine (ACh) et de nitroprussiate de sodium (SNP). 1. début d’enregistrement ; 2. Stim. lonto.

b Analyse des données

Le signal de débit sanguin cutané (SkBF) a été moyenné toutes les 10 secondes afin de réduire les effets
de la variabilité¢ instantanée du signal appelé vasomotion. La ligne de base (Baseline) a été calculée en
moyennant les 2 minutes de signal avant I’application du courant électrique. La vasodilatation induite par le
courant (CIV) a été calculée comme 1’augmentation maximale de débit sanguin cutané en réponse a
I’application de courant d’anode ou le courant de cathode. La vasodilatation induite par 1’ACh (dépendante
de I’endothélium) et par le SNP (indépendante de I’endothélium) a été calculée comme 1’augmentation

maximale de débit sanguin cutanée en réponse a I’application d’ACh et de SNP. Afin d’individualiser les
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effets propres a I’ACh et au SNP nous avons soustrait, a la vasodilatation observée, la vasodilatation induite

par le courant (CIV) d’anode pour 1’ ACh et de cathode pour le SNP. Les résultats ont été exprimés en % de la

Baseline (Roustit et al. 2009).

I1.3.5. Protocoles expérimentaux

Nous avons réalisé 4 protocoles expérimentaux en utilisant des groupes d’animaux différents.

a Protocole 1: Role du SNA dans les effets de la PTS sur la PA

Dans ce premier protocole, nous avons évalué par télémétrie, 1’effet de la privation totale de sommeil
(PTS) sur la pression artérielle, la fréquence cardiaque et la température centrale. Les rats privés de sommeil
(PTS) ou contrdle cage (CC) ont été enregistrés pendant les 24 heures de situation expérimentale mais aussi
pendant les 24 heures avant et apres. Pour évaluer 1’effet des modifications de I’activité du SNA, un premier
groupe de rats a été préalablement sympathectomisés par injection de réserpine (5 mg/kg, ip, Sigma-Aldrich),
24 heures avant puis tous les jours pendant la situation expérimentale (PTS ou CC). La demi-vie de la
réserpine est d’environ 20 heures (Sander et al. 1997; Slovut et al. 2004). La réserpine (5mg) a été
préalablement dissoute dans une solution de 20 ul d’acide ascorbique et diluée dans 1 ml de sérum
physiologique (0,9%). Le second groupe de rats (Contrdle) a été injecté selon le méme protocole avec une
solution contenant uniquement le solvant. L’efficacité de la sympathectomie a été contrdlée a la fin de
I’expérimentation par I’injection de tyramine (250 pg/kg, iv, Sigma-Aldrich) qui entraine une libération de
noradrénaline par 1’innervation sympathique terminale (Fromy et al. 2007; Rice et al. 1987; Sander et al.
1997). La tyramine entraine 15 minutes aprés ’injection, une augmentation de la PAS de 19 £ 4 mmHg chez
des rats traités par réserpine et de 56 £ 5 mmHg chez des rats contrdle (p<0,01). L’administration de
réserpine permet donc de vérifier I’efficacité de la sympathectomie (figure 35).

—— Contrdle (solvant)

220 C
Injection de tyramine —— Sympathectomie (réserpine)
. 180
o
I
=
E 140 1
2 W
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100 1
60 T T T T T T T T T T T T
0:00 0:05 0:10 0:15 0:20 0:25 0:30
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Figure 34. Exemple de modification de la pression artérielle systolique (PAS) aprés injection de tyramine chez des
rats traités par réserpine (sympathectomie) ou par le solvant (controle).
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b  Protocole 2 : role du SNA et de la PA dans les effets de la PTS sur la réactivité vasculaire
Nous avons évalué ’effet de 24 heures de PTS sur la vasodilatation induite par I’ACh, le SNP, le
courant d’anode et le courant de cathode chez des rats sympathectomisés selon le protocole précédent et chez
des rats controle ayant recu le solvant. Comme dans le protocole précédent, I’efficacité de Ia

sympathectomie a été vérifiée par injection de tyramine.

¢ Protocole 3 : effet de la PTS sur Uactivité des voies de synthése du NO et de PGI,

Nous avons utilisé une approche pharmacologique afin d’évaluer 1’effet de la privation de sommeil sur la
réactivité vasculaire aprés inhibition de la synthése du NO et de la prostacycline (PGI,). La vasodilatation
induite par I’ACh, le SNP, le courant d’anode et le courant de cathode a été évaluée chez des rats
préalablement traités (30 minutes avant I’évaluation de la réactivité vasculaire) avec un inhibiteur non-
spécifique des cyclooxygénases (indométhacine, Indo., 5Smg/kg, ip, Sigma-aldrich), ou un inhibiteur non
spécifique des NO synthases (N°-Nitro-L-arginine, L-NNA, 20 mg/kg, ip, Sigma-Aldrich) ou une
combinaison des deux (Indo. + L-NNA) ou I’injection de sérum physiologique (Sérum Phy., 0,3 ml, ip)
(Garry et al. 2005; Gaubert et al. 2007; Irikura et al. 1994).

d Protocole 4 : réponse endocrinienne et inflammatoire
Dans ce dernier protocole, les animaux ont été¢ euthanasiés immédiatement apres la fin de la situation
expérimentale (PTS ou CC) et les protéinesci-dessous ont été dosées dans le sang. Contrairement a I’homme,
il n’existe pas de kit ultra sensible pour IL-6 et TNF-a chez le rat. La 8-isoprostane (8-iso Prostaglandine F,,)

est un marqueur indirect du stress oxydatif (Yi et al. 2006).

Tableau 12. Dosages sanguin des protéines.

Variables Techniques Milieus Marques Limites de detection

MCP-1 ELISA plasma  Ray Biotech, USA 15 pg/ml
Endothéline (ET-1)  ELISA/RIA  plasma  Cusabio, Chine 1,6 pg/ml
IL-6 ELISA plasma  R&D Systems, USA 21 pg/ml
IL-1B[] ELISA plasma  R&D Systems, USA 5 pg/ml

TNF-a ELISA plasma  R&D Systems, USA 5 pg/ml

Corticostérone RIA plasma IDS, UK 5,5 ng/ml
8 isoprostane ELISA plasma  Cayman, USA 2,7 pg/ml
Noradrénaline ELISA plasma  LDN, UK 40 pg/ml
Adrénaline ELISA plasma  LND, UK 10 pg/ml

Abréviations : ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay; RIA : radioimmunoassay, STNF-RI: soluble TNF receptor
1, 8h : prélévement a 8 h pendant J2, J4 et JS ; cinétique : prélévement a 8h, 11h, 14h, 17h, 20h et 23h pendant J2 et J4.
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I1.3.6. Analyses statistiques

Les résultats ont été présentés sous la forme moyenne £ SEM. Le seuil de significativité a été fixé a
p<0,05. Dans le protocole 1, nous avons comparé les résultats au cours de la situation expérimentale (PTS ou
CC) et dés 24 heures aprés, avec les résultats obtenus au cours de la journée “avant”, par une analyse de
variance a mesures répétées sur les rangs (ANOVA de Friedman non paramétrique), chaque animal étant sont
propre témoin. En cas d’effet significatif, les valeurs obtenues aux mémes heures ont ét¢ comparées avec un
test de Wilcoxon. Protocoles 2 et 3. Nous avons comparé les résultats entre les groupes en réalisant une
analyse de variance sur les rangs (ANOVA de Kruskal-Wallis). En cas d’effet significatif nous avons
comparé les résultats des situations expérimentales (PTS vs. CC) et I’effet des traitements (L-NNA, Indo.
réserpine... vs. contrdle ou Sérum phy.) en utilisant un test de Mann-Whitney sur les rangs. Protocole 4, les

résultats des deux groupes (PTS et CC) ont été comparés avec un test de Mann-Whitney.

I1.4. Résultats

I1.4.1. Effet de la PTS sur le PA et le systéme nerveux autonome

Chez les animaux controles, nous avons observé au cours de la nuit, correspondant a la période d’activité
du rat, une augmentation de la PAS, de la PAM et de la fréquence cardiaque (p<0,05). Chez les animaux
privés de sommeil, la pression artériclle (PAM et PAS) augmente pendant la privation par rapport a la
journée avant (cf. Figure 35 et Figure 36). Aucune différence n’a été observée entre les journées avant et
aprés (p < 0,05). Chez les animaux sympathectomisés par réserpine, nous n’avons pas mis en évidence de
différence entre les valeurs observées le jour et la nuit, ni d’effet de la privation de sommeil. Concernant la
température centrale nous avons observé chez les rats traités avec le solvant (controle) et sympathectomisés
une augmentation de la température centrale la nuit par rapport a la journée et au cours de la journée de

privation de sommeil par rapport a la journée avant (p<0,05 pour tous).
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Figure 35. Effet de la privation de sommeil sur la pression artérielle moyenne (PAM) chez des rats traités (A) par
le solvant ou (B) par la réserpine (sympathectomie). I : injection. * différence par rapport a avant (méme heure),

p<0,05.
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Figure 36. Effet de la privation de sommeil sur la fréquence cardiaque (FC) chez des rats traités (A) par le
solvant ou (B) par la réserpine (sympathectomie). I : injection. * différence par rapport & avant (méme heure), p<0,05.
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Tableau 1. Evolution des variables cardiovasculaires et de la température centrale au cours de la journée avant privation totale de sommeil (PTS),
pendant et aprés, chez des animaux (A) traités par le solvant et (B) sympathectomisés (traités par la réserpine).

A. Solvant
Avant Privation de sommeil Apres Friedman
Jour Nuit Jour Nuit Jour Nuit P
07:00 — 19:00 — 07:00 — 19:00 — 07:00 — 19:00 —
19:00 07:00 19:00 07:00 19:00 07:00
PAS 112,6 + 120,5 + 1259+ 131,5+ 114,83 + 122,8 + 0,02
2,9 2,9 6,4* 7,9% 4,45 39
SDpas 9,9+0,7 6,9+0,6 54+1,7% 54+3.1% 9,6+0,5 7,140,6 0,02
PAM 90,8 £ 2,6 95,1+ 100,1 + 104,4 + 93,9+42 96,2+ 4,0 0,03
2,48 2,9% 2,7%
PAD 76,8 £ 3,1 80,2£3,6 82,5+2,4 86,9+53 79,3+29 80,8 £3,4 ns
FC 337+21 388 +£20 372 £92% 394 +£21 337+£32 372+ 33 0,03
SDxx 10,5+2,0 8,1+1,2 4,8 +1,8* 63%23 92+1,8 79+1,5 0,02
Tecrzﬁfrr:l?re 37,5405 38,6+ 04 35::5 38,7402 37,5403 38,3402 0,02
B. Réserpine
Avant Privation de sommeil Aprés Friedman
Jour Nuit Jour Nuit Jour Nuit P
07:00 — 19:00 — 07:00 — 19:00 — 07:00 — 19:00 —
19:00 07:00 19:00 07:00 19:00 07:00
PAS 108,5 + 108,3 + 110,5 + 109,7 + 110,9+0,8 108,8 + ns
1,7 0,9 1,5 1,7 1,1
SDpas 10,1 + 1,7 154+24 12,8+23 11,3+2,1 16,7+ 0,5 9,9+0,6 ns
PAM 84,8+ 1,4 88,3+ 1,0 89,4+2.1 91,2+ 0,9 89,9+22 88,5+ 1,2 ns
PAD 74+12 782 +2,1 792+12 82,1+ 1,1 79,0+ 1,3 78,5+ 1,9 ns
FC 310 +20 347+ 19 340 £26 352+24 318+ 16 363 +25 ns
SDxx 12,2+0,1 11,9+0,1 15,7+0,1 15,8+ 0,1 159+0,1 16,1+0,1 ns
Teg‘perature 37,4+ 0,4 38,7+ 0,4 38240, 38,04 0,3 373+ 0,4 38,1402 0,02
entrale

Résultats présentés : moyenne = SEM. Abréviations : pression artérielle systolique (PAS), pression artérielle diastolique (PAD), pression artérielle
moyenne (PAM) , écart type (SD), fréquence cardiaque (FC). * différence par rapport a avant, p<0,05 (pour la méme période de la journée).
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11.4.2. [Effet de la PTS sur la vasodilatation induite par le courant

La variation relative de SkBF induite par le courant d’anode était égale a 10,8 = 4,1 % pour les
animaux CC. Nous n’avons pas observé d’effet de la privation de sommeil ou de la sympathectomie sur la
vasodilatation induite par le courant d’anode. Par contre, nous avons observé une vasodilatation induite
par le courant de cathode plus importante (22,6 = 5,9 % pour les animaux CC) avec un effet significatif de

la privation de sommeil (p < 0,01) et de la sympathectomie (p<0,01).
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Figure 37. Effet de la privation de sommeil sur la variation relative de SKBF induite par I’ACh et le SNP sur
des animaux sympathectomisés (Réserpine) et des animaux traités avec le Solvant.* différence par rapport a
contrdle cage (CC), p<0,05 ; # différence par rapport au solvant, p<0,05. n=8.

11.4.3. Effet de la PTS sur la vasodilatation induite par ACh et SNP

La privation de sommeil entraine une diminution de la vasodilatation induite par I’ACh (P<0,05) chez
les animaux traités par le solvant et les animaux traités par réserpine (Sympathectomie). Ce phénomeéne

n’a pas été observé pour la vasodilatation induite par le SNP (Figure 39).

100 ACh 100 SNP

(o))
o
I
a
o
I

o
I

I'application de SNP (% Baseline)
o

CcCc PTS

Solvant

CcC PTS

Réserpine

cC PTS

Solvant

cCc PTS

Réserpine

Variation relative de SkBF en réponse a
I'application d'ACh (% Baseline)
Variation relative de SKBF en réponse a

Figure 38. Effet de la privation de sommeil sur la variation relative de SkBf induite par ’ACh et le SNP sur
des animaux sympathectomisés (réserpine) et des animaux traités avec le solvant. * différence par rapport a
contrdle cage (CC), p<0,05 ; # différence par rapport au solvant, p<0,05. n=8.
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11.4.4. Effet de ’inhibition des voies du NO et PGI,

Nous n’avons pas observé d’effet de la PTS ou d’injection de bloquer pharmacologique
(indométhacine ou L-NNA) sur la vasodilatation induite par le courant d’anode. La vasodilatation induite
par le courant de cathode étant significativement atténuée apres privation de sommeil et aprés traitement
par indométacine. L’injection de L-NNA n’a pas eu d’effet sur la vasodilatation induite par le courant de

cathode (Figure 40).
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Figure 39. Effet de la privation de sommeil sur la variation relative de SKBF induite par le courant (cathode
et anode) chez des animaux préalablement traités avec du sérum physiologique, de ’indométhacine (Indo.),
du N®Nitro-L-arginine (L-NNA) ou une combinaison L-NNA + Indo. * différence par rapport a controle cage
(CQC), p<0,05 ; # différence par rapport au solvant, p<0,05. n=8.
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La vasodilatation induite par ACh ¢tait faiblement (- 42,7 = 7,6 %) diminuée apres traitement par
indométhacine et fortement diminuée (-89,1 £ 2,5 %) aprés traitement par L-NNA (Figure 40). Nous
avons observé un effet significatif de la privation de sommeil chez les rats traités par sérum
physiologique, par indométhacine ou par L-NNA. Nous n’avons pas observé d’effet de la privation de

sommeil, de I’injection d’indométhacine ou de L-NNA sur la vasodilatation induite par le SNP.

100

ACh

Variation relative du débit sanguin cutané
induite par 'ACh (% Baseline)

CC PTS CcC PTS CC PTS CcC PTS
Sérum phy. Indo. L-NNA Indo. + L-NNA

2 100

2 SNP

o —~

cg

S =

23

S m

5

o

2Z 50+

- N

£

g8

o

s3

© £

@ 0-

>
CC PTS CC PTS CcC PTS CcC PTS

Saline Indo. L-NNA Indo. + L-NNA

Figure 40. Effet de la privation de sommeil sur la variation relative de SKBF induite par I’ACh et le SNP sur
des animaux préalablement traités avec du sérum physiologique, de I’indométacine (Indo.), du N°-Nitro-L-
arginine (L-NNA) ou une combinaison Indo. + L-NNA. * différence par rapport a contréle cage (CC), p<0,05 ; #
différence par rapport au solvant, p<0,05. n=8.
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I1.4.5. Réponse endocrinienne et inflammatoire

Nous avons observé chez les animaux privés de sommeil, une augmentation significative des
concentrations plasmatiques d’IL-6 (p<0,01), de TNF-a (p<0,01) et de noradrénaline (p<0,05). Nous
n’avons pas mis en évidence d’effet significatif de la PTS sur les concentrations plasmatiques de MCP-1,

I’endothéline-1, 1’adrénaline, la corticostérone et la 8-isoprostane. Pour IL-1B, 75 % des valeurs
observées étaient en dessous du seuil de sensibilité du test.
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Figure 41. Effet de la privation totale de sommeil (PTS) sur les concentrations plasmatiques d’IL-6, de
TNF-a, d’adrénaline, de noradrénaline, de corticostérone et de 8-isoprostane. n==8.
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II.S.  Synthése et discussion

Nos travaux chez 1’animal ont mis en évidence aprés 24 heures d’éveil continu :

une augmentation de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque liée a une augmentation de
I’activité du systéme nerveux sympathique et de la noradrénaline ;

- une diminution de la réactivité vasculaire dépendante de 1I’endothélium (ACh) et de la vasodilatation
induite par le courant de cathode qui persistent aprés sympathectomie et qui ne sont donc pas la
conséquence de I’augmentation de la PA et de I’activité sympathique ;

- une diminution de la vasodilatation dépendante de la voie du NO et de PGl ;

- des modifications immuno-inflammatoires dominées par une augmentation de la concentration

plasmatique de d’I1-6 et de TNF-a.

Dans nos conditions expérimentales, la privation totale de sommeil (PTS) n’a pas entrainé
d’augmentation de la corticostérone, contrairement a ce qui avait été préalablement observé (Sgoifo et al.
2006). Ce résultat, qui traduit ’absence de stress surajouté a la privation de sommeil, n’a été possible
qu’en modifiant le protocole d’habituation a la roue d’activité décrit par Christie et al. (2008) qui fut porté

de 2 & 8 jours.

Peu d’études des effets vasculaires de la PTS ont été réalisées chez le rat. Dans les études
précédentes, la durée de privation de sommeil était plus longue (2 a 4 jours) (Sgoifo et al. 2006; Zenko et
al. 2000). Nos travaux ont montré qu’une durée courte (24 heures) d’éveil continu chez le rat est un stress
suffisant pour entrainer une modification de la fonction vasculaire. Ce travail chez 1’animal a également
permis de valider I’une de nos hypothéses émise aprés nos travaux chez I’homme. En effet, nous avons
observé une diminution de la vasodilatation induite par I’ACh chez des animaux sympathectomisés. Ce
résultat démontre que 1’augmentation de la PA et de ’activité du systéme nerveux sympathique n’est pas

responsable de 1’altération de la vasodilatation dépendante de I’endothélium.

D’autre part, nos résultats confirment la voie prépondérante du NO dans la vasodilatation induite par
I’ACh chez le rat jeune avec une participation significative des prostacyclines (Garry et al. 2005). Nos
travaux confirment également I’implication de la voie des COX-1 dans la vasodilatation par le courant de
cathode (Durand et al. 2002a; Gohin et al. 2011; Tartas et al. 2005b). L’étude de la vasodilatation induite
par le courant de cathode semble étre une méthode pertinente d’étude de la vasodilatation induite par la

voies de production du PGI, chez I’animal (Gohin et al. 2011).

L’originalit¢ de nos résultats est d’avoir montré que 1’altération de la vasodilatation dépendante de
I’endothélium observée apres une PTS est liée a la diminution de 1’activité des voies de syntheése du NO,
mais aussi de PGL. Les causes d’altération de la voie du NO sont multiples. Théoriquement, il peut s’agir
d’une réduction de la quantit¢é d’eNOS (diminution de 1’expression ou altération des ARNm), d’une

diminution de I’activité d’eNOS, d’une altération de la biodisponibilité du NO (liaison a des radicaux
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libres qui le rendent inefficace) ou d’une diminution de la sensibilité des cellules musculaires lisses au
NO (Kawashima et Yokoyama 2004; Takaya et al. 2007). Actuellement, nos travaux ne permettent pas

d’identifier les mécanismes impliqués dans 1’altération des voies métaboliques du NO et de PGI,.

Sur un plan plus méthodologique, la prise en compte de la vasodilatation induite par le courant a
permis de mettre en évidence 1’absence d’effet de la privation totale de sommeil sur la vasodilatation
induite par le SNP. Il semble donc que la PTS n’induit pas de modification de la vasodilatation
dépendante de 1’endothélium et donc la sensibilité du muscle lisse au NO. Cela n’avait pas été fait chez

I’homme et cette hypothése ne peut pas étre actuellement complétement écartée.
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Discussion générale

Nos résultats expérimentaux, obtenus chez ’homme et chez I’animal, ont mis en évidence un effet de
la privation aigué et totale de sommeil (PTS) sur la vasomotricité, la pression artérielle et une réponse
inflammatoire. Chez I’homme, nous avons décrit une cinétique d’apparition de ces réponses a la PTS. Dés
25 heures de PTS, nous avons mis en évidence une augmentation des concentrations plasmatiques de
sélectine-E et de PGE2, associée a I’augmentation de la quantit¢é d’ARNm codant pour le TNF-a et son
récepteur (TNF-RI) dans les cellules de la lignée blanche. Dés 29 heures de PTS, nous avons montré une
diminution de la vasodilatation cutanée induite par I’iontophorése d’acétylcholine (ACh) et une altération
de la tolérance locale au froid. Ces modifications sont associées a 1’augmentation de la concentration
plasmatique d’endothéline-1 (ET-1). Apres 32 heures de PTS, nous avons observé une augmentation de la
PA et de I’activité du systéme nerveux autonome. Entre 34 et 37 heures de PTS nous avons montré une
augmentation de la concentration plasmatique de TNF-o. Enfin aprés une nuit de sommeil, nous
observons des concentrations plasmatiques plus élevées en noradrénaline, IL-6, ICAM-1 et en nombre de
monocytes, par rapport a la journée avant PTS. Par contre, nous n’avons pas observé de modification des
résistances vasculaires périphériques et des concentrations plasmatiques de CRP et de cortisol.

Chez le rat, nous avons observé une augmentation de la PA tout au long de la PTS. Aprés 25 heures
de PTS, nous observons une diminution de la vasodilatation induite par ACh et le courant de cathode
associée a une augmentation des concentrations plasmatiques d’IL-6, de TNF-a. et de noradrénaline. Cette
diminution de la vasodilatation dépendante de I’endothélium a été également mise en évidence chez des
animaux préalablement sympathectomisés. Chez ces animaux, la PTS n’a aucun effet sur la PA. Nos
travaux chez le rat ont également montré que I’altération de la vasodilatation induite par I’ACh était li¢e a
une altération de la voie de synthése du NO, principal agent vasodilatateur produit par 1’endothélium,

mais aussi de la PGI,.

L’ensemble de ces éléments suggere que la PTS induit une dysfonction endothéliale associée a des
modifications de D’activité du systéme nerveux autonome et a un état inflammatoire de bas grade.
Certaines variations biologiques ont été observées dés 25 heures d’éveil continu, ce qui suggere
I’existence de modifications physiologiques au cours de la nuit de privation de sommeil (soit entre 23 et 7
heures). Ces modifications n’ont pas été étudiées dans notre travail pour ne pas perturber la qualité de la
nuit de référence et ne pas imposer la présence prolongée d’un cathéter veineux. Quoi qu’il en soit, les
réponses vasculaires observées pourraient étre la conséquence de modifications de I’activité du systéme

nerveux autonome et/ou de réponses immuno-inflammatoires induites par la PTS (Faraut et al. 2011).
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I. Hypothéses

I.1. Hypothese « sympathique »

Chez I’homme, notre travail confirme que dans des conditions expérimentales bien contrdlées, sans
contraintes psychologique ou environnementale surajoutées, 25 heures d’éveil continu n’entrainent pas de
modification de la PA (Pagani et al. 2009). Néanmoins, nous avons mis en évidence apres 32 heures, une
augmentation de la PA associée a une augmentation de I’activité du systéme nerveux sympathique,
préalablement décrite (Kato et al. 2000; Ogawa et al. 2003; Zhong et al. 2005). Chez le rat, une
augmentation de la PA et de la fréquence cardiaque est observée tout au long de la période de privation de
sommeil, ce qui confirme les travaux de Sgoifo et al. (2006). En I’absence de stress, objectivé par
I’absence de variation significative de la corticostérone plasmatique, 1’augmentation de la PA se
normalise trés rapidement (4 heures) aprés l’arrét de la privation, contrairement a ce qui a été
préalablement décrit (Sgoifo et al. 2009).

L’augmentation de I’activité du systéme nerveux sympathique pourrait participer aux altérations de la
vasomotricité en entrainant une augmentation du tonus vasoconstricteur mais aussi en diminuant la
vasodilatation dépendante de 1’endothélium (Hijmering et al. 2002). En effet, ’activation sympathique est
un facteur de diminution de la production de NO et de la FMD (Hijmering et al. 2002). De plus, il a été
montré que 1’augmentation des catécholamines plasmatiques induit, in vivo et in vitro, une augmentation
de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a) et une activation endothéliale (Friedman
et Irwin 1997; Johnson et al. 2005a; Papanicolaou et al. 1996). Dans nos travaux chez [’homme et
I’animal, I’augmentation de I’activité du systéme nerveux sympathique coincide avec I’augmentation de
la concentration plasmatique de TNF-a qui stimule I’activation endothéliale et réduit la biodisponibilité
du NO (Chia et al. 2003; Nakamura et al. 2000). L’augmentation de la PA, induite par 1’activation
sympathique, pourrait également participer a cette réponse en augmentant le shear stress qui est un
facteur de modification de la vasomotricité. A court terme, il augmente la synthése et I’activité d’eNOS,
ce qui est un mécanisme protecteur contre 1’augmentation de pression (Corson et al. 1996). A moyen et
long termes, son augmentation chronique est un facteur de production d’espéces radicalaires de 1’oxygene
qui diminuent la biodisponibilité du NO et induisent I’activation endothéliale (Chae et al. 2001; Khazaei
et al. 2008). Le TNF-a, peut étre sécrété¢, comme IL-6, par les cellules endothéliales sous 1’effet du shear
stress (Gornikiewicz et al. 2000).

D’autre part, plusieurs auteurs ont également émis 1’hypothése que 1’activation endothéliale et la
dysfonction endothéliale, qui apparaissent au cours de troubles du sommeil, étaient la conséquence
d’altérations du rythme circadien, de la PA et de I’activité du systéme nerveux sympathique (Faraut et al.
2011; Frey et al. 2007; Mullington et al. 2010). En effet, ’absence de diminution nocturne de la PA et de
I’activité sympathique, observée au cours de la privation totale de sommeil (Kamperis et al. 2010; Sayk et
al. 2010) est responsable du maintien d’un shear stress élevé au cours de la nuit, ce qui pourrait expliquer

I’augmentation de la sélectine-E observée dans notre travail et par Frey et al. (2007) aprés respectivement
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25 et 28 heures d’éveil continu. L’activation endothéliale ainsi créée est un facteur favorisant la
dysfonction endothéliale et la diminution de la vasodilatation dépendante de I’endothélium (Khazaei et al.
2008).

Cependant, dans notre travail, les réponses inflammatoires et la diminution de la vasodilatation
dépendante de 1I’endothélium sont apparues chez I’homme avant I’augmentation de la PA. Par conséquent,
I’augmentation de la PA et de I’activité sympathique ne semble pas étre initialement responsable des
altérations de la vasomotricité. Dans nos travaux chez le rat, nous avons pu confirmer cette hypothése et
prouver que l’altération de la vasodilatation dépendante de I’endothélium était indépendante des
variations de la PA et de l’activit¢ du systéme nerveux sympathique. En effet, chez des rats
sympathectomis€s, nous avons toujours observé une diminution de la vasodilatation dépendante de I’ACh
malgré I’absence de modification de la PA. Nous pouvons donc conclure que I’augmentation de 1’activité
du systeéme nerveux sympathique et/ou de la PA induite par la PTS n’explique pas I’altération précoce de
la vasodilatation dépendante de 1’endothélium induite par la PTS observée chez le rat et chez I’homme
apres 29 heures d’éveil continu.

Néanmoins, chez 1’homme, aprés 32 heures d’éveil continu, nous ne pouvons pas exclure que
I’augmentation de la PA observée participe a 1’altération de vasomotricité. De méme, la PTS dans des
conditions expérimentales différentes, associée par exemple au maintien de la position debout prolongée
ou a une contrainte psychologique, peut entrainer une augmentation plus précoce et plus importante de la
PA et de I’activité du systéme nerveux sympathique (Nam et al. 2011; Lo et al. 2010; Su et al. 2008).
Cette augmentation de la PA pourrait altérer de fagon plus importante la vasomotricité. De plus, & moyen
et long termes, 1’altération chronique du rythme circadien de la PA et de I’activité du systéme nerveux
sympathique est probablement un facteur favorisant la dysfonction endothéliale observée dans les

restrictions chroniques de sommeil (Desideri et al. 2004; Mullington et al. 2009).

I.2. Hypothése immuno-inflammatoire

I.2.1. La privation de sommeil entraine une inflammation de bas grade

Nos travaux ont montré que la PTS induit une réponse inflammatoire trés aigu€, observée chez
I’homme et chez I’animal dés 25 heures d’éveil continu pour certaines variables. L’originalité de notre
travail est d’avoir également mis en évidence, chez ’homme, une augmentation significative, apres 34 et
37 heures d’éveil continu, des taux plasmatiques de TNF-a sans modification de la concentration
plasmatique de son récepteur soluble TNF-RI. Cette augmentation a été préalablement décrite dans la
restriction chronique de sommeil ou dans différentes pathologies du sommeil (Patel et al. 2009; Vgontzas
et al. 2004). Les modifications de la concentration plasmatique de TNF-o et 1’augmentation de la

concentration sérique de PGE, et de la sélectine-E sont des arguments en faveur d’un état inflammatoire,
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qui peut étre qualifié de bas grade en I’absence de modification de la CRP et d’hyperthermie (Taddei et
al. 20006).

L’effet de la PTS sur PGE, et la sélectine-E a été préalablement mis en évidence au cours de
privations aigués et totales de sommeil (moins de 40 heures d’éveil continu) (Frey et al. 2007; Haack et
al. 2009). La production de PGE, est activée principalement par les COX-2, dont la transcription est
notamment augmentée par des cytokines pro-inflammatoires, telles que TNF-a, dans les monocytes, les
plaquettes mais aussi les cellules endothéliales... (Haack et al. 2009). L’observation d’une augmentation
de PGE, et de la sélectine-E apres seulement 25 heures d’éveil continu est donc le signe de modifications
immuno-inflammatoires survenues auparavant, au cours de la nuit de PTS (Caughey et al. 2001).

D’autre part, contrairement a plusieurs études, nous n’avons pas observé de modification d’IL-6 au
cours des 40 heures d’éveil continu (Shearer et al. 2001; Vgontzas et al. 1999; Vgontzas et al. 2007;
Vgontzas et al. 2004). Toutefois, nos résultats confirment les travaux de Born et Dinges (Born et al. 1997;
Dinges et al. 1995). La qualité du prélévement sanguin, en particulier I’absence de cathéter pendant la
nuit, peut expliquer ce résultat. En effet, I1-6 est rapidement sécrétée, contrairement au TNF-a., lors d’une
inflammation locale induite par la présence pendant 24 heures d’un cathéter veineux (Haack et al. 2000).
Quoi qu’il en soit, une privation aigué et totale de sommeil, en I’absence de contraintes psychologique,
physique ou environnementale surajoutées, semble donc suffisante pour induire I’installation d’une
inflammation de bas grade, caractérisée notamment par la sécrétion de PGE, et de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-a.

[.2.2. L’augmentation du TNF-a, conséquence de I’activation des monocytes ?

L’augmentation des concentrations plasmatiques de TNF-a observée dans nos travaux pourrait étre la
conséquence d’une modification immunitaire, dominée par 1’activation des monocytes. En effet, nous
avons mis en évidence une augmentation, dans les cellules de la lignée blanche, de la production
d’ARNm codant pour le TNF-a apres seulement 25 heures d’éveil continu. Ces résultats sont concordants
avec des travaux récents qui ont montré une telle augmentation apres une seule nuit de restriction aigu€ de
sommeil (4 heures) (Irwin et al. 2010). Cette augmentation traduit une probable activation des monocytes,
principales sources de production du TNF-o (Bierhaus et al. 2003).

De plus, quelques auteurs ont précédemment décrit des modifications immunitaires, innées et
acquises, survenant au décours de la PTS. Ces modifications ont été notamment mises en évidence par
une augmentation plus importante, chez des sujets privés de sommeil, du nombre de neutrophiles et de
cellules T activées en réponse a une vaccination (hépatite A) (Lange et al. 2003) et de la production de
TNF-a et d’IL-6 par des monocytes stimulés avec des lipopolysaccharides (LPS) (Irwin et al. 2010). La

production de TNF-o est notamment stimulée, dans les cellules de la lignée blanche sanguine, par
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I’activation du facteur NF-kB dont ’augmentation a ét¢ notamment observée dans ces cellules apres une
seule nuit de privation de sommeil (Irwin et al. 2008).

Ces réponses immuno-inflammatoires pourraient étre liées a une modification du rythme circadien de
I’activité des cellules immunitaires ou de I’activité du systéme nerveux parasympathique au cours de la
nuit de privation de sommeil (entre 16 heures et 24 heures d’éveil continu). En effet, le sommeil induit
une diminution physiologique du nombre de monocytes, de cellules Natural Killer et de lymphocytes
présents dans le sang (Born et al. 1997). Ces cellules produisent notamment du TNF-o et de ’IL-1p qui
jouent un role physiologique important dans I’induction du sommeil et qui ont un rythme circadien dans
de nombreuses structures cérébrales (Obal et Krueger 2003). La PTS inhibe également D’activité
parasympathique nocturne qui a une action anti-inflammatoire (Faraut et al. 2011) et favorise 1’activation
sympathique qui a un effet inverse en stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires (Irwin et
al. 1999). De méme, une diminution nocturne de la mélatonine induite par la PTS pourrait favoriser la
production de cytokines pro-inflammatoires et favoriser les altérations de la vasomotricité (Goichot et al.
1998; Kamperis et al. 2010). En effet, ’augmentation nocturne de la mélatonine au cours du sommeil
diminue la réponse immuno-inflammatoire, inhibe le systéme nerveux sympathique et a un effet
antioxydant (Faraut et al. 2011).

Au-dela de ces données expérimentales, il existe des exemples cliniques de retentissement d’une
seule nuit de privation de sommeil sur I’immunité. Par exemple, chez I’homme, la vaccination contre la
grippe HINI ou I’hépatite A induit une production moindre d’anticorps lorsqu’elle est réalisée chez des

sujets privés de sommeil (Lange et al. 2003; Spiegel et al. 2002).

1.2.3. Relation entre ’inflammation de bas grade et les altérations de la vasomotricité

L’apparition d’une inflammation de bas grade, méme transitoire, caractérisée par 1’augmentation des
concentrations plasmatiques du TNF-a et de PGE, pourrait étre responsable de la diminution de la
réactivité vasculaire observée dans nos ¢tudes. Nous n’avons pas assez d’éléments pour prouver le lien de
cause a effet de cette relation. Néanmoins, plusieurs études nous permettent de suggérer un lien entre
I’inflammation aigué de bas grade et les modifications de la vasomotricité (Libby et al. 1997; Meier et al.
1998; Ross 1999). En effet, plusieurs cytokines pro-inflammatoires (II-1B, I11-6, TNF-o) altérent la
vasodilatation dépendante de I’endothélium en agissant sur les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses (Losonczy et al. 2000). Cependant, les cinétiques d’action de ces cytokines sont
différentes. In vivo, sur la vascularisation cutanée de sujets humains en bonne santé, une bréve injection
intra-artérielle de TNF-o est suffisante pour augmenter la production de prostanoides vasoconstricteurs,
diminuer la biodisponibilité du NO et altérer la vasodilatation induite par I’injection intra-artérielle d’ACh
en une heure seulement (Chia et al. 2003; Nakamura et al. 2000). Cette injection entraine également une

augmentation retardée (4 heures aprés ’injection) de la concentration plasmatique d’IL-6 (Chia et al.
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2003). L’injection d’IL-6 dans les mémes conditions n’a par contre aucun effet sur la vasodilatation
dépendante de I’endothélium (Bhagat et Vallance 1997). Dans des travaux réalisés sur des artéres
mésentériques isolées de rats, 3 jours d’exposition a IL-6 sont nécessaires pour observer une diminution
de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium (De Salvatore et al. 2003), alors que 14 heures suffisent
pour IL-1B (Jimenez-Altayo et al. 2006) et seulement 30 minutes pour le TNF-o (Wimalasundera et al.
2003).

Le TNF-o semble donc avoir un rdle pivot dans 1’apparition d’une altération de la vasodilation
dépendante de I’endothélium au cours d’une inflammation aigué (Taddei et al. 2006), ce qui est
concordant avec nos résultats. Nous avons en effet observé une augmentation de la production de TNF-a
avant les modifications de la vasomotricité. Le TNF-ao peut altérer la vasodilatation dépendante de
I’endothélium par plusieurs mécanismes. Il induit notamment la production de radicaux libres de
I’oxygéene et I’activation du facteur NF-xB endothélial qui diminuent la synthése et I’activité d’eNOS et
altérent la biodisponibilité du NO. Le TNF-a diminue également la production de facteurs dépolarisants
dérivés de I’endothélium (EDHFs), stimule I’expression endothéliale d’IL-6 et de protéine d’adhésion et
enfin favorise la synthése de COX-2. L’activation des COX-2 induit également la production d’especes
radicalaires et en particulier O, (Milstien et Katusic 1999). Méme si nous n’avons pas observé dans notre
travail d’augmentation de production de marqueurs indirects du stress oxydatif plasmatique, la production
d’espéces radicalaires dans la cellule endothéliale pourrait en partie expliquer la diminution de la
vasodilatation observée chez I’homme aprés une PTS. Les traitements antioxydants ont notamment
démontré leur effet protecteur au cours d’altérations aigués de la vasodilatation dépendante de
I’endothélium induite par une inflammation (Clapp et al. 2004). Enfin, la diminution de la
biodisponibilité du NO léve ’action inhibitrice du NO sur la production de précurseur d’ET-1 (Zhang et
al. 2009).

Nous pouvons ainsi proposer, a partir de nos travaux chez I’homme et chez I’animal, un schéma de
synthése (Figure 42) décrivant les effets de la privation aigué et totale de sommeil sur la cellule

endothéliale et la vasodilatation induite par 1’ ACh.

A titre d’exemple, plusieurs études ont montré que 1’inflammation aigu€ et de bas grade provoqué par
une vaccination (Sa/monella typhi, BCG, influenza A/HIN1) entraine une diminution de la vasodilatation
dépendante de 1’endothélium (Clapp et al. 2004; Hingorani et al. 2000; Lamb et al. 2004). Cette
diminution a été observée quelques heures (6 a 8 heures) seulement aprés la vaccination (Clapp et al.
2004; Hingorani et al. 2000). Dans tous ces travaux la vasodilatation indépendante de 1’endothélium n’a
pas été altérée ce qui indique que l'inflammation aigu€ ne modifie pas la sensibilité des cellules

musculaires lisses au NO.
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Figure 42. Effet de la privation totale de sommeil sur la vasodilatation induite par I’acétylcholine (ACh)

La privation totale de sommeil diminue la biodisponibilit¢ du monoxyde d’azote (NO) et de la prostacycline (PGI,)
via de multiples mécanismes ce qui induit une diminution de la vasodilatation induite par I’ACh. Les cellules de la
lignée blanche activées produisent des cytokines pro-inflammatoires et notamment du TNF-a qui se lie sur son
récepteur (TNF-RI). Celui-ci est co-localisé avec la cavéoline-1 qui inhibe 1’activation de eNOS. TNF-a via
I’activation du facteur nucléaire-kB (NF-kB) induit la production de cytokines pro-inflammatoires et de protéines
d’adhésion (MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, sélectine-E). TNF-a active également la NADPH qui produit des anions
supéroxide (O;). Ces derniers se lient avec le NO pour produire des ions peroxinitrite (ONOQO") et diminuer la
biodisponibilité du NO. AA : acide arachidonique, TXA, : thromboxane A2,
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I1. Conséquences de la dysfonction endothéliale

Nos résultats sont concordants avec les travaux récents qui ont mis en évidence que la restriction
aigu€ de sommeil (Sekine et al. 2010; Takase et al. 2004) ou la privation totale de sommeil au cours d’une
nuit de travail (Amir et al. 2004) peuvent entrainer une altération de la fonction endothéliale. Les
modifications observées dans ces travaux sont modérés et infra-cliniques. Néanmoins, ces modifications
sont concordantes avec ce qui est observé dans des profils physiopathologiques prédictifs de pathologies
cardiovasculaires. En effet, la diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium (30 a 40 %)
est du méme ordre de grandeur que celle induite par le tabagisme, 1’hypertension artérielle ou
I’hypercholestérolémie qui sont des facteurs de risque cardiovasculaire (Grover-Paez et Zavalza-Gomez
2009). Certaines modifications que nous observons persistent apres une nuit de récupération (8 heures),
notamment 1’augmentation des catécholamines, d’IL-6, du nombre de monocytes et de certaines protéines
d’adhésion. A 1’issue d’une privation totale de sommeil, une nuit de récupération n’est donc pas
suffisante. Il est alors raisonnable de faire I’hypothése, qu’en 1’absence de récupération et de sommeil
suffisant, les privations répétées de sommeil contribuent a I’établissement d’une élévation basale des
médiateurs de 1’inflammation ce qui pourrait favoriser 1’apparition de pathologies chroniques (Taddei et
al. 20006).

Les modifications aigiies et transitoires de la fonction endothéliale, apparemment bénignes (stress
psychologique, infection virale aigués, repas trop riche en graisse...) associées a une activation
endothéliale peuvent étre suffisantes pour favoriser la survenue d’un événement coronarien aigu
(Nieuwdorp et al. 2008; Otto et al. 2004; Strike et Steptoe 2003). La privation totale de sommeil pourrait
donc étre un facteur de risque d’événements cardiovasculaires aigus, notamment chez des sujets
présentant des facteurs de risque cardiovasculaire (Mullington et al. 2009).

L’altération des capacités vasodilatatrices dépendantes de 1’endothélium observées, dans notre travail
aprés PTS, permettrait en partie d’expliquer le lien entre la privation de sommeil et la diminution de la
tolérance aux contraintes thermiques. Sawada et al. (2000) ont en effet montré que la dysfonction
endothéliale diminuait les mécanismes vasodilatateurs de protection contre les gelures. Nous n’avons pas
évalué I’effet de la privation de sommeil sur la tolérance au chaud mais plusieurs études ont établi un lien
entre la dysfonction endothéliale et la survenue de pathologies liées a la chaleur (voir la revue de

Charkoudian, 2003).
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III. Intérét de la méthode d’évaluation de la vasodilatation

dépendante de I’endothélium

L’évaluation de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium, en utilisant la technique couplée laser-
Doppler et iontophorése d’ACh, a donc permis d’identifier des altérations de la vasodilatation dépendante
de I’endothélium chez ’homme et chez 1’animal aprés une PTS. L’utilisation de stimulations électriques
multiples et de faible intensit¢ permet de diminuer la variabilit¢ de la méthode et de ne pas induire de
vasodilatation induite par le courant d’anode. Cependant, ce protocole n’est pas utilisable chez I’animal
en raison des mouvements liés aux contractions musculaires qu’il induit. L’utilisation de MCh, a la place
de ’ACh, semble intéressante pour I’avenir du fait de sa stabilité en solution qui simplifie la préparation
des solutions. La réponse a la MCh est cependant légérement différente de celle observée avec ACh
(cinétique plus lente et gain plus important). La vasodilatation induite par MCh devra étre comparée a
d’autres méthodes de référence (FMD, échographie...).

Les résultats de nos travaux ont également confirmé la variabilité circadienne de la réactivité
vasculaire. Cela impose pour nos futurs travaux de comparer uniquement les résultats de tests réalisés a la
méme heure. La diminution matinale de la réactivité vasculaire pourrait étre liée a des variations
circadiennes de la production de substances vasoactives telles que le NO et I’ET-1 (Elherik et al. 2002).
L’age est également un facteur important de diminution de la vasodilatation induite par ACh et MCh. Il
doit donc étre pris en compte pour diminuer la variabilité inter-sujets.

Les principales difficultés que nous avons rencontrées ont ét¢ dominées par les effets vasculaires
induits par le courant de cathode qui ont perturbé 1’évaluation de la vasodilatation indépendante de
I’endothélium. La soustraction de la vasodilation induite par le courant a la valeur observée avec le SNP
est indispensable pour évaluer la vasodilatation indépendante de 1’endothélium. Cette méthode a permis
de démontrer, chez le rat, I’absence d’effet de la PTS sur la vasodilatation indépendante de I’endothélium.
Nous avons essayé d’appliquer d’autres donneurs du NO (PAPA NONOate, DETA NONOate...). Leur

trés grande labilité en solution rend les mesures peu reproductibles.
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Conclusion

La privation aigué et totale de sommeil est fréquente dans les métiers de la sécurité, des transports et
de la santé. Nos résultats suggérent que 40 heures d’éveil continu sont un stimulus suffisant pour induire,
chez des sujets sains, des altérations de la vasomotricité caractérisées par une diminution de la
vasodilatation dépendante de 1’endothélium et de la tolérance locale au froid. Ces modifications sont
associées chez ’homme a une inflammation de bas grade, a une activation endothéliale puis a

I’augmentation de la pression artérielle et de I’activité du systéme nerveux sympathique.

Contrairement a ce qui avait été préalablement suggéré, les modifications de la vasomotricité
apparaissent, chez 1’homme, avant I’augmentation de la PA et de D’activité du systéme nerveux
sympathique. Elles sont méme indépendantes de celles-ci chez le rat. L’originalité de notre travail est
donc d’avoir décrit une cinétique de réponses vasculaires et immuno-inflammatoires a la privation totale
de sommeil. Chez ’homme une réponse immuno-inflammatoire est observée dés 26 heures de privation
de sommeil. Les altérations de la vasomotricité ont ét€¢ mises en évidence apres 29 heures d’éveil continu
et I’augmentation de la pression artérielle et de 1’activité du systéme nerveux sympathique apres 32
heures d’éveil continu. Dans nos conditions expérimentales, sans contrainte psychologique ou
environnementale surajoutées, 1’augmentation de la production de TNF-a semble étre un ¢lément clef et
aigu des altérations observées. Nous avons pu démontrer chez le rat que la voie de production du NO,

mais aussi des prostaglandines, étaient altérées par la privation totale de sommeil.

Bien que modérées et infra-cliniques, ces réponses sont cohérentes avec les altérations
cardiovasculaires et inflammatoires induites par la privation chronique de sommeil, dont les conséquences
pathologiques sont bien connues. Les modifications de la vasomotricité observées sont un facteur de
d’apparition de pathologies vasculaires chez des patients a risque. Elles seraient également une source de
diminution des capacités d’adaptation aux contraintes environnementales qui induisent une vasodilatation

comme le chaud ou les mécanismes de protection contre les gelures.

L’évaluation de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium, en utilisant la technique couplée laser-
Doppler et iontophorése d’ACh, a donc permis d’identifier des altérations aigu€s de la vasodilatation
dépendante de 1’endothélium chez I’homme et chez I’animal. La reproductibilit¢ de cette mesure
indépendante de 1’opérateur est bonne. L’utilisation de MCh, a la place de I’ACh, semble intéressante

pour ’avenir du fait de sa stabilité en solution qui simplifie la préparation des solutions.

Nous pouvons ainsi proposer un schéma théorique (Figure 43) des effets de la privation totale de
sommeil. De nombreuses contraintes environnementales (luminosité, température...), physiques (posture,

activité...) ou psychologiques peuvent potentiellement modifier les réponses physiologiques observées.
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L’absence de sommeil récupérateur suffisant entre des périodes de privation de sommeil peut étre un
facteur d’augmentation chronique de I’inflammation qui peut favoriser le développement de pathologies

cardiovasculaires et métaboliques (Faraut et al. 2011).
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Figure 43. Schéma de synthése des effets de la privation totale de sommeil

Axe 1. Modifications initiales. La privation totale de sommeil induit des modifications immuno-inflammatoires qui
favorisent 1’apparition d’un état pro-inflammatoire caractérisé par une augmentation de la production de TNF-a.
Celle-ci induit une activation endothéliale et la diminution de la vasodilatation dépendante de 1’endothélium.

Axe 2. Modifications secondaires. La privation totale de sommeil induit également une inhibition de 1’activité
parasympathique nocturne et une augmentation de l’activit¢ sympathique. Ces modifications induisent une
augmentation de la pression artérielle, du shear stress et de la concentration sanguine de catécholamines qui alter la
vasomotricité et favorise 1’état pro-inflammatoire.

Contraintes associées. Les axes corticotropes et végétatifs du stress sont activés par les contraintes psychologiques,
physiques et environnementales. Ces modifications favorisent 1’augmentation de 1’activité sympathique et
I’inflammation. En revanche, le sommeil, et dans une moindre mesure la sieste, ont une activité inverse en stimulant
I’activité du systéme nerveux parasympathique qui a une action anti-inflammatoire.

En rouge, ce que nous avons observé dans nos études.
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Des travaux complémentaires sont nécessaires pour ¢lucider les mécanismes précis qui lient la
privation totale de sommeil (PTS) a la dysfonction endothéliale et a ’inflammation. Il conviendra
également d’essayer de comprendre les relations entre la privation de sommeil et les systémes
immunitaires et végétatifs, notamment au cours de privations répétées. L’existence d’une inflammation,
méme transitoire, pendant une période d’éveil continu, renforce 1’intérét d’utiliser des stratégies qui
diminuent les réponses immuno-inflammatoires a la privation de sommeil, mais également de déterminer

la durée de la période nécessaire a la récupération.

I. Compréhension des mécanismes

Roéle de linflammation. Nous avons fortement suggéré que les altérations de la vasomotricité
induites par la PTS étaient, en I’absence de contraintes psychologiques ou environnementales, liées a des
modifications immuno-inflammatoires et en particulier a la production de TNF-a. Il nous appartient donc
d’apporter la preuve de ce concept. Cependant, 1’utilisation d’antagonistes (anticorps, récepteurs solubles
ou cytokines inhibitrices) du TNF-a inhibe le sommeil paradoxal chez I’homme et le sommeil a onde
lente chez le rat (Obal et Krueger 2003 ; Vgontzas et al. 2004). Cela impose de discuter de la nature de
I’«anti-TNF » utilisé et d’évaluer par télémétric son effet sur le sommeil avant de s’intéresser a la

fonction endothéliale.

Etude de la régulation de activité d’eNOS. Nos travaux ont mis en évidence une altération de la
voie de production du NO. Celle-ci peut étre modulée au niveau de 1’expression (ARNm) et de 1’activité
de eNOS ou de la biodisponibilité du NO (Khazaei et al. 2008). Le TNF-a, qui semble impliqué dans les
effets vasculaires de la PTS, peut diminuer la quantité d’eNOS produite, en déstabilisant les ARNm, mais
il peut également agir sur I’activité d’eNOS (Wu 2002). En effet, le récepteur endothélial du TNF-a est
co-localisé avec la cavéoline-1 qui a pour fonction de fixer eNOS dans les cavéolae et empécher son
activation (Wu 2002 et Wang et al. 2008). L’activité d’eNOS est aussi régulée par des mécanismes de
phosphorylation via 1’activation de la voie des sérine/thréonine kinases (Akt/PKB) (Dimmeler et al.
1999). Afin de comprendre les mécanismes qui lient la privation de sommeil a la diminution de 1’activité
de la voie du NO, nous envisageons de mesurer, par la technique du western blot, les variations relatives

1179

de la quantit¢ de formes actives d’eNOS (phosphorylées sur le site Ser ), de formes inactives

495

(phosphorylées sur le site thréonine™ ") et les protéines tissulaires intervenant dans sa régulation comme la

cavéoline-1, AKT et sa forme phosphorylée (phospho-AKT). La mise au point de la technique de dosage
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est difficile en raison de la labilité des formes phosphorylées. Cette mise au point est actuellement
conduite dans notre laboratoire en partenariat avec le laboratoire de biologie neurovasculaire et

mitochondriale intégrée d’ Angers.

Etude des effets de la privation de sommeil sur les EDHFs. Dans nos travaux chez le rat, la
vasodilatation dépendante de la voie des EDHF était trés faible du fait de 1’dge des animaux (7 a 9
semaines) (Gaubert et al. 2007) et de ’utilisation de thiopental sodique comme anesthésiant (de Wit et al.
1999). Nous n’avons donc pas évalué I’effet de la PTS sur les EDHFs. Or, cette voie métabolique est
importante chez des sujets plus agés puisqu’elle corrige en partie la diminution de la biodisponibilité du
NO liée a I’age (Gaubert et al. 2007). De plus, le TNF-a a un effet inhibiteur du cytochrome P450 et
inhibe ainsi les EETs. Nous envisageons donc d’évaluer I’effet de la PTS sur les EDHFs en utilisant des
animaux plus agés, préalablement traités avec des inhibiteurs pharmacologiques des canaux potassiques
(apamine, charybdotoxine, glibenclamide...) qui participent & la vasodilatation dépendante des EDHFs
(Gaubert et al. 2007 ; Garry et al. 2005). Le protocole d’anesthésie devra étre également adapté pour

préserver au maximum ces voies métaboliques.

Roéle de Dendothéline-1. L'une de nos études a suggéré un possible effet de la PTS sur les
concentrations plasmatiques d’ET-1. Le dosage plasmatique est difficile en raison de la faible quantité
d’endothéline présente dans le plasma du fait de ses mécanismes d’action paracrine et autocrine. La
régulation de la production d’ET-1 est principalement transcriptionnelle ou liée a la stabilité des ARNm
codant pour les précurseurs d’ET-1 (Khasei et al. 2008). Afin d’évaluer le role d’ET-1 dans les altérations
vasculaires induites par la privation de sommeil, nous envisageons tout d’abord de mesurer les variations
de quantité tissulaire de la Big-ET-1, un précurseur d’ET-1 chez des animaux privés ou non de sommeil.
Une approche pharmacologique permettra également d’évaluer 1’effet de la PTS sur la vasodilatation
dépendante de I’endothélium apres traitement par des antagonistes mixtes ETA/ETB (Bosentan) ou
spécifiques des récepteurs ETA (Ambrisentan ou Sitaxentan) ou ETB (BQ-788) (Bourque et al. 2011 ;
Khazazi et al. 2008).

II. Contre-mesures

Plusieurs méthodes (sieste, luminothérapie...) ont montré leur efficacité pour réduire les altérations
cognitives induites par la privation de sommeil (Faraut et al. 2007; Vgontzas et al. 2007). Vgontzas et al.
(2007) ont également mis en évidence que les siestes avaient un effet protecteur contre les modifications
inflammatoires et entrainaient une augmentation moins importante de cytokines pro-inflammatoires au
cours de la restriction de sommeil. L’effet de ces siestes sur I’altération de la vasomotricité n’a jamais été

évalué.
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Plusieurs travaux ont montré que 7 semaines d’entrainement physique chez le rat induisent une
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (L-1b and IL-6). (Bruunsgaard 2005 ;
Chennaoui et al. 2008). Nous pouvons donc faire ’hypothése que I’entrainement physique chez le rat est
un facteur de protection contre 1’installation d’un syndrome inflammatoire. Des travaux préliminaires ont
été réalisés dans le laboratoire dans le cadre d’un projet de recherche financé par la Direction Générale de
I’Armement (CDT Chennaoui). Des résultats encourageants ont déja ét€ obtenus puisque nous avons
observé aprés 24 heures de PTS une augmentation moindre d’1l-6 et de TNF-o chez les animaux entrainés
par rapport aux animaux sédentaires. Nous évaluerons donc dans un premier temps les effets de la PTS et
de I’entralnement physique sur les variations de protéines tissulaires intervenant dans la régulation de
Pactivit¢ d’eNOS (Western blot). Dans un deuxiéme temps, il conviendra d’évaluer D’effet de

I’entrainement physique associé a la PTS sur la vasodilatation dépendante de 1’endothélium.

ITI. Restriction de sommeil

Les militaires sont également souvent confrontés a des restrictions aigués de sommeil, pendant
lesquelles ils ne peuvent dormir que 3 a 5 heures par nuit. Ces situations peuvent durer pendant plusieurs
jours. Il est alors important de pouvoir déterminer, chez des sujets sains, la durée de restriction de
sommeil a partir de laquelle la fonction endothéliale sera altérée, mais aussi la durée nécessaire a la
récupération. Nous souhaitons au cours des années 2012 a 2014 mettre en place un projet, chez ’homme,
s’inscrivant dans la continuité des résultats obtenus dans notre thése, qui s’intéressera aux les effets de la
restriction de sommeil sur les réponses immuno-inflammatoires et vasculaires.

Dans un premier temps, ce projet aura pour objectif de déterminer, dans une situation de restriction
chronique sévere de sommeil (5 heures par nuit pendant 7 jours), chez des sujets jeunes
(< 35 ans), la cinétique des modifications des parametres cardiovasculaires et inflammatoires et la durée
nécessaire a la récupération. Dans un deuxieéme temps, nous évaluerons 1’efficacité d’une contre-mesure
(sieste ou luminothérapie) visant a limiter, voire inhiber, les effets délétéres d’une situation de restriction
chronique de sommeil. Ce projet sera réalisé en collaboration avec le Centre du sommeil, de I’Hotel Dieu
a Paris (Pr Damien Léger). Ce projet a ét€ proposé pour un financement aupres de la Direction Générale

de I’Armement.
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Effect of acute sleep deprivation on vascolar function in healthy
subjects. J Appl Phrysiol 108: 6875, 2010, First published November
12, 2009; doi: 10.1152japplphysiol. 00851 20089 —Sleep disorders anz
associated with inflammation and sympathetic activation, which are
suspected to induce endothelial dysfunction, a key factor in the
increased risk of cardiovascular disease. Less is known about the early
effects of acute sleep deprivation on vascular function. We evaluated
microvascular reactivity and biological markers of endothelial activa-
tion during continuous 40 h of total sleep deprivation (TSD) in 12
healthy men (29 = 3 yr). The days before [day J (D1)] and during
TSD (D3). at 1200 and 1200, endothelivm-dependent and -indepen-
dent cutaneous vascular conductance was assessed by iontophoresis of
acetylcholine and sodium nitroprusside, respectively, coupled 1o laser-
Doppler lowmetry. At 0900, 1200. 1500, and 1800, heart rate (HR)
and instantaneous blood pressure (BP) were recorded in the supine
position. At D1, D3, and the day afier one night of sleep recovery
{D4). markers of vascular endothelial cell activation. including solu-
ble intercellular adhesion molecule-1. vascuolar cell adhesion mole-
cule-1, E-selectin, and interleukin-6 were measured from blood sam-
ples at 0800, Compared with D1, plasma levels of E-selectin were
raised at D3, whereas intercellular adhesion molecule-1 and interleu-
kin-6 were raised at D4 (P =2 0.03). The endothefium-dependent and -inde-
pendent CVC were significantly decreased after 29 h of TSD (P <
0.05). By contrast. HR, systolic BP., and the normalized low-
frequency component of HR variability (0.04-0.15 Hz), a marker of
the sympathetic activity, increased significantly within 32 h of TSD
(P < 0L05). In conclusion. acute exposure o 40 h of TSD appears to
cause vascolar dysfunction before the increase in sympathetic activity
and systolic BP.

vascular reactivity: iontophoresis; endothelial activation: blood pres-
sure

CHRONIC SLEFP DISORDERS anD short sleep duration (=35 h per
night) are associated with an increased incidence of cardiovas-
cular and metabolic diseases in humans (14, 19). However, the
biological mechanisms that link shorl sleep duration and car-
diovascular disease are unknown (I4), and litile is known
about the early effects of acute sleep deprivation on vascular
function.

In healthy subjects, acute total sleep deprivation (TSD)
induces a significant increase 7} in circulating levels of endo-
thelial cell activation markers, such as soluble intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) and E-selectin (13); and 2) in
pro- and anti-inflammatory markers, such as tumor necrosis
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factor-cc (TNF-w), interleukin- 1B (IL-1B), [L-1 receptor antag-
onist, and interleukin-6 (IL-6) (9, [3. 50). It has also been
reporied that a high level of IL-6, ICAM-1, or E-selectin could
be linked to the development of endothelial dysfunction and
cardiovascular disease (32, 44, 500. Indeed, in humans, the
increase in cytokine levels (ie., IL-6, IL-18, TNF-w) is related
lo decreased arterial vascular tone via endothelial receptors
{26). In particular, IL-6 inhibits endothelium-dependent. nitric
oxide (NO}-mediated relaxation (37). Endothelial dysfunction
is an early finding and marker in the development of athero-
sclerosis and associated with numerous risk factors for cardio-
vascular disease, including hypertension, coronary arlery dis-
ease and sudden death and metabolic syndrome (51). A rela-
tionship between endothelial dysfunction assessed in the
peripheral circulation and coronary artery dysfunction has also
been evidenced (17, 45). Endothelial dysfunction has been
reported after acute sleep restriction, although the mechanisms
remain unclear (1, 46). All of these findings suggest that an
acule exposure to TSD (i.e.. one night) could represent a
sufficient stimulus for triggering of endothelial dysfunction
(35) that could. in turn, explain the relationship between sleep
disorders and cardiovascular disease.

Other cardiovascular disturbances. such as an increase in
heart rate (HR). blood pressure (BP). and sympathetic activity,
have been suggested o affect endothelial function during both
short and prolonged sleep deprivation (14, 32). In fact, contra-
dictory findings suggest more complex mechanisms. Some
studies have reported an increase in inflammatory markers after
TSI} in healthy subjects that was related to an increase in
systolic BP (SBP) (28, 32, 36), probably mediated via an
increase in sympathetic activity (52). Experimental studies
have showed that an increase in both SBP and sympathetic
activity decrease vascular reactivity (23) and increase plasma
levels of endothelial cell activation markers (4, 18, 32, 39).
Conversely, no changes in SBP after 24-h TSD were reported
by others (38). suggesting that the contribution of increased
SBP in the vascular inflammation during sleep deprivation
remains to be established (6). Another study (28) rather re-
ported a decrease in muscle sympathetic efferent nerve activ-
ity, but unchanged vascular resistance after TSD. These results
muled out the hypothesis that the pressor response after sleep
deprivation was only medialed by a smooth muscle sympa-
thetic vasoconstriction (28).

The present study was designed to determine. in healthy
young subjects, the effect of 40 h of TSD 7) on the endothelial-
dependent and -independent reactivily of the cutaneous micro-
vasculature, along with plasma levels of endothelial activation
markers. and 2) on BP, HR, autonomic activity, and catechol-
amine and cortisol levels (o determine the possible mechanisms
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and physiological relevance of their changes with vascular
dysfunction.

METHODS
Subjects

Twelve healthy men, aged 29.1 = 3.3 yr (mean = SD), with a body
mass index of 23.4 + 1.5 kg/m’. were included in the study. after
giving written, informed consenl. Institutional Paris-Cochin ethics
committee approved the protocol (N°ID RCB: 2008-A00170-35),
which was conducted according to the principles expressed in the
Declaration of Helsinki of 1975, as revised in 2001.

All subjects underwent a detailed medical history and examination.
Exclusion criteria were as follows: shift-workers, smokers. daily
consumption of alccholic beverages, and those consuming =400 mg
of caffeine per day. subjects with body mass index =30 kg/m?®, and
those taking medication. A blood test was performed to assess
biological parameters (glucose, total cholesterol, triglyeenides, y-glu-
tamyltranspeplidase. and transaminases). Subjects with excessive day-
time somnolence (Epworth Sleepiness Scales = 9) (27), or sleep
complaints (Pittsburgh sleep quality index <231 or =69) (2), or if they
could not be considered as an intermediate chronotype on the Horne
and Orstberg guestionnaire (24) were also excluded. Sleep/wake
patierns were checked using wrist actigraphy (Actiwatch, Cambridge
Neurotechnology, Cambridgeshire, UK} 1 wk before the experiment.
The mean subjects’ total sleep duration was &.1 * 0.6 h (mean = SD).

Protocal

Subjects were housed individually in a temperature-controlled
bedroom (24 = 1°C) for 5 days (Fig. 1) at the Percy Military Hospital
{Clamari, France). During the first day (DO}, they were familiarized
with the laboratory procedures and equipped for continuous polysom-
nography. During D0 and the day after (D1). subjects went to bed at
2300 and awoke at 0700. The TSD started on D2 at 0700 and finished
on D3 at 2300, comesponding to 40 b of continuows awakening.
Subjects left the laboratory on D4 after one night of sleep recovery
(2300-0700).

All measurements were performed supine al rest in the subject’s
bedroom with eyes open. Blood samples were collected via an
indwelling venous forearm catheter at 0800, during D1, D3, and D4.
Samples were immediately centrifuged at 1,100 g, and plasma ali-
quots were frozen and stored at —80°C. Baseline HR and BP record-
ings were performed before TSD at D1 afier a 10-min stabilization
period and recorded for 10 min at 0900, 1200, 1500, and 130K
Microvascular reactivity was also evalvated at 1200 and [800. All
measurements were repeated after TSD on D3.

During the experiment, except lor an every day shower between
2200 and 2230, the subjects’ waking states were continuously mon-
itored for polysomnography (Embla, Broomfield, CO) and analyzed
offline (Embla Somnologica for Windows XP Software) to ensure that
they remained alert throughout the 40-h TSI, Central body temper-
ature was measured from an ingested wireless capsule (VitalSense,
Mini Mitter, Bend. OR). Laboratory illumination was maintained at
150200 lux during the entire period of sleep deprivation. When not
engaged in any specific testing or meal, subjects were allowed to read,
walch videos. or play games, or converse with the staff or visitors.
Subjects were prohibited from exercise, caffeine, tobacco, alcohol,

and other psychoactive substances 24 h before and during the study.
Meals and caloric intake were standardized for all subjects (2,600
keal/day). Water was allowed ad libitum.

Hormone and Cviokine Assays

Plasma samples were assayed using commercially available ELISA
kits [soluble ICAM-1, E-selectin, VCAM-1, high-sensitivity (hs)
C-reactive protein (CRP), IL-6 (hs). IL-1p (hs), TNF-w (hs). R&D
Systems, Minneapolis. MN: epinephrine. norepinephrine, LDN Labor
Diagnostika Nord, Nordhorm, Germany]. Plasma cortisol concentra-
tions were measured using a commercial radio-immunoassay (gamma-
Coat cortisol RIA Kit, Diasorin, Stillwater, MN}.

The lower limits of detection for ICAM-1, E-selectin, VCAM,
CRP, IL-6, IL-1B. TNF-a, epinephrine. and norepinephrine ELISAs
were 0L096 ng/ml, 0,009 ng/ml. 0.6 ng/ml, 0.059 ng/ml, 0.01 ng/ml,
0.032 pg/ml. 0.057 pg/ml. 8 pg/ml, and 5.4 ng/ml, respectively.
Average intra-assay coefficients of variation were 3, 5.7, 3.5, 44, 6.9,
10.2, 8.5, 17.1, and 15.6%. respectively. Average interassay coeffi-
cients of variation for ICAM-1. E-selectin, VCAM. CRP, IL-6. IL-1B.
and TNF-o were 5.3, 7.7, 7.7, 6.0, 9.6, 10.4, and 10.6%, respectively.
The lower limit of detection was 5.9 nmol/l for the cortisol RIA. and
the average inter- and intra-assay coefficients of varation were 9.8
and 7.7%. respectively.

Cardiovascular Measurements

Vascular reactivity was determined from skin blood flow (SkBF)
measurements monitored by laser-Doppler Bowmetry (PF3000, Per-
imed AB. Stockholm. Sweden). connected to two laser-Doppler
probes (481-1, Perimed AB), positioned on the ventral aspect of the
forearm, The laser-Doppler flowmetry technigue has been described
elsewhere {43). Two laser-Doppler probes specifically designed with
an embedded sponge for skin iontophoresis of agonists were fixed 5
cm apart Lo the skin with an adhesive patch. Before each experiment,
the sponge of one probe was wetted with (1.2 ml of either acetylcholine
{ACh) solution (1%, 5.5 mM. acetylcholine chloride, Sigma-Aldrich,
L’Isle d"Abeau, France ). and the other probe with a sodium nitroprus-
side (SNP) solution (2%. 67 mM, Nitnate, Serb Laboratoires, Villiers
de I'lsle-Adam, France). Each probe and its Ag-AgCl reference
electrode (PF 384. Pennimed AB} were connected to a current intensity-
regulated penerator (Perilont 382, Penmed AB) for iontophoresis.

Endothelium-dependent vasodilatation in the cutaneous microcir-
culation was induced by ACh iontophoresis delivered at the first probe
{anodal electrode). Endothelium-independent vasodilatation was in-
duced by iontophoresis of SNP solution delivered at the second probe
(cathodal electrode). For all dmgs, the vehicle was deionized water
{pH = 6.5} After 5 min of a baseline period, SNP and ACh were
simultanzously administered by three successive current steps of 0.1
ma each during 10 s (81, 52, and 53) with 120-5 interstimulation
intervals. For each probe, the electrical charge density was 2.5
mC/cm?, and the total electrical dose was 3 mC. This protocol was
designed to avold unwanted hyperemic effects, resulting from gal-
vanic cumrent (5. 12). Forearm skin temperature at recording sites was
assessed by thermocouples fixed to the skin, 3 c¢m apart from each
probe, and maintained within 33 and 34°C (5).

Anerial BP was continuously recorded from the lefit third finger
contralateral to vascular reactivity measurements by a digital servo-
photoplethysmography (Portapres, Finapres Medical Systems, Am-
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sterdam, The Netherlands) (25). The photoplethysmograph was auto-
matically calibrated, and the SBP and diastolic BPs were controlled by
a hrachial coff device before each test. HR was assessed by electro-
cardiography using a CM5 configuration (ECG 100 amplifiers, Biopac
Systems, Goleta. CA). Respiratory movements of the rib cage were
recorded with a piezoelectric sensor band (553LB. Biopac Systems).

Data Collection and Analysis

All nonfiltered signals were digitized and recorded with an analog-
to-digital converter (MP150. Biopac Systems) with a sampling fre-
quency of [.000 Hz for offline computenzed analysis.

Microvascular reactivity. Data collection began with a 5-min
baseline rest period before the onset of current application and was
continuously recorded for 14 min. The SkBF (expressed in arbitrary
perfusion units) signal from each laser-Doppler probe was aver-
aged every 10 s to reduce instantaneous varability owing to
vasomotion. To take into account the possible changes in systemic
hemodynamic conditions, cutanecus vascular conductance (CVC:
expressed in perfusion units/mmHg) was calculated as the ratio of
SkBF to mean BP. Baseline CVC values were calculated over the
2-min rest period before the first current stimulation (S1). Finally.
all results were expressed as a percentage of the basal CVC value
(3). The CVC peak was defined as the maximal value recorded
after 53. The slopes of the CVC curves during the 6{ s preceding
and following 83 were determined by linear regression. Total
SkBF was determined from the area under the curve (AUC) from
the first stimulation to the end of the 5-min period after 83.

HR and BP variability. The last 5 min of artifact-free signal
recorded in the supine rest position were selected for analysis. All data
acquisition and analyses were camied oot in accordance with estab-
lished standards (47). ECG and BP waveforms were analyzed using
Matlab software (Matlab V73, The MathWorks, Matick, MA) to
nbtain temporal and frequency domains components,

R-wave peaks were automatically detected from ECG signals
using a validated algorithm (31), and mean HR was calculated.
Power in the low-frequency (LF; 0.04-0.15 Hz) and high-fre-
guency (HF: (.15-0.40 Hz) ranges was computed for HR variabil-
ity (HRV) and expressed in absolute (ms?) and normalized units
{mu: in %), according to the following formula: [absolute power of
the component(LF + HF)] % 100. The normalized HF component
of the HRV (HFpg nu) provides an estimate of the vagal tone.
whereas both sympathetic and vagal tones contribute o the nor-
malized LF component (LFgg nujp (47).

Statistical Analvsis

All statistical analyses were conducted vsing Matlab software
(Matlab V7.3, The MathWorks, Natick, MA). Biological and

cardiovascular variables were analyzed using nonparametric Fried-
man's analysis of variance. followed. when appropriate for pair-
wise comparisons, by Wilcoxon’s test. Unless specified. for all
statistics, the significance level was set at P << 0,05, All data are
presented as means = SE.

RESULTS

All the subjects completed the protocol. After the experi-
ment, EEG recordings verified that each subject remained
awake during the 40 h of sleep deprivation (Fig. 1). The
average sleep duration during the first, second, and fourth night
were 7.34 = 0.06, 751 = 005, and 7.71 * 0.03 h, respec-
tively.

Microvascular Reactiviry

Response to ACh iontophoresis (Table 1. Fig. 2). No signif-
icanl differences were observed for basal CVC between D3 and
D1, and between values at 1800 and 1200, Compared with D1,
the CVC peak (P = 0.03) and AUC (P = 0.02) were signifi-
cantly lower on D3 at 1200, but not significantly at 1800, Al
D1 and D3, the AUC and CVC peak were significantly higher
al 1800 compared with 1200 (all P = 0.03). The slope of the
rising parl of the CVC response to 83 did not differ during D3
compared with D1 at 1200 (33.7 £ 5.8 vs. 40.9.8 = 7.5%/s)
and 1800 (34.8 = 7.9 vs. 42.3 = | 1.3%/s). However, the slope
of the falling part of the CVC response to 53 was lower at D3
compared with D1 at 1200 (—15.9 = 7.5 vs. 32.1 = 4.45%/s,
P = 0.03), but no significant change was observed at 1800
(—28.4 + 6.5 vs. 33.2 = 9.3%/s).

Response to SNP lontophoresis

Mo significant difference was observed for basal CVC ob-
served al D3 compared with D1 and observed at 1300 com-
pared with 1200 (Table 1, Fig. 2). Compared with D1, the AUC
and CVC peaks were lower at 1200 (P = 0.02) and 1800 (P =
(.02) on D3, with no significant differences between 1200 and
1800, The slope of the rising part of the CVC response o 53
was lower on D3 at 1200 (1.6 = 0.7 vs. 0.6 = 035/, P =
0.02) and 1800 (2.1 = 0.5 vs. 0.81 £ 0.4%/s. P = 0.01).

Bivlogical Variables

Compared with D1, plasma levels of E-selectin were raised
on D3 (P = 0.04) (Table 2). After one night of sleep recovery

Table |. Change in basal CVC and vascular reactivity paramefers before and after total sleep deprivation at 1200 and 1800

Before TSI (I3 After TSI (D33
1200 1800 1200 1804 Friedman P Valge

CVC before and after iontophoresis of ACh
Basal CVC, 10°F PUfmmHg §z+13 691 =07 86 = 1.39 34T =16 NS
CVC peak, %basal CVC 454 = 158 774 = 183 283 * 163* 608 = 130+ =001
AUC, %.571- 1072 167+ 45 2.2 + 6.4 Bl #2.0% 182 + 4.7 [114]}

CVC before and after jontophoresis of SNP
Basal CVC, 107 PUfmmHgz 7607 BT =08 17215 8.1 x12 NS
CVC peak, %basal CYC TIB *+ 158 584 %= 126 476 = 138 316 + 32¢% =01
AUC, %:57'.1072 173 +20 147+ 19 Q] +2.09* T35+ 14% = (1]

Walues are means = SE. Acetylcholine (ACh) and sodium nitroprusside (SNP) were delivered in three (51, 52, 83) 10-5 galvanic current period (0.1 mA}, with an
interstimulation interval of 120-5 (see Fig. 2. Basal cutaneous vascular conductance (CVC) was calculated as the averape CVC observed during the 120 s befiore 51,
Vascular reactivity parameters are CYC peak and area under the curve (AUC). CVC peak is the maximal observed within 10-s CVC following galvanic curment
stimuolations: AUC was computed by integrating the curve from 51 to the end of the recovery period (3 min after 53). TSD, total sleep deprivation; D1 and D3, day
I and day 3, mespectively; PU, perfusion units; NS, nonsignificant. *P < 0.03, significant vs. before TSD valoe observed al the same time of day.
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Fig. 2. Average relative increase in cutapeous vascular conductance (CVC) before and afler acute sleep deprivation (TSD), after ionlophoresis application of
acetylcholine {ACh) and sodiom nitroprusside (SNP) at 1200 and 1800. ACh and SNP were delivered in three (51, 52, 83} 10-s current period (0.1 mA, 0.1
miC/min} with an interstimulation interval of 120 s. Basal CVC was calculated as the average CVC observed during the 120-5 before 51, Values dre presenied

as means + SE

(D4), ICAM-1 (P = 0.03), IL-6 (P = 0.02), and norepineph-
rine (P = 0.02) were significantly increased compared with
D1. All other changes in biological variables were nonsignif-
icant. However, =504 of IL-1p samples were below the lower
limit of detection.

Cardiovascular Variables and Variability

Compared with DI, HR was increased after TSD at 1500
and 1800 (all P = 0.02) (Table 3). No significant changes were

observed for LF+HFgg, but LFgrp nu was higher (P << 0.01),
whereas HFgr nu was lower (P << 0.01) after TSD, compared
with DM.

BP and Variability

Al D3, we observed an increase in SBP oaly at 1500 (P =
0.03) ({Table 3). During the day before TSD (D1), SBP was
decreased at 1500 compared with 1200 and 1800 (P = 0.02).
This decrease was not observed after TSD. Concerning DBEP
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Table 2. Change in plasma levels of biclogical parameiers at 0800

Before TSD (D) After TSD (D3) Recovery (D4) Friedman P Valoe
ICAM-1, ng/ml 215+ 13 227 = 15 253+ 16* 0.02
VCAM, ng/ml 401 + 27 480 + 24 513 + 34 NS
E-selectin, ngfml IxH 54 = B 42 +6 0.02
CRP, pefml 122 = 046 055 =013 061 =004 MNE
IL-6. pg/ml 060 = 013 0.62 = 010 .20+ 0237 003
THNF-w, pgfml 088 = D32 LOS = 030 0.88 =024 NS
Contisol, mmaol/l 524+ 42 491 = 27 53+ 16 NS
Epinephrine, pg/ml gl + 16 68 = 10 57+13 NS
Morepinephring, pg/ml 57T £ 110 B85 = 121 1,113 = 125% .04

Values are means = SE. Plasma sample were collected at 0800 before TSD, after TSD, and afier one night of recovery. ICAM-1, intercellular adhesion
maolecule-1; CRP, C-reactive protein; IL-6, interleukin-6; TNF-o, tumor necrosis factor-o. *P < (.03, significant vs. before TSD value observed at the same time

of day.

and mean BP, we observed no significant changes between the
values observed before and after TSD at the same hour.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first report on microvascular
reactivity after an acute exposure to TSD. Two major findings
emerged: ) 40 h of acute TSD decreased endothelial-depen-
dent and -independent cutaneous vascular reactivity with an
increase in plasma levels of endothelial cell activation markers:
and 2) this microvascular dysfunction occurred well before the
changes in SBP, HR, and sympathetic activity repored in the
literature (28, 52).

Vascular Dysfunction

Acute TSD blunted the SkBF response to ACh and SNP
after TSD, suggesting that both endothelium-independent and
-dependent microvascular reactivities were altered (2, 17, 33).
Amir et al. (1) observed a similar decrease in vascular reac-
tivity after a 24-h shift, incloding night doty, which was more
marked in subjects with a longer history of night-shift duty and
in those reporting fewer sleeping hours during the shift. Takase
et al. {46} reported the same results in healthy students after 4
wk of chronic sleep deprivation during an examination period.
In these two studies, vascular reactivity was assessed by
measurement of the brachial artery flow-mediated dilatation
(FMD), a surrogate marker of large-conductance artery reac-
tivity, while our study focused on microvascular cutaneous
reactivity, reflecting the reactivity in resistance vascular beds,

There are major physiological differences between the
mechanisms implicated in vasodilatation induced by shear
siress (L.e, FMD) and ACh iontophoresis (22, 29), Endothelium-

dependent dilatation of arlerioles triggered by ACh might
involve NO, prostacyclin. and endothelium-derived hyperpo-
larizing factor, both inducing smooth muscle relaxation and
vasodilatation (29). Although ACh-induced dilatation is medi-
ated mainly by NO in large vessels via smooth muscle cyclic
GMP (cGMP), the NO/cGMP pathway is not essential for
ACh-induced dilatation of arterioles and for basal BP regula-
tion (29). In vivo studies have indicated that endothelium-
derived hyperpolarizing factor may serve as a backup and
compensatory mechanism in conditions associated with an
altered bioavailability of NO (15). This compensatory mecha-
nism could explain why, in our study, as early as 35 h of TSD.
the impairment of endothelium-independent reactivity was not
associated with a significant alteration of endothelium-depen-
dent reactivity. Moreover, acute TSD influenced the kinetics of
the response to ACh, mainly the falling part of the slope of the
CVC curve recorded during the third stimulation, suggesling a
change in the time course of vasodilator mechanisms. For
example, it has been shown that impaired prostaglandin bio-
availability is characterized by a decrease in the time efficiency
of ACh-induced vasodilatation ( 10)).

In addition to this skin microvascular dysfunction, we also
found changes in systemic biological markers of vascular
endothelial cell activation and endothelial dyvsfunction (7). As
reported by others after 32 h of TSD, we observed an increase
in E-selectin levels after TSD (13). followed by an increase in
ICAM-1 and IL-6 levels after one night of sleep recovery (i.e.,
D). IL-6 is a sensilive marker of acute inflammatory response
and vascular activation and high IL-6 plasma levels being
associated with an increased mortality in patients at high risk of
myocardial infarction (16). We found no significant changes in

Table 3. HR and BP temporal and spectral components before and after TSD at 0900, 1200, 1500, and 1800

Before TSI (D) After TED {D3)
0900 1300 1500 1800 0900 1204 1500 1300 Friedman P Valoe
HR. beats/min 65+ 4 582 S8+2 582 66 +=3 b =2 67 = 3* 2 2% {101
LF+HFgy, 10°/ms* 2+5 195 6 =4 Wx5 7 1§ +3 1242 23 +4 NS
LFgg nu.% 3 t6 60+3 . B ol 32+6 673 [} B T4 + 3 76+ 4% 003
HFge nuw,% Ll 4 =5 42+5 4H 6 B35 I3 26 +3* 154+ 003
SBP. mmHg 109 =6 114 =4 105 =5 11723 114 =5 125 +7 120 + 5= 119 =5 .00E
DBEF, mmHg bt + 4 =2 6l =4 T1+4 63 +3 B35 T2+4 15+4 N5
MBP. mmHg 0 +4 8532 x4 BT =4 B2 =4 95 +5 BB+ 4 0 & 4 0012

Values are means + SE. Changes are shown in heart rate (HR), spectral components of HR vanability, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure
(DB, and mean blood pressure (MBP). LFue, power in Jow-frequency ranpe of HRV; HFe, power in high-frequency ranpge of HRY; nu, normalized onit. *P <

0.05 vs, before TSD value observed at (he same time of day,
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IL-6 levels after 24 h of TSD, a resuli consistent with previous
studies (44, 50), although one study reported a decrease in IL-6
levels within 24-33 h of TSD (13). After a 2-day TSD, an
increase in IL-6 was consistently reporied (44, 50), whereas, in
our study, an increase in IL-6 levels was observed only afler
the night of sleep recovery (i.e.. D4). Our resulis suggest that
al least 40 h of TSD are sufficient to increase IL-6 levels with
a remnant effect after one night of sleep recovery. In our study,
the delayed increases of IL-6 and ICAM-1 levels could be
explained by the pattern of release of circulating adhesion
molecules that has been characterized in patients with acute
ischemic stroke (11). Indeed, circulating adhesion molecules
might be detéctable in peripheral venous blood samples be-
tween |2 and 72 h afier onset of acute ischemic stroke,
although with large interindividual variability (11).

BP Changes

One explanation for the vascular dysfunction after TSD
could be linked Lo the changes in BP. In cardiovascular dis-
eases, an increase in BP raises endothelial shear stress, induc-
ing endothelial production of inflammatory mediators (4).
However, our results rather indicated that vascular dysfunction
occurred before the increase in BP. Indeed. we observed an
increase in E-selectin levels after 25 h of TSD and a decrease
in vascular reactivity after 29 h of TSD. without significant
changes in BP and HR. Our results related to BP and HR are
consistent with the findings of a recent study in controlled
experimental conditions (38), where, in the absence of psycho-
logical or physical stresses. 24 h of TSD were not sufficient to
induce autonomic disturbances and an increase in BP or HR.
Consistent with other studies (28, 52). we found a significant
increase in BP, HR, HRV, and plasma level of norepinephrine,
suggesting a significant activation of sympathetic activity
within 32 h of TSD.

These findings underline the fact that the vascular dysfunc-
tion induced by TSD occurred before the increase in BP or
sympathetic activation. It is important to consider the circadian
changes in BP in the vascular dysfunction induced by TSD (6).
Indeed. sleep disturbances strongly affect both nighttime BP
levels and the blunted nocturnal decline in BP (i.e., the “non-
dipping profile™) (30). The nondipping profile has been re-
ported to be associated with increased circulating levels of
soluble endothelial adhesion molecules (6), indicaling an early
inflammatory vascular endothelium activation (51). Therefore,
the lack of nocturnal decrease in SBP in our study could
explain the acule increase in E-selectin observed as early as 24
h of TSD. In addition, a blunted nocturnal BP decline is
associated with increased generalion of reaclive oxygen spe-
cies, which are powerful mediators of atherogenesis and alter
NO synthesis (41).

Inflammatory Responses

While in our study IL-1p did not reach detectable levels.
some studies have shown that sleep deprivation induces im-
mune cell production of proinflammatory markers, such as
IL-1B, TNF-«, and IL-6 (13. 32). This inflammatory response,
in particular for IL-1B. could also explain the decrease in
endothelial-dependent and -independent vascular reactivity.
Several cytokines (i.e., IL-6, TNF-a, ILI-B, IL-10) modulate
arterial vascular tone via endothelial receptors (26), and cul-

tured cells of aortic smooth muscles exposed to IL-1p dis-
played a reduction in SNP-stimulated ¢cGMP levels (40). This
decrease in ¢GMP accumulation could limit the biclogical
effect of SNP, a NO donor (40). In IL-6-infused pregnant rats,
Orshal and Khalil (37) demonstrated a reduction of the NO-
cGMP pathway aclivity in systemic vessels thal was the con-
sequence of a decreased activity of NO synthase and guanylate
cyclase of smooth muscles (37). In our study, after one night of
sleep recovery, the increase in norepinephrine levels, a reliable
marker of the increase in sympathetic nervous system activity
induced by TS5D, could also contribute to elevated inflamma-
tion via multiple pathway (35). Indeed, an increase in cal-
echolamines is associated with increased inflammatory medi-
ators (i.e., IL-6) in plasma (39) and in vivo models, with
norepinephrine being able to upregulate, in human microvas-
cular endothelial cells, the production of 1L-6 and TNF-e (18).
However, we observed no change in CRP and cortisol levels
after TSD. CRP is a stable marker of the development of
cardiovascular disease (42, 48) that increases with chronic
sleep loss (32). There are contradictory lindings on the effects
of an acute TSD in healthy subjects, with some studies report-
ing an increase (32), a decrease (13), or no change (8). We
surmised that our sleep deprivation conditions may not have
lasted long enough to have an effect on CRP. Also. the effects
of TSD on corisol levels are unclear, with some studies
reporting an increase (34), a decrease (49), or no change (21).
Most of the discrepancies probably stem from differences in
experimental conditions, such as timing of the blood samplings
{i.e., circadian rhythm of cortisol) or nature of sampling (i.e..
saliva vs. blood) (21).

The main limitation of our study is the lack of a control
group. However, our findings did not differ from the crossover
study of Pagani et al. (38), who evalualed the impact of 24 h of
TSD on various hemodynamic and autonomic variables. An-
other limitation was the lack of continuous BP monitoring,
mostly during the night, to check for possible alterations in
circadian BP profile. Compared with the pre-TSD night and
becaose of the prolonged activity during TSD, the observed
increase in SBP likely reflected the lack of a decrease in SBP
normally expected during sleep (30). Body posture, emotional
stress, and cognitive and physical workload also influence
regulatory factors, such as catecholamines that control BP and
can exert significant effects on study outcomes (52). Although
brachial artery FMD and the magnitude of the ACh-induced
skin perfusion increase correlate (20), the present results are
limited to the skin resistance vasculature. Indeed, there are
major physiological differences in the mechanisms implicated
in vascular reactivity between the conductance and resistance
vessels and, in particular, the relative importance of the NO/
cGMP pathway (29). Moreover, dysfunction of the peripheral
vascular endothelivm was shown (o constituie an independent
predictor of cardiovascular events (2). Finally, the time course
of our findings are limited to the day after TS5D (i.e., D4) when
the changes reflecting an alleration in sympathovagal balance
became significant.

In conclusion, in our controlled environmental conditions.
without cognitive and physical workloads, our data suggest
that acute TSD is a stimulus of sufficient strength to trigger
dysfunction in the peripheral resistance vasculature of healthy
subjects. This short-term response could initially result from
alteration in circadian BP modulations and acute inflammatory
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activation rather than an increase in SBP (i.e., not a hyperten-
sive response). Although this is an open study, our results are
relevant to human health, health risk management, and disease.
Even if vascular dysfunction induced by acute TSD was mild
and subclinical. we hypothesize that chronic repetition of
transient sleep loss could elevale basal inflammatory media-
tors. thereby priming the development of cardiovascular dis-
ease (32, 42). Furthermore, the present data obtain in the
cutaneous vasculature point to possible interference with ther-
moregulatory defense mechanisms. It should be borne in mind
that our observations are limiled to healthy young subjects and
cannot be extrapolated to patients with already altered vascular
function (e.g.. with atherosclerosis, hypertension, smokers.
etc.) (14). Forther studies will be needed to elucidate the
precise mechanisms for the vascular dysfunction and inflam-
matory activation induced by sleep deprivation and their re-
covery profile. This is important for the further understanding
of the deleterions cumulative effects of sleep deprivation and
also the link between cardiovascular diseases and sleep disor-
ders.
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Total sleep deprivation in humans is associated with increased daytime sleepiness, decreased perfor-
mance, elevations in inflammatory cytokines, and hormonal/metabolic disturbances.

To assess the effects of 40 h of total sleep deprivation (TSD) under constant and well cantrolled condi-
tions, on plasma levels of TNF-o and its receptor (TNFR1), interleukin-6 (IL-6), cortisol and C-reactive pro-
tein (CRP), sleepiness and performance, 12 healthy men {29+ 3 years) participated in a 5-days sleep
deprivation experiment {two control nights followed by a night of sleep loss and one recovery night).

E;ff;‘; At Between 0800 and 2300 (i.e. between 25 and 40 h of sleep deprivation), a serial of blood sampling, multi-
Prninf]amnilamfy ks ple sleep latency, subjective levels of sleepiness and reaction time tests were completed before (day 2:
Healthy men D2} and after (day 4; D4) one night of sleep loss. We showed that an acute sleep deprivation (i.e. after

Sleep 34 and 37 h of sleep deprivation} induced a significant increase in TNF-o (P < 0.01), but there were no sig-

Sleepiness nificant changes in TNFR1, IL-6, cortisol and CRP. In conclusion, our study in which constant and con-
trolled experimental conditions were realized with healthy subjects and in absence of psychological or
physical stressors, an acute total sleep deprivatdon (from 34 h) was sufficient to induce secretion of
pro-inflammatory cytokine such as TNF-% a marker more described in chronic sleep restriction or depri-
vation and as mediators of excessive sleepiness in humans in pathological conditions.

@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mounting evidence from both observational and experimental
research suggests that sleep disturbance and short sleep duration
adversely impact human physical health [1] and mortality risk
[2,3]. The mechanisms by which altered sleep duration affects
health are unclear, but experimental studies suggest altered sleep
may impact levels of cytokines known to be important in regulat-
ing inflammation. Sleep deprivation has been found to alter im-
mune responses [4] and to induce increases in circulating levels
of inflammatory markers such as interleukin-6 (IL-6), tumor necro-
sis factor-alpha (TNF-o), and C-reactive protein (CRP) [5,6]. More-
over, acute sleep loss, either total or partial, is associated with
increased sleepiness and decrements in neurobehavioral perfor-
mance [7,8]. Also, more recently it has been shown that sleep loss
is associated with next-day increase of proinflammatory cytokines,
e.g IL-6 and TNF-o [9-11], which have been proposed as mediators
of pathological or experimentally induced sleepiness in humans
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({IRBA), French Army Biomedical Research Institute, B.P. 73, 91223 Brétigny-sur-
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and have been shown to be associated with an unfavorable meta-
bolic profile, a higher risk of cardiovascular adverse events, and de-
creased longevity [9,12]. However, the increases in IL-6 and TNF-o
are very small, and contradictory results have also been reported.
Frey et al. [13] looking at a single night of acute sleep loss under
constant conditions of body posture, light levels, and nutritional
intake, failed to see an increase, and in fact reported a decrease
in IL-6 and CRP.In a study of mild sleep loss (2 h per night for seven
nights in healthy men and women), men showed elevations of
TNF-o as a consequence of sleep restriction, whereas women did
not show this change [10]. In another study involving men who
were sleep restricted to two 2 h naps per day for 4 days, Shearer
et al. [5] found no increase in TNF-2 or its receptors. In recent stud-
ies, Haacket al. [14] observed no significant changes in TNF-o orits
soluble p55 receptor with men and women who underwent sleep
reduction for 10 nights and Ruiz et al. [15] found no increase in
TNF-o after two nights of total sleep deprivation (SD) or four nights
of rapid eye movement (REM) SD. As yet, incompletely understood
individual differences in vulnerability to sleep loss may underlie
these discrepancies, or perhaps subtle but important differences
in methods. Continuous use of an intravenous (IV} indwelling cath-
eter across 24 h has been reported to be associated with an in-
crease in IL-6 levels regardless of sleep or sleep deprivation [16].

men. Cytokine (201 1), doi:10.1016/j.cyta2011.06.002
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The reported increase in IL-6 was hypothesized to be due to local
inflammation at the IV site as higher IL-6 levels were reported
for samples that were difficult to obtain, especially during sleep.
The levels of other cytokines and soluble cytokine receptors, such
as TNF-o and the soluble TNF receptors p55 and p75, are only
slightly influenced by intravenous catheter [17].

In view of contradictory results related in different studies due
to the experimental conditions, the aim of our study was to ob-
serve under constant and well controlled conditions the effect of
an acute sleep deprivation in young healthy men (n=12) on plas-
ma levels of TNF-u and its receptor (tumor necrosis factor recep-
tor-1: TNFR1), interleukin-6 (IL-6), cortisol and C-reactive protein
(CRP), and to determine the daytime period in which the proin-
flammatery response is observed.

2. Material and methods

2. 1. Subjects

Twelve healthy men, aged 29.1 + 3.3 years (mean + SD), with a
body mass index (BMI) of 23.4 + 1.5 kg/m?, were included in the
study after giving written informed consent. Institutional Paris-
Cochin ethics committee approved the protocol (N ID RCB:
2008-A00170-55), which was conducted according to the princi-
ples expressed in the Declaration of Helsinki of 1975, as revised
in 2001,

All subjects underwent a detailed medical history and
examination. Exclusion criteria were: shift-workers, smokers, daily
consumption of alcoholic beverages and those consuming more
than 400 mg of caffeine per day, subjects with BMI greater than
30 kg/m?, and those taking medication. Clinical tests, including
electrocardiogram, blood pressure assessment and blood test {glu-
cose, total cholesterol, triglycerides, yGT and transaminases) were
negative for abnormal findings. Subjects with excessive daytime
somnolence {i.e. Epworth Sleepiness Scales =9)[18] or sleep com-
plaints(i.e. Pittsburg sleep quality index (PSQI) < 31,0r >69) [19] or
if they could not be considered as an intermediate chronotype on
the Horne and Ostberg questionnaire [20] were also excluded.

2.2, Protocol

Subjects were housed individually in a temperature-controlled
bedroom (24+1°C) for 5days at the Percy Military Hospital
(Clamart, France). During the first day (D1), they were familiarized
with the laboratory procedures and equipped for continuous poly-
somnography (electroencephalogram [EEG], electrooculogram,
elecromyogram - Embla, Broomfield, CO, USA). During D1 and

Table 1
Sleep deprivation protocol in healthy men (n =12},

the day after (D2}, subjects went to bed at 2300 and awoke at
0700. The total sleep deprivation started on the 3rd day (D3) at
0700 and, finished the day after (D4) at 2300, (i.e. 40 h of continu-
ous awakening). Subjects left the laboratory on the 5th day (D5)
after one night of sleep recovery (2300-0700) (Table 1).

All measurements were performed in the subject’s bedroom.
Blood samples were collected serially only every 3 h during D2
and D4 via an indwelling venous forearm catheter at 0800, 1100,
1400, 1700, 2000 and 2300. In order to avoid a possible inflamma-
tory local response due to the [V catheter, several precautions were
set up. Indeed, the catheter was cautiously inserted in the distal
antecubital vein (left forearm at D2 and contralateral arm at D4),
before the first blood sample of the day {ie. 0730). The catheter
was kept patent with small amounts of heparin (the total amount
of heparin did not exceed 100 U/24-h periods). The catheter was
removed after the last blood sample of the day (i.e. 2315). Samples
were immediately centrifuged at 1100g and plasma aliquots frozen
and stored at —80°C.

During the experiment, except for a shower between 2200 and
2230 every day, the subjects were continuously monitored for pol-
ysomnography, analyzed offline (Embla Somnologica for Windows
XP Software) to ensure that they remained alert throughout the
40 h of sleep loss. The investigators were continuously present to
monitor wakefulness in order to ensure that subjects would not fall
asleep during the sleep deprivation protocol. Central body temper-
ature was measured from an ingested wireless capsule (VitalSense,
Mini Mitter Company, Inc. Bend, OR, USA). Laboratory illumination
was maintained at 150-200 lux during the entire period of sleep
loss. When not engaged in any specific testing or meal, subjects
were allowed to read, watch videos, or play games, or converse
with the staff or visitors. Subjects were prohibited from exercise,
caffeine, tobacco, alcohol, and other psychoactive substances 24 h
before and during the study. Meals and caloric intake were stan-
dardized for all subjects (2600 kcal/day). Water was allowed ad
libitum.

2.3. Sleep recordings

2.3.1. Assessments of nighttime sleep

Sleep/wake patterns were checked using wrist actigraphy (Acti-
watch TM, Cambridge Neurotechnology, Cambridgeshire, UK)
1 weelk before the experiment. The mean subjects’ total sleep dura-
tion was 8.1 £ 0.6 h (mean £ SD). During the experiment, sleep lab-
oratory recordings were carried in the comfortable subject’s
bedroom. Each subject was monitored with polysomnographic
recordings continuously for the 5 days of the experiment. The sleep
schedule in the laboratory at baseline was similar to the subjects’

Adapration day

Time (clock hours) 0800 1100 1400 1700 2000 2300

Baseline day (D2)

Time {clock hours) 0800 1oen 1400 1700 2000 2300
BS > RT > MSLT X X X X X X

Sleep deprivation day

Time {clock hours) 0800 1100 1400 1700 2000 2300

After might of sleep loss (D4)

Time (clock hours) 0R0O 1100 1400 1700 2000 2300
Sleep deprivation time 250 28 h 3l1h Ik 37h 40 h

BS > RT > MSLT X X X X X X

After recovery night (D5)
Time (clock hours) QROO

2400 0100 0200 0300 0400 0500 DE00 0700
Sleep

2400 0100 0200 0300 0400 0500 0600 0700
Sleep

2400 0100 0200 0300 0400 0500 0600 0700

2400 0100 0200 0300 0400 0500 0600 0700
Sleep

BS, blood sample; RT, reaction time; MSLT, multiple sleep latency test,
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normal sleep schedule. Specifically, the subjects’ habitual times to
go to bed and rise in the moming were no different than by an hour
from their sleep schedule in the laboratory. Polysomnographic
recordings were digitalized and were analyzed offline using stan-
dard methods [21]. For each night, sleep period time (SPT) and
the percentage of time spend in different sleep stages (wakefulness
after sleep onset [WASOQ|; sleep stages 1 [N1] and 2 [N2]; slow
wave sleep |[N3]; and rapid eye movement [REM]|) were deter-
mined with reference to the SPT (in min). Total sleep time (TST) ex-
cluded the time of intermittent wakefulness (i.e. TST = SPFT-WASO).

2.4. Assessment of daytime sleepiness and vigilance performance

24.1. Sleep latency

During the day 2 (D2) and the day 4 (D4) the measurement of
the sleep latency was evaluated at 0900, 1200, 1500, 1800 and
2100 using the multiple sleep latency test{ MSLT) [22]. Polysomno-
graphic methods were used to determine whether the subjects fell
asleep. Onset of sleep was defined as attaining 3 subsequent 30 s
epochs of stage N1; or one epoch of stage N2, N3 or one epoch of
REM. The MSLT was terminated 20 min after light-out if there
had been no sleep or after sleep onset criteria.

2.4.2. Subjective levels of sleepiness

It was assessed before MSLT using the Karolinska Institut Scale
(KSS) [23]. This scale consists of 9 scores from 1: extremely alert to
9: extremely sleepy, falls asleep all the time.

2.4.3. Psychamotor vigilance task

The simple reaction time (RT) from the STRES battery of the
AGARD (NATO) |24] was design to evaluate the ability to sustain
attention and respond in a timely manner to salient signals (i.e. ba-
sic vigilance) [8]. Subjects were to respond with their right hand
when the stimulus appeared on the right side of the screen and
with their left hand when the stimulus appeared on the left side
of the screen. The primary variables assessed in our study were:
(1) mean duration of the response to the signal (reaction time},
(2) frequency of errors (% errors), which refers to the number of
time the subject failed to respond to the signal or failed to respond
in a timely manner {(>2 s). One week before experiment subjects
were individually trained during 20 min in order to observe stable
performance. KT tests were performed after a 10 min stabilization
period at D2 and D4 at 0830, 1130, 1430, 1730 and 2030 during
2 min.

Table 2

2.5. Hormone and cytokine assays

Plasma samples were assayed using commercially available
ELISA kits (soluble high-sensitivity (hs) CRP, IL-6 (hs), TNF- = (hs)
and sTNFR1 - R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Plasma corti-
sol concentrations were measured using a commercial radioimmu-
no assay (gammaCoat cortisol RIA Kit, Diasorin, Stillwater, MN,
USA). The lower limits of detection for CRP, IL-6, TNF-o, and soluble
TNF receptor 1 (sSTNFR1) were 0.005 ng/ml, 0.016 ng/ml, 0.038 pg/
ml and 0.43 pg/ml, respectively. Average intra-assay coefficients of
variation were 4.4%, 6.9%, 8.5% and 4.7% respectively. Average in-
ter-assay coefficients of variation for CRP, IL-6, TNF-x« and sTNFR1
were 6.0%, 9.6%, 10.6% and 8.8%, respectively. The lower limit of
detection was 5.9 nmol/l for the cortisol RIA and the average inter-
and intra-assay coefficients of variation were 9.8% and 7.7%,
respectively.

2.6. Statistical analyses

In this study, we compared the differences between values ob-
served during D2 and D4 at the same time. Biological parameters
were analyzed using a one (day effect) or a two way (day and time
effects) repeated measure ANOVA. ANOVAs were followed by a Tu-
key pairwise multiple comparison procedures. Homogeneity of
variance was previously tested using the Levene's test. When this
test failed, a log 10 transformation of the data was performed to
equalize the variance and thereby perform parametric data analy-
sis. Data are presented as means + SE (standard error). All statisti-
cal analyses were conducted using Statistica 6.0, StatSoft Inc.,
Maisons-Alfort, France. Unless specified, for all statistics the signif-
icance level was set at P< 0.05.

3. Results
3.1. Effectiveness of sleep deprivation protocol

3.1.1. Sleep Pre- and Post deprivation

After a night of sleep loss, subjects demonstrated significantly
shorter sleep latencies, increased percentage of total sleep time
and sleep efficiency (TST/TIB), and decreased average of wake time
after sleep onset. In terms of sleep stages, subjects spent more time
instage N3 and less time in stage N1. Also, REM latency was signif-
icantly decreased compared with baseline (Table 2).

MNight-time sleep during the night before (night D2) and after (night 4) TSD in 12 healthy subjects,

Baseline {night D2)

After TSD (night D4) ANOVA A1,11)

Sleep continuity

Sleep period time (SPT), min 4505 +2.4
Total sleep time (15T, min 4266 +43
Sleep effidency, 922+1.2
Sleep latency, min 145+2.3
WASD, min 239427
Sleep architecture

Stage 1, min 166+14
% TST 3904
Stage 2, min 1880287
& TST 433+23
Stage 3, min 109.1 6.8
% TST 256+1.5
REM, min 112044
% TST 263108
Latency, min 685220

462,63+ 1.8 13,77
4487 +23 2487
96304 2267
621132 2317
14023 113"
82:1.1 B5.47
18205 75487
184753 03
412+13 29
170175 97.0™"
379+2.1 6057
857+32 4577
191+1.2 7947
101554 6.9°

Values are means £ SE TSD, total sleep deprivation; WASO, wake time after sleep onset: REM, rapid eye movement sleep.

* P 005,
T p<001,
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Table 3
Mean sleep latency and sleepiness during D2 and D4 at 0900, 1200, 1500, 1800 and 2100,
Time (h) ANOVA
0900 1200 1500 1800 2100 Day K1, 11) Hour H4, 44) Interac. F4, 44)
Sleep latency MSLT, min
D2 15217 106+ 1.7 89214 124+ 19 162+1.3 11" 51° 4497
D4 1.6:03% 1.8:05% 22105% 1.6+ 04% 26+0.4%
KSS
D2 23102 31102 28102 3.1+ 03 33+03 232 0.9 25
D4 46+04% 45+04% 43+04% 43:04° 42+03%
Values are mean+ SE T5D, total sleep deprivation; K55, Karolinska Sleepiness Scale,
" p<o0,
¥ Difference vs. baseline day, P < 0,05,
* Difference vs. baseline day, P< 0.01.
Table 4
Reaction time during D2 and D4 at 0800, 1100, 1400, 1700 and 2000.
Time {h) ANOVA
0800 1100 1400 1700 2000 Day K1, 11) Hour H4, 44) Interac, H4, 44)
Reaction time (ms)
D2 672.7+37.9 674.5 +34.1 658.8+32.9 693.0 +41.6 668.3+33.6 1237 18 1.1
D4 7104+ 40,1 7201 +41.4 73541 45.3% 769.9 £ 47.0° 73771424
% Errors
D2 33+10 2005 3.6+ 09 3.4+09 3.6+08 02 04 04
D4 53+16 AR E11 3.0+ 1.0 34210 40+ 1.1

Values are mean + SE TSD, total sleep deprivation,
T P<001.

* Difference vs. baseline day, P < 0.05.

¥ pifference vs. baseline day, P< 001,

3.1.2. Multiple sleep latency test (MSLT)

After one night of total sleep loss, both the average daily sleep
latency as well as sleep latencies at each time point of the MSLT
(0900, 1200, 1500, 1800 and 2100) were significantly shorter com-
pared with baseline. The differences were significant when we used
the standard MSLT criterion of 30 s of any stage of sleep (15.2+1.7
vs.1.6+03,106+1.7vs. 1.8+0.5,89+1.4vs. 22+405,124+19
vs. 1.6 +04, 162+ 1.3 vs. 2.6 +04; all P<0.01) (Table 3).

3.1.3. Subjective sleepiness

Subjective sleepiness, measured by the nine-point Karolinska
Sleepiness Scale (KSS), increased significantly after a night of total
sleep loss at each time point (at 0900, 1200 and 1500, P<0.01; at
1800 and 2100 h, P< 0.05) (Table 3).

3.1.4. Vigilance performance

For the basic block of reaction time test, we observed an overall
increase in response time from 1400 and 1700 (P<0.01 and
P <0.05, respectively, see Table 4) without change in the percent-
age of errors, indicating a decrease in vigilance performance.

3.2, Effects of total sleep deprivation on TNF-x, TNFR1, IL-6, cortisol
and CRP secretion

A total sleep deprivation induced a significant increase on TNF-
o plasma levels at 1700 and 2000 (ie. after 34 and 37 h of awaken-
ing) (1.70+£ 0.31 vs. 090 +0.34 pg/ml at 1400 and 1.29£033 vs.
066£0.19 pg/ml; P<0.01 and P< 0.05, respectively). No statisti-
cally significant differences on TNFR1, IL-6, cortisol and CRP plas-
ma levels were observed between baseline period (D2) and after
the night of total sleep lass (D4). However, there was a significant

effect in terms of the circadian secretory pattern of cortisol and IL-
6, as indicated by the significant time effect (Figs. 1 and 2).
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Fig. 1. Difference in plasma levels of tumor necrosis-alpha (TNF-x) and tumor
necrosis factor receptor-1 {TNFR1 ) between baseline {02 and after TSD (D4, Values
are presented as mean + SE. TSD, total sleep deprivation. “Difference vs. baseline
day, *P <005, P <0.01.
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4. Discussion

Our present study shows that a total sleep deprivation in young
health men is associated with significant sleepiness, decrements in
psychomotor performance and increased secretion of the only pro-
inflammatory cytokine TNF-z and no changes in IL-6, CRP and cor-
tisol secretion.

4.1. Daytime sleepiness and vigilance performance

We observe a significant increase in sleepiness and decrements
in psychomotor performance as described by Vgontzas et al., stud-
ies in which they show that a modest daily restriction of sleep by
2 hfnight for 1 week in young healthy men and women is associ-
ated with significant increase in sleepiness and decrements in
psychomotor vigilance performance [10,2526].

4.2, TNF-o, TNFRI and IL-6 levels

The pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-x have been sug-
gested as mediators of excessive sleepiness in humans in patholog-
ical conditions, e.g., sleep apnea [25] and narcolepsy [27], or in
experimentally induced sleepiness, i.e., following sleep deprivation
[5,10,11].

Few studies have described the effects of human sleep loss on
the tumor necrosis factor (TNF) system. In a study of mild sleep
loss (2 h per night for seven nights) in healthy men and women,

w

men showed elevations of TNF-o as a consequence of sleep
restriction, whereas women did not show this change [10]. In an-
other study involving men who were sleep restricted to two 2-hour
naps per day for 4 days, Shearer et al. [ 5] observed no increase in
TNF-o or its receptors. In another recent study involving men
and women who underwent sleep reduction for 10 nights, there
were no significant changes seen in TNF-o or its soluble p55 recep-
tor [14]. As yet, incompletely understood individual differences in
vulnerability to sleep loss may underlie these discrepancies, or per-
haps subtle but important differences in methods. Although the
TNF family sometimes responds to partial sleep deprivation, there
is evidence that the type 1 (but not type 2) soluble TNF receptor is
influenced by acute complete sleep loss [5]. Vgontzas and col-
leagues [26] have observed neither TNF-o nor TNFR1 were in-
creased following a night of sleep loss, and their levels were not
affected by the 2 h nap.

Our study in which constant and controlled experimental con-
ditions were realized with healthy subjects and in absence of psy-
chological or physical stressors; an acute total sleep deprivation
(40 h) was sufficient to induce secretion of pro-inflammatory cyto-
kine such as TNF-z, a marker more described in chronic sleep
restriction or deprivation and as mediators of excessive sleepiness
in humans in pathological conditions.

Indeed, in our study we observed a significant increase in TNF-u
plasma levels only after 34 and 37 h of sleep deprivation in healthy
men. We can suggest that one night of sleep loss can induce the
functional alteration of the monocyte proinflammatory cytokine
response [28]. Indeed, after a single night of sleep reduced by
50%, Irwin and colleagues [29] showed an increase in monocyte
production of TNF-2 messenger RNA and in the morning after a
night of sleep loss, monocyte production of TNF-x differentially
changed between the two sexes [30]. The increase in circulating
levels of TNF-o could be induced by the activation of cellular
expression of TNF-o, with effects on up-stream sources of cellular
inflammatory cytokine expression [29]. Moreover, such up-regula-
tion of inflammatory gene expression following such sleep loss
[29] is due to activation of nuclear factor (NF)-kB transcription
control pathways [21] that plays a key role in controlling cellular
expression of proinflammatory genes [32].

Moreover, partial sleep deprivation induces marked increases in
cardiovascular responses | 33,34] as well as sympathoadrenal activ-
ity upon awakening [34]. In turn, adrenergic output is known to
facilitate in vivo release of inflammatory mediators into circulating
blood [35,36]. Although catecholamines in vitro are reported to
suppress proinflammatory cytokine production [37,38], physiolog-
ical concentrations of norepinephrine are reported to be sufficient
to result in a significant dose dependent increase of NF-kB-binding
activity in vitro [39], which might drive increases in the monocyte
expression of proinflammatory cytokines.

In view of these data, the significant increase of heart rate (HR),
systolic blood pressure, and the normalized low frequency compo-
nent of HR variability (0.04-0.15 Hz), a marker of the sympathetic
activity, within 32 h of TSD (P <0.05) data presented in our recent
paper [40] could increase in the monocyte expression of proinflam-
matory cytokines, suggesting the increase of TNF-o levels at 34 and
37 h of sleep deprivation in our study.

As noted, total sleep deprivation has been reported to increase
[5,10,11,26], decrease [13,16] or induce no measurable change
[4142] in [L-6 levels. Taken together, the effects of sleep depriva-
tion on circulating levels of IL-6 appear equivocal, which may in
part be related to both pro- and anti-inflammatory roles of IL-6
[43]. Continuous use of an indwelling [V catheter across 24 h has
been reported to be associated with an increase in IL-6 levels
regardless of sleep or sleep deprivation [16]. The reported increase
in IL-6 was hypothesized to be due to local inflammation at the IV
site as higher IL-6 levels were reported for samples that were
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difficult to obtain, especially during sleep. Indeed, when circulating
IL-6 levels were analyzed in plasma samples obtained from an
indwelling venous catheter, they increased about 100% or even
more after sampling periods of 10 h or longer. In contrast, no in-
crease was observed when IL-6 concentrations were analyzed in
samples obtained after the same time interval, but by a simple nee-
dle stick at the controlateral arm [17,44,45]. The levels of other
cytokines and soluble cytokine receptors, such as TNF-« and the
soluble TNF receptors p55 and p75, are not substantially affected
by the use of an indwelling catheter [17]. This suggests that IL-6
might also be sensitive to other confounding factors: for example,
the blood drawing process and related difficulties, e.g. frequent
and/or strong aspiration of bloed, may influence IL-6 levels. In gen-
eral, blood drawing from an indwelling catheter is more difficult
when subjects are asleep, because during sleep arm positions are
often inept for blood drawing. These difficulties might induce sub-
tle mechanical damage to the vessel wall or to individual cells,
resulting in cytokine release. Therefore, blood samples taken dur-
ing sleep from an indwelling catheter might yield higher IL-6 levels
than those obtained during wakefulness. This may confound find-
ings of differences of IL-6 levels between sleep and wakefulness.

In our experimental conditions, i.e. blood samples collected
serially only every 3 h during D2 and D4 from only 0800 to 2300,
no changes in IL-6 levels were observed after one night of sleep
loss. These observations confirm that it is necessary to take precau-
tions with the blood sampling in sleep deprivation studies as sug-
gested by Haack et al., studies [16,17].

4.3. CRP and cortisol secretions

CRPis a stable marker of the development of cardiovascular dis-
eases [46] that increase in chronic sleep loss [6]. However, contra-
dictory results also appeared on the effects of sleep deprivation in
healthy subjects with studies reporting an increase [6], a decrease
[13], or no measurable change [47] in CRP levels. Indeed, several
methodological differences among the studies cited above may
contribute to the inconsistent findings for CRP, including the dura-
tion of sleep deprivation, circadian phase, control over posture and
light exposure, blood sampling frequency, the timing and type of
nutrition, previous limits of assay sensitivity, and differences in
subjects' BMI; obesity increases pro-inflammatory markers [48].

As observed with IL-6 plasma levels, no changes in CRP plasma
levels were found after the night of sleep loss due probably to the
precautions used in blood samples.

4.4. Cortisol

Several studies have also examined the effect of total sleep
deprivation on cortisol, with some reporting an increase [49-51],
others reporting a decrease [11,13,52,53], and others reporting
no change [16,54-59]. Methodological differences between stud-
ies, such as delayed bedtime vs. advanced wake time, constant
recumbent condition during sleep loss vs. ambulatory, calories gi-
ven IV in the form of glucose vs. regular meals, may explain the
variance in terms of cortisol response. Also, it has been shown that
upright position [60] or the transition from dim light to bright light
|61]in the morning induces an elevation of the cortisol level. In our
controlled experimental conditions no changes in cortisol levels
were observed after a total sleep deprivation.

5. Conclusions

In conclusion, loss of sleep during only part of the night is one of
the most common complaints of persons who experience
environmental or psychological stress [62,63], travel across time

meridians, engage in shift work, or have a psychiatric disorder
[64], Our results show that an acute sleep deprivation activates
TNF-o levels after 34 and 37 h. We speculate that this response
is associated with up-regulation of molecular signaling pathways
that mediate increases in the transcription of the TNF gene. Confir-
matory studies that use signal antagonists will be required to fully
validate these potential mechanisms, but the results presented
herein support the general principle that sleep loss alters molecu-
lar processes that drive cellular immune activation and induce
inflammatory cytokines. These data should also motivate further
investigations to define the effects of sleep loss on inflammatory
mechanisms with implications for cardiovascular and chronic
inflammatory disorders in humans. Testing of interventions that
target sleep and/or its biological consequences might identify
new strategies to constrain inflammation and to promote health
as people age. The existence of a period in which inflammatory re-
sponse is present during an acute sleep deprivation in healthy men
reinforce the fact to use napping strategies in order to avoid an
unfavorable metabolic profile, a higher risk of cardiovascular ad-
verse events, and decreased longevity especially if these conditions
of acute sleep deprivation are often repeated. Future investigations
with daytime napping strategies should be investigated in the
same conditions of our present study because a recent study shows
the important role of napping after acute sleep deprivation [65].
Moreover it will be interesting so to explore the kinetic of cytokine
and hormonal responses on recovery sleep after total sleep
deprivation.
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Introduction: Laser-Doppler flowmetry (LDF) coupled with acetylcholine chloride (ACh) iontophoresis is
increasingly recognized as a reliable non-invasive method to study the endothelial function. However, ACh-
vasodilation measurement appears highly variable possibly due to the ACh pharmacological properties itself.
These problems may be partially overcome by using methacholine chloride (MCh), a more stable synthetic
agonist of muscarinic receptors, instead of ACh. Therefore, we first studied the correlation between the two
drugs and then the effects of (1) spatial variability { inter-site measurements), (2) temporal variability { inter-
day measurements), (3) intra-day variability (morning versus evening), and (4) age on the variability of both
ACh-vasodilation and MCh-vasodilation.
Methods: The endothelium-dependent vasodilation response to simultaneous iontophoretic applications (4
doses of 10 s at 0.1 mA with 2 min of current-free interval) of ACh (11 mM) or MCh (10 mM) was studied on
the forearm of 40 healthy subjects (36 males, median 28 yr, range 21-59 yr). The percent change in perfusion
(CVCpeak) from baseline and the area under the curve (CVCayc) during iontophoresis were assessed. Inter-
site, inter-day and intra-day coefficients of variation {CV) were studied for each drug as well as correlations
between drugs and age.
Results: A linear relationship was found between ACh- and MCh-CVCpeak (r2=0.75, p=0.01) and between
ACh- and MCh-CVCayc (r2=0.55, p=0.02). MCh inter-site CV for both CVCpeak (12.2%) and CVCayc (13.8%)
was significantly lower than ACh inter-site CV for CVCpeak (15.5%) and CVCpye (15.3%), respectively. MCh
inter-day CV for CVCpeak (17.2%) and CVCauc (14.6%) was significantly lower than ACh inter-day CV for
CVCpeak (19.7%) and ACh CVCauc (21.2%). For ACh and MCh, the CVCpeak and CVCauc were higher at
16:00 pm than at 11:00 am (p=<0.05 for all). Finally, both ACh- and MCh-CVCpeak exhibited a logarithmic
decrease with age (r2=0.61, p<0.01 and 2 =0.58, p<0.01).
Conclusion: Although both drugs exhibited circadian and age variability, MCh exhibited less inter-site and
interday variabilities than did ACh for the evaluation of cutaneous endothelium-dependent vasodilation,
These findings should be taken into account in studies of cutaneous vascular function by iontophoresis
coupled with laser Doppler flowmetry.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Intreduction

Endothelial dysfunction is an early marker of atherosderosis and is
assodated with numerous cardiovascular risk factors (Vita and Keaney,
2002 ). Since it may precede overt clinical manifestations, major research
efforts have focused on the early detection of endothelial dysfunction in
man. The clinical interest for detection and screening of endothelial

Abbreviations: ACh, acetylcholine chloride; AChE, acetylicholinesterase; CR, coefiident
of repeatability (%); CV, coefficient of variation (%); CVC, cutaneous vascular conductance
{PU/mm Hg); CWCayc, area under the CVC curve (% baseline); CVCinerease maximalchange

in absolute CVC value (PU/mm Hg); CVCpeak, maximal relative value (% of baseline); LDF,
laser Doppler flowmetry; MCh, methacholine chloride; NO, nitric oxide; SkBF, skin blood
flow (PU).
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dysfunction hinges on the reliability of the diagnostic tests, their prog-
nostic value, their safety and their repeatability (Frick and Weidinger,
2007).

Over the past decade, measurement of changes in blood flow in the
skinmicrocirculation using laser Doppler flowmetry (LDF) coupled with
acetylcholine chloride ( ACh) iontophoresis (LDF-ACh) has been widely
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developed (Andreassen et al., 1998 Cracowski et al., 2006; Debbabi et
al, 2009). It is a technically challenging, non-invasive and operator-
independent method, for assessing endothelial function in various
physiological and pathological states in man (Andreassen et al., 1998;
Cracowski et al, 2006; Debbabi et al, 2009). ACh exerts an agonistic
effect on the muscarinic receptors of the endothelial cells of the
cutaneous vasculature. The ACh-induced vasodilation is mediated by
the release of endothelium-derived relaxing factors such as nitric oxide
(NO), prostaglandins and possibly endothelium-derived hyperpolariz-
ing factors (Cracowski et al., 2006; Newton et al,, 2001). ACh is rapidly
hydrolyzed into an inactive form by acetylcholinesterases (AChE)
(Shibasaki and Crandall, 2001 ). One of the problems with the LDF-ACh
iontophoresis techniqueis the variability of the in-vivo responses to the
administration of ACh. The delivered dose of ACh transferred though the
skin, the number of studied capillaries, the number of endothelial cell
receptors, and the hydrolysis by AChE (Shibasaki and Crandall, 2001)
are important sources of variability. Another potential source of
variability is represented by the chemical properties of ACh and the
stability of the ACh solutions utilized for the test (Sletten et al., 2005).

These problems may be partially overcome by using methacholine
chloride (MCh) (Bruning et al., 1996; Kimura et al., 2007), a synthetic
{r-methyl homolog of ACh that acts as a non-selective muscarinic
receptor agonist in the nervous system. Because of its resistance to
AChHE and its duration of action, MCh chloride is a widely used phar-
macological agent in provocative tests to analyze non-specific bron-
chial responsiveness { Hayes etal., 1998). Another advantage of MCh is
represented by its higher temporal stability in solution than ACh (Acar
et al, 2001; Asmus et al., 2002; Hayes et al., 1998; Pratter et al., 1982;
Sletten et al., 2005). Indeed, MCh is relatively stable at ambient
temperature (=1 month) and for longer periods (=1 yr) after refrige-
ration (=4 °C) or freezing (<—20 °C) in various solvents such as iso-
tonic sodium chloride (Pratter et al., 1982), deionized water (Acar
et al., 2001) or phosphate buffer (Hayes et al., 1998). At lower
concentrations (0.25 mg/ml), MCh solution remains stable for two
weeks when stored between 2 and 8 °C (Asmus et al., 2002).

Both ACh and MCh cause concentration dependent vasodilation
when administered in-vivo by iontophoresis (Bruning et al, 1996;
Newton et al., 2001). While some authors observed no differences in
the vascular responses induced by ACh or MCh ( Newton et al., 2001),
others reported a stronger vasodilatory response to MCh than to ACh
(Bruning et al., 1996; Kimura et al., 2007). These differences in the
cutaneous vascular responsiveness are related to methodological
differences, but also chemical and pharmacological properties such as
the employed dose, the chemical instability (Kimura et al,, 2007) or
resistance to enzymatic inactivation of ACh (Bruning et al., 1996;
Kimura et al., 2007; Koppanyi et al,, 1953).

The vehicle itself used for the iontophoresis can be a potential source
of variability. For the ACh iontophoresis, we use deionized water because
this vehicle limits the current induced vasodilation when an anodal
current is employed (Durand et al., 2002; Khan et al., 2004 ), Therefore, it
is of interest to evaluate de-ionized water as a vehicle with MCh. Another
potential source of variability between microvascular measurements is

linked to circadian variation of the vascular reactivity observed in
particular using the ACh iontophoresis (Bau et al, 2008; Elherik et al.,
2002; Sauvet et al., 2010). However, the effect of the time of the day on
MCh-induced vasodilation using LDF coupled with iontophoresis
method (LDF-MCh) had never been studied. Moreover a significant
relationship between age and vascular reactivity has been described
using ACh iontop horesis { Algotsson et al,, 1995; Hodges et al., 2010) but
never using MCh. However, it seems that age is related to changes in
AChE activity level (Srivatsan and Peretz, 1996) that could induce
differences in age effect on ACh- and MCh-induced vascular reactivity.

To date, no standardized choice for the cholinergic salt to be
employed { ACh or MCh) has been established to study the endothelial
function. The aims of this study were (1) to evaluate the association of
cutaneous endothelium-mediated vasodilation mediated by MCh and
ACh administered by iontophoresis, (2) to determine the inter-site,
inter-day and intra-day (ie. effect of the time of the experiment
during the day) measurement variabilities, (3) to assess the effect of
age on vascular-reactivity induced by iontophoresis of ACh and MCh.
Finally, the effect of the vehicle on ACh vasodilation and MCh vaso-
dilation was studied to ascertain that the iontophoretic protocol does
not induce a non specific current-induced vasodilation which could be
a potential confounding factor of vasodilation.

Materials and methods
Subjects

Forty healthy subjects (36 men, 4 women) were included in the
study after giving their written informed consent. The protocol was
approved by the Institutional Paris-Cochin ethics committee (N°ID
RCB: 2008-A00170-55). Their biometric characteristics are summa-
rized in Table 1.

All subjects underwent a detailed medical history and examina-
tion. Exclusion criteria were: history of cardiovascular or cutaneous
disease, acute infectious disease, shift-workers, smokers, daily con-
sumption of alcoholic beverages and those consuming more than
400 mg of caffeine per day, subjects with body mass index (BMI) over
30 kg/m? and those taking medication.

Cardiovascular measurements

All measurements were performed supine at rest in a temperature-
controlled room (24 + 1 °C) after a 10 min stabilization period. Vascular
reactivity was determined from skin blood flow (SkBF) monitored by
two laser-Doppler flowmetry probes (481-1, Perimed AB) connected to
a laser-Doppler unit (PF5000, Perimed AB, Stockholm, Sweden). The
probes were installed on the ventral aspect of the non-dominant
forearm (Tesselaar and Sjoberg, 2011). The laser-Doppler probes were
coupled to an iontophoretic annular electrode with an embedded
sponge (1.2 cm?) filled with the drugs and attached to the skin, 5cm
apart, with an adhesive patch. Before the experiment, the sponge of each
probe was wetted blindly with 0.2 ml of a freshly prepared 1% (11 mM)

Table 1
Biometrical characteristics, blood pressure and skin temperature,
Protocol 1 Protocols 2 and 4 Protocol 3
Mean +5E Range Mean+ 5E Range Mean + 5E Range
Age, yr 291424 |22-51) 300+ 20 [22-51] 2946+25 [21-59]
Height, m 1774005 [1.67-1.84] 176 £007 [1.67-1.84] 175406 [1.61-1.88]
Weight, kg 742429 [55.1-82.4) 761 4+22 [55.0-82.0] 709420 [62.0-91.6]
BMI, kg/m? 242406 [19.7-26.1) 229409 [19.7-26.1] 234403 [203-28.4]
SBP, mm Hg 12494 3.1 [108-144] 1324443 [110-141] 1268427 [110-148]
MEP, mm Hg 904435 [74-100] 935424 [82-93) 890431 [85-99]
DBP, mm Hg 732429 [57-85] 790421 [63-79) 668 +25 [73-85)
Tsk, °C 336404 [32.7-34.9] 333403 [32.3-34.9] 331404 [325-36.1]

Protocol 1, n= 8, Protocols 2, 3 and 4, n=16. BMI: Body Mass Index, SBP: systolic blood pressure, MBP: mean blood pressure, DBP: diastolic blood pressure, Tsk: skin temperature.
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acetylcholine chloride solution (acetylcholine chloride, Sigma-Aldrich
Corporation, L'lsle d’Abeau, France) or a 1% (10 mM ) methacholine
chloride solution (TCl Europe, Zwijndrecht, Belgium) or a 2% (67 mM)
solution of sodium nitroprusside (SNP, Nitriate, Serb Laboratoires,
Villiers de I'lsle-Adam, France). Each iontophoretic probe and its Ag—
Ag(l reference electrodes (PF 384, Perimed AB) were connected to a
closed current intensity-regulated generator (Perilont 382, Perimed
AB). The ACh or MCh was delivered at the anodal electrode while SNP
was delivered at the cathodal electrode. For all drugs, the vehicle was
de-ionized water (pH =6.5).

After a five-minute baseline period, the drugs were simultaneously
administered by four successive periods of 10 s iontophoretic currents of
0.1 mA (11, 12, 13, and 14) with a two minute interval between each
current administration. Using this validated iontophoretic procedure,
there is no blood flow return to baseline between sequential current
applications (Debbabi et al,, 2009). For each probe, the electrical charge
density was 2.5 mC/cm? and the total electrical dose administered was
4 mC, This protocol was designed to avoid non-specific hyperemic effects
resulting from the stimulation by a galvanic current (Cracowski et al.,
2006; Ferrell et al, 2002; Tartas et al,, 2005b). Surface temperature (Tsk)
at the recording sites was monitored by thermocouples attached to the
skin, 3 cm away from the probes. Experiments were performed at stable
skin temperatures ranging from 33 °C to 34 °C (Cracowski et al., 2006).

During the experiment, arterial blood pressure was continuously
recorded from the left 3rd finger using a digital servo-photoplethysmo-
graph (Portapres, Finapres Medical Systems, Amsterdam, The Nether-
lands). The brachial systolic and diastolic blood pressures were also
measured using a standard sphygmomanometer before each test.

Protocols

The experiment was divided into four different protocols. For each
protocol, we used a previously published procedure (Debbabi et al,,
2009). In this procedure, electrical stimulation was set at 0.10 mA and
consisted in four consecutive 10-second applications.

Protocol 1 — Assessment of the anodal- and cathodal-current induced
vasodilation

The potential effect of anodal- and cathodal-current stimulations
on the skin vasculature was studied in a subgroup of 8 subjects at
11:00 am with 4 successive periods of iontophoresis (0.1 mA) of the
vehicle (deionized water) alone with a two minute interval between
each current administration.

Protocol 2 — Comparison between ACh- and MCh-induced vasodilation

The vascular response to ACh and MCh was recorded in a group of
16 other subjectsat 11:00 am. The sites of ACh and MCh iontophoresis
were assigned randomly on the non-dominant forearm.

Protocol 3 — Assessment of the inter-site and inter-day variabilities

The inter-site variability was assessed in another subgroup of 16
subjects, via two probes attached to the same non-dominant forearm
and filled with ACh, MCh or SNP. Inter-day variability tests were
performed at 11:00 on two separate days (median: 5 days, range:
3-12 days).

Protocol 4 — Intra-day variability (effect of the time of the day)

Measurements of the vascular response were assessed in 16
subjects, on the non-dominant forearm. It was the same group as in
protocol 3. Subjects received either ACh and SNP or MCh and SNP on
two separate days (median: 8 days, range: 1-21 days) at twodifferent
times of the day (11:00 am or 16:00 pm).

Data collection and analysis

The LDF signals were digitized and recorded by an analog-to-
digital converter (MP150, Biopac Systems Inc,, Goleta, CA, USA) ata
sampling frequency of 1000 Hz for offline analysis. Data collection
began with a 5 min baseline rest period before the onset of ionto-
phoresis and was recorded continuously for 15 min.

The SkBF signal (expressed in arbitrary perfusion units — PU) from
each laser-Doppler probe was averaged every 105 to reduce instan-
taneous variability from vasomotion. To take the concomitant changes
in the systemic arterial blood pressure into account, the cutaneous
vascular conductance (CVC expressed in PU/mm Hg) was calculated
as the ratio of SkBF to the mean blood pressure (MBP). For all micro-
vascular measurements, baseline CVC was defined as the average of
conductance over the 2 min rest period prior to the first iontophoresis
dose (I1). Vasodilatation responses were evaluated in percent of
baseline CVC (Cracowski et al., 2006). The CVCpeak was defined as the
10 s averaged maximal CVC recorded after each iontophoretic dose
divided by the baseline CVC. The CVCpeak was expressed in percent.
As four current applications (from 1 to I4) were performed, 4
CVCpeak were obtained and called CVCpeaklI1, CVCpeakl2, CVCpeaki3
and CVCpeak4. The CVCiperease ( PU/mm Hg) was also calculated as the
difference between the maximal absolute CVC value and the absolute
basal CVC value. Finally, the CVCayc (%.5.10°) was determined from
the area under the curve ranging from the first stimulation to the end
of the 5 min period after the last current stimulation (i.e. 14).

Statistical analysis

All data are presented as means + standard error of the mean (SE).
All statistical analyses were performed with Statistica (StatSoft Inc,
Maison alfort, France). Statistical significance was taken as p<0.05.

Statistical analysis for protocol 1

The effect of the vehicle with an anodal current or cathodal current
on the CVC was determined using a non-parametric two-way
Friedman test followed by pairwise comparisons between CVCpeak
and baseline.

Statistical analysis for protocol 2

The vascular response was determined by repeated analyses of
variance (ANOVA) with 1 or 2 factors (‘drug’ or ‘drug’ + ‘iontophoresis
stimulation’). The strength of the correlation between ACh and MCh
was determined by the correlation coefficient and regression analysis
after the equality of variance was tested between the groups. The
slope of the relationship between ACh and MCh as well as the inter-
cept were compared to the reference equation (y =x) using ANCOVA
analysis. A log10-transform was performed when needed. A Bland-
Altman plot was employed to assess repeatability between the ACh
and MCh tests. The limit of agreement (LOA) was calculated as the
mean of the differences+ 1.96 SD of differences (Bland and Altman,
1986).

Statistical analysis for protocol 3

The inter-site and inter-day variabilities between measurements
were determined by the coefficient of variation {CV) expressed as the
standard deviation (SD) of the differences between pairs of mea-
surements obtained during different measurements divided by the
average of the mean of each pair of readings. A CV<35% was deemed
acceptable (Harris et al, 2007; Roustit et al,, 2010). CV values were
compared using ANOVA analysis. The coefficient of repeatability (CR)
was calculated as 2 xSD (Bland and Altman, 1986). The repeatability
was considered good if 95% of the differences between the two mea-
surements were less than 1.96 standard deviations of the differences
(Bland and Altman, 1986).
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Statistical analysis for protocol 4

The vascular response was determined by ANOVA with two
factors: time of day and one repeated (iontophoresis) followed by a
pairwise multiple comparison procedures (Tukey's test). A prior
Levene's test was used to test variance equality between the groups
and a log10 transformation was performed to equalize the variance
when needed.

A multiple regression analysis was performed on the pooled value
of all iontophoretic tests to determine the influence of age on the
vascular reactivity measurements. Comparisons between the slopes
and the intercepts of the relationships between ACh and MCh with
age were assessed using ANCOVA analysis.

Results
Protacol 1

Basal CVC was not significantly different between the anodal and
cathodal probes. After the fourth iontophoretic stimulation, no
significant change in the CVC at the anodal electrode (0.07 £0.01 vs
0.10+ 0.02 PU/mm Hg respectively, p=non significant) was observed
as compared to baseline CVC at the anode, whereas CVC after the fourth
stimulation at the cathode was significantly increased as compared to
the baseline CVC at the cathode (0.59 £0.15 vs 0.06+0.01 PU/mm Hg
respectively, p<0.05).

Protocol 2

We observed no significant drug effect but a significant ‘stimulation’
effect (Fy_4s=068.9, p<0.001 ) and a significant interaction (F;_, = 68.9,
p<0.001). The post hoc analysis showed that after ACh iontophoresis,
CVC significantly increased (Figs. 1 and 2) compared to baseline CVC
from 11 to 14 (p=0,001, [1 vs. baseline: p=0.04; 12 vs. baseline CVC:
p=002, 13 or 14 vs. baseline; p<0.02), whereas after MCh iontopho-
resis, CVC values only differed significantly from baseline CVC values
after 12 (12 vs. baseline: p=20.03, I3 and 14 vs. baseline p=0.01).
Moreover, we observed significant differences between ACh- and MCh-
CVCpeak after 11 (p<0.05) but no significant differences were noted
between the ACh-and MCh-CVCpeak after 12, 13 or 4, Vascular reactivity
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parameters observed after ACh and MCh iontophoresis were correlated
for baseline CVC (p<0.02), baseline flux (p<0.02 ), CVCpeak (after 3 and
14, p=0.01) and CVCayc (p=0.02). Moreover, we observed a significant
difference between slope of the relationship with the reference equation
(x=y) (Fi.15=29.1, p=0.01) but no difference between the intercepts.

The Bland-Altman analysis (Fig. 3) shows the repeatability
between ACh-CVCpeak and MCh-CVCpeak (assessed after 14). The
mean differences between values were — 83.5 +35.1 and the limits of
agreement (LOA) ranged from 363.9% to 197.0%. Only one value was
out of LOA so that 93.9% of the 16 differences were included in LOA.

Protocol 3 (Table 2)

In the present study, the best inter-site and inter-day CV were
observed for MCh-CVCpeak after 14 (12.2% and 17.7%, respectively)
and MCh-CVCpe (13.8% and 14.6%, respectively). Inter-site and inter-
day CV below 35% were observed for ACh-CVCpeak after I3 and 14 (I3:
14.4% and 19.7%; 4: 155% and 18.6% respectively) and ACh-CVCyuyc
(15.3% and 21.2%). ACh and MCh between-site CV were slightly
smaller than the day-to-day ones. As recommended by the British
Standards Institution, the inter-site and inter-day repeatabilities were
classified as good for AUC (ACh and MCh) and for CVCpeak observed
after the I3 and 14 for ACh and only after |4 for MCh. After 14, inter-site
and inter-day CV of MCh-CVCpeak were significantly lower (p<0.05)
than CV of ACh-CVCpeak observed after I3 or 14.

Protocol 4

After ACh iontophoresis (Fig. 4), we observed a significant increase
in CVCpeak (after 13 and 14) and CVCayce at 16:00 pm compared to
11:00 am (F145=45, p=0.04; F;_15=125, p=0.003, F, 15=123,
p=0.004, respectively). After MCh iontophoresis, CVCpeak (after 13
and 14) and CVCayc values were significantly higher at 16:00 pm
compared to 11:00 am (Fy_15 =6.6, p=0.02; F;_;5=125, p=0.003;
Fi_1s=125, p=0.003, respectively). After SNP iontophoresis, we did
not observe any difference between the values observed at 11:00 and
16:00. No changes were observed for Tsk, basal flux and blood
pressure parameters between the two times of day.
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Fig 1. Example Acetylcholine (ACh)- and Metacholine (MCh )-induced changes on the
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cutaneous vascular conductance (CVC). ACh and MCh were delivered in 4 (11,12, 13, 14) 10 s

current periods (0.1 mA, 0.1 mC/min) with an interstimulation interval of 120 s, Baseline CVC was calculated as the average CVC observed during the 120 s before I1. CVCpeak (Il to
14} are the maximal values observed within 10 s following each iontophoretic doses of current.
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Fig. 2. Comparison of the effects of Acetylcholine ( ACh) and Metacholine (MCh) on the cutaneous vascular cond uctance ( CVC). A. ACh and MCh were delivered in4(11,12,13,14) 10 s
current periods (0.1 mA, 0.1 mC/min) with an interstimulation interval of 120 s. CVCpeak, expressed as % of baseline CVC, is the maximal value observed within 10 s following each
iontophoretic doses of current. Baseline CVC was calculated as the average CVC observed during the 120 s before 11. Values are mean + SE. *Significant differe nces between ACh-and
MCh-CVCpeak, p<0.05. B. Correlation between ACh-CVCpeak and MCh-CVCpeak values (i.e. maximal value of CVC observed after 14, express as % of baseline CVC).

Relationships between age and vascular reactivity parameters

There was a significant relationship between age and ACh-CVCpeak
at 14 (R2=057, p<001), ACh-CVCauc (R2=046, p=<0.01), MCh-
CVCpeak at 4 (R?=0.49, p=0.03) and MCh-CVCuyc (R2=044,
p=0.04). The best fit regression model (Fig. 5) between CV(peak at
14 and age was logarithmic (ACh-CVCpeak =-1382.9 Ln(age) + 5486.8,
Rz2=0.61, p<0.01; MCh-CVCpeak=-991.37 Ln(age)-+4098.2,
R2=0.51, p<0.01). We observed no significant differences between

The study of peripheral endothelial function is increasingly recog-
nized as a non-invasive surrogate marker for the study of vascular
function that carries important prognostic information for cardiovas-
cular risk (Jadhav et al., 2007; Khan et al., 2008 ). The major advantage
of LDF coupled to ACh or MCh iontophoresis is represented by its
operator-independent sensitivity in detecting and quantifying relative
changes in skin blood flow in response to vasoactive drugs (Cracowski
etal., 2006). Therefore, any factor that helps to reduce the variability of
the measurements should increase the usefulness of this technique for
clinical tests or research.

the slopes and the intercepts of the MCh-and AChrelationships with age
equations. No significant correlation was observed between age and

SNP- CVC; nerease OF SNP-'CVCAL[(.

Discussion

Our results show a close linear relationship between ACh- and
MCh-induced cutaneous vasodilation using LDF coupled with ionto-

Comparisons between ACh and MCh induced vasodilations

Our data showed that the maximal vascular responses to ACh and
MCh were not statistically different and that the cumulated con-
centrations of exogenous ACh and MCh resulted in a stepwise increase
in CVC. However, we did observe some differences between the ACh
and MCh vascular effects. With ACh, the increase in CVC started after

phoresis. Although both ACh- and MCh-induced vasodilations were
significantly modified by age and the time of the day, MCh induces
less inter-site and inter-day variabilities than ACh in our experimental
conditions. Further, these vasodilatations were independent from the
vehicle. These results suggest that it is better to use MCh instead of
ACh to assess the endothelial function using LDF and iontophoresis.

the 1st dose of current, whereas it started at the 2nd dose of current
with MCh. Moreover, the slope of the MCh-ACh relationship is higher
than 1, indicating a different dose (current charge) -effect between
MCh- and ACh-induced vasodilation. These differences may stem
from differences in bioavaibility of ACh and MCh. Indeed, at moderate
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Fig. 3. Repeatability between ACh-CWVCpeak and MCh-CVCpeak ( Bland-Altman plots). Closed lines represent the mean of the differences between ACh-CVCpeak and MCh-CVCpeak

(—83.54 35.1%), whereas dotted lines represent the limit of agreement ( mean + 1.96 5D of differences ).
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Table 2
Variability and repeatability of cutaneous vascular response to iontophoresis of ACh, MCh and SNP.
ACh MCh SNP
Inter-site variability Inter-day variahility Inter-site variability Inter-day variability Inter-site variability Inter-day variability
CV (CR) CV (CR) CV (CR) v (CR) CV (CR) CV (CR)
Baseline flux, PU 16.6 (5.4)* 572 (89) 155 (3.1)* 38.0(153) 19.4 (9.1)* 39.3 (44)
Baseline CVC, PU/mm Hg 13.5 (0.14)° 57.2 (0.15) 105 (0.12)* 38.0(1.15) 103 (1.8)* 37.8(12)
CVCpeak 11, % basal CVC 32.1 (289.1) 65.6 (312.1) 11.8 (1895)* 41.4{2853) 5.1 (1525)* 27.6(513.1)
CVCpeakd2, % basal CVC 36.6 (343.1) 31.9 (334.6) 36.8 (3002) 394 (24156) 505 (5532) 41,8 (4122)
CVCpeakl3, & basal CVC 144 (217.2)" 19.7 (189.6)" 24.8 (2247) 28.9(1439) 22,2 (4882) 27.5(4952)
CVCpeak 14, % basal CVC 15.5 (156.5)* 18.6 (165.2) 122" (2125)* 17,2 (13214)* 23.1 (5523) 247 (5082)
CVCinerease, PU/Mm Hg 28.2 (1.4) 509 (1.6) 354 (1.6) 474(17) 23.1(0.5) 60.6 (0.6)
AUC, %s.10° 15.3 (3.1 212 (2.9)° 13.8 (1.3) 14,6 (33)* 19.2 {2.9) 35.2(332)

Acetylcholine (ACh), Metacholine (MCh), and Sodium Nitroprusside (SNP) were delivered in four (11, 12, 13, I4) 10 s iontophoresis dose of current period (0.1 mA with an
interstimulation interval of 120 s}, Baseline flux and cutaneous vascular conductance (CVC) were calculated as the average flux and CVC observed during the 120 s before 11, Vascular
reactivity parameters are CVCpeak, and CVCyceae, and area under the curve (CVCayy). CVCpeak is the relative maximal value observed within 10 s CVC following each dose of
current. OVCineeaw is the differe nce between maximal CVC value and basal COVC. CVCpyyc was computed by integrating the curve from 1 to the end of the recovery period (5 min after

14). CV is the coefficient of variation, expressed as

%, CR is the coefficient or repeatability {2 5D of differences between pairs of measurements).

* Good repeatability (95% of the differences between values <1.96 standard deviations of the differences).

b Significant differences between ACh and MCh coefficients of variation p<0.05.

doses (i.e. 1000 ng/kg/min using subcutaneous microdialysis) other
authors observed that the increase in CVC induced by MCh was
significantly greater than that observed with the same dose of ACh
(Bruning et al., 1996). These different responses can probably be
accounted for by the metabolic instability of ACh in response to
endogenous cholinesterases (Bruning et al,, 1996; Duff et al., 1953).
Since ACh is less resistant than MCh to hydrolysis by acetylcholines-
terases, the time-course of the hydrolysis would seem to be an
important factor (Foster, 1971; Koppanyi et al., 1953; Newton et al.,
2001). Therefore, differences in the response to ACh and MCh could
result from an abnormal activity of AChE (Shibasaki and Crandall,
2001) as described for example in chronic fatigue syndrome or illness
following exposure to organophosphates (Khan et al, 2004). To
overcome such potential limitations, MCh has been proposed as a
replacement for ACh in the evaluation of the endothelium-dependent
cutaneous vasodilator responses (Chowienczyk et al, 1993; Kimura
et al., 2007).

Repeatability of the measurements

Several methodological questions remain about the variability and
repeatability of measurements with laser-Doppler flowmetry coupled
with iontophoresis of ACh. Comparisons between previous studies
(Henricson et al., 2007; Morris and Shore, 1996; Roustit et al., 2010)
are difficult due to differences in studied populations and method-
ological conditions such as concentration and type of drugs, the

strength of the iontophoretic doses of current, the number of current
application, and the expression of the vasomotor responses (i.e. flow
or conductance) to the iontophorized substances. In common with
other published studies, our results were mostly dependent on the
expression of the data expressed in relative or absolute variation in
blood flow or CVC (Henricson et al,, 2007; Morris and Shore, 1996). As
reported by others (Morris and Shore, 1996; Roustit et al,, 2010), at
best, the inter-day coefficient of variation (CV) observed in this study
ranged from 15% to 23%. This high variability is also partially
explained by the higher coefficient of variability observed with the
laser-Doppler fiber optic probes compared to the laser-Doppler
imaging techniques (Jadhav et al,, 2007).

Nevertheless, in spite of a good repeatability between ACh- and
MCh-CVCpeak a new finding of our study was lower intersite and
interday variabiliies of CVC with MCh than with ACh. Indeed, the
variability of the vascular response decreased after the 3rd dose of
current for ACh and after the 4th dose for MCh. Therefore, the number of
stimulations seems to play a significant role in the variability of the
measurements. Indeed after several doses of current applications, the
relative ACh-induced increase in CVC appeared to have the poorest
repeatability (ie. >20%) (Brocx and Drummond, 2009; Henricson et al.,
2007). However, other authors observed that after three identical
iontophoretic doses of current, the ACh-related increase in CVC was the
most reproducible variable of those studied (Al-Tahami et al., 2010;
Andersson et al., 2003; Henricson et al., 2007). Jadhav et al. (2007)
showed that fractioning the iontophoretic application in multiple small
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Fig. 4. Effect of Acetylcholine (ACh), Methacheline (MCh), and Sodium Nitroprusside ( SNP) on cutaneous vascular conductance ( CVC). ACh, MCh and SNP were delivered in 4 (11, 12,
13, 14) 10 s iontophoretic doses of current (0.1 mA, interstimulation interval 120 s.). CVCpeak, expressed as % of baseline CVC, is the maximal value observed within 10 s CVC
following each iontophoresis dose of cumrent. Baseline CVC was calculated as the average CVC observed during the 120 s before I1. Values are presented as mean + SE. *Difference vs.

11:00 p<0.05.
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doses improves the repeatability (Jadhav et al, 2007). It has been
demonstrated that the CVC changes induced by at least three doses of
current with ACh are well-correlated with the post-ocdusive hyperemic
brachial-artery flow mediation, the gold standard for the measurement
of endothelial function (Debbabi et al., 2009). Therefore, the use of four
low intensity (0.1 mA) iontophoretic doses of current using MCh
solution should help reduce variability of the endothelial dependent
vascular responses.

Effect of the time of the day

In addition to the other factors of variability, we observed a
significant effect of the time of the experiment with both ACh and
MCh. To date, there is no clear recommendation about the schedule of
the experiment that could be a source of within-day variability.
Indeed, studies have shown that the time of the day has a significant
influence on endothelial-dependent vascular dilatation (Elherik et al.,
2002; Sauvet et al, 2010) with an attenuation in the morning
compared to the afternoon suggesting a circadian variation (Elherik et
al., 2002; Sauvet et al., 2010). This variation is linked to the circadian
variation of many secreted endothelial-derived factors (Elherik et al.,
2002) that are suspected to induce, in part, an attenuation of vascular
reactivity in the morning. As in a previous study (Sauvet et al., 2010),
we did not observe any significant effect of time of the day on the SNP-
induced response contrary to Elherik et al. (2002) who observed a
circadian variation.

Nevertheless, because of this time dependency, a standardization
of the time schedule of the evaluation of the vascular reactivity would
be desirable to reduce inter-subject variability and produce compa-
rable results. This methodological recommendation is pertinent for
both clinical and research measurements. However, further studies
are needed to determine the best schedule leading to the lower
variability with the highest repeatability.

Influence of age

Another important source of variability is represented by age. We
observed here that the vascular responses (i.e. CVCpeak) to both drugs
were strongly and negatively correlated with age with a curvilinear
best-fit. Relationships between age and ACh have been reported
(Hodges et al.,, 2010; Pierzga et al., 2003), but to our knowledge, the
link between age and MCh has not been published. The reason for this
decrease is probably multifactorial including a reduction in microvas-
cular density (Pierzga et al., 2003), an increase in vascular resistance

(Briones et al., 2007) and a decrease in NO availability (Garry et al.,
2007). Furthermore, despite a probable age-dependent decline in
cholinesterase activity (Srivatsan and Peretz, 1996) we observed a
similar ACh and MCh relationship with age. Indeed, the relationship
between age and endothelial-independent vasodilation is a matter of
debate. As observed in our study, some studies showed no significant
effect of age on the SNP blood flow response (Rossi et al., 2002; Tao et
al,, 2004), whereas Andersson et al.(2003) found a decrease in both
vascular reactivity to SNPand ACh in their older subjects (23 +2 yrvs.
744+ 2yr1).

Effect of the vehicle

In this study, we previously controlled that the iontophoretic
protocol using deionized water as a vehicle did not induced non-
specific vasodilation resulting from the current-induced vasodilation
that interferes with the microvascular response to iontophoresis drug
delivery (Cracowski et al., 2006; Ferrell et al, 2002; Tartas et al.,
2005b). Tartas et al. (2005a) observed a persistent increase of CVC,
although induced by higher anodal currents {i.e. 6 mC) than in the
present study (4 mC in the present study). Their results suggested
that the early anodal current-induced vasodilation was mainly
dependent on COX-1-induced prostaglandin synthesis (Tartas et al.,
2005a). In order to limit this unwanted effect and to assess the true
endothelial reactivity to ACh or MCh, repeated iontophoresis with low
anodal doses of current should be preferred (Tartas et al., 2005a). Our
results also showed that a vasodilatory effect is induced by the
cathodal current despite the low dose of current delivered (Tartas et
al., 2005b) but not by the anodal current delivered as the same way.
Therefore, the anodal current and the vehicle participate neither with
ACh iontophoresis nor with MCh iontophoresis using this sequential
protocol.

Study limitation

A major limitation of our study was the lack of a dose-response
relationship in the cutaneous response to ACh and MCh. The dose-
response relationship, commonly used in pharmacological in-vitro
studies, remains a gold standard for study of the affinity and efficacy of
drugs (Tesselaar and Sjoberg, 2011). Some authors have considered
the iontophoretic application of drugs using consecutive increased
current levels as being analogous to a dose-response study allowing
the assessment of the actions of drugs in terms of slope parameters
and in effective dose 50% (ED50) instead of the maximal value
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(Tesselaar and Sjoberg, 2011). However, fitting the vascular response
using this method is not truly based on the pharmacological process
underlying the response to the drug (Tesselaar and Sjoberg, 2011).
Moreover, this method needs the use of cumulative doses of current
leading to higher current intensities (up to 12mC) (Tesselaar and
Sjoberg, 2011) that would in turn increase the current-induced vaso-
dilation. Some authors have also suggested that microdialysis coupled
with laser Doppler is better to study the microvascular function than
the iontophoresis coupled with laser Doppler. However, this tech-
nique is expensive and requires the introduction into the skin of a
guide needle and is therefore an “invasive” technique (Cracowski
etal, 2006), which cannot be used to study large population, in whom
the assessment of the endothelial function is of interest.

Conclusion

Our data show that MCh exhibits less inter-site and inter-day
variabilities than ACh for the evaluation of cutaneous vascular reac-
tivity using the iontophoresis coupled with LDF. Among the multifac-
torial sources of variability of the small vessel reactivity evaluated by
laser-Doppler flowmetry coupled with iontophoresis, the ACh solution
represents probably a significant part. In several countries, there is an
increasing request from health-regulatory and safety administrations
to use pharmaceutically approved forms of ACh solution. In this re-
spect, MCh solutions prepared by pharmaceutical companies would
better comply with this policy than ACh obtained from chemical
companies. Further works are needed to improve standardization and
production of reference values for the laser technique. Finally, the time
of the day and age are important confounding factors that should be
considered for the clinical and research use of this technique.
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ABSTRACT

To study the effects of a 29-h total sleep deprivation (TSD) on local cold tolerance, 10 healthy men
immersed their right hand for 30 min in a 5°C water bath (CWI) after a 30-min rest period in a
thermoneutral environment (Control), after a normal night (NN) and after a 29-h TSD. CWI was followed
by a 30-min passive rewarming (Recovery). Finger 2 and 4 skin temperatures (Tfi2, Tfi4) and finger 2
cutaneous vascular conductance (CVC) were monitored to study cold-induced vasodilation (CIVD).
Moreover, rectal temperature (Tre), mean skin temperature (Tsk ), heart rate (HR) and blood pressure
(BP) were measured. Blood samples were collected at the end of Control, at the lower and at the first
maximal Tfi2 values during CWI and at Recovery. Tfi2, Tfi4 and CVC didn’t differ after TSD at Control,
whereas they were lowered during CWI (-2.6 £ 0.7 °C for Tfi2; -2°C = 0.8 °C for Tfi4, -79 = 25 % for
relative CVC, P<0.05) as during Recovery (- 4.9 £ 1.9 °C for Tfi2, -2.6 £ 1.8 °C for Tfi4, -70 + 22% for
relative CVC, P<0.05). After TSD the lower CVC values appeared earlier during CWI (-59 £ 19.6 s,
P<0.05). at Control and CWI after TSD, plasma endothelin levels were higher and negatively correlated
to Tfi2, Tfi4 and CVC. However, no effet of TSD was found in the number and amplitude of CIVD and
in Tre, Tsk , HR, BP and catecholamines, whatever the period. However We conclude that TSD induces
thermal and vascular changes in the hand which impair the local cold tolerance suggesting that TSD could

increase the risk of local cold injuries.




INTRODUCTION

Cold-related injuries, especially frostbites of the distal extremities, are always a medical problem for
armies (Grieve et al. 2011; Moran et al. 2003), rescue teams (Kupper et al. 2003), climbers and indoor or
outdoor workers (Makinen et al. 2009; Piedrahita et al. 2008) in cold environments. Fatigue and sleep
deprivation were empirically identified as individual risk’s factors for cold injuries (Rintamaki 2000) but
to date the physiological relationships between sleep deprivation and local cold tolerance of the
extremities have never been studied.

When exposed to cold the human body reacts by cutaneous vasoconstriction to limit heat losses and by
shivering to produce more heat. The cutaneous vasoconstriction reduces the skin blood flow (SkBF) to
the peripheral limbs particularly in the fingers and toes which are the most exposed to cold. Then, SkKBF
of the extremities can be almost negligible during exposure to extreme cold (Daanen 2003; Kellogg 2006)
and the skin can reach very low temperatures increasing the risk of local cold injuries. However, cold
exposure of the extremities (i.e. < 15 °C) may lead to a cold induced vasodilation (CIVD) which occurs
generally within the first 15 min of the cold water exposure (Lewis 1930). This vasodilation last a few
minutes and is characterized by short cycles of blood flow that rewarm the extremities and help to
maintain the dexterity (Daanen 2003). Furthermore, subjects with a weak CIVD during experimental cold
water immersion (CWI) of the fingers in a laboratory setting were shown to have a higher risk of frostbite
when exposed to cold in real life (Daanen 2009). CIVD is generally studied during a 30-min CWI of the
hand or a finger because it is a reproducible test (O'Brien 2005) recognized to be valid to assess
microvascular function in human skin (Sendowski et al. 1997; Sendowski et al. 2000) and to evaluate the
risk of local cold injuries (Van der Struijs et al. 2008).

The main vasoconstrictor response of the human skin exposed to cold involves both reflexes and local
factors (Kellogg 2006). In non glabrous skin the role of orthosympathetic vasoconstrictor nerves in the
initial phase of the local cooling responses of the skin is well characterized (Kellogg 2006; Pergola et al.
1993). Basically the vasoconstrictor response to cold is mediated by a rapid and selective increase in o2-
adrenoreceptors (a2-AR) activity mediated by the Rho-associated kinase pathways (Bailey et al. 2004).
However the non-neural mechanisms that mediate the prolonged response to local cooling, especially
those involved in CIVD, are unknown (Kellogg 2006). Various factors may be implied: alteration of
endothelial and/or vascular smooth muscle functions, high blood viscosity and/or changes in receptor
affinity (Kellogg 2006; Racchi et al. 1997). It has also been suggested that CIVD may be caused by a
sudden decrease in the release of vasoconstrictive neurotransmitters from the sympathetic nerves to the
muscular coat of the arterio-venous anastomoses (AVAs) due to local cold (Bergersen et al. 1999).
Finally it appears today that the physiological mechanisms of the cutaneous vascular responses of the
extremities to a local cold exposure are not well established.

Even if total sleep deprivation doesn’t modify significantly heart rate (HR), blood pressure (BP),
forearm vascular conductance (the ratio of vascular perfusion to mean arterial pressure) and plasma

catecholamines in healthy subjects not submitted to stressful constraints (Pagani et al. 2009; Sauvet et al.




2010), it appears that sleep deprivation affects autonomic and hemodynamic responses to a stressful
stimuli as a cold pressor test (Kato et al. 2000). In a same way Sauvet et al. (2010) showed that a 29-h
total sleep deprivation at comfortable ambient air temperature is sufficient to induce endothelial
dysfunction through an increase in plasmatic levels of endothelial activation factors associated with a
decrease in cutaneous vascular reactivity in response to acetylcholine (ACh). As ACh-induced
vasodilation is mediated in human skin by nitric oxide (NO) and prostaglandins, and in a lesser part by
endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF), both inducing smooth muscle relaxation and
vasodilation (Kellogg et al. 2005), we may consequently hypothesize that TSD could alter
microcirculation mechanisms during local cold exposure of the extremities, especially during CIVD,
which is considered as a protective mechanism for cold injuries (Daanen 2009). To test this hypothesis we
studied in 10 healthy subjects the effects of a 29-h TSD both on thermal and vascular changes not only
during a 30-min hand CWI (5 °C) but also during the subsequent 30-min recovery in comfortable ambient

air (passive rewarming).

METHODS

Subjects

Ten healthy young men (30.6 = 2.1 yrs) participated in this study. All subjects underwent a detailed
medical history and examination with an electrocardiogram. The study was approved by the ethics
committee of the Grenoble University and the subjects provided a written informed consent. Exclusion
criteria were: shift-workers, smokers, acute or chronic hand diseases, daily consumption of alcoholic
beverages and those consuming more than 400 mg of caffeine per day, subjects with body mass index
(BMI) greater than 30 kg/m? and those taking medication. A blood test was performed to assess biological
parameters (glucose, total cholesterol, triglycerides and transaminases). Subjects with excessive daytime
somnolence (Epworth Sleepiness Scales = 9) (Johns 1991) or sleep complaints (Pittsburg sleep quality
index (PSQI) < 31 or > 69) (Buysse et al. 1989) or if they could not be considered as an intermediate
chronotype on the Horne and Orstberg questionnaire (Horne and Ostberg 1976) were also excluded.

Biometrical characteristics were measured and calculated. Body mass (W in kg) was assessed using an
electronic balance (KCC300/ID 7, Mettler-Toledo GmbH, G), height (H in m) using a standard height
gauge, the skin folds [tricipital (Pct), underscapular (Pcs)] using a Holtain skin fold calliper (Crymich,
UK) (mean of two measurements of each by 2 physicians). Body surface area (AD in m?) was calculated
using Dubois and Dubois equation (1916), the lean body mass (LBM) was calculated with Lohman’s
formula (Lohman et al. 1975) and percentage of body fat mass (BFM) was calculated as
(1-LBM/W) x 100.




Cold hand test

Each subject completed two cold hand tests: one after a normal night of sleep (NN) and one after a 29-h
total sleep deprivation (TSD). The subjects were not allowed to drink coffee or tea during the
experimental day or to exercise at least 2 h before the start of the experiment. The two tests separated by
two weeks were randomized and performed in the morning at 10:00 in a thermoclimatic chamber [Tdb
(dry bulb temperature) = Tg (globe temperature) = 23 + 2 °C ; RH (relative humidity) = 30 - 50 %
throughout the experiment)].

The cold hand test was made of 3 periods each lasting 30 min. After the subject entered the
thermoclimatic chamber, he was instrumented and remained in sitting position for the 30-min period in
air (Control). Then the subject immersed his right hand up to the styloid process into the cold water bath
maintained at 5 °C (Unistat 142 W, Huber, Offenburg, G) for 30 min (Cold Water Immersion, CWI).
Following CWI the subject removed his hand from the water bath and dried with a towel; then the 30-min

passive rest rewarming period (Recovery) began.

Sleep deprivation

Subjects were housed in the laboratory for 2 days at the Institut de recherche biomédicale des armées
— antenne CRSSA (La Tronche, France). The total sleep deprivation period (TSD) started at 07:00 and
finished at 12:00 the following day after the cold hand test was completed corresponding to 29 h of
continuous awakening (i.e. 29-h TSD). During the experiment the subjects’ waking states were
continuously monitored by polysomnography (Actiwave, CamNtech Ltd., Cambridge, UK) analyzed
offline (Somnologica TM, Medcare, Reykjavik, Iceland) to ensure that they remained alert throughout the
29-h TSD. Laboratory illumination was maintained at 200 1x during the entire period of sleep deprivation.
When not engaged in any specific testing or meal, subjects were allowed to read, watch videos, play
games, or converse with the staff or visitors. Subjects were prohibited from exercise, caffeine and alcohol
before and during the study. Meals and caloric intake were standardized for each subject (2600 kcal/day
i.e 10900 kJ/day). Water drinking was available ad libitum.

Instrumentation

As soon as they arrived at the laboratory, the subjects emptied their bladder and an indwelling venous
catheter (BD Insyte-W, 18 G, 1 % in, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) was inserted in an
antecubital vein in the anterior cubital region. The subjects were only dressed in shorts, socks and T-shirt
and rested quietly in sitting position during the test in a comfortable armchair inside the climatic chamber.

During experiments the skin temperatures of the fingers 2 (Tfi2) and 4 (Tfi4), of the thenar (Tte) and
hypothenar (Thte) eminences of the right hand as well as the temperature of the middle of the right arm
(Tarm) were continuously recorded using copper-constantan (Cu-Ct) thermocouples (accuracy = 0.05 °C)
insulated with a small patch of Neoprene®. We used double-sticking o-ring tape and adhesive tape
(Blenderm, 3M, USA) to fasten the patch to ensure that no water entered between skin and thermocouple.

Moreover ten skin temperatures (forehead, arm, forearm, hand, chest, abdomen, thigh, calf, ankle, back)




on the half left of the subjects’ body were taken with Cu-Ct thermocouples (accuracy + 0.05 °C) for the

calculation of mean skin temperature ( Tsk ) using the Colin and Houdas (1965) equation. The rectal
temperature (Tre) was also recorded continuously using a Cu-Ct thermocouple inserted 12 c¢m into the
rectum (accuracy + 0.05 °C). All of the thermocouples were previously calibrated using a high precision
thermometer (= 0.01 °C) (PHP602 thermometer with PT100-5847-03 probe and a Hyperion-Basic
calibration bath, AOIP, Ris Orangis, France). Continuous skin blood flow (SkBF) measurement was
made using a laser-Doppler flowmeter (Periflux PF4001, Perimed, Jarfilla, Sweden). The submersible
laser-Doppler probe (PF 405, Perimed, Jarfalla, Sweden) was attached to the pulp of the second finger in
the same manner used for the thermocouples placed on the hand (Sendowski et al. 1997; Sendowski et al.
2000). The calibration of the laser-Doppler flowmeter was verified before each test; if necessary a
calibration was done just before the test (Saumet et al. 1988). Systolic (SAP) and diastolic (DAP) arterial
blood pressures were measured every minute from the left arm using an automatic sphygmomanometer
and the heart rate (HR) was monitored continuously by a heart rate monitor (Dinamap PLUS, Model
8723, Critikon, USA).

All signals were recorded every 10 sec through a data acquisition system on a personal computer (IPO,

Décines, France) running a dedicated software (LADO3C, Icone Group, Eybens, France).

Blood samples

Blood samples were collected at the end of Control, during CWI at the lower Tfi value (CWlonset) and
at the first maximal Tfi (CWIpeak) whichever the finger and 10 minutes after the beginning of the
rewarming period (10-min Recovery). For each blood sample we filled, two heparinised tubes (5 mL, S-
Monovette, Sarstedt, G) one for the dosage of the catecholamines and another for the dosage of the
nitrates and nitrites. We also used two EDTA tubes with aprotinine (5 mL, Vacutainer, Becton-Dickinson,
Le Pont de Claix, France) for the dosages of renin and endothelin-1. Just after they were filled the tubes

were centrifuged and aliquoted and the aliquots immediately frozen at -80 °C.

Biochemical and hormone assays

Free plasma catecholamines (CA), noradrenaline (NA), adrenaline (A) and dopamine (DA) were
determined using a high performance liquid chromatography assay with electrochemical detection
(HPLC-ED) as previously described (Sagnol et al. 1990). The detection limit for plasma NA, A and DA
were 32 ng/L, 16 ng/L and 2 ng/L, respectively.

Endothelin was measured with a commercial ELISA kit (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA). The
lower limit of detection was 0.1 pg/ml and inter- and intra-assay best coefficients of variation were 2.6 %
and 4.6 % respectively. Renin was measured with a commercial RIA kit (Renin III generation, CisBio
International, Gif sur Yvette, France). The lower limit of detection was 2.5 pg/mL and inter- and intra-
assay coefficients of variation were 4.5 % and 7.4 %, respectively. The levels of the more stable nitric

oxide (NO) metabolites, nitrites (NO2-) and nitrates (NO3-), were measured with a commercial ELISA




kit (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA). The lower limit of detection was 3.1 umol/L and the inter-

and intra-assay coefficients of variation were 2.5 % and 4.6 %, respectively.

Subjective pain assessment
During the test, the volunteers were asked before each blood sample to rate their pain using a

continuous pain scale from 0 (“no pain at all") to 10 (“unbearable pain”).

Calculations

Mean arterial pressure (MAP, mmHg) was calculated as: MAP = SAP/3 + (2/3)DAP. The SkBF
signal (expressed in arbitrary perfusion units, PU) from the laser-Doppler probe was averaged every 10
sec to reduce instantaneous variability owing to vasomotion (Cracowski et al. 2006). To take into account
the possible changes in systemic hemodynamic conditions, cutaneous vascular conductance (CVC
expressed in PU/mmHg), reflect of vascular perfusion, was calculated as the ratio of SkBF to MAP
(Cracowski et al. 2006; Sendowski et al. 1997). Relative CVC response was expressed as the percent
change in CVC from the baseline. The baseline was obtained by averaging values for the last 5 min of the
30-min Control period.

For each subject averaged temperatures (Tre, Tsk , skin temperatures), HR, blood pressure variables
and CVC were calculated for the last 5 minutes of the 30-min control period (Control), for the 30- min
CWI period and for the last 5 min of the 30-min rewarming period (Recovery). To examine CIVD, a
change in skin temperature of at least 0.5 °C was chosen to represent an occurrence of CIVD (Daanen
2009). CIVD was assessed by examining the following variables (Figure 1) across the CWI: initial nadir
reached during CWI (Tfip,, CVCii), onset time of Tfiy, and CVC,y,, initial maximal value during
CIVD (Tfinax, CVCinay), ATHi = Tfipex-Tfimin, time of Tfimax from onset (Peak time), minimal Tfi value
during all the CWI (Tfi,,;,, CWI), and maximal value observed during all the CWI period (Tfi.x, CWI)
(O'Brien 2005; Sendowski et al. 1997; Sendowski et al. 2000). Finally Tfi and CVC area under the curve
(Tfiayc and CVCAUC) were determined for the 30-min CWI period.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SE. Levene test was previously used to test variances equality between
groups. Variables were analysed using a two-way ANOVA with repeated measures testing the TSD effect
(two levels) and the ‘test’s period’ effect of the cold hand test (3 levels: Control, CWI and Recovery).
When a global statistical significance or interaction was found, values observed during test’s period were
compared with Control and values observed after TSD were compared with values observed after NN (at
the same test’s period) using a post-hoc Tukey test. CIVD variables were compared using a one way
ANOVA with repeatable measures (TSD effect, two levels). Relationships between variables were

studied using a Pearson linear correlation. Statistical analyses were performed with Statistica for




Windows (V9, StatSoft France, Maisons-Alfort, France). The level of statistical significance was set at P

< 0.05 1n all the cases.

35 Control Recovery
- 70 -
30 +
25 +
cwi
20 |
Peak Time
15+ | Tfimax CWI
T fimax
ATfi \
Tin 10 1 | Timin CWI
Onset tim
5 =+
[ Control | Cold Water Immersion [ Recovery |
0 t t T t f T f f 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time (min)

Figure 1. Parameters calculated from Tfi during Control, Cold Water Immersion (CWI) and Recovery.
Control is the last 5-min of the 30-min control period in ambient air (30 °C). CWI is the 30-min Cold
Water Immersion (5 °C) period. Recovery is the last 5-min of the 30-min rewarming period in ambient air
(30 °C). Onset is the initial lower Tfi value (Tfiy;,) during CWI immersion and Tfi,,y is the first maximal
value corresponding to the Cold Induced Vasodilation (CIVD). A Tfi = Tfijnax - Tfimin. Tfim, CWI and
T CWI are the lesser and the higher Tfi values observed during the CWI period, respectively.

RESULTS

Subjects

All subjects completed the protocol. Subjects’ average body mass was 77 + 2.2 kg, height was 1.77
0.25 m, percentage of body fat mass was 18.1 = 1.2 %, lean body mass was 63.2 £ 1.7 kg and body
surface area was 1.94 + 0.03 m?2. All of the subjects were submitted to a total sleep deprivation (i.e. 29-h
continuous awaking) as showed by the analysis of the polysomnographic recordings and there was no

medical problem (data not shown).

Temperature responses




No significant difference in Tre was observed during the cold hand test between TSD and NN (Table

1). We observed a global significant ‘test’s period’ effect for Tre, Tsk, Tarm, Tte, Thte, Tfi2 and Tfi4
and a significant “TSD effect’ for Tfi2 and Tfi4 (P < 0.05). During CWI compared to Control all the local
skin temperatures studied decreased significantly (P < 0.05) both after NN and TSD. At the end of
Recovery, local skin temperatures reached similar temperature as Control except for Tfi2, Tfi4, Tte and
Thte observed after TSD which did not reach the values observed at Control as shown in Table 1 and
Figure 2. Tfi2 and Tfi4 both at CWI and during Recovery were at a lower level after TSD compared to
NN (Table 1, P <0.05).

During CWI both the max and min of Tfi2 and Tfi4 (Table 2) didn’t change after TSD though Tfi2,yc
and Tfid,yc were lowered after TSD (Table 2, P < 0.05). The various characteristics of the CIVD
described from the time courses of Tfi2 and Tfi4 showed that the number of CIVD and the characteristics
of the first CIVD (Tfiy, Tfimx, ATTi, Onset and Peak times) were not statistically modified after TSD.

Cutaneous vascular conductance responses (Table 3)

After TSD compared to NN the results showed that at Control there was no difference in CVC whereas
during CWI, CVC,.x, CVC and CVCyyc were lowered (P < 0.05 for all). After TSD the lower CVC value
(Onset time) during the CWI appeared earlier (P < 0.05). Moreover, during Recovery CVC was higher
after NN than after TSD (P = 0.03).

In this study, we observed during CWI significant relationships first between averaged Tfi2 and CVC
(R2=-0.41; P =0.02) and second between averaged Tfi4 and CVC (R? = -0.52; P = 0.02). Moreover we
observed a significant linear relationship during CWI between averaged Tfi2 and CVCyyc (R?2=-0.63; P
< 0.01) and between averaged Tfi4 and CVCyyc (R2=-0.57; P =0.01).
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Figure 2. Average response in finger 2 (Tfi2) and 4 (Tfi4) skin temperatures and cutaneous vascular
conductance (CVC) during 30-min control period in ambient air, 30-min Cold Water Immersion (5 °C,
CWI) and 30 ambient air recovery period after normal night (NN) and after 29-h of Total Sleep
Deprivation (TSD). Cutaneous Vascular Conductance (CVC) is expressed as % of baseline (i.e. last 5-min

of control). Values are mean + SE.

Heart rate and blood pressure responses (Table 4)

HR, SAP, DAP and MAP were not statistically modified after TSD during Control (P > 0.05).
However, compared to Control HR was decreased during CWI and Recovery (P < 0.05). On contrast
SAP, DAP and MAP increased only during CWI (P < 0.05) both after NN and TSD. The TSD has no

significant overall effect on HR and BP responses whichever the periods of the cold hand test.

Biochemical and hormonal variables (Table 5)

We observed a significant ‘test’s period’ and TSD effects on the endothelin plasma levels (P < 0.05)
without significant interaction. After TSD compared to Control, the endothelin plasma levels were higher
at CWlonset and CWIpeak (P < 0.05) but not at the 10-min Recovery. After NN endothelin levels were
higher during Recovery (P < 0.05) compared to Control, whereas after TSD no difference was observed
between Control and Recovery. After TSD endothelin levels at CWlonset are negatively related to
averaged Tfi2 and Tfi4 (R*=0.54, P <0.01; R*=0.47, P < 0.01, respectively) (Figure 3) and to CVC (R?
=0.35,P=0.01).




We didn’t find any significant effect of TSD on the catecholamines and renin levels but we observed a

significant ‘test’s period’ effect for adrenaline (P < 0.001), noradrenaline (P < 0.001), dopamine (P <

0.01) and renin (P < 0.01) with an increase in plasma levels at Recovery compared to Control (P < 0.05

for all).

We didn’t observe any significant ‘test’s period’ or ‘TSD effect’ for nitrites and nitrates plasma levels.
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Figure 3. Correlation between endothelin-1 plasma level and finger skin temperature during cold water

immersion (Tfi CWI) observed at CWl,s, after (O) a normal sleep night (NN) and after (®) 29-h total

sleep deprivation (TSD).

Pain ratings

Pain subjective levels

were equal to zero at Control as expected, both after NN and after TSD. At

CWIlonset, CWIpeak and at 10-min Recovery after NN pain was assessed to 4.1 £0.7,4.3 £0.7 and 2.7 +

0.8, respectively; and after TSD to 4.6 £ 0.8, 5.4 £ 0.9 and 3.8 + 1.0. We observed a significant test effect
(P <0.01) but no significant “TSD effect”.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first time that a decreased hand tolerance to cold exposure is reported

after total sleep deprivation (TSD) in healthy subjects. This observation is supported by the fact that both

the averaged fingers’ skin temperatures (Tfi2 and Tfi4) and the cutaneous vascular conductance (CVC)

during the 30-min cold water immersion (CWI) and subsequent Recovery decreased significantly after the




29-h TSD. This occurs without significant change both in CIVD indexes and in general thermal and

vascular physiological variables such as rectal temperature (Tre), mean skin temperature ( Tsk ), blood
pressure (BP) and heart rate (HR). Moreover, the higher endothelin plasma levels observed after TSD are
related to the decreases of CVC during CWI and Recovery (P < 0.01) despite no significant change in
catecholamine plasma levels. These findings raise questions about how does TSD impair local cold
tolerance and what are the physiological and/or hormonal mechanisms implied. Those points are
important to answer because decreased local cold tolerance induced by TSD may represent a risk factor

for local cold injuries of the extremities.

Total sleep deprivation (TSD) impairs local tolerance to cold

In this study we observed a decrease of the averaged cutaneous temperatures in index (Tfi2) and
annular (Tfi4) fingers during CWI (-2.6 °C; P < 0.05 for Tfi2 and -2.1 °C; P < 0.05 for Tfi4) and
Recovery (-4.9 °C; P < 0.05 for Tfi2 and -2.6 °C for Tfi4) after TSD without any effect on CIVD.
Furthermore the decrease of fingers’ skin temperatures was correlated (R*> = -0.41; P = 0.02 for Tfi2 and
R?=-0.52; P =0.02 for Tfi4) to the decrease of cutaneous vascular conductance (CVC) during both CWI
and Recovery. These results attest that TSD enhances vasoconstriction during CWI and impairs
vasodilation during Recovery but doesn’t modify CIVD indexes in our study. These observations are in
line with those reported by Sawada et al. (Sawada et al. 2000) who showed that after successive repeated
10-min CWI significant lower skin finger temperatures were observed not only during CWI without any
changes in CIVD indexes but also during Recovery. Consequently we may postulate that the lower skin
temperatures of the extremities induced by TSD, even without changes in CIVD, increases the risk of

freezing of the extremities and thus TSD may be considered as a risk factor for local cold injuries.

Vasomotricity impairement mechanisms

The physiological mechanisms underlying the effects of TSD on local cold tolerance are today
unknown. However our results show that the observed lower skin finger’s temperatures are related to a
lesser perfusion of the skin during CWI and Recovery which could have two main causes: an increase of
vasoconstriction and/or a decrease of vasodilation mechanisms induced by TSD. The hypothesis of an
increased vasoconstriction is supported in our study by the fact that we observed an increase in
endothelin-1 (ET-1) plasma levels even without significant changes in plasma catecholamines after TSD.
This result confirms previous studies which reported higher ET-1 plasma levels in rodents after sleep
deprivation (Palma et al. 2002) and in chronic short sleep duration deprivation in humans (Weil et al.
2010). Furthermore after TSD we observed a significant inverse relationship between ET-1 plasma levels

and averaged Tfi2 (Figure 3) as with CVC and Tfi4. ET-1 is a powerful vasoconstrictor peptide released
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by the endothelium which acts by two ways: a direct one on smooth muscular vascular cells and an
indirect one promoting the vasoconstrictive effects of catecholamines.

We could also hypothesize that after TSD the lesser Tfi and CVC values observed during CWI and
Recovery could be related to an impairment of the vasodilatory pathways. Indeed after TSD we observed
first during CWI lower maximal CVC values (Figure 2) and second during Recovery a one-phase
increased blood flow instead of a two-phase one as shown by the CVC, Tfi2 and Tfi4 time courses
(Figure 2). Theses changes suggest an alteration of the reperfusion mechanisms. After the initial
vasoconstriction during CWI after NN, there are transient increases in peripheral blood flow and
cutaneous vascular conductance which seems dependent in part on the decreased noradrenalin’s release
from nerves’ endings (Johnson et al. 2005; Pergola et al. 1993; Yamasaki et al. 2006) and in part on other
vasodilatory mechanisms that probably involve the endothelial function and the nitric oxide (NO)
pathway (Hodges et al. 2006; Yamasaki et al. 2006). In recent studies authors suggested that acute TSD in
healthy subjects is a sufficient stress to trigger an endothelial dysfunction (Amir et al. 2004; Sauvet et al.
2010) associated with a decrease of vasodilatory capacity (i.e. vascular reactivity) of the cutaneous
vascular bed (Sauvet et al. 2010). This dysfunction is related to an increase in plasma levels of pro-
inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interleukine-6 (11-6) (Chennaoui et
al. 2011; Haack et al. 2007; Irwin et al. 2010; Sauvet et al. 2010; Vgontzas et al. 2007) that decrease NO-
synthases activity and increase ET-1 production inducing a decrease of vascular reactivity (Ohsuzu 2004).
In another study Sawada (Sawada 1996) observed during an immersion in cold water lower finger
temperature and lesser vasodilation during CIVD in old men (62-70 yrs) compared to younger ones (20-
29 yrs). This lesser vasodilation is probably mediates by the increased-age impairment of peripheral
vascular reactivity and endothelial NO-synthase activity (Sauvet et al. 2011; Sawada 1996). Nevertheless,
in our study we didn’t observe significant changes in nitrite plasma levels, an index of NO synthase
activity (Kleinbongard et al. 2003). However the half-life of nitrite is very short (Bryan et Grisham 2007)
and baseline nitrite levels show great variability and are under the sensibility of the ELISA kit used that
could mask potential changes in nitrite plasma levels after TSD. In conclusion it seems that TSD modifies
both vasoconstriction and vasodilation during a cold hand test at least mediated by complex changes in
CA and ET-1 levels as suggested by our study.

Did TSD diminish cold tolerance through a local or a general mechanism?

It is questionable whether the observed changes in local cold tolerance reported above could be
consecutive to physiological general or local effects of TSD. The effects of TSD on body temperatures
and cardiovascular system are controversial. Indeed, as in our case the lack of significant effect of TSD
on Tre, Tsk and metabolic heat production has been previously described at ambient temperature (Caine-
Bish et al. 2004; Meney et al. 1998; Savourey and Bittel 1994). But conversely Landis et al. (1998) found
that in a comfortable thermal environment both esophageal and rectal temperatures were reduced after 24
h of sleep deprivation and Launay et al. (2002) found modifications of the circadian rhythm of rectal

temperature after 24 h of sleep deprivation as an increased mesor and a reduced amplitude but without




change in the acrophase. However sleep deprivation modifies general thermoregulatory responses to a

whole body cold exposure (Landis et al. 1998; Savourey and Bittel 1994; Young et al. 1998) by

increasing the sensitivity of the thermoregulatory system. This is shown by the higher Tsk and heat

metabolic production without change in Tre during a 1°C whole body cold exposure (Savourey and Bittel

1994). After 24-h TSD the higher Tsk observed during a general cold exposure may be due to a lower
vasoconstriction but no direct measurement of skin blood flow was made to confirm this (Landis et al.
1998; Savourey and Bittel 1994; Young et al. 1998). As in our study there is no change in general and
local thermal and cardiovascular reactions during Control, after TSD and in local responses during CWI
and Recovey, we can conclude that TSD didn’t modify general thermal and vascular responses but only
local thermal and vascular responses during local cold exposure and its subsequent rewarming period.
Theses results support the hypothesis that local cold tolerance is mainly of peripheral origin (Daanen
2003) and doesn’t support the hypothesis of a centrally originating phenomenon caused by sympathetic

vasoconstrictor withdrawal (Flouris and Cheung 2009a, b).

CONCLUSION
In this study we showed that one night of TSD in healthy subjects didn’t modify whole body

temperatures and cardiovascular state but reduced local cold tolerance during a CWI and subsequent
Recovery period as the lower finger temperatures and CVC showed. These vascular changes could be in
part related to higher levels of plasma endothelin after TSD responsible of lower vascular reactivity
during CWI and Recovery. Consequently, we propose that local cold tolerance and local vascular
reactions to cold must be studied not only during a 30-min CWI but also during the 30-min subsequent
Recovery period in order to improve the whole sensitivity of the cold hand test. Furthermore TSD should
be considered as a risk factor for cold injuries mainly through local rather than general mechanisms and
must be taken into account in the future not only for studies on local cold tolerance but above all for the

prevention of local cold injuries.
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Table 1. Rectal and skin temperatures during Control, Cold Water Immersion (CWI) and Recovery periods after a normal sleep night (NN) and after 29-h total

sleep deprivation (TSD).

Cold hand test

Control CWI Recovery

Tre (°C) After NN 37.340.1 37.240.1 37.1+0.1

After TSD 37.140.1 37.0+0.1 37.0+£0.1

Tk (°C) After NN 32.840.2 32.6+0.2 32.1+0.2

S After TSD 33.140.2 33.2+0.2 32.7+0.2
Tarm (°C) After NN 323403 24.8 +0.9% 27.7 +1.2%
After TSD 33.0£0.5 25.8+0.5% 27.9 +1.5%

Tte (°C) After NN 30.7+1.0 12.0 + 0.9* 27.9+2.1
After TSD 29.4+1.3 12.0 + 0.9* 25.7 +1.8%

Thte (°C) After NN 303+ 1.1 12.6 + 0.9% 27.7+2.1
After TSD 303+1.3 12.9 + 0.5* 254+ 1.9%

TH2 (°C) After NN 299+1.5 12.2+0.7* 309+ 1.8
After TSD 297+ 1.5 9.6+0.7*%  260+1.9%%

Thi4 °0) After NN 300+ 1.7 11.1 £ 0.8* 29.3+2.0
After TSD 29.0+1.7 9.0+0.6*°% 267+1.8%*%

ANOVA
Test’s period TSD Inter.
(Fa.18) (F1o) (Fa.18)
6.8 3.7 0.6
P <0.01 ns ns
17.8 32 2.0
P=0.01 ns ns
83.6 1.1 0.2
P <0.001 ns ns
159.4 1.7 1.8
P <0.001 ns ns
108.2 0.8 0.5
P <0.001 ns ns
131.2 5.2 1.2
P <0.001 P=0.04 ns
104.2 5.7 2.1
P <0.001 P=0.04 ns

Values are means + SE. Abbreviations are: rectal temperature (Tre), mean skin temperature (Tsk ), arm skin temperature (Tarm), thenar eminence skin

temperature (Tte), hypothenar eminence skin temperature (Thte), finger 2 and finger 4 skin pad temperatures (Tfi2 and Tfi4), interaction (Inter.). Control is the

last 5 min of the control period in ambient air (30-min). CWI is the 30-min Cold Water Immersion (5 °C). Recovery is the last 5 min of the 30-min Recovery

period in ambient air. *: P<0.05 vs control, *: P<0.05 vs NN, ns: non significant.
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Table 2. Characteristics of the Cold Induced Vasodilation (CIVD) determined from finger 2 and 4 skin temperatures after a normal sleep night (NN) and after 29-

h total sleep deprivation (TSD).

Situations

Number of CIVD,
n
1" CIVD
Tfimin (°C)
Tfimax (°C)
A Tfi (°C)
Onset time (s)

Peak time (s)

Tfiyey CWI (°C)
Tfiy CWI (°C)
Tfiauc (°C.s)

Finger 2 ANOVA Finger 4 ANOVA
After NN After TSD TSD (Fi9) P After NN After TSD TSD (Fy) P
1.5+0.3 1.3+0.2 0.3 ns 1.2+0.2 1.5+£0.3 0.7 ns
8.1+£0.8 74+0.3 1.3 ns 7.8+£0.7 72+04 0.9 ns
12.0+0.9 11.7+1.0 4.0 ns 109+1.0 10.3+0.9 0.4 ns
3.7+0.9 43+0.8 0.0 ns 3.0£0.7 3.1+0.7 0.1 ns
455+ 80 530 £ 81 0.1 ns 441 £ 31 386 +43 0.9 ns
442 £ 77 642 + 99 3.0 ns 462+ 119 532+ 111 0.8 ns
134+09 11.8+1.2 4.0 ns 12.1+£1.0 10.7+0.9 2.0 ns
7.6+0.6 7.4+0.3 0.1 ns 7.6+£0.7 7.1+£0.3 0.2 ns
20162 + 1475 16995 £ 971 9.5 0.01 19846 +£ 1553 16818 + 1034 7.3 0.02

Values are means = SE. Abbreviations are total sleep deprivation (TSD), Cold Water Immersion (CWI), normal sleep night (NN), Cold Induced Vasodilation

(CIVD), ATfi = Tfipay-Tfimim, Area Under the Curve (AUC), interaction (Inter.), non significant (ns). CWI is the 30-min cold water immersion (5 °C).




Table 3. Finger 2 cutaneous vascular conductance (CVC) during Control, Cold Water Immersion (CWI) and Recovery periods after a normal sleep night (NN) and
after 29-h total sleep deprivation (TSD).

ANOVA

Situations After NN After TSD TSD (Fi) P
Control (PU/mmHg) 0.6+0.2 0.8+0.2 0.9 ns
CWI

CVCpin CWI (% baseline) 91.8+1.6 -83.9+£8.3 1.6 ns

CVCpux CWI (% baseline)  385.9+169.7 240.0 £ 133.7 5.6 0.04

Onset time (s) 146.0 £ 19.6 87.0+10.2 16.5 0.01

Peak time (s) 900.6 £ 125.8 1066.5 + 143.4 0.3 ns

CVC (% baseline) 143.6 £ 78.0 30.0£40.2 5.2 0.04

CVCauc (%.5) 995.0 £ 181.6 745.3 £86.9 5.2 0.04
Recovery (% baseline) 738.1 £333.6 2253+ 1239 6.1 0.03

Values are mean + SE. Abbreviations: total sleep deprivation (TSD), normal sleep night (NN), cold induced vasodilation (CIVD), Area Under the Curve (AUC),
non significant (ns). Cutaneous Vascular Conductance (CVC) is expressed as percent change from baseline (i.e. last 5 min of the control period). CWI is the 30-

min Cold Water Immersion (5 °C). Recovery is the last 5 min of the 30-min rewarming period in ambient air.
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Table 4. Cardiovascular variables during Control, Cold Water Immersion (CWI) and Recovery periods after a normal sleep night (NN) and after 29-h total sleep

deprivation (TSD).
Cold hand test ANOVA
Test’s period TSD Inter.
Control CWI R
ontro ecovery (Fy.07) (Fy) (Fy.07)
After NN 67.8+2.1 65.8 £1.9% 63.8 £ 1.9* 18.9 23 0.6
HR (bpm)
After TSD  71.5+£2.6 69.5 +3.0% 65.0 £ 2.7* P <0.001 ns Ns
After NN 1203+4.0 131.7+6.1* 112.7+3.1 12.2 0.1 0.9
SAP (mmHg)
After TSD  1184+3.3  129.5+3.7* 113.1+3.7 P <0.001 ns Ns
After NN 69.0 £2.8 753 £3.9% 64.9+£2.8 18.7 1.5 0.3
DAP (mmHg)
After TSD  66.0+£2.2 72.4 £2.6% 62.2+24 P <0.001 ns Ns
After NN 87.6+2.5 97.5 £4.4% 84.3+2.8 18.8 1.0 0.1
MAP (mmHg)
After TSD 854 +2.5 94.0 +3.0* 80.7+2.7 P <0.001 ns ns

Values are means = SE. Abbreviations are: heart rate (HR), systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP), mean arterial pressure (MAP).

Control is the last 5 min of the control period in ambient air (30-min). CWI is the 30-min Cold Water Immersion (5 °C). Recovery is the last 5 min of the 30-min

Recovery period in ambient air. *: P < 0.05 vs control, ns: non significant.




Table 5. Biochemical and hormonal variables

Cold hand test ANOVA

10-min Test’s period TSD Inter.

Values Control CWI, et CWlpeax overy (Fy.7) (Fa) (Fs27)
. After NN 0.82+0.1  0.75+0.1 069+ 0.1  0.77+0.1% 6.0 28.4 1.9
Endothelin (pg/mL) o0 TSD 1644015 1414015 1184015  1.44+0.1% P <0.05 P<0.01 ns
Adrenaline (ngLy  ARTNN 412466 S80£80 9484179 50.1+152* 7.0 3.1 1.0
& After TSD  60.0+81  77.1+9.1 109.0+13.2 168.0+31.7% P <001 ns ns
Noradrenaline After NN 388 +33 479 + 36 527434 467 +78% 26.4 35 1.9
After TSD 480 + 30 518 + 36 550 + 28 802 +91* P<0.01 ns ns
Dopamine gy ARETNN I61£13 153215 14023 18.0+3.9% 55 45 23
p & After TSD  20.1+42  207+37 267469 269+11.9% P<0.01 ns ns
Renin (pg/mL) After NN 160423 171429 181426  22.0+2.6* 6.0 4 09
P After TSD  28.6+62  265+56  267+69  313+509% P <0.01 ns ns
Nitit y  AerNN 08401 9+02 11402 0.9+02 1.8 1.6 0.6
itrites (umol/L) g TSD 12402 12402 1.4+02 1.4+02 ns Ns ns
Nitrates (umol/L) After NN 21.8+42 222437 192442  219+4.1 03 1.4 2.1
1rates (Hmo After TSD  252+42  248+38 250439  244+42 ns Ns ns

Values are means = SE. Abbreviations are total sleep deprivation (TSD), Cold Water Immersion (CWI), normal sleep night (NN), interaction (Inter.), Blood

samples were collected at the end of Control, and during immersion at the lower Tfi value (CWl,,¢) and at the first maximal Tfi (CWI,..) whichever the finger,

and 10-minutes after the beginning of the rewarming period (Recovery). *: P < 0.05 vs control, *: P < 0.05 vs after NN; ns: non significant.
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