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RESUME

Les modifications artérielles liés au vieillissemen au diabéte telles que la dysfonction
endothéliale contribuent a augmenter le risqueuwteesue d’événements cardiovasculaires.
La dysfonction endothéliale, coronaire ou péripindei est reconnue comme un facteur
indépendant de survenue d'évenements cardiovasesl@dépendamment de la présence
d’athérosclérose ou de facteur de risque d’ath&nmse. Des approches thérapeutiques
capables de prévenir ou de restaurer la dysfon@iaothéliale pourrait aider a réduire le
risque de survenue d’accidents cardiovasculaires.

Ce travail a pour but dévaluer les effets de denalécules, 'une sur la dysfonction
endothéliale liée a I'age, I'autre sur la dysfoaotliée au diabéte.

En prévention primaire et secondaire, l'aspirinefaible dose réduit I'incidence des
évéenements cardiovasculaires. La premiere parteedeavail étudie les effets de I'aspirine a
faible dose sur la dysfonction endothéliale ches deuris C57B/J6. La dysfonction
endothéliale liée a I'dge est établie par la répoasl'acétylcholine (ACh) de segments
aortiques précontractés par phenylephrine (Phisbks de souris agées de 12-, 36-, 60- et 84
semaines. Les effets de l'aspirine a faible dose étudiés chez des souris présentant une
altération de la relaxation endothélium-dépendaings. effets de I'age et du traitement par
aspirine sur la structure de la paroi ont été ddite¥s sur des coupes aortiques de souris. Les
effets de I'aspirine sur des marqueurs du stregdams, le malondialdehyde (MDA) et I'8-
hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OhdG) ont été étudiés.

Comparée a celle des souris agées de 12 semanmelgiation endothelium-dépendante était
significativement réduite chez les souris agée$@leet 84-semaines (p<0.05). Les souris
agees de 68 semaines traitées par aspirine avanenimeilleure relaxation endothélium-
dépendante comparées aux souris controles du méen¢88.9%+4 vs 66.3%x5; p<0.05).
L’aspirine a faible dose diminuait les concentnasiale 8-OHdG au sein de la paroi aortique
(p<0.05), mais n’avait pas d’effet significatif diépaisseur intima-média. L’effet protecteur
de I'aspirine n’a pas été observe lorsque le tagtat a été initié chez des souris plus ageés (96
semaines).

L’aspirine a faible dose est capable de prévendykfonction endothelium-dépendante chez
des souris vieillissantes. Cependant I'absencded’ehez des souris plus dgées montre que le
traitement doit étre initié tot. Les mécanismesliqygs dans I'effet protecteur de I'aspirine a
faible dose pourrait étre le stress oxydant.

Les AGE sont impliqués dans la dysfonction endadlehotamment liée au diabéte, via des
phénomenes de quenching du NO et d’interaction RBEGE, cette derniére entrainant une
augmentation du stress oxydant. La deuxieme pddienotre travail analyse l'action de
'aminoguanidine, puissant inhibiteur des AGE sudysfonction endothéliale liée au diabéte.
La dysfonction endothéliale de souris C57B/6J resduliabétiques par injection de
streptozotocine, est établie par la réponse atyltwline (ACh) de segments aortiques
précontractés par phenylephrine (Phe) et isolé&odes apres 4 et 8 semaines de diabete. Des
dosages d'AGE sériques par technigue ELISA et vaki@tion de I'expression de RAGE par
technique de western blot ont été réalisés subassts aortiques.

Aprées 4 semaines de diabéte, comparée a celle atesdles, la relaxation endothélium
dépendante était diminuée de 24% (p<0,01) et Hdlncore aprés 8 semaines de diabete.
Cette dysfonction endothéliale était associée a aumgmentation significative des AGE
sériques, de l'expression de RAGE et a des anaratilogiques significatives.



Le traitement par aminoguanidine permettait d'umet mle prévenir les anomalies de
relaxation endothelium dépendante observées clezdaris diabétiques de 4 semaines,
réduisait les AGE sériques et l'expression de RAGH'autre part améliorait les anomalies
histologiques vasculaires.

Ces résultats suggérent une implication de la e AGE dans la dysfonction endothéliale
lites au diabete. L'utilisation de molécules anBEAou inhibiteurs de linteraction AGE-

RAGE ouvre de larges perspectives thérapeutiquekadhéte.

En conclusion, I'ensemble de ces résultats suggdeerpossibilité de prévention de la

dysfonction endothéliale et ainsi laisse espéreditainution de survenue d'évenements
cardiovasculaires.
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1. INTRODUCTION

Les maladies cardio- et cérébrovasculaires sontptexipales causes de morbi-
mortalité dans les pays industrialisés. La Framgte @mme les autres pays développés,
concernée par ces maladies vasculaires. Apres umeration de l'incidence de ces
pathologies entre 1930 et 1965; un relatif déciimstalle depuis les trente derniéres années.
C’est probablement la conséquence heureuse d'uribeune prise en charge dans la
population générale des principaux facteurs deuestps maladies vasculaires et l'efficacité
d’autres outils de prévention comme les anti-agréggalaquettaires, les anticoagulants ou
encore I'endartériectomie. Les maladies vascularestent néanmoins le premier motif
d’hospitalisation avec 11,5% des hospitalisatiorssnaussi la premiére cause de mortalité
avec 32% des déces soit 180000 déces pdHant Comité de Santé Publique, 2004)
L’Institut de Recherche et Documentation en Ecomode Santé rapporte que les maladies
cardiovasculaires représentent le poste le plusitapt (12,6 %) de la consommation de
soins et de biens médicaux, soit 13,6 milliardsidie sur un total de 107,6 milliards d’euros
de soins hors préventiofBulletin d’'Information en Economie de la Santé, 206). Les
maladies vasculaires sont donc un probleme de saftilique. Elles le resteront dans les
années a venir. En effet, l'incidence de ces mefadugmentant avec I'age et la population
des pays industrialisés vieillissant rapidementfaiit s’attendre a une augmentation du
nombre de ces pathologies, I'effet du vieillissetradm la population compensant le bénéfice
apporté par les mesures de prévention. Des étudspgqztives récentes conduisent a placer la
mortalité par maladies cardiaques ischémiques coprnaiére cause de mortalité dans le
monde en I'an 202Murray et Lopez, 1997)

Les maladies vasculaires sont le plus souvent lasémence de [|'athérosclérose.
L’hypercholestérolémie, le diabete, I'hypertensiintabac sont des facteurs de risque bien
établis d’athérosclérose et donc de survenue deadiesl vasculaires. La dysfonction
endothéliale, coronaire ou périphérique, est égatenmreconnue comme un facteur
indépendant de survenue d'évenements vasculairez &bs patients présentant une
athérosclérose et ce quels que soient les stadkatlierosclérose(Gokce et coll., 2002 ;
Perticone et coll., 2001 ; Schachinger et coll., @0; Suwaidi J et coll., 2000).Plus
récemment, méme en l'absence d’athérosclérose, étéadémontré que la dysfonction

endothéliale était un facteur indépendant de sweebhaccident vasculaire. Ainsi, Targonsli



et coll ont montré que la présence d’'une dysfonctindothéliale coronaire en I'absence de
cardiopathie ischémique obstructive était le factai risque le plus important de survenue
d’accident vasculaire cérébral ischémique chezdgts d’age moyen, aprés une médiane de
suivi de 16 mois, avec un risque relatif de sureedtAVC (Targonsli et coll., 2003)
D’autres études ont confirmé que la dysfonction oéméliale est un facteur capital,
systémique et pronostique dans le risque de suevdimecidents vasculairé&okce et coll.,
2002; Rodriguez-Matrtinez et coll., 1998 ; Taddei etoll., 2006 ; Targonski et coll., 2003)

La présence d'une dysfonction endothéliale chezpaéients agés de 45 a 66 ans, indemnes
de pathologies ou de facteurs de risque cardiolaises! est retrouvée comme facteur de

survenue de progression de I'épaisseur intima-meadiatidienngHalcox JP, 2009).

L’endothélium joue un rdle clé dans la régulati@s gropriétés de I'artere. Il possede
plusieurs propriétés : des propriétés antithrongjpets et antiadhésives, des propriétés de
régulation de la perméabilité vasculaire, de ldifgmration des cellules musculaires et de la
dilatation vasculaire. Des anomalies de ces pratefp fonctions endothéliales sont
regroupées sous le terme de dysfonction endotbelsanmoins, dans la littérature, le terme
de dysfonction endothéliale sous-entend principalgmune anomalie de la fonction
vasodilatatrice de I'endothélium encore appelééraiion de la relaxation endothélium-
dépendantéMatz et Andriantsitohaina, 2003)

La dysfonction endothéliale est associée a toutatdsurs de risque vascula(iRoss, 1999)
Ainsi la dysfonction endothéliale est décrite awrsodu diabéte. La diminution de la
vasorelaxation endothélium-dépendante est largemdétrite dans des modéles
expérimentaux de diabete chimiquement induits pastteptozotocine ou l'allotane et des
modeles génétiques de diabéte insulinodéper{@nVriese et coll., 2000 ; Lindsay et coll.,
1997) Dans les modéles animaux génétiques de diabetgpde2, les résultats sont plus
nuancés.(Bohlen et coll., 1995 ; Sakamoto et coll., 1998Molnar et coll., 2005) La
dysfonction endothéliale est décrite chez le patdiabétique avec ou sans complication
vasculaire(Saenz de Tejada et coll., 1989 ; Khan et coll., 98 ; Nittenberg et coll. 1993)
méme si les résultats obtenus dans la populatiabétigue de type 2 sont d’interprétation
parfois difficile dans la mesure ou il existe cheméme patient souvent d’autres facteurs de
risque vasculaire qui affectent également la famcéndothéliale.

Le vieillissement physiologique par lui-méme s’aopagne d’'une dysfonction endothéliale.
Ceci a été démontré chez I'animal en particuliaiateet ce dans plusieurs territoires artériels

(Matz et Andriantsitohaina, 2003) Chez I'homme agé, la dysfonction endothélialestexi



mais il est plus difficile d’isoler le facteur vikssement en raison de la coexistence tres
fréquente de pathologies ou facteurs de risque grawux-méme engendrer une dysfonction
endothéliale.

La dysfonction endothéliale retrouvée au cours lligsement et du diabete résulte sans
doute de plusieurs mécanismes : augmentation deufaccontractants, anomalie de nombre
ou d’affinité de leurs récepteurs sur les cellideslothéliales, altération de la réponse des
cellules musculaires lisses aux substances vasmditas dérivées de I'endothélium,
anomalie de production et/ou de biodisponibilité dabstances vasodilatatrices synthétisées
par 'endothélium. La principale substance vasddiiece synthétisée par I'endothélium est le
monoxyde d’'azote (NO). Le stress oxydant joue gdotdmaent un role majeur dans la
survenue de la dysfonction endothéliale tant auscdu vieillissement physiologique qu’au
cours du diabéte notamment en diminuant la biodigpidé du NO (Hattori et coll., 1991;
Matz et Andriantsitohaina, 2003 ; Pieper et coll.1996 ; Tesfamarian et Cohen, 1992)

Deux populations sont particulierement concernéas lgs accidents vasculaires: la
population agée et la population diabétique. Laufaipn agée est en nombre croissant,
notamment dans les pays industrialisés. Si les ¢@u80 ans représentent actuellement 20%
de la population francaise, ils représenteront 88%a population totale en 2050, soit plus de
20 millions des personnes (INSEE 2006).

En ce qui concerne le diabéte, la découverte dsuline par Frédéric Banting et Charles Best
en 1921, avait permis de penser que le problemecatte pathologie était résolu.
Malheureusement, méme si I'insuline a constituénénelution pour les patients diabétiques,
il est clairement apparu durant les décennies steégaque le diabéte au long cours était
associé a de séveres complications. Paralleleienidence du diabete de type 2 n'a cessé
d’augmenter avec une croissance encore plus maeguéeurs de ces 20 dernieres années qui
devrait perdurer encore pendant 20 a 30 ans. Lalgign diabétique estimée en 2004 a 170
millions de par le monde devrait atteindre 366 ionis en 2030 soit 6% de la population
(wild et coll., 2004) En conséquence, la problématique du diabete raste jour
éminemment préoccupante en dépit des vastes progsesves dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques et dans la prisbange de la maladie.

Le patient diabétique est confronté a une rédud®hespérance de vie et de la qualité de vie
essentiellement en raison des complications vasesla75% de la mortalité dans la
population diabétique est liee aux complicationscuéaires Korrish et coll., 1990. Le

risque de mortalité vasculaire est largement au¢gndsns la population diabétique: multiplié



par 3,5 chez la femme diabétique, multiplié par tzc ’lhomme diabétique versus
respectivement la femme et I’hnomme non diabétidHesley et coll., 2006.
Face a cette problématique clinigue, nous avonsisichabétudier deux modeéles de

vieillissement artériel, I'un lié a 'age, le dearie au diabéte.

L'objet de ce travail est d’étudier le vieillissemeartériel lié a l'age et le
vieillissement induit par le diabéte sur le plandtionnel et morphologique, puis au regard de
la littérature, d’étudier dans chacun des modeles substance susceptible d’agir sur la
fonction endothéliale: I'aspirine a été choisi ptaimodéle de vieillissement physiologique,
'aminoguanidine a été retenue pour le modele dbade.

Ce travail repose sur une logique globale centugdesvieillissement vasculaire. Il
résulte des collaborations locales et nationales, drconstances et des opportunités de
recherche au sein du CHRU de Lille. Notre étud&aré&née conjointement avec I'équipe de
diabétologie (Pr Fontaine, Dr Prévost) qui traeailur I'implication des récepteurs des
produits finaux de la glycation dans les complmasi du diabéte. Ainsi, notre travail a débuté
dans le laboratoire de pharmacologie (Pr R Borget) I'évaluation de la fonction
endothéliale via une technique de vasoréactivitteriale chez la souris. L’analyse
histomorphologique des vaisseaux a été effectuéeodtaboration avec le Pr C. Creuzy
(laboratoire d’Anatomo-Pathologie, Groupement Htadigir de I'Institut Catholique de Lille).
Une collaboration a été établie avec le Pr Wauleboratoire de biologie Vasculaire et
cellulaire, Hopital Lariboisiére, PARIS) et seslabbrateurs (Madame le Dr Wautier, Dr E.
Boulanger) pour I'étude des produits finaux de Ibcation (Advanced Glycation
EndproductsAGESs) et de leur récepteuRéceptor for Advanced Glycation Endproducts
=RAGESs). Enfin, I'étude du stress oxydant a réaliggace a la collaboration avec le Pr
Shirali et le Dr Garcon (laboratoire de toxicologle l'industrie et de I'environnement,

Université du Littoral, Dunkerque).

Avant d’exposer et de discuter nos travaux perdsnoe manuscrit comporte I'analyse de la

littérature sur I'endothélium, ses fonctions etigafonction.



2. LES ARTERES

La paroi des vaisseaux artériels est formée de tumiques morphologiquement
distinctes, de la lumiére vers I'extérieur du ve@s: tunique interne ou intima, tunique
moyenne ou média et tunique externe ou adventigrr@ 1). L'intima est principalement
constituée d’'une monocouche de cellules endotkéliappelée endothélium pavimenteux
simple qui est en contact avec le sang, d’'une ¢m#&che de tissu conjonctif, la membrane
basale et d’'une couche de tissu élastigue appetétarite élastique interne. La média
contient des cellules musculaires lisses et uneigaagxtracellulaire faite de fibres élastiques
et de collagene. Elle constitue la couche la ppasse et confere aux artéres deux propriétés
importantes : I'élasticité et la contractilite. dizentice est composé de collagéne, fibroblastes

et d’éléments lymphatiques et nerveux.

Les grosses artéres sont deéesignées sous le nonterd&arélastiques ou
conductrices parce qu’'elles se dilatent pour laigasser un volume accru de sang au moment
de I'éjection ventriculaire. La rétraction élastqoonsécutive a cette déformation pousse le
sang plus en avant. Ces artéres fonctionnent commmeéservoir de pression. Ce type
d’arteres élastiques comprend entre autres : adet tronc brachio-céphalique, la carotide
commune, la sous-claviere, liliague commune. Laopale ces arteres élastiques est
relativement mince par rapport a leur diametreleat tunigue moyenne contient plus de

fibres élastiques que de cellules musculairesdisse

Les arteres moyennes sont appelées arteres mussutai distributrices. Leur
tunigue moyenne contient de nombreuses cellulesculaiges lisses et peu de fibres
élastiques. Les artéres musculaires les plus pgitesedent des propriétés d’autorégulation
et sont appelées artéres de résistance. Les axérébrales présentent avec les arteres
brachiales mésentériques et coronaires ce typerdetse, et possedent une plus grande
capacité de vasoconstriction et de vasodilatataur pégler le volume de sang convenant aux
besoins de la structure irriguée. La paroi desestenusculaires est relativement épaisse par
rapport a leur diamétre, principalement a causka dgantité importante de muscle lisse. Ces
artéres subissent davantage les contraintes plegsiqu flux sanguin en raison de leur

moindre élasticité.
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3. LES PROPRIETES DE L’ENDOTHELIUM

L’endothélium est un élément fondamental de laigatérielle. A coté de ses caractéristiques
quantitatives, poids de 1 kg, comprenant 1 a 6kdéliules, et couvrant une superficie de 1 &
7 m2, 'endothélium est un organe dynamique, digsémaux nombreuses fonctions. Le role
de I'endothélium dépasse celui d’'une simple barmtysique entre la lumiére vasculaire et le

sous-endothélium. Constitué d’'un endothélium pauteiex simple qui tapisse la face



luminale de tous les vaisseaux, il joue un rolegalbbire et déterminant dans le contrdle du
tonus vasculair¢Furchgott et coll., 1980) De plus, I'endothélium vasculaire contribue de
facon active a d’autres fonctions physiologiquesrnmpabilité vasculaire, fonctions

immunologiques, prolifération cellulaire, maintiefun état anti-thrombogene, agrégation
plaquettaire, capacités d’interactions plaquetteethélium ou leucocytes-endothélium
(Fishman, 1982)

Dans des conditions physiologiques, les facteunsodgnamiques, pression sanguine et flux
sanguin, sont les principaux éléments qui vonuaricer les fonctions de I'endothélium. Les
effets de ces facteurs hémodynamiques vont étrectédét directement par I'endothélium,
comme un stimulus physique ou en association aves wmhodifications locales de
concentrations de facteurs chimiques, neurotrarieoret ou hormones. Les principaux
stimuli chimiques sont l'acétylcholine, I'adrénadiret la noradrénaline, la vasopressine, la
bradykinine et la thrombine ou de produits dérivdes plaquettes tels la sérotonine,
I'adénosine di- et tri- phosphate (ADP, ATP). Lg®emistes activent la cellule endothéliale en
se liant au récepteur de la protéine G membradasecellules endothéliales. L’activation des
cellules endothéliales par les stimuli physiques abimiques aboutit a l'augmentation
intracellulaire de CH. La réponse endothéliale peut étre aigué en répans différents
stimuli ou prolongée impliquant des modificatioreslgxpression de genes impliqués dans la
structure et la régulation fonctionnelle de la paesculaire Colden-Stanfield et coll., 1987;
Danthuluri et coll., 1988; Vanhoutte., 1989; Yokokwa et coll., 1990)

3.1. Barriere semi-perméable

La premiere fonction de I'endothélium est mécanjdoemant une barriere semi-perméable
entre les éléments circulants du sang et la panovalsseau sanguin assurant ainsi une
fonction de perméabilité. Ainsi I'albumine et d’ee® macromolécules sont transportées a
travers I'’endothélium vers l'interstitium. Des v@des, canaux et/ou protéines transporteuses
sont impliquées dans cette fonction de perméalfiigawa et coll., 2001; Minshall et coll.,
2002 ; Simionescu et coll., 2002)

La perméabilité vasculaire est également réguléaipaquilibre de forces entre les cellules
endothéliales qui adhérent les unes aux autreti@es conditions, infection virale, synthése

de cytokines inflammatoires, thrombine, peuvent fifierd les jonctions cellulaires



endothéliales, conduisant a une augmentation geetaéabilité cellulairdBogatcheva et
coll., 2002; Pries et coll., 2000).

La cellule endothéliale synthétise et exprime asgdace des molécules d’adhésion qui
orchestrent le trafic des cellules sanguines, notam des leucocytes. Le «rolling » des
leucocytes est médié par les sélectines, I'adhéstota migration a travers les cellules
endothéliales par intercellular adhesion molecul¢f@AM-1), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) (Patel et coll., 2002 ; Toborek et Kaiser, 1999)Ce phénomene
existe dans des conditions physiologiques maiscsigae lors de processus pathologiques
notamment linflammation permettant d’accélérerniggration des leucocytes vers le site

d’'inflammatoire.

3.2. Action antithrombogéne

Une autre fonction majeure de I'endothélium esmkntien d’'une interface sang-tissu non
thrombogene. L’action antithrombogéne de I'endatiméls’effectue a plusieurs niveaux de
’hémostase. La diminution de l'activation plagaé# se fait par la synthése et le relargage
par les cellules endothéliales de platelet-actigatactor, de NO et de PG(Becker et coll.,
2000; Pearson, 1999)Les cellules endothéliales synthétisent la thrmmdduline qui, en se
liant & la thrombine, diminue I'effet coagulant dette derniére. Elles générent aussi un
inhibiteur du facteur tissulaire, inhibant ainsidaagulation. La fibrinolyse peut aussi étre
activée par synthése et sécrétion de l'activateupldsminogene tissulaire (t-PAJreissner

et coll., 2000) De plus, la surface endothéliale comprend de membrécepteurs pour le
plasminogéne et un site spécifique pour le t-PAnantant ainsi la génération de plasmine
localement, capable de dégrader la fibrine. Ennelva dans certaines circonstances, telles
une hémorragie ou une inflammation, I'endothéliumna action procoagulante médiée par
I'induction de tissue-factor mais aussi de fact®lan Willebrand, élément essentiel pour
I'interaction plaquettairéPearson, 1999, Toborek et Kaiser, 1999)

3.3. Vasoréqulation

La derniere fonction est une fonction de vasordmra Depuis 1980, date ou pour la
premiere fois, Furchgott et Zawadzki ont montré lgueelaxation d’aorte de lapin provoquée
par I'acétylcholine impliquait la présence de dekuendothéliales, de nombreuses études ont

clairement montré que I'endothélium jouait un rpkmordial dans la régulation locale de



l'activité vasculaire en synthétisant des substaineasodilatatrices et vasoconstrictrices
(Furchgott et coll., 1980) En fonction du lit vasculaire considéré, les slinphysiques ou
chimiques peuvent entrainer différents niveaux tdisité de relaxation dépendante de

I'endothélium voire parfois de contracti@Matz et Andriantsitohaina, 2003)

Mais les effets de I'ensemble des substances vgemaloivent étre considérés dans un
systeme communicant complexe. La fonction prendéerenuscle lisse repose sur son pouvoir
contractile en ce sens qu’une relaxation se dédimitéalité par une moindre contraction. Si
'endothélium libere un médiateur vasoactif, alarisaque modification d’'une réaction
enzymatique ou d’une activation d’'un canal ionigse systématiquement contrebalancée par
une seconde réponse opposée de facon a limite¥skqdilibre du systéme. Classiquement,
I'état de contraction du muscle lisse vasculaitegmésenté par le nombre de chaines Iégéres
de myosine phosphorylées (MLC20P) correspondantsées activés actine/myosine. C’est
pourquoi, la régulation du tonus vasculaire perd &tterprétée comme un équilibre entre les
chaines légeres de myosine phosphorylées et cpllese le sont pas. Parmi les substances
vasoactives qu’elles soient d'origine endothéliateuronale ou astrocytaire, certaines
provoquent une relaxation, en activant la syntltssenonoxyde d’azote (NO), en favorisant
la libération de prostacyclines (Pbu de substances hyperpolarisantes (EDHF) aloes g
d’autres, au contraire, induisent une contractiomme par exemple les endothélines, les

endopéroxydes, le thromboxane A2 mais aussi legggandines.
En raison de sa faisabilité et de sa bonne reptibdité, I'analyse de la vasorelaxation
endothélium-dépendante reste le paramétre le ptiliséupour apprécier la fonction

endothéliale.

3.3.1. Les facteurs endothéliaux vasorelaxants

L’activation de la cellule endothéliale entrainesyathese et le relargage de facteurs relaxants
qui conduisent a la relaxation de la cellule muaiceallisse sous-jacente. (Figure 2)

L’activation est secondaire au stimulus mécaniqué@ des agonistes. Le stimulus mécanique
sous la forme de l'augmentation du flux sanguidatc des forces de cisaillement représente
le meilleur stimulus pour entrainer la relaxatiom vhisseau. Les agonistes sont soit des
neurotransmetteurs, catécholamines et acétylcholsoit des hormones, vasopressine,

bradykinine, soit encore des dérivés plaquettaifdéd)P et I'ATP. L’'acétylcholine est



'agoniste le plus frequemment utilisé pour I'étudie la relaxation endothéliale dépendante
tant chez ’'hnomme que chez 'animal en particugsrrongeurs.

La fixation de I'agoniste sur son récepteur, parfmuplé a une protéine, entraine I'activation
d’'un deuxiéme messager qui est 'augmentation dethalaire de C&. Pour exemple, chez
’homme, la relaxation de l'artere brachiale enarge a lI'acétylcholine est médiée par les
récepteurs muscariniques M2 et M3. La fixation 'dgdniste sur son récepteur entraine un
couplage avec une protéine G intramembranairetdersia toxine pertussis. Ce couplage est
responsable d'une activation de la phospholipasequC elle-méme va entrainer une
augmentation de concentration calcique intracetkilgBusse et coll., 1993 ; Shimokawa,
1999) La bradykinine entraine elle aussi une augmemtaintracellulaire de C& aprés
fixation sur un récepteur kininergique B2 coupléerg protéine G insensible a la toxine
pertussis mais qui active également la phosphd@igg8rown & Roberts, 2001)

En réponse a 'augmentation intracellulaire dé"Cdes facteurs relaxants sont synthétisés par
'endothélium. Trois principaux facteurs relaxaotst été décrits : La prostaglandine 12 ou
prostacycline (PGI12), le NO et 'EDHF. (Figure 2)

3.3.1.a. Le monoxyde d’azote (figure 2)

La production et la libération du monoxyde d’azode I'endothélium joue un réle
primordial dans la régulation du tonus vascula8ans doute 'acteur le plus important des
substances endothéliales, le NO encore appelé legidmh-derived relaxing factor (EDRF),
induit une relaxation endothélium-dépenda(iterchgott et coll., 1980) Apres sa libération
par I'endothélium, le NO stimule la guanylate cgelasoluble du muscle lisse vasculaire,
favorisant l'augmentation de la concentration icethulaire en guanosine 3, 5
monophosphate cyclique (GMP@yaldman et coll., 1987) Le GMPc active a son tour une
protéine kinase (PK) impliquée dans une cascadehdsphorylations. En effet, la protéine
kinase catalyse le transfert d’'un groupement phatgpte I'ATP vers d’autres enzymes et
active notamment une phosphatase (MLCP) qui, &diise, va supprimer un groupement
phosphate aux chaines léegeres de myosine (MLC2ppnsable de la contraction musculaire
lisse (Busse et coll.,, 1993 ; Shimokawa, 1999%n plus de ce mécanisme dépendant du
GMPc, des travaux ont mis en évidence que le NOvaggudans certains territoires
vasculaires, induire une relaxation en activant dasaux potassiques du muscle lisse
(Archer et coll., 1994 ; Bolotina et coll., 1994 Cohen et coll., 1995)

La production de NO est assurée par la transfoomade I'acide aminé L-arginine en L-

citrulline catalysée par la NO synthétase (NOS).N@ est produit a partir de I'atome



nitrogene guanido terminal de la L-arginine par argdation en cinq étapes. Trois isoformes
de la NOS ont été identifiées et sont issues degydiiférents. Deux formes constitutives et
dépendantes de la concentration de calcium inttéaieé sont distinguées, dont 'une existe
au niveau endothéliale (NOS 3) et l'autre au niveauronal (NOS 1). La troisieme forme
(NOS 2) est inductible essentiellement dans deglitons de stress pathologique et ne
dépend pas du calcium intracellulajtsons et coll., 1992 ; Forstermann et coll., 1995La
NOS 3 est une nicotinamide adénine dinucléotidesphate (NADPH)-oxygénase dépendant
qui requiert des cofacteurs tels la tétrahydrop&(BH4), la flavine adénine dinucléotide et
la flavine adénine mononucléotifleorstermann et coll., 1994, Moncada et coll., 1991En
condition physiologique, de nombreuses substamdles tque I'acétylcholine, la bradykinine,
I'arginine vasopressine, la substance P, I'histansa fixent sur des récepteurs spécifiques
endothéliaux et sont capables d’activer la NOSn3fagorisant I'entrée de calcium dans le
cytoplasme de la cellule endothéliale. Cette entléecalcium résulte de I'activation d’un
récepteur dont les seconds messagers sont [ihogiw,5-triphosphate (IP3) et le
diacyglycérol (DAG) qui mobilisent dans un premiggmps les réserves calciques
intracellulaires, puis favorisent ensuite I'entiggacitive du calcium extracellulaire via les
canaux calciqgues SOCs (store-operated channels) dé& reconstruire les stocks
intracellulaires. L'activation de la NOS dépendsaude la concentration de calmoduline et
nécessite un nicotinamide-adenine-dinucléotide-phaie (NADPH) et une 5,6,7,8-BH4

réduits pour exprimer une activité optimale.

La NOS peut étre inhibée de fagcon compétitive garahalogues de la L-arginine tels que le
NG-monométhyl-L-arginine (L-NMA), la NG-nitro-L-aigine (L-NA) ou le NG-nitro-L-
arginine ester meéthylique (L-NAME).

Afin de limiter ses effets vasorelaxants, le NO @sttre-régulé par deux mécanismes. Le
premier inactive le NO lui-méme qui est détourrés trapidement par 2O pour former le
peroxynitrite (ONOO-). Cette réaction est plus dapigue la dismutation catalysée par la
superoxyde dismutase (SOD), une des enzymes desééfaturelle contre le stress oxydant
(Moncada et coll., 1995) En condition physiologique, ce phénomeéne n’est @dotoxique
puisque la concentration de peroxynitrite est taglsle et présente méme un double intérét :
atténuer l'action du NO et inhiber I'agrégation quiattaire ainsi que I'adhésion leucocytaire
(Billiar et coll, 1995 ; Lefer et coll., 1997) Les radicaux libres d’'une fagon générale peuvent
activer les voies de synthese des prostaglandinasuwscle lisse connues pour induire une

contraction. Le second mécanisme de contre-régulaé@pose sur les autres propriétés de la



substance et implique la voie du NO/GMPc. Par exempn agent relaxant comme
'acétylcholine active, dans un premier temps, égepteur-canal au niveau endothélial
favorisant ainsi I'entrée de calcium nécessair@ HOS 3, alors qu’au niveau du muscle lisse,
ce récepteur-canal existe également et favorisér€e de calcium dans la cellule musculaire,
provoguant un effet vasoconstricteur.

Les cellules endothéliales ne libérent pas le N@uement vers les cellules musculaires
lisses mais également dans la lumiére des vaisssmguins. Par conséquent, le NO inhibe
'adhésion des plaquettes et des leucocytes sumddiélium. Il inhibe également la
prolifération des cellules musculaires lisses etp@&he la production des molécules

d’adhésion et de I'endothéline.
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Figure 2. Synthése et role du NO

3.3.1.b. La prostacycline
La synthése de prostacycline active essentielle@iénylate cyclase soluble
qui, au niveau du muscle lisse, favorise I'actienlal PKA via la production d’AMPc. Cette
derniere inhibe la kinase MLCK permettant de phosyler les chaines légeres de myosine
induisant ainsi une relaxatiofNarumiya et coll. 1999) La relaxation en réponse a la
prostacycline est également le résultat de I'attbwmades canaux potassiques en particulier

des canaux potassiques dépendants de I'ATP (K-ATP).



La prostacycline est un métabolite de I'acide aidmiique. Elle est produite avec d’autres
prostaglandines et thromboxanes par deux cyclomaggs (COX) appelées également
prostaglandine H (PGH) synthétagééoncada et coll., 1978) La COX-1 est exprimée de
facon constitutive au niveau endothélial alors tu€OX-2 est une forme inductible. Les
stimuli d’'induction de la COX-2 sont les mémes @eex impliqués dans I'activation de la
forme inductible de la NOS 2. L'inflammation, l'admstration de lipopolysaccharide,
d’AMPc, 'hypoxie, certaines cytokines, facteurs ceissance ou hormones sont autant de
stimuli qui favorisent I'expression de la COX-2.13ades conditions de stress et d’activation,
la COX-2 est la source prédominante de prostaghesdi

La relaxation due a la prostacycline est finemeptildrée par les différents métabolites de
I'acide arachidonique puisque les PGH2 et les tlwmmanes ont un effet vasoconstricteur, en
agissant sur la concentration intracellulaire deigan dans les cellules musculaires lisses.
Les stimuli modifiant I'expression de I'une ou dauktre des isoformes des COX représentent
autant de facteurs pouvant influencer I'état canileadu muscle lisse vasculai(Appleton

et coll., 1996 ; Mitchell & Warner, 1999 ; Vane & Botting, 1998)

Dans la plupart des vaisseaux sanguins, la pragdtaeyjoue un réle mineur dans la relaxation

endothélium—dépendante, son effet vient surtoywsfar a celui du N@Vanhoutte, 2000)

3.3.1.c. Les substances hyperpolarisantes dépeesldet!’endothélium
En plus de la production et de la libération de BiCde prostacycline, I'endothélium est
capable d’induire une relaxation en agissant déreent sur le potentiel de membrane des
cellules musculaires lisses. L'ensemble de cestanbss libérées par I'endothélium est
appelé EDHF (endothelium-derivated hyperpolariziagtor) et, hyperpolarise les cellules
musculaires lisses. Les EDHF sont donc des sulesaterivées de I'endothélium, libérées en
réponse a une stimulation de I'endothélium par algesnts tels que I'acétylcholine (Ach) ,
capables d’hyperpolariser la cellule musculairedi€On distingue les EDHF diffusibles : K+,
ETTs (acide epoxyeicosatrieoniqueyd, le peptide natriurétique type C et les facteuns n
diffusibles comportant le flux d’hyperpolarisatiomia les jonctions myoendothéliales
(Campbell et Harder, 1999) La contribution de 'EDHF a la relaxation enddiiné-
dépendante varie selon la taille des artéres Lacpmation de 'EDHF est plus importante
dans les vaisseaux de petit calibre, tels que de®adires coronaires, I'artére mammaire
interne et les artéres cérébraglEdlétou & Vanhoutte, 2004)



3.3.2. Les facteurs endothéliaux contractants

Par opposition aux facteurs responsables de laatida, I'endothélium est capable de libérer
des substances vasoconstrictrices. Les agentsactarits les plus importants synthétisés par
I'endothélium sont I'endothéline, les prostaglamdinles radicaux libres, et I'angiotensine Il.
(Figure 3)

3.3.2..a. L’endothéline
Parmi les facteurs de contraction dérivés de I'ém&lum (EDCF), I'endothéline (ET) a été la

plus étudiée. Il existe trois isopeptides d’endimiee(ET-1, ET-2 et ET-3), chacun étant
produit par des génes différents. Les préproforahes peptides sont converties par une
métalloprotéase de conversion des endothélines XEDEsein de la cellule endothéliale
(Goto et coll.,, 1996) Des trois isoformes, seule I'ET-1 est produitecendition normale
(Rubanyi et coll, 1994) L'expression des génes des endothélines peusi&tnelée par de
nombreux facteurs tels que la thrombine, 'hémoigleble TNF. , le TGP et peut étre
inhibée par le NO et le GMRBoulanger et coll., 1990 ; Rubanyi et coll, 1994)

Les effets des endothélines sont bien définis stgua par I'activation de deux
types de récepteurs (ETA et ETB) qui ont une répartdifférente. Le récepteur ETA est
exprimé essentiellement dans le muscle lisse étiper a la contraction. Le second récepteur
ETB est aussi exprimé par le muscle lisse maiggeuve également au niveau endothélial.
La stimulation de ces deux récepteurs dans laleathusculaire lisse produit une contraction
qui est dépendante de la concentration de calckinacellulaire et active une PKC. Cette
derniere va freiner l'activité de la phosphatase Mk CP favorisant I'état phosphorylé de la
myosine et donc la contraction. En revanche, leptsur ETB présent sur I'endothélium
limite la contraction puisque sa stimulation actlaeNOS endothéliale et par conséquent

produit et libere le NO (figure 3).

3.3.2.b. Les autres facteurs de contraction dérdesendothélium
De nombreux autres facteurs endothéliaux peuvésnvienir dans les effets vasoactifs décrits

précédemment. Ces substances sont des especeserdet’'oxygene et les EDCFs distincts
de I'endothéline. Ces EDCFs sont, pour beaucouptdecux, des métabolites de l'acide
arachidonique produits par la voie des COX enda@ledl et favorisent la contraction via des

récepteurs PGH2-thromboxane 82oncada et coll., 1978)La stimulation de ces récepteurs



permet I'ouverture des canaux calciques de la leeftwsculaire liss¢Kato et coll., 1990,

Lin et coll.) (figure 3).

Les neutrophiles, les cellules endothéliales etckdhiles musculaires lisses produisent des
radicaux libres quand ils sont activés. Les anisuyseroxydesD,” résultent de nombreuses
enzymes, tels les NOS, les COX, la NAPDH oxyd@ssba et coll., 2000) O," entrainent
une contraction de la cellule musculaire lisse ges mécanismes directs et indirects. D’'une
part, O," facilite la mobilisation du Ca2+ intracellulaire teainant une contraction de la
cellule musculaire liss€Zalba et coll. 2000) D’autre partO,” diminue la biodisponibilité du

NO en formant avec le NO du peroxynitrfieubanyi & Vanhoutte, 1986)
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Figure 3. Voies de contraction

4. DYSFONCTION ENDOTHELIALE

4.1. Définition

La dysfonction endothéliale se définit par un phmdane complexe qui peut toucher les
différentes fonctions de I'endothélium. Ainsi latation peut étre définie comme un
déséquilibre entre vasodilatation et vasoconsbngti un déséquilibre entre action

antithrombogéne et procoagulante, ou encore commaeanomalie de la perméabilité. Mais



les fonctions de I'endothélium sont interconnectééd’altération d’'une fonction a des
conséguences sur les autres. La majorité des éugésimentales et cliniques s'intéressant a
I'endothélium, réduisent la fonction endothélialex &onctions vasomotrices, en particulier

aux capacités de relaxation endothélium-dépendante.

4.2. Dysfonction endothéliale : pertinence clinigue

Une diminution de la vasorelaxation coronariend@@etylcholine a été initialement décrite
chez des patients coronarighsidmer et coll., 1986) De nombreuses études ont montré par
la suite une association entre la dysfonction dréliatie et la présence soit de facteurs de
risque d’athérosclérose, soit de I'athérosclériasmdmesser et coll.,, 2004)Les données
objectivant l'intérét clinique de I'évaluation da ¢dlysfonction endothéliale comme marqueur
pronostique indépendant des traditionnels factdersisque sont cependant beaucoup plus
récentes. Ainsi, il existe une augmentation sigatfve de la fréquence des évenements
vasculaires chez les patients avec cardiopatluleéisique modérée et altération de la
vasorelaxation coronarienig8uwaidi et coll, 2000) Halcox rapporte des résultats similaires
sur un suivi de 46 mois en mesurant la résistamseEulaire coronarienne en réponse a
I'infusion intracoronarienne d’acétylcholin@lalcox et coll., 2002) Il faut souligner que,
dans I'étude, la dysfonction endothéliale prédaugmentation du risque d’événements
vasculaires chez des patients dont I'angiograpbi®naire est normale. D’autres essais
analysant la fonction endothéliale sur les artguésphériques retrouvent des résultats
comparablegKuvin et coll., 2001)

Les résultats de Modena et coll. constituent I'étapivante dans ['utilisation clinique de
I'étude de la dysfonction endothéligiodena et coll., 2002) En effet, leur travail suggére
gue I'amélioration de la fonction endothéliale petrd’identifier un groupe dont le pronostic
vasculaire s’améliore. Dans I'étude, 400 femmesapansées avec hypertension et altération
de la vasomotricité brachiale ont été inclues. Ap6e mois de traitement optimisé de
'hypertension, la vasomotricité brachiale rest@ramale chez 150 patientes alors qu’elle
s’améliore significativement (vasodilatation liée faux augmentée de plus de 10%) chez les
250 patientes restantes. A 5 ans de traitementpdéientes dont la vasomotricité restait
anormale présentent significativement plus d’évesr@mvasculaires. Il s’agit de la premiére
étude qui démontre que l'analyse séquentielle daysdonction endothéliale est utile pour

apprécier la réponse a long terme a une interventi@érapeutique. Par conséquent,



I'évaluation de la dysfonction endothéliale pouridentifier des patients particulierement a

risque, qui pourraient bénéficier d'une prise eargk thérapeutique plus agressive.

4.3. Altérations de la relaxation endothélium-dépetante : méthodes d’étude

La relaxation endothélium-dépendante peut étreuéeain vitro ou in vivo chez I'animal ou
chez 'lhommegVanhoutte, 1999)

In vitro, la plupart des études impliquent des meghes de vaisseaux isolés en chambre
d’'organe permettant I'évaluation, soit des conioams/relaxations isométriques du muscle
vasculaire (mesures de tension), soit des vasoadimsis/vasodilatations (mesures de
diameétre) sur vaisseaux perfusés. Ces technigaesessent a des arteres de gros calibre
(vaisseau de conductance), a des artéres de negigiamisseaux d’'un diamétre inférieur a 300
um), ou encore, a des organes entiers perfusés ,(coeésentére). Les capacités
vasodilatatrices sont évaluées par [l'utilisationagdnistes récepteurs dépendants
(acétylcholine, bradykinine, sérotonine) ou indéfzeris (ionophore calcique A23187), ou
bien, en soumettant I'endothélium a des stimuli sobipgiques tels que l'agrégation
plaquettaire, ou a des déformations consécutivasvatiations des forces de cisaillement
exercées un flux (dilatations flux-dépendantes)lilhération basale de facteurs endothéliaux
vasorelaxants, en particulier le NO peut égalenétret évaluée en comparant les réponses
contractiles induites par exemple par un agomigt@drénergique ou, par I'angiotensine I, en
présence ou non de I'endothélium ou bien, en po&sen non d’inhibiteur de la synthése du
NO.

In vivo, linfusion intracoronarienne d’acétylchoé avec mesure de flux par doppler
représente le « gold standard ». Cependant, ceftkonlogie est limitée par son caractere
invasif, le risque de complications et le colt. dw’hui, 'analyse par échographie-doppler
de la vasodilatation des arteres périphériques €nalen ou radiale) en phase d’hyperémie
s’est largement développée. En pratique, une isiehém bras est réalisée a l'aide d'un
brassard gonflé a une pression suprasystoliqueapéldminutes. Le dégonflage du brassard
entraine une phase hyperémique de la main liéeeavasodilatation des vaisseaux NO-
dépendante. Si I'endothélium est sain, une augrmentdu diametre de I'artére de 3 a 5% est
observée. Il est admis que les anomalies de lallaasgation périphérique observées par cette
technique sont corrélées a l'existence d'une dygfon endothéliale coronarienne. Cette
technique non invasive souffre cependant d’une parh manque de standardisation (durée



de lischémie, temps de mesure, localisation dgdaal) entre les différents laboratoires qui
la pratiquent et d’autre part, d'un manque de répctibilité inter-opérateugKuvin et coll.,
2003)






PREMIERE PARTIE
LE VIEILLISSEMENT ARTERIEL
LIE A L'AGE



1. LA STRUCTURE DU VAISSEAU AU COURS DU VIEILLISSEMENT
ARTERIEL LIE A L'AGE (Lakatta, 2003, part I,11,111)

Avec l'avancée en age, tous les composants dertas péérielle se modifient. A
I'échelle macroscopique, le calibre des arteresreunge et leur paroi s’épaissit. Au niveau
des grosses arteres élastiques, le diametre dseaaigend a augmenter progressivement et
régulierement avec I'age indépendamment de la ipresstérielle alors qu’au niveau des
petites arteres musculaires, la majoration du dis@meéxterne est moins importante mais
'augmentation de I'épaisseur pariétale entrairediminution du diametre interne.

Sur le plan histologique, les modifications toudhtentes les tuniques de l'artére. L'épaisseur
intima-média augmente considérablement avec I'@hpez I'homme, elle est multipliée par 2
a 3 entre 20 et 90 ans. Cet épaississement rgsutteipalement de I'accumulation de
molécules de la matrice extracellulaire et de &edlunusculaires lisses. Dans lintima, les
cellules endothéliales présentent des modificatames un alignement moins net, des cellules
plus aplaties ou, au contraire, hypertrophiéesrégulieres. L'intima épaissie du rat agé est
composée de collagéne, fibronectine, protéoglycatede cellules musculaires lisses. La
migration des cellules musculaires de l'intima vdas média est la conséquence de
laugmentation de perméabilité de la membrane basal’accumulation de
glycoaminoglycanes dans lintima joue en rble imaot dans la survenue de cette
hyperperméabilité vasculaire tout comme l'augméoatdes métalloprotéases (MPP). En
effet, la MMP-2, sécrétée par des cellules musasdaactivées, entraine une rupture des
lames élastiques de la paroi. Le contenu en cailagéigmente également dans la média. Un
doublement de la quantité de collagéne a été obsamtre en 6 et 30 mois chez des rats
WAG/RIj, dont la pression artérielle reste constaaut cours de la vie. Ainsi la destruction de
I'élastine et 'augmentation du contenu en collag#verse le rapport élastine/collagene de la

média au cours du vieillissement.

2. LA DYSFONCTION ENDOTHELIALE AU COURS DU VIEILLIS SEMENT
ARTERIEL LIE A L’'AGE



2.1. Caractéristiques

L’étude des modifications de la relaxation endatimtdépendante au cours du vieillissement
a été realisée sur les larges arteres comme spetiss artéres résistives et dans différentes
especes et races animales ainsi que chez I'homeé®.1B88, Koga et coll montraient une
réduction de la relaxation de l'aorte a l'acétylit® avec I'age chez le rat Wistar Kyoto.
Celle-ci survient rapidement au cours de la viesque la relaxation maximale est diminuée
de 50% chez les rats agés de 3 a 6 mois compaiés éats agés de 4 a 6 semaines. La
diminution de la relaxation endothélium-dépendasitmygrave avec I'age puisqu’elle n'est
plus que de 25% de celle retrouvée chez les jeraisentre 12 et 25 mo{&oga et coll.,
1988) D’autres études réalisées également chez les oatsmontré laltération de la
relaxation endothélium-dépendante avec I'dge maiss ;otion de cinétique, 2 groupes
d’animaux étaient comparés, a savoir un groupegjeatnadulte vieux. En 1995, King et
Luscher ont comparé la relaxation de l'aorte damsxdraces de rats, Wistar Kyoto et SHR,
ces derniers développant une hypertension arg&riBlans chacune de ces races, des rats
jeunes de 12 a 14 semaines étaient comparés atdexlultes, agés de 72 a 74 semaines. Les
auteurs ont montré une diminution de 25% de laxatian maximale chez les rats Wistar
Kyoto les plus agés. En revanche, il n’était pag nibaggravation de la relaxation maximale a
l'acétylcholine chez les rats SHR agés comparégeunes rats SHR qui ont une relaxation
endothélium-dépendante altérée comparée au rataiMistoto du méme agé€king et
Luscher, 1995) Hongo et coll, ont montré chez des rats Wistaotiyune altération de la
relaxation a I'acétylcholine au niveau de la caleta 'age de 11 mois comparés a de jeunes
rats de 14 semaines, retrouvant une diminution ¥ 8e la relaxation maximale dans le
groupe le plus agéHongo et coll.,, 1988) L'altération de la relaxation endothélium-
dépendante a été moins étudiée mais néanmoinsrtépsur des artéres résistives par Matz
et Atkinson notamment au niveau de l'artere mésenté chez des rats Wistar Kyoto
(Atkinson et coll.,, 1994, Matz et coll., 2000)Cette altération de la relaxation n’est pas
restreinte a la relaxation secondaire a l'acétyloko En effet toujours chez les rats, une
diminution de la relaxation endothélium-dépendaat&té décrite au niveau des artéres
cérébrales avec pour stimulus la bradykinine, tate@ine ou 'ATP(Hajdu et coll., 1994)et

au niveau aortique avec l'histaminfMayhan et coll., 1993) Si les rongeurs et
principalement, le rat Wistar Kyoto ont été le pipal modele d’étude de la relaxation
endothélium-dépendante, le chien et le singe agé&emt d’autres. Le chien agé présente une

altération de la relaxation acétylcholine dépenelatds arteres mésentériques et des arteres



des pattegShimizu et Toda, 1986 , Haidet et coll., 1995 singe agé a une altération de la
réponse vasculaire périphérique a I'acétylcholmmgaré au singe jeurfAsai et coll.,2000)
Enfin, chez ’'homme, la perte de relaxation endiaih&dépendante avec I'avancée en age a
été principalement étudiée et retrouvée au nivealladere du bras et des artéres coronaires
(Taddei et coll.,, 1995) Celermajer et coll ont étudié le shear stressigaau de l'artere
brachiale dans une population dhommes et de fensaes facteur de risque vasculaire
connu et agés de 15 a 72 ans. lls ont ainsi momécorrélation négative entre I'avancée en
age et l'altération de la relaxation induite pafliex sanguin. Cette altération survient aprés
'age de 40 ans pour les hommes, a raison d'unéndiion de 0,21%/an et aprés 50 ans pour
les femmes a raison de 0,49%/@elermajer et coll., 1994) La corrélation entre I'age et la
perte de relaxation endothélium-dépendante a éb&vée par Sarabi et coll qui montrent
€galement que cette perte de relaxation est plysoriante pour les femmes aprés la
meénopause qu’avant, rejoignant ainsi la vitesséadeerte de relaxation des hommBsins
cette étude, chez les femmes, le seul facteur siguei indépendant de survenue et
d’aggravation de la diminution de la relaxation ethelium-dépendante est I'agBarabi et
coll., 1999) A partir de 1990, les études se sont succédées rmpontrer I'apparition et
'aggravation de la relaxation endothélium-dépenelavec I'age et tenter d’en comprendre

les mécanisme@addei et coll., 1995)

2.2. Molécules d’adhésion et vieillisement artéridié a I'dge

Les molécules d’adhésion sont des protéines pesmfiatoires qui jouent un rdle crucial

dans l'intéracton cellule/cellule et cellule/ megriextracellulaire. Parmi elles, E-selectin, P-
selectin, VCAM-1, et ICAM-1 controlent l'adhésionesl leukocytes/monocytes a

'endothelium, et la migration a travers le vaigs@articipant ainsi a la réponse immunitaire
et au processus inflammatoire.

L’augmentation de I'expression de ces moléculeslitégion a été montrée dans l'aorte de
rats agesgLi et coll., 1999, Zou et coll. 2004, Zou et col2006)

2.3. Mécanismes responsables de l'altération de Ieelaxation endothelium-

dépendante au cours du vieillissement artériel lia I'age

Les mécanismes de survenue de la dysfonction edlddéhau cours du vieillissement ont

commenceé a étre étudiés il n'y a que quelques anrileisieurs mécanismes ont ainsi



emergés. La dysfonction endothéliale peut étreotsé&guence de l'altération des moyens de
relaxation qui peut étre liée soit & une anomadigbduction des agents relaxants, soit a une
anomalie des effets des agents relaxants.

2.3.1. Nombre et sensibilité des récepteurs aggm@idothéliaux

La dysfonction endothéliale ne semble pas liée didasinution du nombre de récepteurs
agonistes incluant les récepteurs muscariniques lfmétylcholine ni a une réduction de la
sensibilité de ces récepteurs. En effet aucun itléfien récepteur agoniste membranaire n'a
encore été rapporté. La dysfonction endothélialsemble pas non plus liée a un défaut de
transduction du signal des récepteurs muscarinjques anomalie de relaxation ayant été
trouvée avec d’autres agonistes tels I'A(HbNngo et coll.,1988)t I'histamine(Moritoki et
coll., 1986) par exemple chez l'animal agé. L'altération depfaduction d’'un deuxieme
messager peut étre également écartée. En effeasladilatation endothélium-dépendante
récepteur indépendant étudiée chez le rat et mcar le calcium ionophore, A23187 est
diminuée avec I'age a la fois dans les artéregdiélaes et dans les arteres résisti(i@arton

et coll.,, 1997 ; Matz et coll.,, 2000)De méme, chez 'homme, la relaxation induite lgar
shear stress diminue avec I'a@eelermajer et coll., 1994 ; Jensen-Urstad et Johason,
2001)

2.3.2. Réponse de la cellule musculaire lisse gexts vasorelaxants

La diminution de la vasodilatation endothélium-dégente pourrait étre expliquée au moins
en partie, par une atténuation de la sensibilitdladeellule musculaire lisse aux agents
relaxants, tels le NO ou la prostacycline. Mais mbenbreuses études ont montré que la
réponse de la cellule musculaire lisse aux donndeifdO, nitroglycérine et nitroprussiate de
sodium, était conservée au cours du vieillissemant dans les arteres élastiques que
résistives(Barton et coll., 1997 ; Koga et coll., 1988, Matet coll., 2000 ; Celermajer et
coll., 1994 ; Barton et coll.,, 1997 ; Taddei et dol 2001) Néanmoins il a été noté une
diminution avec I'age de la réponse au NO dansateses mésentériques perfusées chez le
rat (Atinkson et coll., 1994) 'aorte de lapinChinellato et coll., 1991)et les vaisseaux de la
peau chez 'hommé@Algotsson et coll., 1995)Ces discordances peuvent étre expliquées par
des especes et des races animales differentestyjges de vaisseaux différents et des

préparations différentes.



2.3.2.a. La voie du NO
La réduction de la relaxation médiée par le NO akége peut s’expliquer soit par une
diminution de la synthese de NO, soit par une digian accrue du NO. La contribution de
NO dans la relaxation semble s’atténuer avec I'&ge.effet, I'utilisation d’'inhibiteurs de
NOS montre que la contribution du NO en réponsadegtylcholine est moins affectée dans
'aorte de rat agé (70-100 semaines) comparéeeeadelieune rat (12-14 semainés)atz et
coll., 2000)

Substrat

Bien que les concentrations circulantes d’arginsustrat de la eNOS soient comparables
chez les adultes et vieux rats, la supplémentagonarginine améliore la relaxation
endothéliale dépendante dans les études expérimeetacliniques. Ainsi I'arginine améliore
la relaxation a l'acétycholine de l'aorte de rag §Xiong et coll., 2001).La perfusion
d’arginine restaure la relaxation de l'artére bralehau-dela de 60 ar{€hauhan et coll.,
1996)et des arteres coronair@rexler et coll., 1991).L’altération du transport de I'arginine
dans la cellule endothéliale pourrait étre un désanismes de l'altération de la voie du NO

au cours du vieillissemefZhang et coll., 2001).

eNOS
La eNOS posséede des inhibiteurs compétitifs endegyerl ’ADMA. L’ ADMA est présent
dans le sang et I'urine chez I'animal et 'lhom@xong et coll., 2001) Les concentrations

sériques de I'ADMA augmentent avec I'age chez tle(Xaong et coll., 2001) Ainsi cette
molécule pourrait également jouer un role dansitaesiue de la dysfonction endothéliale liée
al'age.

Le déficit d’'un cofacteur de la eNOS, la BH4 induite diminution de I'activité de la eNOS
associée a une réduction de la production de N@netaugmentation de la formation des
radicaux libregHigashi et coll., 2005)La BH4 est détruite par les radicaux libres, avearp
conséquence une diminution de synthése de la eN®&Dtland et coll,, 2002)
L’administration de BH4 améliore la fonction endélthle et cette amélioration et d’autant
plus importante que le sujet est §gdgashi et coll., 2005)

L’expression de la eNOS augmente au cours du igglinent tant dans l'aorte que dans les
artéres meésentériques des vieux rats, en revahatiyité de la eNOS diminuéCernadas

et coll., 1998)



NO
La disponibilité du NO résulte d’'un équilibre ensygnthése et inactivation. Cette derniére qui
joue un réle important dans la régulation du NOplique a la fois liaison et catabolisme du
NO (figure 4).
Le NO peut former des complexes avec des prot&@oetenant I'élément fer, cuivre ou des
groupements thiols, réalisant ainsi une forme aesjportStamler, 1994 ; Stoclet, 1999)
Le NO peut également étre piégé au sein de la pasgulaire. Les produits finaux de la
glycation sont produits par la glycation non enziquee et I'oxydation des lipides et des
protéines aprés exposition aux sucres. Les AGEmentgnt avec I'age et sont responsables
d’'une désorganisation de I'assemblage des protémascielles et du pontage des protéines,
en particulier du collagene. Le collagene pontéraémé une moindre sensibilité aux
collagénases et piege le NO au sein de ce mail@gmomene de quenching, diminuant la

disponibilité du NO.

Stress oxydant
Le stress oxydant est représenté par I'ensemblgé&desions faisant intervenir des especes

réactives de I'oxygene, elles-mémes caractérisgeks présence d’'un électron célibataire tres
réactif. Dans I'organisme, le stress oxydant perdeetégulewia un contréle sur le facteur
nucléaire Nuclear Factor Kappa B (MB), un nombre important de génes pro- et anti-
apoptotiques tels que bax et h@utre ses modulations transcriptionnelles, lesstroxydant
pourrait induire des oxydations de haute toxicitésain des lipides, des protéines et de
'ADN s'il n’était pas finement régulé par des Ssies de défenses antioxydantes
intracellulaires.

Les principales espéces radicalaires dérivéesakggdéne sont: I'anion superoxyde Qle
radical hydroxyle OH, et bien qu'ils ne soient pas radicalaires maés réactifs et
producteurs de radicaux, le peroxyde d’hydroges@,tét le monoxyde d’azote NO.

Il existe des mécanismes de défense face au stxgdant qui comportent des enzymes de
détoxification : superoxyde dismutase, catalageaixydase dont la gluthation peroxydase et
des substrats dit « suicides » qui tamponnentdpegoes réactives. Ces molécules peuvent étre
lipophiles comme le tocophérol, bétacaroténe oudsalubles tels que I'acide ascorbique ou

urique.



La demi-vie du NO est trés courte en raison deisactivation tres rapide par les radicaux
libres et principalement le superoxyde OL’augmentation de ¢ a été retrouvée dans
I'aorte de rat 4gé, associée a une augmentationtrdéyrosine, un marqueur de formation de
peroxynitrite et une diminution de N(¥an der Loo et coll., 2000) Dans des conditions
physiologiques, les défenses antioxidantes teflesuperoxyde dismutase (SOD) préservent
I'équilibre pro et antioxydant. Cet équilibre e#tteé au cours de processus pathologiques
mais également au cours du vieillissement, condugsaine augmentation des radicaux libres

et donc a une diminution de la biodisponibilitéNiO.

Vieillissemen

Hypercholestérolémie
Hypertension
Diabéte
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Figure 4. Mécanismes de diminution de la biodispohilité du NO.
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2.3.2.b.La voie des cyclooxygénases
Chez 'homme, il a été observé que lindométhacpwentialisait I'effet relaxant de
I'acétylcholine chez les sujets de plus de 60 @reddei et coll., 1997) Cet effet de
lindométhacine, inhibiteur de COX, révele une aegtation de la participation des
meétabolites vasoconstricteurs des COX dans I'agtrtes arteres mésentériques de rats ages
lors de la relaxation a I'acétylcholine. Les COXt12 sont augmentées dans l'aorte de rat agé
(Matz et coll.,, 2000) L'augmentation des métabolites vasoconstrictequs pourraient
contribuer a la perte de relaxation endothéliumedéante avec l'avancée en age a été
corrélée avec l'augmentation de la péroxydationdigue chez les ratéDavidge et coll.,
1996)
Par ailleurs, I'expression de 'ARNm du récepteerld prostacycline est diminuée sur les
cellules musculaires lisses chez I'animal agé, i@pant également a l'altération de la

fonction endothéliale au cours du vieillissement.

3.3. Dysfonction endothéliale liée a I'dge, un phémene réversible ?

Si la dysfonction endothéliale est reconnue étrenécanisme survenant avec I'avancée en
age et étre un facteur favorisant la survenue d'évients vasculaires, il parait nécessaire de

prévenir cette dysfonction ou de restaurer la fionotndothéliale quand elle est altérée.

La description des mécanismes impliqués dans lBdgson endothéliale liee a I'age aide a
définir des molécules potentielles candidates enélioration de la fonction endothéliale.
Deux grandes catégories de molécules peuvent gtguées : d’'une part les molécules
permettant d’augmenter la synthese du NO et d’apéné les molécules augmentant la

biodisponibilité du NO principalement par la dimilmn du stress oxydant.

3.3.1. Supplémentation en arginine et donneurs@e N

Arginine
L’administration aigué d’arginine restaure la foaot endothéliale chez I'homme age
(Chauhan et coll., 1996 ; Taddei et coll., 1997Néanmoins, les sujets agés de plus de 60
ans ont une moindre répondre a I'administratiomu@id’argining(Taddei et coll., 1997) De
plus il n’existe pas de données sur I'administratm long cours de cette molécule au cours

du vieillissement physiologique, la supplémentatabmonique ayant été réalisée dans des



modeles d’hypercholestérolémie, de microangiopathrenaire et d’athéroscléroferexler

et coll.,, 1991 ; Lerman et coll., 1998)avec au total des résultats peu démonstratifs
probablement en raison des faibles effectifs incdass les études, des durées breves des
études ou les dey¥reli et coll., 2002)

Donneurs de NO

L'administration de donneurs de NO, nitrates orgaes, nitroprussiate de sodium par
exemple, augmente temporairement les concentratttndNO mais ne corrige pas la
dysfonction endothéliale. Les donneurs de NO nestttolent donc pas un traitement adapté

de la dysfonction endothéliale liée a I'age.

3.3.2. Augmentation de la biodisponibilité de NO

3.3.2.a. Tétrahydrobioptérin@glighashi et coll., 2006)

Les mécanismes d’action de la tétrahydrobioptéfing, placer ce cofacteur de la eNOS tant
dans le paragraphe précédent que dans celui-ci.dniifastration aigué de

tétrahydrobioptérine chez 'homme améliore la rateon endothélium-dépendante. Les
mécanismes possibles sont une augmentation denthésg de NO par la eNOS et une
diminution de la synthese de ROS générés par laSeB©® I'absence de cofacteur ce qui
permet une augmentation de la biodisponibilité db. KCette diminution du stress oxydant
aprés apport de tétrahydrobioptérine est authéatifiar la diminution des concentrations
urinaires de 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (80hdG)etmalondialdehyde (MDA). Mais

I'action d’un traitement chronique par tétrahydagiérine dans un modele de vieillissement

physiologique reste actuellement inconnue.

3.3.2.b. Anti-oxydant

Les thérapies anti-oxydantes semblent intéressgmies la prévention de la dysfontion
endothéliale liée a I'age ou la restauration detetion endothéliale.

L’acide ascorbique administré en une injection odoag terme améliore la fonction
endothéliale dans des modeles d’athéroscléroseyperbholestérolémie, de tabac ou
d’hypertension(Heitzer et coll., 1996 ; May, 2000 ; Ting et coll.1996. Les mécanismes
impliqués sont une diminution de I'oxydation deslLun relargage de NO a partir de S-
nitrosothiols circulants ou tissulaires et I'actiea de 'eNOS ou de la guanylate cyclase du

muscle lisseNlay, 2000) L'acide ascorbique corrige la dysfonction endb#he lice a I'age



apres perfusion chez des sujets de plus de 6Q @asion sur la dysfonction endothéliale liée
a I'age d'un traitement au long cours par I'acideabique n’est pas connue. En revanche,
'administration de vitamine E (1000lU/day) chezsd®rsonnes agées pendant 10 semaines

n'améliore pas la fonction endothéligi&imons et coll., 1999)

3.3.2.c. Inhibiteur de la HMG-CoA réductase.
L’amélioration de la fonction endothéliale par lehibiteurs de la HMG-CoA réductase est
un effet de classe. La derniere étude a été réatigéc la simvastatine chez des rats ages et
montre une amélioration de la fonction endothélighez les vieux animaux traités. Le
mécanisme de I'amélioration est indépendant deapmaité de ces molécules a diminuer le
cholestérol circulant. La HMG-CoA réductase inhibbe sous-unité de la NADPH oxydase,
scavenger de N({Vecchione et Brandes, 2002kt permet ainsi I'amélioration de la
biodisponibilité du NO.

3.3.2.d. Inhibiteurs de 'enzyme de conversion
lls améliorent la fonction endothéliale dans d#fiis modéles dont le vieillissement
physiologique(Atkinson et coll., 1994) Le mécanisme d’action impliqué est une diminution

de la formation des ROS induit par I'angiotensine |

3.3.2.e. Activité physique
Dans une étude randomisée, trois mois d’exercigsighe, marche de 30 minutes par jour, 3
a 4 fois par semaine, ont permis d’améliorer lafimm endothéliale chez les participants agés
comparés a des sujets témoins de méme(lag€ouza et coll., 2000avec toujours pour
mécanisme retenu, la diminution du stress oxydannpttant une meilleure biodisponibilité
du NO.

Hormis [l'activité physique, parfois difficilementéalisable, particulierement dans des
populations agées, aucune thérapeutique n’a enuordgré un effet a long terme sur la

fonction endothéliale.

4. L’ASPIRINE



Les salicylates sont utilisés comme analgésiqueguisle Hippocrate et leurs effets
antipyrétiques sont connus depuis plus de 200 \dms 1890, I'acide acétylsalicylique est
entré dans la pharmacopée pour traiter des éflamimatoires. Ce n’est que 70 ans plus tard,
gue l'aspirine a été utilisée dans les maladieswlases en raison de son effet antiagrégant
plaquettaire, le réle central des plaguettes dassnhaladies vasculaires ayant alors été
avancé. Une forte inhibition de la COX-1 secondairaine acétylation irréversible par
I'aspirine qui permet I'inhibition de I'agrégatigiaquettair§ Awtry et coll., 2000)

Cependant il existe de plus en plus d’arguments peuaser que l'action de I'aspirine ne

passe pas seulement pas l'inactivation plaquettaire

4.1. Aspirine et maladies vasculaire@Patrono et coll., 2005)

L’efficacité de I'aspirine, en prévention des aexits vasculaires a été évaluée dans plusieurs
populations, allant de populations apparemmentesaat a faible risque vasculaire a des
populations de patients ayant présenté un infardtusmyocarde (IDM) ou un accident
vasculaire cérébral (AVQ)Antiplatelet Trialists’ Collaboration, 2002 ; Campbell et coll.,
2007 Patrono et coll., 2004).

Une métaanalyse d’essais de thérapeutiques antgitages indique que I'aspirine réduit le
risque d’événements vasculaires d’approximativer2éfb, avec une diminution de 34% du
taux d'IDM non fatal, de 25% d’AVC ischémique nadl, et une diminution d’1/6 du taux
de décés de cause vasculaire ou inconnue, popaliesnts présentant une maladie vasculaire.
Parmi les patients pour qui le risque d’AVC grast estimé entre 4 et 8 pourcent/an,
'aspirine prévient 10 a 20 événements vasculdaeds ou non pour 1000 patients traités
pendant une annéAntiplatelet Trialists’ Collaboration, 2002 ; Patrono et coll., 2005)

En prévention primaire, les données concernarielét de I'aspirine a faible dose sont plus
confus. Une métaanalyse de cinq essais cliniquesés en prévention primaire indique que
de faibles doses d’aspirine sont associées a um@uwtion significative de 32% du risque de
survenue d’'IDM(Collaborative Group of the Primary Prevention Project, 2001 ;Hansson
et coll., 1998 ; The Medical Research Council’'s Genal Pratice Framework, 1998 ; Peto
et coll.,, 1988 ; Steering Committee of the Physiaia’'Health Study Research group,
1989) ce qui est similaire au bénéfice de la préventiecordaire, mais en revanche, il
n'existe pas d'effet significativement positif sla survenue d’AVC ischémique. Plus

récemment, un suivi de 10 ans de 40000 femmesuwedd 45 ans a l'inclusion en bonne



santé et prenant de l'aspirine a faible dose, atrdaime diminution de 17% du risque de
survenue d’AVC ischémique, mais aucun bénéficdassurvenue d’'IDM(Sanmuganathan

et coll., 2001) Dans cette méme étude, I'analyse du sous groepdemnmes de plus de 65
ans a montré un bénéfice majoré de la prise diagpa faibles doses avec une réduction de
44% de survenue d'IDM, d’AVC ischémique et de dégas cause cardio-vasculaire. Enfin
une métaanalyse de 6 essais randomisés de plis@Femmes et 40 000 hommes, montre
gue l'aspirine a faible dose est associée a unendtmn significative du nombre des

événements vasculaires dans les deux g®earger et coll., 2006)

4.2. Aspirine, mode d’action dans la prévention desaladies vasculaires

Les effets protecteurs de I'aspirine ont été deéadmme principalement liés a l'inhibition de
la COX-1 dans les plaguettes avec pour conséquamuesdiminution de production des
thromboxanes, et I'inhibition de I'activation et tiagrégation plaquettairéPatrono et coll.,
2005) Ces effets auraient surtout un réle a court tedawes la prévention secondaire des
accidents vasculaires. Mais des effets a plus temge, antiinflammatoires et antioxydants de
'aspirine pourraient expliquer les bénéfices awrsode la prévention secondaire mais

également primaire.

Les molécules pro-inflammatoires sont égalemeniopgalantegSeibold et coll., 2003avec
notamment le réle bien démontré de l'augmentatienladgénération de ROS induite par
'augmentation de I'activité de la COX{Kim et coll., 2000) NF«B est connu pour moduler
la transcription de cytokines pro-inflammatoiredlete que de le TNé&, des molécules
d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 et des enzymes inflantoii@s INOS et COX-ZChung et
coll., 2002) Tres récemment, Jung et Coll ont montré que ifaspa faible dose (5mg/kg/)),
donnée pendant 10 jours a des rats permettaitrdimuiér au niveau du rein, I'activation de
NF-xB, diminuer I'expression des molécules sus-citéek goroduction de RO%Jung et
coll.,, 2006) La diminution de la production de ROS avait déj& montrée chez des rats
jeunes spontanément hypertendus, a qui de fortessddiaspirine avaient été administrées
pendant 12 jours permettant une réduction dé @ 45% au niveau de l'aorte avec en
parallele une amélioration de la relaxation endathedépendante. En revanche,
'administration d’ibuproféne, autre anitinflammaoet inhibiteur non sélectif des COX chez

ces mémes rats n'avait pas d’action sur la prodoctie Q. (Dragomir et coll., 2004 ;



Eisele et coll., 2004 ; Grosser et coll., 2003 ; Tlaert et coll., 2004 ; Wu et coll., 2002)
Toutefois, ce mécanisme n’est pas le seul. Il ar@étré que plus la eNOS était acétylée,
plus la synthese de NO augmentgialgutkar et coll., 1998, Loll et coll., 2001) Or
l'aspirine permet l'acétylation de la eNOS, augmaentainsi la synthese de NO par
'endothélium. L’aspirine diminue les taux de ICAMdans des modeéles de souris déficientes
en récepteur LDI(Cyrus et coll., 2002 ; Cyrus et coll., 20060r la réduction des molécules
d’adhésion a un effet fonctionnel avec pour consége une diminution de I'adhésion

monocytaire dans des cellules endothéliales stiesyp@r des LDI(Eisele et coll., 2004)

L’aspirine pourrait donc préserver l'intégrité degdaroi vasculaire grace a ses propriétés de
scavenger de radicaux librésl Midaoui et coll., 2002, Podhaisky et coll., 199. De plus,
des travaux suggerent que laspirine pourrait am&li la fonction endothéliale.
L’amélioration de la relaxation endothélium-dépardaa été montrée chez 'lhomme apres
administration d’'une forte dose d’aspirine chez gasients présentant une athérosclérose
(Husain et coll., 1998) et plus récemment, aprés un traitement de deus pao faibles doses
d’aspirine chez des patients hypercholestérolérsige¢ hypertendus a permis une
amelioration de la fonction endothéliag{Magen et coll., 2005)et chez I'animal aprés

administration chronique de fortes doses chezatsshypertendu@Vu et coll.,2002)

En résumé, si des travaux concernant le vieilligsgnartériel existent, aucun n’allie étude
fonctionnelle et histologique a des ages difféeremgsvieillissement. De plus, les études
concernant I'amélioration de la fonction endotHélicchez l'animal agé restent peu
nombreuses alors que la dysfonction endothélidle@sidérée comme un facteur de risque

vasculaire majeur.

5. OBJECTIF DE NOTRE TRAVAIL

Le but de notre travail était de déterminer la fm® de prévention de la dysfonction
endothéliale par de faibles doses d'aspirine dansmodele murin de vieillissement
physiologique. Nous avons décidé de réaliser étttde chez des souris C57B/6J, souris qui
ne développent pas de facteurs de risque d’atHérose tels que hypertension artérielle,

dyslipidémie, obésité ou diabete au cours leurlligeement dans des conditions standard



d’hébergement et d’alimentatiomt{p://www.informatics.jax.org/ L'étude de la fonction
endothéliale a d’abord été réalisée dans des gsodip@imaux d’age différents (12, 36, 60,
84 semaines).

Ce préalable nous a permis d’effectuer un paraditee nos résultats et ceux de la littérature
ou le rat est souvent le modele expérimental eladerminer les ages auxquels nous pourrions
traiter les animaux dans le but de préserver latfon endothéliale ou de la rétabilir.

L’aspirine & faible dose a été la molécule retemneraison de ses effets reconnus chez
’homme et de sa trés large utilisation en préwentdes évenements vasculaires et de
certaines de ses propriétés nouvellement décritisninution du stress oxydant et
amélioration de la fonction endothéliale dans desdétes d’athérosclérose ou a risque
d’athérosclérose. L'effet de 8 semaines de traitgnpar aspirine initi€ chez des animaux
agées de 60 semaines et l'effet de 16 semainegdnifiez des animaux agés de 60 et 96
semaines ont été étudiés. L'effet de faibles dabaspirine a alors été étudié chez des
animaux de 68, 76, et 112 semaines. Les changemtntturaux secondaires a I'age et
'aspirine ont également été déterminés sur depew’aorte. Enfin les effets de faibles

doses d’aspirine sur les marqueurs oxydatifs engeéantifies.

6. MATERIELS ET METHODES

6.1. Animaux

Toutes les manipulations animales ont été conduitesmformément aux
recommandations internationales concernant I'atili;m des animaux d’expérimentation. Les
souris C57BL/6 males ont été obtenues des Laboeatdianvier (Mayenne, France). Les
animaux ont été hébergés a I'animalerie de la f@cdé Médecine de Lille a raison de 5
animaux par cage. Les conditions ambiantes étammttolées : température de l'air de 21 a
23°C, taux d’humidité de 50 a 60% et alternance/jmit de 12 heures. Les animaux
bénéficiaient d’'un acces libre a I'eau et a la niture, composée de granulés standards.
Toutes les souris ont bénéficié d’'une période diaatation de 2 semaines avant de débuter

les protocoles d’expérimentation.



6.2. Protocolegfigure 5)

Dans un premier temps, I'étude de la fonction emélale a été réalisée dans des groupes
d’animaux d’age différents non traités par aspirib@tude de la fonction endothéliale de
'aorte thoracique descendante a été étudiée aed différents, 12, 36, 60 et 84 semaines,
constituant respectivement les groupes 12, 36, 60 84 semaines. L'étude
anatomopathologique de la paroi aortique a étésgsldans les groupes 12, 60 et 84
semaines (figure 5A).

Dans un second temps, l'effet de 8 semaines deenrant par aspirine initié chez des
animaux agés de 60 semaines et I'effet de 16 semaiitiés chez des animaux agés de 60 et
96 semaines ont été étudiés. L'effet de faibleseslabaspirine a alors été étudié chez des
animaux de 68, 76, et 112 semaines (figure 5B)r Pela, les animaux ont été randomisés en
deux groupes : le groupe « No Asp » qui ne rec@astd’aspirine dans I'eau de boisson et le
groupe « Asp »qui recevait de l'aspirine dans I'emu boisson (30ug/ml: UPSA, Paris,
France). Les eaux de boissons, avec et sans a&spininété renouvelées chaque jour. La
stabilité de l'activité salicylate a été testée flaprescent polarisation immune assay 48
heures apres mélange de I'aspirine a I'eau de tigsxSYM, Abbott, Abbott Park, IL). Les
résultats montrent que l'activité salicylate restable avec 13,3% de variation maximale
apres 48 heures (n=4). Avant I'’étude, nous avaadigjue chaque animal buvait en moyenne
3 a4 ml d’eau par jour, volume d’eau mesuré eacord avec la littératur€yrus et coll.,
2002)

Considérant qu’'une souris C57B/6J male pese enafapn et boit 3 a 4 ml/jour, chaque

animal a recu dans le groupe « Asp » 90 a 120 agpiine par jour. Cette faible posologie
d’aspirine a été administrée de telle sorte a abtere posologie identique a celle décrite en
pratique clinique. Pour chaque groupe, 6 animauxéé randomisés pour I'étude de la
fonction endothéliale, 8 pour I'étude anatomopaigmjue, 5 pour I'étude du stress oxydant et

5 pour le westernblot



VR : vasorelaxation, H : histomorphométrie, OSest oxydant

Figure 5. Design de I'étude
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6.3. Vasoréactivité aortique

Pour évaluer les effets de I'age sur la fonctiomoghéliale, la réponse endothéliale a
I'acétylcholine des segments aortiques précontsaci@ phényléphrine a été étudiée chez des
souris de 12, 36, 60 et 84 semaines d'age, alagsl'gffet du traitement par faibles doses
d’aspirine aprés une période de 8 ou 16 semaird§ atudiée chez des souris de 68, 76 et

112 semaines.

6.3.1. Prélevements

Apres une anesthésie profonde induite par une tiojedntrapéritonéale de 0,3ml de
pentobarbital a 6% (Ceva Santé animal, Libournané&e), une incision sous diaphragmatique
transversale et une thoracotomie bilatérale étaiéalisées. Puis l'aorte thoracique était
prélevée coeur battant et immédiatement plongéewdansolution de Krebs (en mM/I) : NaCl
118 ; KCI 4.6 ; NaHC®@27.2 ; MgSQ 1.2 ; KHbPO, 1.2 ; CaCk 1.75 ; Na EDTA 0,026, d-
glucose 11.1, de pH compris entre 7.35 et 7.4&ygénée (02 95% et CO2 5% ; Air Liquide
Santé™).

6.3.2. Préparation des anneaux aortiques

Apres avoir rapidement purgé le contenu de la leen@térielle avec la solution de Krebs,
une dissection minutieuse sous stéréomicroscopem(SR00-C, Zeiss™) permettait de
séparer le segment artériel de son tissu conjangiisseux. Deux anneaux de 3 a 4 mm de

longueur étaient coupés a partir de la partie pnaje de I'aorte thoracique.

6.3.3. Installation des anneaux

Chaque anneau était ensuite monté entre deuxsétniétalliques passés a travers la lumiere
vasculaire puis suspendu de maniere aléatoire diadschambre des 4 chambres d’organe
(Radnoti™ Glass Technology, Monrovia, CA, USA) @mdnt 20 ml de solution de Krebs
chauffée a 37°C et oxygénée (02 95% et CO2 5%jrieténférieur était fixe ; le supérieur
mobile et relié a un transducteur de force (RadWhtiLes transducteurs étaient connectés a

une carte informatique (Flash 12™, Strawberry Trieorporated) permettant la



transformation et I'amplification des signaux amgdues en signaux digitaux. Ceux-ci étaient
convertis en gramme de tension et visualisés epdeéel sous forme de courbes sur un écran
grace a un logiciel d’acquisition (Workbench PC®&a®tberry Tree Incorporated) et de

contrble des données (enregistrement toutes Is¥ (fi@ure 6).

6.3.4. Protocole d’'étude de la vasoréactivité

Une fois installés, les segments artériels étgeogressivement étirés en 20 a 40 minutes
jusqu’a obtenir une tension de repos optimale sting level (RL). Cette tension de repos a
été préalablement définie a 1.5 g et correspoadenision de base permettant une contraction
maximale en réponse a une solution de KCI 3mM. Enstes segments artériels étaient
stabilisés pendant 60 min au RL. Une contractiatiale était obtenue par administration
d’une solution dépolarisante de KCI &M qui permettait de vérifier la viabilité de I'arme
Chaque cuve était alors rincée 3 fois de suite &eolution de Krebs. La tension de chaque
anneau était ensuite ramenée au RL et maintenuwdapeB0 min. Les anneaux étaient alors
exposés a des doses croissantes de phényléplyame,cantractant récepteur-dépendant’(10
& 3.10" M) pour établir une courbe dose/réponse en cditrad®our chaque concentration de
phényléphrine, un plateau de contraction étaitndtieavant de passer a la concentration
supérieure. Apres obtention d'un plateau de cotiracmaximale, des doses croissantes
d’acétylcholine (18 & 3.10° M), agent relaxant endothélium-dépendant récegtépendant,
étaient administrées pour tester la relaxation @wliom-dépendante (figure 7). Apres
rincage abondant et stabilisation de la tensiofad@eau au RL pendant 30 min, une seconde
contraction du segment était obtenue avec une doipie de phényléphrine a 330La
relaxation endothélium-indépendante était étudige'ppplication de doses croissantes de
nitroprussiate de sodium (2@ 3.10° M).
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Figure 7. Mode d’action de I'acétylcholine



6.4. Etude anatomopathologique de 'aorte

6.4.1. Prélevements

Apres une anesthésie profonde induite par une tiofecntrapéritonéale de 0,3ml de
pentobarbital a 6% (Ceva Santé animal, Libournan€&&), une incision sous diaphragmatique
transversale et une thoracotomie bilatérale étaéalisées.

Apres le sacrifice, le cceur était perfusé par duwmséphysiologique hépariné (héparine
choay’ 5000 Ul/l). La crosse aortique et l'aorte thoraeiqétaient prélevées aprés
décoloration des organes et coupée, transversalgererirois parties: crosse aortique, elle
méme coupée en 2, aorte médiane et aorte distalenditié de la crosse aortique et I'aorte
thoracique étaient plongées immédiatement, poatifir, dans une solution de formol diluée
a 4 %. Le temps de fixation était au minimum dehdBres. Apres déshydratation et enrobage
dans un automate (TP 1050 LEI&)Ales échantillons étaient inclus en paraffinerépkast

®). La deuxiéme moitié de la crosse aortique étailgelée & —80°C et destinée a I'étude de

VCAM-1 en immunohistochimie.

6.4.2. Les coupes

Deux types de coupes ont été réalisés, I'un pouedhnique sur paraffine, I'autre pour la
technique en congélation.

* Coupes en paraffine : Des coupes de 4 um dépaismsguété effectuées sur un
microtome LEICA RM 2135, Wetzlar, Germany. Elles ont été étaléesus bain
d’eau distillée additionnée de Stick—on chauffé7a, Etalées sur des lames super-
Frosf puis mises & sécher au four micro ondes pendamn 20250 watts.

« Coupes en congélation : sur une platine porte plijat tissue-tek (Diagnostics
division) a été déposé dans lequel le préleveméné placé. Des coupes de 6um ont
été effectuées sur un microtome LEICA CM18@0 ont été étalées sur des lames puis
fixées a I'acétone a -20°C.

On a réalisé 2 coupes pour chaque coloration Histoaque et chague immunomarquage.

Par souris ont été réalisées 2 lames pour chacsirB deveaux de coupe, pour chaque

coloration et immuno-marquage.



L’étude s’est faite avec un microscope (LeicaDMR_&¥lar, Germany) couplé a une
caméra vidéo couleur 3CCCD (Power HAD, SONY, Shedydallas, TX). Les analyses
guantitatives ont été réalisées avec un systemealy'se d’'images (Q-Win, Leica, Rueil-
Malmaison, France).

Pour chaque coloration et chaque étude morphométrideux sections par segment étudié
ont été analysées en aveugle par deux anatomopgittes. Une analyse quantitative a été
réalisée utilisant le systeme d’analyse d’'image ®-W

6.4.3. Etude morphométrigue

Pour I'étude du vieillissement artériel physiolaggg pour chaque aorte étudiée, 3
segments, segment crosse aortique, segment aodianag segment aorte distale, ont été
prélevés.

Pour I'étude de l'effet de l'aspirine sur la dysftion endothéliale, seule la crosse
aortique a été étudiée, car la crosse aortiqueé stailes études histologiques, le segment
subissant les plus importantes modifications alea@hcée en age.

Pour chaque segment, I'épaisseur maximale et miaio&la média et de I'intima ont été
mesurées ; I'épaisseur considérée étant la moyarateématique de ces valeurs (épaisseur

intima-média).

6.4.4. Les colorations standards et histochimiques

Les colorations ont été effectuées apres dépaagiiau xyléne et réhydratation.

6.4.4.a. Coloration hématéine, érythrosine, saffld&S)

Réalisation

Sur automate Autostainer XL LEICA

Protocole

hématéine 1mn 55 — rincage a l'eau - HCL 1% danechl50°C — rincage a l'eau- eau
ammoniaquée — rincage a l'eau — érythrosine 2mn3idicage a I'eau — alcool absolu —
safran 30 secondes — déshydratation et montageikitt®.

Résultats

Les noyaux sont colorés en bleu par I'hématéirecyeoplasmes en rose par I'érythrosine et

le tissu conjonctif en jaune par le safran.



6.4.4.b. Coloration a I'Orcéine

Réalisation: manuelle
Protocole: alcool a 95°C 20mn - orcéine 20mn - bain d’alcad®5° - vert lumiére quelques
secondes - déshydratation et montage a I'EUkitt

Résultats coloration des fibres élastiques en noir.

6.4.4.c. Coloration au Bleu Alcian (pH 2.3)

Réalisation: manuelle

Protocole bleu alcian pH 2.3 10mn (Solution de 0.5 g deubddcian dans 50 ml d’eau
distillée avec 1 ml d’acide acétique. QSP 100 rul distillée - ajuster le pH) — rincage a I'eau
- Kernetrot 1mn — rincage & I'eau - montage a lifik

RésultatsMucopolysaccharides acides en bleu

6.4.4.d. Coloration de Volgens-Gomori

Réalisation Manuelle

Protocole : permanganate de potassuim 1% 5mn — rincage a Femegtabisulfite de
potassium 3% 3mn —ringcage a I'eau — alun de fed &% — rincage a I'eau - complexe argent
1mn —ringage a I'eau - formol 10% - ringage aweahlorure d’or 0.2% 15mn — ringcage a
I'eau - rouge noyau 5mn — rincage a I'eau — désitgtion - montage a I'Eukiftt

Résultats réticuline (collagéne de tyd#) en noir; noyaux en rouge.

6.4.4.e. Coloration au Rouge Sirius

Réalisation :manuelle
Protocole :picrosirius 90mn — rincage a I'eau - hématéine tmimcage a I'eau
Déshydratation montage a I'Eukitt

Résultats collagene de typket réticuline en rouge, noyaux en bleu.

6.4.5.Technigues immunohistochimiques

6.4.5.a. Principe général
Les technigues d'immunohistochimie permettent Isemén évidence spécifique de

constituants tissulaires sur des coupes histolegigu'anticorps dit primaire est dirigé contre



ce constituant cellulaire particulier. La révélatide cette fixation se réalise par I'utilisation
d’'un anticorps secondaire fluorescent ou d’'un angis secondaire marqué a la peroxydase ou

encore un anticorps secondaire biotinylé colordgatreptavidine-DAB.

Les anticorps primaires utilisés ont été I'anticomnti actine lisse (DAK® M0O8851),
anticorps Anti Proliferating Cell Nuclear AntigeR@NA), anticorps anti AGEs, anticorps
anti VCAM-1.

6.4.5.b. Anti actine lisse (DAKOMO8851)
Anticorps monoclonal de souris anti-humain.
Réalisation :automatique
Protocole :passage des lames super-Ffaktns I'automate VENTANA-NEXES
Les étapes techniques sont:
- view inhibitor (ventana) 4mn - application manuedie I'anticorps primaire
anti actine lisse 20mn — ringcage a I'eau distillée
- view — biotine (ventana) —rincage a 'eau distillée
- view streptavidine — horse raddish peroxydase (HR&)tana)
- view diamino benzidine (ventana)
- view H,O, 8mn
- view copper (ventana) 4mn — rincage a I'eau —hényéitee 4mn - bluing
reagent 4mn — rincage a I'eau — déshydratationntage a I'Eukit?.
Résultats filaments d’actine lisse en brun dans les cellabesculaires, les myofibroblastes,

les cellules myoépitheliales.

6.4.5.c. Anticorps Anti Proliferating Cell NucleAntigen (PCNA)
Afin d’étudier I'existence d’'une prolifération deoyaux cellulaires, on utilise une technique
d'immunohistochimie avec anticorps PCNA.
Le PCNA est une protéine auxiliaire de la DNA pofyrased, synthétisée pendant la phase
G1 et maximale en phase S mais trés faible danselages quiescentes. Son marquage est

nucléaire mais peut étre aussi cytoplasmique.

Anticorps monoclonal prédilué de souris, clone PIAKO®)
Protocole :passage des lames Super-Frost dans 'automate VERIMEXES ®.



Les étapes techniques sont identiques a celleétlede de I'actine avec application manuelle
de I'anticorps primaire 20mn
Résultats marquage des noyaux et/ou du cytoplasme des cefudtdifératives chez tous les

vertébrés, en brun.

6.4.5.d. Anticorps anti AGEYamagishi et coll.,2003)
Cet anticorps a été fourni gracieusement par ler&bire du Pr Wautier (Institut

National de la Transfusion Sanguine CHU Laribogsiearis).

L’anticorps primaire est un anti AGEs obtenu pamumisation chez la poule par
RNAse - AGEs dilution 1/100 L'anticorps secondaire est un anticorps de |apiti-poulet

conjugué & la peroxydase (Laboratoire Jackson InofRasearch).

Protocole : technique manuelle, pré traitement au micro-or2ltran (350watts) dans un
tampon citrate pH6 - rincage PBS >®4 (1% dans methanol) 30mn - rincage tampon PBS —
anticorps de poulet anti AGE primaire dilué au 0f10ne nuit a température ambiante -
rincage PBS - anticorps secondaire de lapin antigbomarqué a la péroxydase dilution
1/500 a température ambiante durant 1 heure - rincage -ABarquage a la péroxydase 1h -

révélation kit ARK DAKCT’ - hématoxyline 2mn - montage & I'EuRitt

La technique a été effectuée en 2 manipulatioes asmme lames témoin un rein de
souris diabétique.
Résultats : marquage de la protéine pontée par les AGEs eXtrhaiees et nucléaires en

brun

6.4.5.e. Anticorps anti Vascular Cell Adhesion Male 1 (VCAM-1)
L’étude de VCAM 1 en immunohistochimie a été résdisur :
- coupes en paraffine pour I'étude du vieillissenaatdriel
- coupes congelées pour I'étude de I'action de ltaspia faible dose sur le

vieillissement artériel

Sérum de chévre polyclonal, clone-19, TEBI\Cet anticorps peut étre utilisé chez 'homme,
la souris et le rat (Santa Cruz Biotechnol&yy

Réalisation technique manuelle



Protocole :perméabilisation : PBS a 0.3% de triton 100X 1 benmcage PBS 2 fois 5mn,
puis 1 fois 10mn - blocage des peroxydases dafs B% 10mn préparer PBS a 10% de
sérum bloquant de chévre (kit ABC VECTASTAINElite) - incuber 1 heure & température
ambiante - rincage PBS 4 fois - incuber les lames nuit a 4°C avec I'anticorps primaire
VCAM-1 dilué au 1/80e dans du PBS a 0.2% de TWEEHN% de sérum bloquant du kit -
rincage PBS a 0,02% TWEEN 20 - incubation danstitamps secondaire 3 heures a
température ambiante (anticorps secondaire antirehigiotinylé au 1/100e) - rincage PBS
0,02% TWEEN 20 3 fois - rincages PBS 2 fois - maggia la streptavidine biotine (kit
Elite®) 1 heure & température ambiante - 3 rincages Hn#BS - révélation au DAB® 5mn
- hématoxyline 2mn - montage & I'EuKitt

Résultats marquage en brun de VCAM-1.

L’interprétation de 'immunomarquage avec anticoapsi VCAM-1 a été effectuée avec des
lames témoin positif d’aortes de souris ayant rEZineures auparavant une injection de LPS

(4mg/kg en injection intra péritonéale).

6.4.6. Analyse en Western-Blot de I'expression &R

6.4.6.a. Extraction des protéines
L'extraction des protéines était réalisée par bgeyde I'aorte congelée avec un pilon et un
mortier puis la poudre obtenue était mélangée tanpon RIPA (1 mM EDTA, 1 % Triton
X-100, 1 % DOC, 0.1 % SDS, 150 mM NacCl, 50 mM THi€l pH 7.25 et du PMSF 1mM)
associé a des inhibiteurs de protéases et du SI$,spnification de la solution obtenue
(Sonifier 150, BRANSON).

6.4.6.b. Dosage des protéines
Le dosage des protéines était réalisé par la méthdedPeterson. Les prélevements étaient
aliquotés pour des dépbts de 25ug de protéinemeseovés a -80°C.

6.4.6.c. Western-Blot
Les prélévements étaient déposés dans un gel dePBBE&E a 10% d’acrylamide, aprés
dénaturation par d@ mercapto-éthanol et chauffage a 95°C pendant btesn
Aprés migration des protéines selon leur poids ouéére dans un tampon de migration
(25mM Tris, 192mM Glycine, 0.1% SDS pH 8.3) a 18hdant 1 heure, elles étaient

transférées sur une membrane de nitrocellulose @@iersham) dans un semi-dry blotter a



10V pendant 2h, avec un tampon de transfert (1@@E5mM Tris/192mM Glycine/pH 8.3,
200ml éthanol, 700ml d’eau désionisée).

Les protéines étaient révélées par un bain de r®aeeau, puis les membranes étaient
découpées en 4 bandes selon leur poids molécalael’'aide du témoin de masse (Bio-rad),
puis rincées dans du PBS. Les membranes étaianmteimmergées pendant 30 minutes dans
du lait a 5%.

Une incubation avec I'anticorps primaire dilué daslait a 5% étaient réalisée sur la nuit a
4°C.

Apres un lavage dans du PBS (3*15 minutes) puiblacage dans du lait a 5%, I'anticorps
secondaire (anticorps anti IgG conjugué a de laxyelase de radis noir (horse raddish
peroxydase : HRP)) était déposé et laissé a in@ibeures.

Apres rincage dans du PBS (5*10 minutes), la réioglgétait réalisée par dépbét d’ECL puis

exposition sur film (Hyperfilm ECL) en chambre rair

6.4.6.d. Analyse comparative des protéines
L’analyse comparative des protéines était effectud@ide du logiciel Perfectimage v7.1,
aprés numeérisation des films sur scanner AGFA. féssiltats étaient exprimés en unités

arbitraires, sous forme de ratio par rapport ggfegsion d’actine.

6.4.6.e. Anticorps
Anticorps primaires :
-Anti-RAGE : rabbit polyclonal IgG ab3611 (Abcamd,{Cambridge, UK)
-Anti-VCAM-1 : goat anti-human vascular cellularhesion molecule (VCAM)-1 1gG (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Californie)

-Anti-Actine : rabbit universal polyclonal IgG @na)

Anticorps secondaires:

-Anti-goat : rabbit anti-goat HRP-conjugated IgGIBDO0 (Vector Labs)

6.5. Etude du stress oxydant

6.5.1. Prélevements




Apres étirement de la moelle épiniére, mais coettamiza le sang est collecté par
aspiration intracardiaque puis l'aorte thoracigaedglicatement disséquée. Le cceur, le foie,
les poumons et les reins sont prélevés, plongés Ikmote liquide et congelés a —80°. Tous

les dosages ont été effectués simultanément.

6.5.2. Détermination des concentrations de maldaeligyde MDA

Le MDA est largement utilisé comme marqueur degiepydation lipidique.

La détermination des concentrations de MDA s’ege fpar chromatographie liquide haute
performance (HPLC).

Deux cents microlitres d’homogénats aortiques sarés avec 2 mL de 0,1 M HCI, extraits
avec 2x3 mL d’acétate d’éthyle, agités dans unexopendant 5 minutes, puis centrifugés a
3,000 g pendant 10 min. Aprés évaporation, lesrédlms sont mélangés dans 200 uL de
méthanol. Le systéme HPLC se compose d’'une porgam® RIJ-980 équipée d’'une colonne
Nucléosil (C18, 150x4.6 mm, de granulométrie 5-pum,injecteur automatisé Rheodyne
7725, un détecteur UV Jasco 975 et un intégrathim&izu CR3A (Vasse Industries, Lille,
France)). La phase mobile est composée du mélahgevbKH,PO,;-méthanol 60:40 (v/v), le
pH est de 6.8 ajusté avec 1 M KOH. La quantité d»Mlans I'échantillon est obtenue grace
a une courbe standard réalisée avec du tétraméditapgne (Sigma-Aldrich), I'acide
thiobarbiturique (TBA) étant utilisé comme réactifa volume de 50 mL de solution standard
ou d’échantillon est injecté dans le systeme HPL{@ produit MDA-TBA est détecté a 532
nm (Gargon et coll., 2001a)

6.5.3. Détermination de I'activité SOD

L’activité totale de la SOD est réalisée a l'aide kit réactif RANSOD (Randox

Laboratories, Montpellier-Frejorgues, Fran(@garcon et al., 2001a)

6.5.4. Détermination des concentrations de 8-OhdG

La formation du 8-OHdG est utilisée comme indicathu stress oxydant au sein du DNA. La
détermination des concentrations de 8-OHdG perrtesdticher les Iésions induites par le
radical oxygene(Hwang et coll., 2007 ; Loft et coll., 1998 ; Marng, 2000) Les

concentrations de 8-OHdG sont déterminées par uéthade initialement décrite par



Toyokuni et coll. et modifiee par Gargon et cdll.pyokuni et coll., 1997 et modifiee par
Gargon et coll.,, 2001b) L'ADN est extrait des tissus (DNeasyTissue Kitjagen,
Courtaboeuf, France) et incubé a 100° pendant 2puis mélangé a 1 pL de 250 mM de
solution d’acétate de potassium (pH 5.4), 1 uL @M de sulfate de zinc, et 2 uL de P1
nucléase (6.25 U/uL; Sigma-Aldrich ), et incubé unét a 37°C. La solution est alors
mélangée avec 2 pL of 0.5 M Tris—HCI (pH 8.3) gtl2de phosphatase alcaline (0.31 U/uL;
Sigma-Aldrich ), et est incubé pendant 2 heureg°€3Les concentrations de 8-OHdAG sont
déterminés a I'aide du kit 8-OHdG ELISA (Japanitogt for the Control of Aging, Haruoka,
Japan).

6.5.5. Détermination du statut en glutathion

Le glutathion total (GSH + GSSG) et le glutathiasutifure (GSSG) sont dosés en utilisant le
5,5-dithio-bis (2nitrobenzoic acid) et la glutathéréductase, comme déja publié par Foucaud
et coll. (2006).

6.5.6. Détermination des concentrations de TNF-

Les concentrations de TNi-sont mesurées en utilisant une technique enzyoetiq
immunoassay commercialiséee (Quantikine Mouse @NFamunoassay, R&D Systems

Europe, Abingdon, United Kingdom), selon les recandations de la firme commerciale.

6.5.7. Détermination des concentrations de NO

Les concentrations totales de NO sont dosées pegaetion de Griess apres conversion
enzymatique de nitrate en nitrite par la nitratducdase (Total Nitric Oxide Assay, R&D

Systems Europe, Abingdon, United Kingdom).

6.5.8. Détermination de la concentration protéitsslaire

La concentration protéique tissulaire est détermipar le reagent bicinchoninic (Pierce IL)
(Smith et coll., 1985)



6.6. Dosages biologigues

6.6.1. Dosages plasmatiques des AGEs

Le dosage des AGEs plasmatiques a été effectuéleldaboratoire du Pr Wautier (Institut
National de la Transfusion Sanguine, Paris).

Les principales étapes de ce dosage sont :

» Préparation des protéines glyquées : incubaticnkédurité, a 37°C durant 60 jours
de serum albumine humaine avec une solution desggtuc

* Obtention d’anticorps polyclonaux anti AGEs apm@gdtions répétées de la solution
précédente a des poules : IgY préparée par préigitdifférentielle au polyéthyléne-
glycol puis purifiée par un traitement cryogéniegigar I'alcool.

 Mesure des AGEs par méthode ELISA compétitive ultéts exprimés en % de
densité optique (rapport de densité optique susitieoptique étalon). Conversion des

unités en pg/mil.

6.6.2. Dosage de la glycémie

La glycémie a été obtenue aprés préléevement caudaide d'un lecteur de glycémie
OneToucl ultra (Lifescan, Milpitas, CA 95035 USA).

6.6.3. Dosage du cholestérol

Le dosage du cholestérol total et des triglycérmlest fait par une méthode colorimétrique.
Le plasma était obtenu a partir du sang recueitb de la ponction intracardiaque sur tube
hépariné et centrifugé 30 minutes a 4°C 3500 toursftes.

15 ul de plasma de chaque souris était dilué dansu288& NaCl 9%.. 5Qul de cette solution
était déposée en bindbme sur deux microplaquesull@@ réactif cholestérol RTU
(BiomérieuxX’) et 100pul de réactif Triglycérides PAP 1000 (Bioméri&)xétaient déposés
respectivement dans chacun des puits. Aprés inombd0 minutes a 37°C, la lecture des

échantillons étaient effectuée par un lecteur dgaplaques a 492 nm.



6.7. Etude de I'expression génique du cytochromgm 2el

Pour déterminer la prise effective de I'aspirintaidle dose, I'expression du gene cyp 2el a
éte évaluée chez les souris du groupe aspirine. fWéeédente étude avait montré que
'aspirine et I'acide salicylique induisent I'exgson du cytochrome p450 2E1 (cyp 2el)

dans le foie des rongeui@amme et coll., 1996)

Real-time reverse transcription—polymerase-chasct®on (RT-PCR)

Le RNA total était extrait du foie par un mini KRNeasy (RNeasy Total RNA System,
Qiagen, Courtaboeuf, France), selon les instrustamla firme. Pour la synthése du cDNA, 1
png de RNA total était mélangé dans un volume fadwll9 pL de solution tampon (50 mM
Tris—HCI, 40 mM KCI, 5 mM MgGCJ, 10 mM dithiothreitol, 0.5% Tween 20 (v/v), 1 mM
dNTP, 20 U RNase inhibitor and 100 pmol oligo(dTjR®che Diagnostics, Meylan, France).
Aprés que le mélange ait atteint une temperaturel2f€, 50 U of Expand™ Reverse
Transcriptase (Roche Diagnostics) étaient ajoutdsmgue tube et incubés 60 min a 42°C. La
réaction était stoppée par dénaturation de I'enzgr8&°C pendant 5 min. L’analyse dgp
2el et de glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogdgapel) cDNA était réalisée par Power
SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems 758pplera France SA, Courtaboeuf,
France). Les paires de primers specific et les itiond de PCR thermocycling ont été
précédemment décrites par Loeppen et cbalbeppen et coll.,2005) Les séquences de
primers synthétisées (Proligo France SAS, Pariand&) étaientcyp 2el (sense: 5-TCC
CTA AGT ATC CTC CGT GA-3, antisense: 5-GTA ATC GAGCG TTT GTT GA-3");
gapdh(sense: 5-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3, antisen®’-50-TCC ACC ACC
CTG TTG CTG TA-3).Gapdhétait utilisé comme géene housekeeping s’assuré dealité
du mRNA et compter le nombre de cDNA.

La difference d’expression du mRNeéyp 2el entre group “Asp” et groupe “Non Asp”,
corrigé par le taux dgapdh était déterminé par I'équatior*9Y, whereACt = Clicye1) —
Ct(gapany andA(ACY) = ACtywe1) -ACtgapan (Zhang et coll., 2003)

6.8. Analyse statistigue

La valeur « n » indigue le nombre d’animaux dareqcie groupe. Les résultats sont exprimés
sous forme de moyenne + erreur standard a la mey¢®BM). Pour la vasomotricité les

réponses contractiles sont exprimées en pourcedwafgecontraction maximale obtenue avec



le KCI. Les réponses vasodilatatrices sont exprimée pourcentage de la contraction
maximale a la phényléphrine. Pour chacune des miecétudiées (Phe, Ach, SNP), les
résultats sont présentés sous forme graphique aquehpoint représente la moyenne des
valeurs observées a une concentration donnée ps@nheaux aortiques d’'un méme groupe
de souris. La valeur des EC50% est calculée aaetel'do logiciel GRAPHPAD INPLOT tm
(Graphpad software Inc. Version). Les comparaistmsnoyenne entre les groupes, hormis
pour les parametres du stress oxydant, ont ététeffes par ANOVA a un facteur (Software:
SPSS for Windows , v111.0, Paris France). La coampan de moyennes des parametres du
stress oxydant a été réalisée par un test de Mantrgy U (Software: SPSS for Windows,
v10.05, 2000; Paris, France).

7. RESULTATS

7.1. Article : Low-dose aspirin prevents age-rela endothelial dysfunction in a

mouse model of physiological aging. Am J Physiol tae Circ Physiol. 2008:294: 1562-
1570

Seuls les résultats non développés dans lartitlew*dose aspirin prevents age-related
endothelial dysfunction in a mouse model of phymiatal aging”. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2008;294: 1562-1570, sont repris ci-dessou

7.2. Etude histomorphomeétrigue

7.2.1. Effets de I'age

7.2.1.a. Etude morphométrique
Il existe une augmentation progressive de I'épaisaertique de la paroi avec I'age pour un
méme segment et ce quel que soit le segment (cramseue p=0,003, aorte médiane
p=0,004, aorte distale p=0,006). L’augmentatiof’@gaisseur de la paroi est plus importante
entre 12 et 60 semaines qu’entre 60 et 84 semaines.



Age des souris 12 semaines 60 semaines 84 semaines

Crosse aortique (um) 52,5+6,3 77,%2,5t 82,514,571
Aorte proximale (um) 50+5 684,51 7%19,51
Aorte distale (um) 49+6,5 7519,5t 7@5t

Tableau 1. Epaisseur intima-media en fonction du ggenent de l'aorte et de I'dge des
animaux

L’épaisseur intima-media est la moyenne mathématibps valeurs sem

T p<0,05 significativement différent comparé aunrsagées de 12 semaines.

7.2.1.b. Colorations standards et histochimiques

* Souris dgées de 12 semaines

Sur les plans de coupes transversaux de la crossgue, de I'aorte médiane et de I'aorte
distale, les endothéliums sont bien préservés etordrent pas d’anomalie notable. L'intima
ne semble pas (Figure 8 a, d).

La média, bien objectivée sur une coloration pardéine (Figure 9 a), est constituée de cinq
lames élastiques sur les souris étudiées. Ces laétasiques sont paralléles et d'épaisseur
€gale et constante.

Sur les coupes colorées au bleu alcian, I'aspe@gsdement régulier, sans altération notable
(Figure 10a), sauf a un endroit, au niveau de téaorédiane, ou il existe une zone tres focale,
légérement désorganisée, montrant une perte dllgiarae des lames élastiques, qui
présentent a ce niveau des contours moins nets.

Apres imprégnation argentique, les fibres de réhieusoulignent les lames élastiques
(Figure 11a) sur tout le pourtour vasculaire.

La coloration au rouge sirius objective les fibdesréticuline (collagéne de typi) et le
collagéne de typé La distribution est homogéne sur toute la paesiculaire, avec un liseré
rouge qui souligne plus densément les lames élesti(fFigure 12a).

La coloration par le trichrome vert de Masson a®len vert le collagenediffusément et

régulierement réparti. Elle apporte moins d’infotimias que la coloration précédente.

En conclusion :
Les souris de 12 semaines ne présentent pas dtatérpariétale notable mais, trés
discretement les lames élastiques sont focalemé&sirganisées, et montrent des contours

moins nets.



* Souris dgées de 60 semaines

L'étude des plans transversaux, comme précédemnmaohtre des endothéliums
préservés (Figure 8 b,e). Il n'y a pas d’altératien’intima.

Sur la coloration HES et sur la coloration a 'Oneg on note 5 & 6 lames élastiques
toujours parallelement organisées. Elles s’écaftm#lement Iégérement les unes des autres
(Figure 8 b,e, 9b). Les anomalies prédominent geaui de la crosse aortique.

Il existe, sur la coloration HES, une zone focale clarification de la matrice
extracellulaire (Figure 8b).

Sur la coloration a I'Orcéine, focalement, les lamastiques paraissent plus minces.
Elles ont des contours gommeés et comportent desszae diffusiommicro-fibrillaire (Figure
9b). Les remaniements de la substance fondameswalemieux objectivés au bleu alcian
avec des dépbts plus intensément colorés en bigur@10b). Ces flaques trés positives
restent néanmoins limitées, focales et accoléesjucelles existent, aux lames élastiques.

La coloration de Volgens-Gomori retrouve un réseaiculinique plus dissocié, moins
régulier. Il souligne moins nettement le contous tlemes élastiques, il s’effiloche. Ceci se
retrouve surtout dans les zones citées ci-dessgsré~11b).

Le rouge sirius donne des informations identiquéss’effiloche dans la substance

fondamentale en petites fibres perpendiculairedames élastiques (Figure 12b).

En conclusion :
A 60 semaines on observe des modifications de hitacture pariétale vasculaire
prédominant au niveau de la crosse aortique:

-altérations focales des lames élastiques qui g&tales unes des autres, s’amincissent,
prennent un aspect plus gommé et micro-fibrillaire.

-altérations focales de la matrice extra-cellulagui est plus alcianophile que chez les
souris de 12 semaines. Elles traduisent une pargdgrabondance de protéoglycanes.

-désorganisation du collagene de tyee du réseau réticulinique (collagéne de tiype

* Souris dgées de 84 semaines

L’endothélium est préservé sur les trois plans agpes transversaux (Figure 8 c,f). sur un
échantillon, I'endothélium est interrompu par urutgeon conjonctif qui épaissit I'intima
dans cette zone et désorganise la premiere lamségéle. Ailleurs l'intima n’apparait pas

épaissie.



Les lames élastiques sont focalement désorganisees, est bien objectivé sur la
coloration a l'orcéine. Elles sont amincies, voifragmentées, parfois dédoublées. En
certaines zones elles s’anastomosent. Elles pefgeptrfois un aspect gommé et plus
nettement fibrillaire que dans le groupe précéd®nt. la coloration standard, la substance
extra-cellullaire est modifiée, clarifiée (Figure)9

Les altérations de la substance fondamentale santxnobjectivées sur la coloration au
bleu alcian, qui montre des plaques trés alcianepl{protéoglycanes) sur tout le pourtour
vasculaire. Ces altérations prédominent dans te iigerne de la média (FigurelOc). Assez
souvent, les zones alcianophiles soulignent leg$aétastiques. Ces lésions restent focales et
n'atteignent pas le vaisseau sur toute sa circenéé. Elles prédominent au niveau de la
crosse aortique mais existent aussi au niveawndetd médiane et distale.

Le réseau réticulinique, sur tout le pourtour vémoe, montre des altérations plus
importantes que dans le groupe précedent. Les sfibegagencent nettement
perpendiculairement aux lames élastiques (Figujellc

Le rouge sirius diffuse entre les lames élastigaeeglaques (Figure 12c).

En conclusion :

Il existe une nette désorganisation pariétale,ifpleaile, plus étendue a tous les étages de
l'aorte mais prédominant au niveau de la crosseiqa@. On note une interruption de
I'endothélium par un bourgeon conjonctif dans us. ca

- Les lames élastiques sont altérées : dédoublerhesion, fragmentation, désorganisation,
aspect gommé, aspect micro-fibrillaire.

- La substance fondamentale est modifiée beauclugpafcianophile en larges flaques ou le
long des lames élastiques au niveau du tiers iat@gena media.

- Le réseau de collagéne et le réseau réticulinégme désorganisés.

7.2.1.c. Etudes immuno-histochimiques
Elles ont été effectuées sur les plans de coupsueasaux de la crosse aortique, ce niveau

ayant été repéré comme le plus altéré sur lesataos standards et histochimiques.

a. Immunomarquage avec un immun sérum anti actingske

e Souris agées de 12 semaines



L’immuno-marquage est tres positif au niveau deéalia dans son ensemble, pour toutes les
souris. Seules quelques petites zones sont |égatenoéns marquées (Figure 13 a,e).

* Souris agées de 60 semaines
Le marquage est plus inhomogéne avec des zonesoplusoins marquées sur tout le
pourtour du vaisseau (Figure 13 b,f).

e Souris agées de 84 semaines
On observe une importante diminution du marquageiaeau de la média. Elle ne persiste

gue focalement (Figure 13 c,g).

En conclusion :

- le marquage anti actine lisse est intense atgldi niveau de la média chez les souris agées
de 12 semaines.

- le marquage est hétérogene, avec des zones intEnses, inégalement réparties au niveau
de la média chez les souris agées de 60 semaines.

- chez les souris agées de 84 semaines, le margsigencore moins intense, toujours
hétérogéne de facon diffuse surtout dans les zmmaniées de la média repérées sur les
colorations standards et histochimiques. Plus laiswieillit, moins la charge d’actine est

importante et plus elle est désorganisée.
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COLORATION VOLGENS-GOMORI (figure 11)
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b. Immuno- marquage avec un immun sérum anti PCNA

e Souris agées de 12 semaines :

On objective sur le pourtour de la lumiére vascalab5 a 60 cellules endothéliales
identifiables a leurs noyaux. Aucune cellule niestrquée au niveau de I'intima ni au niveau
de la média sur tout le pourtour du vaisseau (Eigdra).

* Souris agées de 60 semaines :

On note le méme nombre de cellules endothélialesarie pour les souris de 12
semaines, aucune cellule n'est marquée, méme darmohes morphologiquement altérées
(Figure 14 b).

e Souris agées de 84 semaines :

On retrouve 55 a 60 cellules sur le pourtour vascel On note un marquage
cytoplasmique et nucléaire des cellules endotlediéFigure 14 c,d). Tres peu de cellules

sont marquées dans la média, dans des zones sltérée

Souris Nombre total CE CE M des CML
84 semaines |de cellules M cytoplasmique M nucléaire
marquées
Souris n°1 6 cellules /60 5 marquages 1 marquage| marQuage
Souris n°2 18 cellules /60 14 marquages 3 marquages1 marquage
Souris n°3 18 cellules /60 14 marquages 3 marquagesl marquage
Souris n°4 16 cellules /60 11 marquages 5 marquages0 marquage
Souris n°5 14 cellules /55 10 marquages 4 marquages0 marquage
Souris n°6 15 cellules /60 12 marquages 3 marquages0 marquage
Tableau 2 : Nombre et type de cellules marquées pdanticorps antiPCNA

CE : cellules endothéliales ; M : marquage

Conclusion : Seules les souris agées de 84 semaines voient opuaga des cellules

endothéliales.

c. Immuno- marquage avec un immun sérum anti AGEs

* Souris agées de 12 semaines :




On observe un tres faible marquage, péri nuclédars quelques zones. On ne peut
préciser si les dépbts s’effectuent au niveau denddrice extra-cellulaire ou au niveau
cytoplasmique des cellules musculaires, les limig®plasmiques n'étant pas repérables.
Les Iésions se situent sur tout le pourtour vaseulaa positivité est tres faible (Figure 15
a).

* Souris agées de 60 semaines :

L’'Immuno marquage, au niveau de la média, montsefldgues positives surtout péri
nucléaires ; quelques noyaux de cellules muscgldisses sont également trés faiblement
marqués. Les noyaux des cellules endothélialesmepsis marqués (Figure 15 b,d).

e Souris agées de 84 semaines :

Sur le pourtour pariétal, le marquage nucléairenguil existe, est plus intense. Les
noyaux positifs sont disséminés et assez nombileaus les noyaux ne sont pas marqués. On
note, en péri nucléaire des flaques positives daieint marquées. On objective une
accentuation nette des dépodts d’AGEs chez cesssenrcomparaison avec les deux autres
groupes (Figure 15 c,e).

Conclusion :on note une augmentation du marquage antiAGEs &g cu vieillissement.

d. Immuno marquage avec un immun sérum anti VCAM-1

* Souris agées de 12 semaines
L'immuno marguage montre un trés faible marquagdigoant I'endothélium sur tout le
pourtour vasculaire (Figure 16 a).

e Souris agées de 60 semaines:
Le marquage est discontinu, on constate qu’il @grement plus intense dans dans certaines
zones comparé au groupe précédent (Figure 16 b).

* Souris agées de 84 semaines :

Il semble y avoir un marquage membranaire endathe@lintensité plus marqué et un

liseré endothélial continu pour ce groupe de sdigure 16 c).

Conclusion :
Le marquage VCAM-1 de la surface endothéliale esemtué de facon plus intense et

diffuse, au cours du vieillissement sur toute faanférence du vaisseau.



Limites

L’interprétation de VCAM-1 a été génée par la pnésed’un bruit de fond important.

a

[72)

X

12 semaines 60 semaines 84 semaines
Epaisseur intima+éférence 1 11
meédia
Coloration HES Altérations focales d@ésorganisation de
la média média
Coloration a I'Orcéine| LE parallele€cartements focaux |LE fragmentées, amin
régulieres des LE épaissies, écartées
Coloration au RouggeCl etlll « Effilochage » de Prolifération de
Sirius homogenes fibres de C C en flaques
Coloration  Volgens:ClIl souligne LM C focalement dissocié Altérations importante
Gomori des lames élastiques | C perpendiculaires al
LM
Coloration au BleUMEC homogéne Flaques de MPS + |Flaques de MPS +++
Alcian dans la média dans la média
Immuno marquage |+++ et homogene ++ et inhomogéne +
anti actine lisse dans la média dans la média
Immuno marquage |0 0 +
anti PCNA
Immuno marquage |+ ++ et peu intense +++ et intense
anti VCAM-1
Immuno marquage avee ++, intra et extrat+, surtout
anti AGE cellulaire intranucléaire

Tableau 3. Récapitulatif des modifications histologues survenant au cours du

vieillissement artériel.

LE : Lames élastiques ; C: collagéne ; CI : cadlagy | ; ClII : collagene 11l ; MEC : matrice

extracellulaire ; MPS :

mucopolysaccharides

7.2.2. Effet de 'aspirine a faible dose

L’étude de l'effet de l'age sur la paroi artérieleyant montré que les modifications

anatomopathologiques sont les plus marquées seglment de la crosse aortique comparée

a l'aorte proximale, médiane et distale, pour B&twe I'effet de I'aspirine a faible dose,

seule la crosse aortique a été étudiée.

L’étude est réalisée chez des animaux de 68 semayant été traités ou non par aspirine

pendant 8 semaines (traitement initié a 60 sempaines

7.2.2.a. Groupe « No Asp »



Les résultats sont reproductibles pour 'ensemhblgréupe.

Sur les plans de coupe transversaux de l'aorteddthélium est préservé.

En coloration standard H.E.S., sur environ 3/4 aleitconférence et méme parfois sur la
totalité, la média est épaissie. L’épaisseur makdmaoyenne de la média est de 110+9um et
'épaisseur minimale moyenne de 60+12um. Dans @ite d’épaississement, les noyaux
des cellules musculaires lisses sont plus nombrgue dans les zones saines. Leur
morphologie est également modifiée : les noyaux plus volumineux et plus clairs que dans
la zone non épaissie (Figure 3Ca article page H1567

Sur la coloration a I'orcéine, il existe une altéma des lames élastiques qui sont d’épaisseur
inégale avec tendance a I'élargissement. Certagmeg plus épaisses et d’autres sont
fragmentées ou anastomosées (Figure 3Cc artickelpa§67).

La matrice extracellulaire est clarifiée dans dadga zones.

Sur les coupes colorées au bleu alcian, il existelépét diffus bleu alcianophile, le plus
souvent dans les régions clarifiées de la matndeaeellulaire repérées sur la coloration a
I'H.E.S.

La coloration au rouge sirius montre des altératidn réseau de collagéne de type | dans les
zones ou la média est épaissie. Le collagéne smuligoins nettement les lames élastiques
dans les zones altérées que dans les zones noéesltét s’effloche dans la substance
fondamentale entre les lames élastiques. Il seosésperpendiculairement aux lames
élastiques dans la matrice extracellulaire.

Le réseau réticulinigue (collagene type Ill) mis @ridence par la coloration de Volgens
Gomori est également altéré : les fibres de rétieuse disposent perpendiculairement dans

les espaces entre les lames élastiques (FiguraiCle page H1567).

L'immunomarquage avec un immun sérum anti actiseeli(Figure 3Cg article page H1567)
objective un réseau d’actine désorganisé avec @partition inhomogene de I'actine, dans

ces mémes zones remaniées et repérées en colaiatnoiard.

L'immunomarquage avec anticorps anti VCAM-1 révetefaible marquage endothélial sur
tout le pourtour de la lumiére vasculaire. A l'immsien, un marquage positif soulignant

parfois les lames élastiques est également retrdang la média.



En conclusion, on note des modifications de la ipaaeculaire sur 3/4 de la circonférence de
la crosse aortique avec altérations franches deatéslastique, de collagene et actinique et

avec des remaniements de la matrice extracellulaire

7.2.2.b. Groupe « Asp »
On ne retrouve pas de modification de I'intima.
En coloration standard, les coupes transversalesrerd des modifications sur environ 2/3 de
la circonférence. L’épaisseur maximale moyenneadeédia est de 112+4um et I'épaisseur
minimale moyenne de 52+7um. A I'endroit ou la méekaplus épaisse, la trame élastique est
altérée avec des lames élastiques d'épaisseuruligsgy et qui se fragmentent et
s’anastomosent. On observe également une claidficate la matrice extracellulaire des
espaces inter lamellaires (Figure 3Cb article pdbe67).

La coloration a I'orcéine montre les mémes modifmes des lames élastiques que dans le
groupe « No Asp » (Figure 3Cd article page H1567).
Les dépdts alcianophiles sont moins diffus, cowadant aux zones clarifiees et semblent

moins abondants que chez les souris « No Asp ».

La coloration au rouge sirius retrouve l'aspect fite®s de collagéne qui se dispersent dans la

matrice extracellulaire perpendiculairement auxdarlastiques.

L'imprégnation argentique révéle un réseau rétiglie fragmenté quasi inexistant parfois ;
cet aspect est complétement différent de celui daté le groupe « No Asp ».

L'immunomarquage a l'actine lisse montre un réssainique pauvre dans certaines zones et

inhomogeéne (Figure 3Ch article page H1567).

L'immunomarquage anti VCAM-1 est faible sur I'endélium et quasi absent au niveau de la

média.

En conclusion, dans le groupe traité par aspirane,niveau de la média il existe des
altérations pariétales sur 2/3 de la circonférehes. altérations du réseau élastique et du

collagéne de type 1 sont superposables au groupipen dehors du réseau de réticuline.



Conclusion générale

La comparaison des moyennes des épaisseurs magigtai@inimales de I'intima-média sur
chaqgue coupe n’a pas montré de différence sigtifie@ntre les 2 groupes.

Dans le groupe « Asp », on remarque une fragmentati un appauvrissement important du
réseau réticulinique.

Le marquage anti-VCAM-1 semble moins important ddes groupe « Asp » mais
I'interprétation reste difficile et doit étre nuaiecen raison du faible marquage.

Les dépdts alcianophiles sont moins abondants agsoupe aspirine et sont disposés de
facon hétérogéne.

A la lecture des lames en coloration standardplabire de noyaux des cellules musculaires
lisses situés dans la média ainsi que leur tadilebdait plus important dans le groupe témoin.
Afin de confirmer cette hypothese le nombre derm@gux a été compté manuellement en
aveugle par deux opérateurs différents et I'exitattiune prolifération nucléaire étudiée par

immunohistochimie par I'anticorps anti PCNA (Tahled.

Il 'y a pas de différence significative du nomldes noyaux dans la média et du pourcentage
de cellules marquées au PCNA entre les deux grapp®ss).

Endothélium Média
% %
cT CM de cm /cT|CT CM de CM /CT
Groupe 75.86 1,57 2.09 426,43 | 2,29 0,69
« No Asp »
Groupe « Asp » | 82 1,20 1,53 6234 2.40 051
p NS NS

Tableau 4. Résultats du comptage de nombre total deellules (CT) et du nombre de
cellules marquées au PCNA (CM). Résultats exprimémn moyenne.

7.3. Réactivité aortigue

Cf article



7.4. Dosage des AGEs circulants

Les dosages d’AGEs plasmatiques ne font pas apgada différence significative entre les
groupes en fonction de I'age. On note une tresdgraariabilité interindividuelle au sein d’'un

méme groupe d’age, surtout dans le groupe d’age e(€ableau 5)

12 semaines 60 semaines 84 semaines p

AGEs (ug/ml) | 0,45:0,12 0,52+0,61 0,52+1 NS

Tableau 5. Dosage des AGEs plasmatiques exprimésmnyennetsem

7.5. Expression protéigue de RAGE et VCAM-1 (Figurel7)

Il n'existe pas de différence d’expression des @nats RAGE et de VCAM-1 au niveau
aortique entre les 3 groupes de souris C57B/6J6(1 2t 84 semaines).

expression RAGE e expression VCAM-1
1 12
0,8 1
0,8
0,6
0,6
0,4 -
04
0,2 02 |
0 o
B 12 semaines ; 60 semaines [] 84 semaines
actine
RAGE

Figure 17. Analyse en Western Blot de I'expressioprotéique de RAGE et VCAM-1 au
niveau de l'aorte thoracique de souris C57BL/6foetion de I'age:.
Les histogrammes correspondent au ratio de laippé&tudiée sur I'actine.



7.6. Marqueurs du stress oxydant

Il n'existe pas de différence significative entee droupe 60 semaines et le groupe « No
Asp »pour les différents marqueurs du stress oxyélamliés.

La SOD est significativement plus élevée dans lerqge=0,046) et le MDA plus bas dans le

ceeur et le plasma des souris « No Asp » (respewtine p=0,025 et 0,006) comparé aux
souris « Asp ».

Les tableaux 6 et 7 résument les résultats dardiffésents organes préleves.

Les résultats des concentrations de 80hdG et MDigaes sans et avec traitement par

aspirine sont développés dans l'article.



foie

sang coeur rein
60 semaines | « No Asp|>60 semaines « No Asp|>»0 semaines « No Asp[>60 semaines « No Asp
SOD 0,035 0,024 0,15 0,045 0,07 0,09
(U/mg de protéines +0,037 +0,042 +0,089 +0.078 +0,075 +0,07
NO 23,714 21,708 85,745 74,412 15,812 14,321 18,966 20,186
(LM/g de protéines +4,988 +4 +23,829 +12,429 +1,795 +1,484 +2,272 +4,923
8,716 2,06 5,275 1,643 1,768 0,98 0,279 0,341
GSSG/GSH
2,485 +0,832 +0,826 +0,8 +0,566 +0,503 +0,049 +0,233
MDA
0,048 0,035 0,058 0,059 0,116 0,112 0,12 0,112
(LUM/mg de
. +0,007 +0,006 +0,027 +0,034 +0,013 +0,018 +0,015 +0,022
protéines)
TNFa 1,053 1,231 0,179 0,189 1,178 1,135 0,483 0,441
(pg/mg de protéines) +0,282 +0,558 +0,035 +0,063 +0,357 +0,303 +1,854 +0,095

Tableau 6. Comparaison de dosages des marqueurs shess oxydant dans les groupes 60 semaines et «A$p »dans les différents

organes préleves. Résultats exprimés en moyenem=+ s




foie sang coeur rein
«No Asp » «Asp » « No Asp » « Asp » « No Asp « Asp » «<Adp » « Asp »

SOD 0,024 0,011* 0,045 0,193 0.09 0,08

(U/mg de protéines) +0,042 +0,027 +0,078 +0,088 +0.07 +0,123
NO 21.708 23,57 74,412 71,198 14,321 16,766 20,186 23,248

(LM/g de protéines) +4 +4,837 +12,429 +7,871 +1,484 +3,519 +4,923 +4,914
2,06 2,034 1,643 1,004 0,98 0,888 0,341 0,228

GSSG/GSH

+0,832 +0,494 +0,8 +0,175 +0,503 +0,863 +0,233 +0,151

MDA 0,035 0,037 0,059 0,095* 0,112 0,147* 0,112 0,122
(uM/mg protéines) +0,006 +0,009 +0,034 +0,066 +0,018 +0,031 +0,022 +0,018
TNFa 1,231 1,006 0,189 0,178 1,135 1,201 0,441 0,502
(pg/mg de protéines) | +0,558 +0,1 +0,063 +0,03 +0,303 +0,172 +0,095 +0,074

Tableau 7. Comparaison de dosages des marqueurs giless oxydant dans les groupes « Asp » et « No Aspans les différents organes
prélevés. Résultats exprimés en moyenne + serp<8,05



8. DISCUSSION

La premiere partie du travail a permis de mettre émdence que le vieillissement
physiologique artériel est un processus progreasifsur le plan fonctionnel qu’histologique
et que le modéle C57B/6J est un bon modéle de lissaiment physiologique de
I'endothélium artériel. Alors que les données ditté@rature s’accordent pour affirmer que la
dysfonction endothéliale en elle-méme est un faateurisque d’accidents vasculaires, nous
avons dans la deuxiéme partie du travail tentegid’'sur la dysfonction endothéliale qui
apparait au cours du vieillissement. En raison higsthéses physiopathologiques de la
dysfonction endothéliale liée au vieillissement gibjogique, des propriétés de 'aspirine et
de l'action de Il'aspirine sur la dysfonction enddihle dans des modeles autres que le
vieillissement physiologique, des souris C57B/6tl &g traitées a des ages différents par de
I'aspirine a faible dose de fagcon chronique. Nousna montré que la fonction endothéliale
était préservée chez des animaux d’age moyendrnaétel’aspirine et que l'efficacité de cette

molécule était d’autant plus importante que leg¢raent était débuté tot.

L’incidence des accidents cardiovasculaires et brés@asculaires augmente avec I'age.
L’augmentation de l'espérance de vie et le via#iment de la population qui est son
corollaire aura pour conséquence l'augmentationndmbre des accidents vasculaires en
valeur absolue avec des conséquences économiqusségaement des conséquences en
terme de qualité de vie et de perte d’autonomiepdéients agés. Le vieillissement artériel est
reconnu comme un facteur de risque de survenuecidams vasculaires. Etudier et
comprendre le vieillissement artériel et ses méraes peut déboucher sur des opportunités

thérapeutiques permettant de diminuer le risquecitiants vasculaires.

L'objectif de ce travail est d’étudier le facteueillissement artériel. Peu de travaux se sont
consacrés a ce parametre « vieillissement ». Lpaplules études explorent I'artére dans des
conditions particuliéres d’exposition a des factewle risque vasculaire en dehors du
vieillissement physiologique ou lorsque l'arteréégente déja des lésions. Or les premiers
effets du vieillissement physiologique se produisem amont de I'apparition des lésions
d’athérosclérose de sorte que prévenir les altdratiartérielles liees au vieillissement

physiologique c’est agir précocément avant I'afaride I'athérosclérose.



Les études s'intéressant au vieillissement artéplgysiologique ont été réalisées dans
différents modéles animaux mais principalement deeat(Russel et Watts., 2000)Nous
avons choisi d’étudier le vieillissement artéridlez la souris C57B/6j male en raison de
I'absence de survenue de d’athérosclérose au deuson vieillissement. Dans ce modéle,
n'interviennent pas non plus les facteurs de risdiahérosclérose, tels la dyslipidémie,
I'HTA ou les troubles de la régulation glucidigueneme le confirme nos résultats. Les
animaux ont bénéficié d’'un régime alimentaire stadd non athérogene permettant de
reconstituer au mieux les conditions normales whiafitation. Si le poids augmente de facon
significative entre 12 et 60 semaines, il n'ex{g&s de surcharge pondérale avec I'avancée en
age, le poids restant stable entre 60 et 84 ses@ireamann K et coll., 2003) La mesure de

la pression artérielle n’a pas été réalisée dangawgail mais les études montrent que celle-ci
n‘augmente pas significativement avec 'age dansnodéle(Goodrick et coll.,1977) Le
choix du modele male évite l'imprégnation oestragée ralentissant le vieillissement
artériel (Goodrick et coll.,1977) Enfin, la souris C57B6J est frequemment utilipéer la
création de modeles génétiguement modifiés. Aiassuppression ou la surexpression de
genes impliqués dans le vieillissement artérieeesisageable a partir de ce modele murin.
L’étude du vieillissement artériel a consisté adétul’artére, ici I'aorte thoracique tant sur le
plan fonctionnel qu’histomorphologique a des agésrénts : 12, 36, 60 et 84 semaines pour
la vasorelaxation aortique et 12, 60 et 84 semgnoes I'étude histomorphométrique. Ces
différents ages correspondent respectivement aadesaux jeunes, adultes jeunes, d’age
moyen et enfin des animaux agés. L'étude de growdeesouris d’'age différent permet
d’apprécier différents stades évolutifs du viedément artériel.

L’étude fonctionnelle de l'artere a été étudiéezclesouris C57B/6J en chambre d’organe
isolée. Les résultats permettent d’effectuer uralpe avec ceux retrouvés dans d’autres
especes, notamment le rat. L’étude fonctionnelldadate thoracique descendante chez des
animaux de plus en plus agés met en évidence twémtan progressive de la fonction
endothéliale, avec une différence significativdeame de relaxation endothélium-dépendante
des 60 semaines comparé a des animaux de 12 seméamerelaxation maximale en
aceétylcholine diminue de 27% chez les animaux @gé84 semaines comparée aux animaux
de 12 semaines. L'étude du vieillissement artédell'aorte de souris dans une chambre
d’'organe isolée n'avait jamais été réalisée. Laueede la littérature mentionne 14 études
consacrées a la dysfonction endothéliale liée gel’@ucune d’entre elles ne concerne la
souris, et seules deux concernent I'étude de Badfbga avait comparé 3 groupes de rats

d’age différent et montré I'aggravation progresgileel’altération de la fonction endothéliale



de l'aorte avec une diminution de 75% de la reiaxataximale a I'acétylcholine entre 4-6
semaines et 12-25 mofKoga et coll., 1986) Chez 'homme, il est beaucoup plus difficile
d’étudier le phénomene «vieillissement physiologi®, de nombreux facteurs pouvant
interférer sur le vieillissement. Néanmoins, réceminTaddei, a également mis en évidence
I'aggravation progressive de la fonction endothéliavec I'dage, chez 'homme, au niveau
brachial en comparant 4 groupes de sujets d'adeérelifts. Si le groupe de référence de cette
étude est constitué de sujets agés de moins des3daatranche d’age 31-45 présente une
diminution de la relaxation maximale a I'acétyldhelde 16% et les sujets de plus de 60 ans,
une diminution de 37%. Connaitre cette altératimypessive de la fonction endothéliale est
important puisque cette derniere fait le lit dedadi@s vasculaires. Le moment ou débuter un
traitement visant a restaurer la fonction endotieélou a prévenir la dysfonction endothéliale
est important a déterminer. Ainsi, il est démoné I'action bénéfique de I'indométhacine et
de la vitamine C n’est visible sur la relaxatiordethélium-dépendante que chez des sujets
agés de plus de 60 ans alors que la dysfonctiontledlthle chez 'lhomme survient avant
'age de 60 ans(Taddei et coll.,, 1997, Taddei et coll., 2001Pe méme, en prévention
primaire, chez I’'homme, il a été montré que l'as@ra faible dose avait un effet maximal sur
la survenue des IDM, des AVC et de la mortalité garidents vasculaires chez les patientes
de plus de 65 anSanmuganathan et coll., 2001)

Parallelement a été effectuée une étude histolegiqd ages différents. L'étude couplée,
fonctionnelle et histologique, n’a a notre connaE® jamais été réalisée chez la souris. Elle
a permis de montrer que le vieillissement fonctandu vaisseau est associé et évolue
parallelement aux modifications histologiques dartére. Cette étude histologique a été
réalisée avec des techniques standard permet&tdr la morphométrie et les constituants
les plus importants du vaisseau a savoir collagélastine et cellules musculaires lisses. Il a
étée décidé de ne pas étudier le groupe de souds dg 36 semaines, les altérations
fonctionnelles a cet age n'étant pas significaticesnparées a des souris agées de 12
semaines.

Le premier résultat est gu’aucune lésion d’athdéénsse n'a été mis en évidence par les
techniques employées quel que soit le groupe dessoaensidéré. Ceci est en accord avec le
fait que le vieillissement artériel est différent grocessus d’athérosclérose. Une limite de
notre étude est que les souris les plus agéesmavgiatre-vingt quatre semaines ce qui ne
correspond pas a la longévité maximale de cettecesh’étude d’'un groupe d’age plus éleve
aurait peut-étre montré des lésions d’athérosaderoséme si, rappelons-le, ce modéle

théoriguement ne développe pas d’athéroscléroseréselltats obtenus sont concordants avec



ceux de la littérature s’agissant du vieillissemesgculaire. L’épaisseur intima-média était
augmentée avec l'age particulierement marquée weani de la crosse de l'aorte. Les
altérations histologiques les plus importantes odai@es dans la littérature sont toujours
décrites au niveau de la crosse de l'aorte danmteieles d’athérosclérose. Cela s’explique
par le fait des contraintes hémodynamiques plusitaptes a ce niveqliakatta, 2003 part

lIl'; Lakatta, 1999). L'augmentation de ['épaisseur intima-média n’'esipendant pas
linéaire avec I'avancée en age et ce quels quatsleie segments étudiés de l'aorte. Pour la
crosse de l'aorte, par exemple, 'augmentatiorpkst forte entre 12 et 60 semaines avec une
augmentation de 32% versus 6% entre 60 et 84 semaNbs travaux suggerent aussi que
'augmentation de [I'épaisseur de lintima- médiaest’ pas homogene sur toute la
circonférence du vaisseau quel que soit 'adge @@ral. Mais plus I'animal est agé, plus la
surface épaissie de vaisseau augmente. Les atéatistologiques retrouvées concernent
principalement la média, et particulierement lesnemo épaissies, ce qui expliquent
'impression de grossissement différent entre 12 84t semaines sur les figures
correspondantes aux méethodes a l'orcéine et de Goratgens. Le fait que la technique
utilisée soit qualitative et que les plans de cougediés ne sont pas forcément
perpendiculaires peut certes fausser I'appréciatien 'étendue de I'augmentation de
I'épaisseur du vaisseau méme si ces données saniwées chez tous les animaux.

Il existe des altérations avec l'age des fibresstiglaes avec des lames élastiques trés
irrégulieres, échevelées et fragmentées. Ces pre&masrcorrespondent a la dégradation de
I'élastine par un processus enzymatique, I'élaswmlyAinsi, la MMP2 voit son activité
augmenter dans les vaisseaux avec l'avancée e(\Waygg et coll., 2003 ; Lakatta 1999)
Mais avec les techniques utilisées dans notre ¢tudst impossible de dire si la quantité de
fibres élastiques diminue au cours du vieillissetm@mme le suggérent plusieurs travaux
(Lakatta, 1999), réduisant ainsi I'élasticité du vaisseau. Le aéseollagéne se modifie
également tant pour le collagéne de type | que/pe tl, qui ont été respectivement étudiés
par le rouge Syrius et la coloration de Volgens @GonlLes méthodes qualitatives utilisées
dans notre étude ne nous permettent pas de dieecsintingent de collagéne est augmenté
comme cela a été décrit par d’aut{88ang et coll., 2003)mais étudie la répartition du
collagéne au sein de la média. A 60 semaines, itessf collagenes soulignent moins
nettement les lames élastiques pour réaliser, se@#ines un réseau perpendiculaire a ces
lames formant ainsi un quadrillage. La coloratian ldeu alcian montre également une

accumulation de flaques de protéoglycanes souar@ss élastiques, ce qui pourrait modifier



les phénoménes de perméabilité vasculaire, dagadiss les protéoglycanes sont impliqués
(Orlandi et coll., 2000)

Les cellules musculaires lisses vasculaires onté&tdiées en immunohistochimie, par un
anticorps trés frequemment utilisé pour les déteétesavoir, I'anticorps anti-actine, I'actine
étant synthétisée par les cellules musculairesdissa répartition et la synthése d’actine se
modifient avec I'dge comme le montrent nos réssild@ec un marquage moins intense et plus
hétérogéne de l'actine qui se localise davantags s zones remaniées aux ages avances.
Quant a la diminution de l'intensité du marquageaetine, elle n’est pas rapportée comme
telle dans la littérature. Néanmoins, les cellulmssculaires lisses perdent leurs capacités
contractiles avec I'age et acquiérent un phénotglpesynthese, de prolifération et de
migration. Face a une modification de I'environnemeelle que I'athérosclérose ou apres
une lésion vasculaire, elles subissent un phénondmetransformation phénotypique
correspondant a un phénoméne de dédifférenciatien l&acquisition d’un phénotype proche
de celui gu’'ont les cellules musculaires lissec@urs des premiéres semaines de vie foetale
(Schwartz et coll., 1990; Owens et coll., 1999)es cellules musculaires lisses évoluent ainsi
vers un statut fonctionnel différent avec la pertela modification des protéines contractiles
et une modification de la synthése matricielle aleépartition des intégrines. L'ensemble de
ces modifications les rendent aptes a répondrestimuli chimio-attractants et prolifératifs
environnants (cytokines, facteurs de croissanagetias oxydatifs, LDLYRoss, 1999)Ces
phénomenes peuvent expliquer la modification deéfzartition, déja décrite, des cellules
musculaires lisses au cours du vieillissemenpig lde la lame élastique interne et des autres
lames élastiques. Le marquage par l'anticorps amtiite ne permet pas d’étudier la
morphologie de ces cellules, alors qu’elles sontritks hypertrophiques au cours du
vieillissement vasculaire.

Au niveau de l'intima, notre travail n’a pas montté modification majeure. Nous n’avons
pas retrouvé d’augmentation de I'épaisseur deifiatcomme fréquemment mentionnée et
particulierement dans les travaux de Lak&kkatta, 2003 part IIl). Cette augmentation
d’épaisseur s’expliquerait principalement par urigration et une hypertrophie des cellules
musculaires lisses au sein de lintima que les rtiegles que nous avons utilisées ne
permettaient pas de mettre en évidence. Plusigipatieses peuvent étre avancées quant au
peu de modifications survenant avec I'age au seitinha. Le modéle animal étudié dans
notre travail est difféerent, comme nous I'avonspti#cédemment, de la plupart des modeles
s’intéressant au vieillissement artériel, le ranétplus souvent étudié. Une autre hypothése

est la puissance insuffisante de la méthode parostopie optique alors que les altérations



intimales sont peu importantes et que les tissudi€t sont de taille faible. L’étude en
microscopie électronique permettrait d’analyserfatgn plus précise I'intima. Néanmoins,
nous avons pu observé dans lintima des modifioatien immunohistochimie avec, sur les
coupes observées, une augmentation du nombreldeseharquées par le PCNA avec I'age,
témoignant d’'une capacité de prolifération de cglfules. Il faut néanmoins étre prudent,
puisqu’il a été dit que I'expression du PCNA poutgtre surestimééBirner et coll.,1996).

L’étude de I'expression de I'antigene Ki67 permagttde mieux quantifier ce phénomeéne de

prolifération cellulaire.

L’étude des AGEs par immunohistochimie au seiredealroi artérielle a mis en évidence une
accumulation de ces AGEs. Chez I'animal agé, I'impwnarquage des AGEs est diffus et
hétérogeéne, plus intense dans les zones désorgariséla média et semble prédominer en
intracellulaire. Cependant, en I'absence de douldequage des AGEs et de la membrane
cellulaire, il est difficile d’affirmer la localigeon intra- ou extra-cellulaire du marquage.
L’'aspect diffus du marquage dans notre travail pgekpliquer aussi par le fait que
I'anticorps anti-AGEs utilisé a un spectre lar@oulanger et coll.,2002a; Ling et coll.,
1998 ;Minch et coll., 2003; Wautier2004) Il serait sans doute intéressant de reprodugre le
expériences avec un autre anticorps de spectr& @bl étroit, tel un anticorps anti-
carboxymeéthyllysine (CML). Une localisation intrdotire d’AGEs a été décrite par
certains auteurs dans le vieillissemé&thleicher et coll., 1997)Il s’agit notamment d’'une
localisation intracytoplasmique au sein des maagph correspondant soit a un mécanisme
de dégradation des AGESs, soit a une peroxydatmdidjue. Cette localisation a surtout été
décrite dans des modeles d’athérosclérose. CepeledaAGESs sont plus souvent localisés
dans I'espace extracellulaire ou ils participemtea liaisons entre les protéines de la matrice
extracellulaires, la fibronectine, le collagene arnainsi rigidifier cette matrice et créer un
maillage au sein duquel d’ailleurs se trouve « ghén» le NQ(Chen et coll.,2002; Schmidt

et coll.1994; Schmidt et coll., 1999. Parallélement a I'étude immunohistochimique des
AGEs, un dosage sérique des AGEs a été réaliséhof@nune stabilité des concentrations
plasmatiques d’AGEs circulants en fonction de I'dgs souris. Ce résultat est sujet a caution
et demande a étre contrélé : Il existe en effet grende dispersion intra-groupe des
concentrations d’AGEs qui est surprenante. Unehgpsthéses réside dans les conditions de
recueil des prélevements sanguins. Nous avons lpiehant sous-estimé l'influence de la
proximité d’'une prise alimentaire des souris au monde leur sacrifice. Toutefois, si le

diabéte, linsuffisance rénale terminale, I'ath@&émose, la polyarthrite rhumatoide et la



cirrhose sont associés a une élévation des taculants d’AGEs, la littérature manque de
données concernant I'évolution des concentratidasnpatiques au cours du vieillissement
(Jakus et coll., 2004; Makita et coll., 1991; Sharpt coll., 2003) Hamelin et coll rapportent
une élévation de la N-Carboxyméthyllysine danséeus de rats agédiamelin et coll.,
2003) Chez I'homme, Sharp a montré une corrélatioradshcentration sérique d’AGEs de
bas poids moléculaire avec I'age et la créatiniegraiissi bien chez les diabétiques que dans
la population témoin non diabétigu&harp et coll., 2003) Mais d’autres études ne
retrouvent pas cette associati@iakus et coll., 2004; Kilhovd et coll., 1999)Les AGEs,
outre leur action directe sur les molécules de &rioce extracellulaire, reconnaissent de
nombreux récepteurs dont les RAGE. L'expressiolRAGE pourrait augmenter avec I'age
comme le suggere le travail de Park et coll. quiabservé que I'expression de RAGE était
corrélée a I'némoglobine glyquée, un produit decagtion précoce, dans les plaques
athérosclérotiques chez les diabétig(Rark et coll., 1998) Dans notre travail, cependant,
I'étude en werstern blot de I'expression protéigiee RAGE dans l'aorte n'a pas permis
mettre en évidence d’augmentation avec I'age. éfimttion AGE/RAGE stimule entre autres
choses la synthése des molécules d’adhg8onlanger et coll.,, 2002b, Schmidt et coll.,
1995) Nous avons observé une tendance a la surexpredsiy CAM-1 au niveau aortique
des souris les plus agées en western blot. Celsatdssont concordants avec ceux de Mérat et
coll (Merat et coll., 2000)qui rapportent une augmentation de I'expressiovV@AM-1 au
niveau de la crosse aortique avec l'age, chez desiss LDLR-/- et C57BL/6J. En
immunohistochimie, VCAM-1, a été retrouvé sur tolatesurface endothéliale de facon plus
intense et diffuse chez les souris agées et cwate la circonférence du vaisseau, méme si

I'interprétation est génée par la présence d’uit beafond important.

Ce travail met en évidence parallelement, les atltins histomorphologiques et
fonctionnelles du vieillissement artériel phyiolqge. Il est de plus en plus rapporté que ces
altérations artérielles liées au vieillissement giblpgigue sont liées au stress oxydant
(Donato et coll., 2007 ; Hamilton et coll., 2001; kkz et coll., 2000a; Rodriguez-Martinez

et coll., 1998 ; van der Loo et coll.,, 2000).es hypotheses physiopathologiques n’ont été
abordées dans cette partie que de fagon succimetd’@ude immunohistochimique des
AGEs. Les AGEs ont un pouvoir prooxydant et, avérse, le stress oxydant augmente la
synthese des AGHBailey et coll., 1998 ; Li et coll., 2005)

Le stress oxydant est au coeur du vieillissemestwaire. Avec l'avancée en age, les taux

sériques et aortigues de ROS/RNS (Reactive Oxygmti& / Reactive Nitric Species)



s’élevent, traduisant une élévation du statut otifydd une diminution des capacités anti-
oxydantes(Spinetti et coll., 2004) Le stress oxydant est une cause de l'altératmrad
relaxation endothélium-dépendant retrouvée au cdurwieillissement tant chez 'homme
que I'animal(Taddei et coll., 2001, Pacher P et coll., 2002)

Dans un deuxiéeme temps, nous avons étudié I'eféet’abpirine a faible dose sur ce
vieillissement artériel.

Le choix de I'aspirine a été motivé (1) par le faike cette molécule est largement utilisée en
prévention primaire et secondaire des accidentsulases, en particulier chez la personne
agée (2) qu’elle possede une action anti-AGE ebeydante.

Les posologies utilisées correspondent a cellebséds en pratique quotidienne chez
I’'homme (81 a 300 mg/l) soit chez la souris 3 agtky/j (Campbell et coll., 2007)La durée
du traitement a été calquée sur les études de Cyrisavoir pendant 2 mois dans des modeles
murins d’athéroscléros@Cyrus et coll., 2002. Cyrus et coll., 2006)Aprés 48 heures de
dilution dans I'eau de boisson, la stabilité descemtrations de l'activité salicylate a été
vérifiée. Les écarts types peu importants retroueés du dosage du CYP2ELl prouve
I'absorption homogene au sein du groupe de sowiie tpar aspirine et donc une hydratation
également homogéne. Le choix du début de traitepamaspirine a été fonction des résultats
de I'étape précédente a savoir l'altération sigative de la relaxation endothélium-
dépendante a 60 semaines comparée a 12 semaines.

L’étude de la pression artérielle et de 'hémostasepas été réalisée. L’évolution de la
pression artérielle au cours d'un traitement pairge a déja été étudiée. Avec de fortes
doses d’aspirine (100mg/kg/j) pendant au moinbi8sj et a partir de 'age de 6 semaines, la
pression artérielle de rats non hypertendus ne sdifim pas alors que celle de rats
hypertendus s’abaisse de facon significafix et coll., 2002)

L’étude de 'hémostase primaire n'a pas été réaliddais Cyrus et al. ont montré que de
faibles doses d’aspirine inhibaient I'agrégatioaquiettaire de souris LDLR-/-comparés aux
contréles et diminuaient de fagon significativex€egtion de 2,3 dinor TxB2, métabolite de
la COX1(Cyrus et coll., 2006) Aux doses d’aspirine utilisées dans I'étude, hibition des
COX est incomplét€Awtry, 2000) et la prévention de la dysfonction endothéliale g
faibles doses d’aspirine ne peut étre totalemeggadée a l'inhibition des COX. D’ailleurs
I'implication des COX dans l'effet antioxydant déadpirine est discutée puisque le
traitement de rat par ibuprofén aintiinflammatoam&iCOX non sélectif, ne permet pas de

diminuer la production d’ ©'.



L’action anti-oxydante de I'aspirine sur la fonetiendothéliale parait primordiale. A fortes
doses chez des rats, hypertendus ou non, et de fegallele a 'amélioration de la fonction
endothéliale, est retrouvée une diminution de talpction d’Q"dans 'aorte respectivement
de 27 et 45% ainsi qu’une réduction de l'activieélal NADPH oxydaseWu et coll., 2002).
Dans notre travail, nous observons une completeeptidn de la dysfonction endothéliale
aprés un traitement de huit semaines par faiblegsid’aspirine associé a une diminution
significative du stress oxydant au sein de I'addeux marqueurs de stress oxydant, le MDA
et le BOHdG, ont été étudiés au sein de I'adideng et coll., 2004; Goto et coll., 2000;
Taubert et coll., 2004) L'altération de la membrane phospholipidique [patermédiaire de

la peroxidation lipidique est considérée comme lémént clé des lésions oxydativé3e
Zwart et coll., 1999) L'étude du MDA a été réalisée dans de nombregsesnstances
pathologiques pour montrer I'étendue des dommaigsslaires causée par la peroxidation
lipidique. Parmi les bases oxydées, le 8-OHdG essidéré comme un marqueur de Iésions
oxydatives du DNA, produit de I'attaque spécifigqireradicalhydroxyl sur le DNA(Gargon
Get coll., 2001b; Marnett, 2000; Moller et Wallyn,1998; Richter, 1995) Nous avons
retrouvé une diminution significative des conceintres de 8-OHdG dans l'aorte dans le
groupe « Asp » comparé au groupe « No Asp ». Lasardrations de 8-OHdG augmentent
rapidement apres linduction du stress oxydantti@drerement apres déplétion en
glutathione (GSH). L’aspirine diminue significatment la peroxydation lipidique et restaure
le contingent GSH réduifTauseef et coll., 2007)Une augmentation rapide de 8-OHdG
secondaire a I'induction du stress oxydant et wimm spécifique de I'aspirine sur le GSH
pourrait expliquer la diminution des concentratioes8-OHdAG sans diminution significative
des concentrations aortiques de MDA.

La contraction de l'aorte thoracique aprées traitenpar aspirine n'est pas différente de celle
sans traitement par aspirine. Pourtant le mécanidiaetion de I'aspirine, inhibition
prédominante de la COX1, diminuant ainsi la syrghée thromboxane A2 pourrait faire
penser que la contraction des animaux traités gairi@e pourrait étre modifiée. Chez des
rats SHR, la tension de base de segments aortfyivgs ou non de leur endothélium est
plus élevée en présence d’aspirine. La réactiatéaments aortiques chez des rats Wistar-
Kyoto n'est quant a elle pas altérée en présenespdine suggérant que d’autres
mécanismes que le métabolisme de l'acide arachidenmodule la contractilité aortique
(Rahmani et coll., 1993)



L’étude de la fonction endothéliale de I'aorte deirss C57B/6J a été couplée comme dans
'étude de leffet de I'dge sur la fonction enddihle a I'étude histologique et
immunohistochimique.

L’étude histologique ne montre pas de modificattlenI'intima par I'aspirine. Ceci était
attendu puisgu’aucune modification de l'intima ré&veté observée en microscopie optique
a 60 semaines comparée aux souris de 12 semaime® i concerne la média, les zones
d’épaississement sont moins étendues. L'épaissaninmle moyenne n’est cependant pas
modifiée. Le réseau réticulinique quant a lui asigiment inexistant témoignant de I'action
de l'aspirine. Une diminution du collagéne aorticarés de fortes doses d’aspirine a été
précédemment décrit dans un modéle murin d’athéEnase (Kalkman et coll., 1995) La
diminution du contingent de collagene peut coniba augmenter la disponibilité du NO
formé dans le vaisseau en limitant le piegeage GQuaN sein du maillage de collagéne,
auquel contribuent les AGE8ucala et coll. 1991, Baynese et coll.,, 2001)e NO piégé,
favorisé par des réactions enzymatiques peut fodegradicaux libres qui conduisent a des
lésions de la paroi vasculaire. Les enzymes impkgusont la nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate oxidase, les lipooxygéndssesperoxydases et les COWifliams

et coll.,, 2005) L'immunofixation anti-VCAM1 est moins intense @hées souris « Asp »
notamment au sein de l'intima. Ceci témoigne d’'omzdification de I'activité de synthése
des cellules endothéliales. On peut expliquer saltd@. VCAM est en effet synthétisé par
les cellules endothéliales secondairement a I'attim de NE&B. Or I'aspirine a faible dose
entraine une diminution de I'activation de MB-avec pour conséquence une diminution de la
synthése de VCAMJung et coll., 2006)

La relaxation endothéliale dépendante est sigiifiement améliorée aprés 8 semaines de
traitement par aspirine a faible dose, avec une/emtéon compléte de la dysfonction
endothéliale. L’amélioration de la fonction endditdé a déja été retrouvée avec I'aspirine
principalement avec de fortes doses et dans deselesdavec facteurs de risque
cardiovasculaire. Deux études ont montré I'amélionade la fonction endothéliale avec de
faibles doses d’aspirine dans deux modéles d’asbEnmse. Une étude met en évidence une
amélioration de la fonction endothéliale avec dbléa doses d’aspirine chez des patients, la
deuxiéme chez des rats hypertendus apres injegddrDL (Magen et coll., 2005, Deng et
coll., 2004) L'utilisation de faibles doses d’'aspirine dansrmadéle murin de vieillissement

physiologique est nouveau.



Nous montrons les effets bénéfiques de I'aspirifaalde dose sur la dysfonction endothéliale
liée a I'age. La dysfonction endothéliale liée @&k est prévenue apres 2 mois de traitement
par aspirine alors que la fonction non-endothéldgpendante n’est pas modifiée.

Nous avons également testée I'hypothese selon llagyéus le traitement par faible dose
d’aspirine est long et meilleure est la relaxagolothélium-dépendante. Apres 16 semaines
de traitement, I'effet positif observé aprés 8 semmde traitement est maintenu. Nous avons
alors cherché a savoir si un traitement par faidleses d’aspirine débuté chez des animaux
plus agés améliorait la fonction endothéliale. Cdes animaux agés de 96 semaines, de
faibles doses d’aspirine administrées pendant Ifases n’améliorent pas la fonction
endothéliale. Il semble donc que le traitement 8o# initié suffisamment t6t dans la vie de
la souris pour permettre d’améliorer la fonctiordehéliale. D’autres mécanismes de la
dysfonction endothéliale liée a I'age, inaccessikdel’action de l'aspirine, tels les dépots
d’AGEs dans la paroi vasculaire, pourraient s'agow@iu stress oxydant et expliquer 'absence
de restauration de la fonction endothéliale. Pkewas, le stress oxydant augmentant avec
I'age, il se peut que I'importance du stress oxyddnez les souris de 96 semaines soit telle
que l'aspirine a faible dose ne puisse réduireisarfiment ce stress pour que cela se traduise

favorablement sur la fonction endothéliale.

En conclusion, notre travail montre que le viedéiment artériel lié a I'dge est un processus
progressif tant fonctionnel que structural. De lesbdoses quotidiennes d’aspirine données
pendant 8 semaines préviennent la dysfonction bétiake chez des souris d’age moyen. Cet
effet est en partie secondaire a la diminution thess oxydant. Ainsi la dysfonction

endothéliale liée a l'age pourrait étre prévenue. [Eévention primaire des maladies
vasculaires, l'efficacité de I'aspirine a faible s@ochez I'adulte pourrait étre liée a la
préservation de la fonction endothéliale par lintédiaire de la diminution du stress

oxydant.



DEUXIEME PARTIE
LE VIEILLISSEMENT ARTERIEL

LIE AU DIABETE.




1. DYSFONCTION ENDOTHELIALE DANS LE DIABETE

Les complications macro et microvasculaires camstit les principales causes de morbidité
et de mortalité chez les patients ayant un diatetéype 1 (DT1) ou de type 2 (DT2). La

perte du role régulateur exercé par I'endothélivmssentendu par le terme de dysfonction
endothéliale pourrait représenter une étape préebdéterminante dans I'apparition de ces
complications vasculaires.

La dysfonction endothéliale dans le diabéte commesdd’autres situations regroupe un

ensemble étendu d’altérations fonctionnelles (&bk) dont les anomalies de vasorelaxation.

1.1. Anomalies de la relaxation endothélium-dépatala

1.1.2. Chez 'homme

La dysfonction endothéliale a été inialement décchez le patient diabétique au niveau du
corps caverneux péni¢Baenz de Tejada | et coll., 1989P’autres travaux ont bien montré
par la suite les anomalies de vasorelaxation eétioth-dépendante chez des patients DT1
sans complication macrovasculaire sur les arterashiales ou coronairg&han F et coll.,
1996, Nitenberg A et coll. 1993) Quelques études cependant n‘ont pas retrouvé ces
altérations, ceci pourrait étre lié a I'hétérogénéies populations étudiées. En effet, 'absence
de dysfonction endothéliale est le plus souvent eolé® chez des patients
normoalbuminuriques avec un bon contble métabol{§maits P et coll., 1993 ; Lambert J

et coll., 1996 ; Enderle MD et coll, 1998)lorsqu’il existe une microalbuminurie, la
dysfonction est majoritairement constat@@larkson P et coll., 1996 ; Lekakis J et
coll.,1997 ; Arcaro G et coll., 1999)La dysfonction endothéliale s’accentue d’aillears
fonction de la progression de la néphropa(ibestakova MV et coll., 2005)De plus, il
existe une corrélation entre la sévérité de la ahdfon endothéliale et le niveau
d’hyperglycémie mesurée par I'HbAlc : 1% d’HbAld associé a une baisse de 7% de la
vasodilatation brachiale en réponse a l'acétylcleqiChan NN et coll., 2003)

Les résultats obtenus dans la population diabétagigype 2 sont d’interprétation parfois
difficile dans la mesure ou il existe chez le m&mtent souvent d’autres facteurs de risque

cardiovasculaire qui affectent également la fomcgadothéliale.



Plusieurs auteurs ont démontré une diminution deakorelaxtion endothélium-dépendante
chez des patients diabétiques de type 2. Les armesmdk vasorelaxation endothélium-
dépendante sur les arteres coronair€osgéon E et coll., 2006 ou périphériques
(Papaioannou G et coll., 2004 sont dailleurs associées a la microalbuminupeissant
marqueur de risque cardiovasculaire. La dysfonéindothéliale coronarienne est également
associée a une augmentation des événements calitaiees dans la population diabétique
(Nitenberg A et coll., 2004.

1.1.2. Dans les modéles expérimentaux

La diminution de la vasorelaxation endothélium-dwante sur les artéres élastiques et sur
les arteres musculaires est largement décrite daasmodeéles expérimentaux de diabéte
chimiquement induits par la streptozotocine ouldtane chez I'animal (rats, souris, lapins,
hamsters, chiens,). Des résultats comparables gbsérvés sur l'aorte et les arteres
meésentériques de rats BB/E, modeles génétiquesbetd insulinodépendaritifdsay R et
coll., 1997. La majorité des études qui ont observé une ditian de la relaxation
endothélium-dépendante a montré une relaxation @eravec les dérivés nitrés, donneurs de
NO. L’activation de la guanylate cyclase de lawellmusculaire lisse ne semble donc pas
altérée De Vriese AS et coll., 2000

Dans les modéles animaux génétiques de diabéigpdet les résultats sont plus nuancés. La
vasodilatation endothélium-dépendante au nivealiadee est préservée chez le rat Zucker
(Bohlen H et coll., 1995 altérée chez le rat OLEFBdkamoto S et coll.,1998 Le diabete
induit par un régime hyperlipidique chez la so@&7black est associé a une diminution de la

vasorelaxation aortique endothélium-dépendavitar{ar J et coll., 2009.

1.1.3. Mécanismes impligués dans l'altération deadsodilation endothélium-

dépendante dans le diabéte.

La diminution de la vasorelaxation endothélium-défamte résulte sans doute de plusieurs
mécanismes : diminution de production des NO, augatien de linactivation des NO,
altération de la diffusion des NO vers la cellulastulaire lisse, diminution de la sensibilté
de la cellule musculaire lisse aux NO, augmentadesfacteurs contractants.

Pour chacun de ces mécanismes, il existe des éodé=mdictoires dans la littérature. Aussi

le modéle de diabéte choisi, la durée et la sé&vdrtdiabete sont a prendre en considération,



de méme que le type de circulation, la taille deisseaux et les conditions de I'analyse de la
vasomotricité Rieper GM et coll., 1999.

1.1.3.a. Voies de transduction du signal

Les récepteurs endothéliaux des substances vasmftécepteurs muscariniques, récepteurs
a la bradykinine...) sont couplés a différentes pnet® G dont certaines peuvent étre altérées
par le diabéte. Aussi une diminution de la relatinduite par I'acétylcholine avec une
relaxation normal@ la bradykinine a été observée sur des artérestives chez des patients
DT1 (Mac Nally P et coll., 199), et dans le DT2 au niveau de la vasodilatatiachiale
(Gazis A et coll, 199%

1.1.3.b. Biodisponibilité du substrat

La réduction de la biodisponibilité¢ de l'argininanpmalie métabolique ou de transport)
pourrait favoriser la dysfonction endothéliale. Effiet, une diminution des concentrations
sériques d’arginine a été observée chez les rafsétijues. Ceci pourrait étre lié a une
augmentation de consommation pour synthétiser le N@® apport exogene d’arginine
restaure partiellement la vasorelaxation endothéliépendante dans certaines eétudes
(Angulo J et coll., 1998 ; Pieper GM et coll., 1995mais pas dans toutekldygate K et
coll., 1995, Koltai M et coll., 199Y. Ces résultats discordants pourraient étre liga affet
non spécifique de la L-arginine. En effet, il stadiun acide aminé qui stimule la libération

d’insuline et par ce biais pourrait favoriser userelaxationNlac Allister R et coll., 1995).

1.1.3.c. Biodisponibilté du NO.
Une relaxation d’'une durée plus courte, transifarété observée sur I'aorte de rat diabétique
alors méme que le niveau de relaxation était nothhattori Y et coll., 1991). La superoxyde
dismutase restaure la vasorelaxation, suggérantinamivation de NO par les especes

réactives de l'oxygéne.

1.1.3.d. Diminution de sensibilité de la cellulestwiaire lisse au NO
La majorité des études chez I'animal observe unandition de la relaxation endothélium-
dépendante avec préservation de la vasorelaxatidoti@lium-indépendante induite par les
donneurs de NO. Ceci suggére donc que le diabatere pas la sensibilité de la cellule

musculaire vis a vis du NO. Cependant, chez I'homume altération de la vasodilatation



endothélium-indépendante a été plusieurs fois gbsarotamment dans une étude récente sur
une large cohorte de patients DTdhén NN et coll., 2003

Ces reésultats discordants pourraient étre lieés atanplus avancé de la maladie diabétique
chez ’'homme e Vriese AS et coll., 2000 En accord avec cette hypothese, il n'est pas
observé d’anomalie de la vasorelaxation endothelimehépendante chez des patients

normoalbuminuriqued_gkakis J et coll., 1997.

1.1.3.e. Altération de 'EDHF

Le réle de 'EDHF dans le diabéte pour les petitggres de résistance n’est pas clair dans la
mesure ou les résultats chez I'animal sont trésradittoires Fitzgerald S et coll., 200k
Ainsi chez le rat diabétique, il est observé ungration de I'EDHF sur les arteres
meésentériquesFukao M et coll, 1997 mais non sur l'aorteEndo K et coll.,, 1995
suggérant ainsi le role prépondérant de 'EDHF plagr petites artéres. Chez le patient
diabétique, le diabete diminue la vasorelaxatiordo#melium-dépendante via I'EDHF
(Angulo J et coll., 2003. Chez la souris Db/Db en revanche, I'activite[@&HF sur les
artéres mésentériques semble augmentée suggérdnpaurait s’agir d’'un mécanisme

compensateur face a l'altération de la voie du Ré@ngirselvam M et coll., 2002

1.1.3.f. Les facteurs contractants.
Plusieurs études ont impliqué une surproductiomgetiés contractants, principalement des
prostanoides dans la physiopathologie de la dystomendothélialein vivo sur les artétioles
de pie-méreNlayhan W et coll., 199}, et sur des aortes isolé&h{mizu K et coll., 1993.
Ces facteurs contractants sont libérés avec lesHSEHR inhibent ainsi les effets de ceux-ci
sur la cellule musculaire lisse. Les anomalies @sokelaxation sont restaurées par
I'utilisation des inhibiteurs non spécifiques de dgclo-oxygénase et les antagonistes des
récepteurs prostanoides TP mais non par les blogjudl la thromboxane A2 synthase
suggérant ainsi le r6le des prostaglandiméayhan W et coll., 1991 ; Shimizu K et coll.,
1993. Cependant les inhibiteurs de la cyclo-oxygérsas® sans effet sur les anomalies de
vasorelaxation sur les arteres mésentérigéekao M et coll, 1997 ; Taylor P et coll.,
1992, sur le coeur perfusé&lton D et coll., 1996.

1.2. Les protagonistes de la dysfonction endothéléadans le diabéete




La dysfonction endothéliale dans le diabéte reldes perturbations multiples dont les
principaux protagonistes sont I'hyperglycémie, keess oxydant, l'aldose réductase, la
protéine kinase C, la PARP (La poly(ADP-ribose)ypwérase) et les AGEs.

1.2.1. L’hyperglycémie

L’hyperglycémie est clairement reconnue comme lancgal protagoniste de la
physiopathologie des complications du diabete. Edleduit d’'une part a des modifications
aigués répétées du métabolisme intracellulairévéain de la voie des polyols, activation de
la protéine kinase C, surproduction d'ion super@yd'autre part, a des modifications au
long court sur la structure et la fonction des @rogs via les AGEs.

La diminution de la relaxation endothélium-dépendamduite par l'acétylcholine est
corrigée par un traitement chronique par insulRedriguez-Manas L et coll. 2003 ; Wang

Y et coll., 1993 tandis que I'administration aigué d’insuline pas d’effet, alors méme que
la glycémie est normalisé&Vang Y et coll.,1993. Les anomalies de vasorelaxation sont
restaurées 4 semaines apres la transplantatioméadigcie chez des rats diabétiques avec 12
semaines de diabét®iéper GM et coll., 1998. Il existe une corrélation étroite entre la
sévérité de la dysfonction endothéliale et I'éduéi métabolique chez le rat diabétique induit
par la streptozotocine dont le degré d’hypergly@test contrdlé par des injections d’insuline
(Rodriguez-Manas L et coll., 1998 Parallelement, une exposition aigué, de quelques
heures, a une forte concentration de glucose coadume dysfonction endothéliale similaire
a celle observée chez I'animal diabétique.

Chez le patient diabétique, les résultats sontradittoires dans la mesure ou certaines
études, mais pas toutes, retrouvent une corrélaidre I'HbAlc et la diminution de la
relaxation endothélium-dépendante. Il faut souligmee dans I'étude de Chan qui analyse
plus de 150 patients DT1, il existe une corréladtwoite entre la réponse a I'acétylcholine et
le taux d’'HbALc sur la vasomotricité brachi@&han NN et coll., 2003)

1.2.2. Le stress oxyda(zabo C, 2009)

Cf partie 1, 3.2.2.a.

» La production des espéces réactives de I'oxygened@RB) dans le diabete



Le diabéte est associé a une augmentation de thugtion des radicaux libres oxygénés et
une diminution des défenses antioxydantes, cars@&&r par une diminution des
concentrations de superoxyde dismutase, catalhgbatione et acide ascorbiqugiggliano

D et coll, 1996).Les sources de radicaux libres sont multiples dandiabéete : l'auto-
oxydation du glucoseWolff S et coll., 1987, 'augmentation du substrat dans la voie des
polyols, la synthese des AGEs et la liaison a téaepteur (Cf infra), la chaine respiratoire
mitochondriale, la stimulation du métabolisme deop®anoides. Egalement, il a été observé
dans le diabete une augmentation de I'activité adl®&AD(P)H oxydaseHink U et coll.,
2001 qui est une source majeure d’ions superoxydamglication d’autres enzymes telles
gue la xanthine oxydase estpossible.

* Interactions entre les especes réactives de I'oxygeet la biodisponibilté du NO
Plusieurs mécanismes rendent compte du role déldes ROS sur la biodisponibilté du NO.
Premierement, les ions superoxydes réagissentemeiot avec le NO pour former les
peroxynitrites. Deuxiémement, il a été récemmayporté que les ions superoxydes
pouvaient générer la dégradation oxydative du tetactétrahydrobioptérine d’eNOS. Ceci
conduit & la NOS dite « découplée » c'est-a-diree lanzyme qui  produit des ions
superoxydes et du peroxyde d’hydrogenedh. Ceci est observé chez le rat diabétique
(Hink U et coll., 200)). Troisiemement, I'activité d’eNOS est diminuéar flaugmentation
de son inhibiteur (endogenous No-synthase inhilaisymetric, ADMA) en lien avec le stress
oxydant. Ainsi, le déséquilibre redox de la cellatedothéliale a un effet délétere fort sur la
biodisponibilté du NO (figure 4).

» Efficacité des anti-oxydants sur la dysfonction enathéliale dans le diabéte
L’administration de molécules piégeant l'anion suopgde telles que la superoxyde
dismutaseHattori Y et coll., 1991, Tesfamarian&Cohen, 1992 Pieper GM et coll, 1996
ou l'association avec une catalagkeper GM et coll., 1997 améliorent ou normalisent la
vasorelaxation endothélium-dépendante dans différenodeles de diabete. De méme,
ladministration  d’antioxydants non  enzymatiques Iste que le  probucol
(Tesfamarian&Cohen 1992), le N-acétylcystéineRieper GM et coll, 1998b, la vitamine E
(Keegan A et coll, 199b et la vitamine C préviennent le développementaddysfonction
endothéliale en clinique et dans des modéles axpétaux. Mais, la supplémentation de
patients DT2 en vitamine E pendant 8 semaines iaraépas la vasomotricité sur l'artére
brachiale Gazis A et coll., 1990



1.2.3. L’'aldose réductase

L’hyperglycémie active la voie des polyols. Lesibiteurs de I'aldose réductase limitent les
complications du diabéte telles que I'albuminuilee,neuropathie et la cataracte dans les
modeles animauxXNarayanan S, 1993).lls améliorent dans la plupart des essais chez
'animal la vasorelaxation endothélium-dépendanf€ameron N et coll.,, 1992,
Tesfamariam B et coll., 1993 ; Taylor P et coll., 994). Les mécanismes responsables de
I'effet bénéfique des inhibiteurs de l'aldose rédge ne sont pas clairement établis, mais
plusieurs hypothéses sont émises. D’'une part,dsddéductase consomme le NADPH pour
convertir le glucose en sorbitol. Le NADPH est rs&edgre pour I'activité de eNOS, également
pour la gluthatione réductase. D’autre part, laevibés polyols est forte « consommatrice »
d’ATP, ce qui peut inhiber la production de NO. Liehibiteurs de l'aldose réductase
permettraient ainsi de préserver le stock de NADRHI'ATP. Pourtant ces molécules
efficaces sur la neuropathie diabétique chez I'ahise sont montrées décevantes en clinique

chez le patient diabétique avec neuropatbiates PJ, 2008).

1.2.4. La protéine kinase C

L’hyperglycémie conduit & l'activation de la pratéi kinase C (PKC), préférentiellement
I'isoforme 3. Le spectre d’action de la PKC est étendu. Coragdrie tonus vasculaire, d’une
part, elle active la phospholipase A2 et par coneBtjfavorise la synthése des dérivés de
I'acide arachidonique, d’autre part, elle inhibeplampe Na/K ATPase. Chez I'animal, les
inhibiteurs de la PKC restaurent la vasorelaxaBodothéliale sur les artérioles de la pie-
mere Pelligrino D et coll., 1994, sur l'aorte de rat streptozotocine en augmentant
biodisponibilté du NOHink U et coll., 200) mais non sur I'artére mésentériqugdrich

D et coll., 1994. La libération des facteurs prostanoides lié&exgpbsition au glucose est

inhibée par les inhibiteurs de la PKGegfamariam B et coll., 1991

1.2.5. La poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)

La PARP est une enzyme nucléaire qui répare lesucas de I’ADN liées aux radicaux libres
(peroxynitrite et radicaux hydroxylés). En réporsene forte concentration en glucose du
milieu in vitro ou de I'hyperglycémién vivo, il existe une génération d’espéces oxygéneées et

de réactifs nitrogénés qui est capable de créercdssures de 'ADN simple brin et par



conséquent d’activer la PARP. L'activation de laRFAconduit a une déplétion cellulaire
délétére en NAD+ correspondant a une «crise étngugé» qui a pour conséquence de
ralentir la glycolyse, le transport d’électrons lat formation d’ATP. La PARP joue par
ailleurs un réle modulateur sur l'activation dutiag transcriptionnel NEB. L’implication

de la PARP dans la dysfonction endothéliale au salur diabéte repose sur des travaux
expérimentaux récentsn vitro, il n'est pas observé de dysfonction endothélgmle des
anneaux d’'aorte thoracique soumis a une forte carat@®n en glucose de souris Ko PARP-/-
ou de souris PARP+ /+ traitées par inhibiteur d&RPASoriano F et coll., 2001a Chez la
souris PARP-/-, il n’est pas observé de dysfoncéindothéliale liée au diabéte. Le traitement
par inhibiteur de la PARP est par ailleurs capathe prévenir les anomalies de la
vasorelaxation endothélium-dépendante chez las@ItZ Pacher P et coll., 200Ret de les
restaurer aprés quelques jours de traitentemtigno F et coll., 2001 Enfin, I'activation de

la PARP a été observée sur biopsie cutanée denfsabld2 mais aussi de patients a risque de
diabéte (antécédents familiaux, intolérants auagar Chez ces patients, elle est associée a
des anomalies de la vasomotricité brachiale etstademalies microcirculatoireBgcher P

et coll., 2009.

1.3. Intéraction AGE-RAGE

La cellule endothéliale est exposée aux AGEs itapar son pble basal et a sa surface
luminale, elle constitue donc une cible majeure A&Es (Figure 18). L'implication des
AGEs dans le développement de I'athérosclérosaedares les anomalies fonctionnelles de
I'endothélium est démontrée au cours du diab@fautier JL et coll., 2004. Le rble des
AGEs dans les anomalies de vasorelaxation endothélépendante reste toutefois discuté.

1.3.1. RAGE et Athérosclérose

Le réle de RAGE dans le développement de I'athé#osse a initialement été démontré chez
la souris KO apo E streptozotocine. Un traitemerir (RAGE soluble administré
quotidiennement réduit significativement de maniéi@se dépendante le nombre et la
complexité des plaques d'athérosclérose chez cesissqPark L et coll.,, 199§.
Parallelement, I'expression de VCAM, du facteusuisire, la translocation de XB et le

dépb6t d’AGEs sont significativement diminués swaolte des souris traitées. Des résultats



similaires ont été observés dans un modele dessbr2 Ko apoE Bucciarelli LG et coll.,
2002.

ECM

Figure 18. Interactions des AGEs avec les élémersanguins
d’aprésChappey O et coll., 1997
AGE-P, AGE-LP: protéines et lipoprotéines glyquéss; cellule endothéliale, ECM: matrice extracelitg,
IFN-gamma: interféron gamma, IGF-1: insulin-likegth factor, IL: interleukine, LF-L: lactoferrinke
receptor, Ly: lymphocyte, MP: monocyte, macrophd®j@GF: platelet-derived growth factor, PL: plagagtt
RBC: érythrocytes, SMC: cellule musculaire lissE; facteur tissulaire, TNF: tumor necrosis fackCAM:
vascular cell adhesion molecule-1, VLA: very latgigen.

Egalement, le traitement par SRAGE peut stabilsgrrogression de I'athérosclérose chez la
souris KO apo E streptozotocine lorsqu'il est adstigé 14 semaines aprés l'induction du
diabete Bucciarelli L et coll., 2002.

Chez 'homme, il existe une surexpression de RAGaAsdes plaques d’athérosclérose de
patients diabétiques, plus spécifiguement au nivdas macrophages sur des plaques
vulnérables. L'expression de RAGE est corrélée degtse étude au niveau d’HbA1C
(Cippollone F et coll., 2003

Enfin, des travaux récents suggerent une largei¢atpn des AGEs et de RAGE dans les
mécanismes d’expansion néointimale postangioplastiez I'animal diabétique mais

également dans des modeles euglycémigtiesu Z et coll., 2003.

1.3.2. AGEs et RAGE dans la dysfonction endothelial




Les anomalies fonctionnelles endothéliales liéksliaison AGE-RAGE sont étendues car les
voies de transduction de RAGE sont multiples vistless oxydant avec comme effecteur
I'activation du NKB.

L’activation du NFKB participe a 'augmentation @eperméabilité vasculaire constatée dans
la vasculopathie diabétique. En effet, 'albumin& et les AGEs portés sur la membrane
des érythrocytes favorisent le passage des macéoniek a travers la couche monocellulaire
endothéliale \(Vautier JL et coll.,, 1996. L’hyperperméabilité observée chez des rats
diabétigues est en partie amendée par ['utilisatitenticorps antiRAGE ou de RAGE
soluble. Cette méme étude a par ailleurs montrél’'fjyperperméabilité vasculaire liée aux
AGEs est prévenue vitro et in vivopar I'administration d’antioxydants.

Les interactions AGE-RAGE sur la cellule endotHéli@mvorisent par ailleurs la synthése de
cytokines proinflammatoires. Chez la souris, I'siin d’albumine-AGE entraine trés
précocement (1h) une augmentation des ARNm IL6 darfsie Zoukourian C et coll.,
1996). De plus, I'activation du NFkB conduit a une sunegsion de VCAM qui favorise
'adhérence des monocytes sur I'endothéliuBthimidt AM et coll., 1995. La cellule
endothéliale est aussi soumise a I'ensemble dekiogs secrétées par le macrophage lors de
I'internalisation des AGEs. Ces cytokines tellee da TNFe, IL;, PDGF et IGF1 sont
impliquées dans la dysfonction endothéliale (figLgg.

Les AGEs augmentent I'expression endothéliale deaios facteurs tels que le Vascular
endothelium growth factor (VEGF)SE¢hmidt AM et coll.,, 1994) et favorisent un état
prothrombotique par augmentation de I'expressionfatteur tissulaire, du plasminogen
activator inhibitor -1(PAJ) et diminution des prostacyclineégmagishi S et coll., 1998

Enfin, les AGEs sont impliqués dans les anomalied’ahgiogénése ; certains facteurs de
croissance comme le fibroblast growth factor 2Jss$ont glyqués, sont moins actifs
(Facchiano F et coll., 200R

L’implication des AGEs dans les anomalies de vdamation releve du travail initial de
Buccala qui a montré que les AGEs sont capalviegitro de maniére dose dépendante
d’inhiber I'activité du NO par un phénoméne de piéguenching)Bucala R et coll., 1991
Parallélement, l'auteur décrit, dans un modéle desomotricité artérielle chez le rat
diabétique, une diminution de la relaxation indyige I'acétylcholine et par la nitroglycérine
suggérant ainsi que la perte de la vasorelaxatitériglle reléeve d'un phénoméne post-
endothélium. L'auteur émet I'hypothése alors daplication des AGEs du sous-endothélium

dans les anomalies de vasorelaxation. L'aminoguaidinhibiteur de la formation des



AGEs, administrée oralement aux rats diabétiquesliara significativement dans ce modéle
la vasorelaxation a I'acétylcholine et a la nityagirine.

Des résultats similaires sont observés en utiliEantéme modéle de vasomotricité chez des
rats non diabétiques traités par injection d’allmepAGE quotidienne pendant 14 jours
(Vlassara H et coll., 1992 Le groupe de rats traités par albumine-AGE eihaguanidine
(100mg/kg/d iv) présente une amélioration signifieade la vasorelaxation a I'acétylcholine
et a la nitroglycérine.

Xu a rapporté récemment que, l'incubation d’AGEtgiine a différentes concentrations
(50-20Qug/l) sur des anneaux aortiques de lapins alteremdriere dose-dépendante, la
vasorelaxation a l'acétylcholine sans modifier Esemotricité a la nitroglycérine. Apres
lavage, la vasorelaxation de ces anneaux est réstai n'est pas différente de celle des
anneaux contréles. La co-incubation d’AGE-glutamé@ted’'un anticorps antiCML prévient
les anomalies de la vasorelaxation induites parcétidcholine. L'auteur rapporte
parallelement que Il'administratiomn vivo de 200mg/kg d’AGE-glutamine abolit la
vasorelaxation NO dépendante apres un stressattétint sur artére fémorale de lapin. Enfin,
le traitement de cellules HUVEC par AGE-glutamigeuit I'activité d’eNOS en diminuant
la phosphorylation des sérines. La co-incubatiogecawn anticorps antiCML ou anti-RAGE
prévient cet effetu B et coll., 2003.

Cependant I'implication des AGEs dans les anomal@sasorelaxation reste discutée. Tout
d’abord, il existe des discordances entre la ajouétide la dysfonction endothéliale et celle
des AGEs. L'observation d’'une dysfonction endo#iélin vitro dés 15 minutes d’exposition
a une forte concentration de glucosmlilen H et coll., 1993 ne plaide pas en faveur de
I'implication des AGEs, en particulier dans I'hypése de Buccala sur le role des AGEs
progressivement accumulés dans le sous-endothélidgalement, les anomalies de
vasorelaxation observées chez le rat streptozamnt corrigées par un court traitement par
insuline, alors méme que les concentrations d’A@stent élevéeRRpdriguez-Manas L et
coll., 2003.

L’efficacité de I'aminoguanidine (AG) dans la prétien des complications chroniques du
diabéte telles que la néphropathie, la rétinopaghia neuropathie est largement documentée
dans la littératureThornalley PJ et coll., 2003) Le réle protecteur de I'AG vis-a-vis de la
relaxation endothélium-dépendante fait I'objet datoeverses. Si certains travaux ont montré
une prévention des anomalies de vasorelaxationl’p& (Archibald V et coll., 1996 ;
Bucala R et coll.,, 1991 ; Ozyagzan S et coll., 2000 ; V&sa H et coll., 1992) d’autres

n'ont montré aucun effet bénéfiquérijns F et coll., 1998 ; Rodriguez-Manas L et col



2003 ; Vallejo S et coll., 2000)L’AG est un composé nucléophile qui comporte adigal
hydrazine et un groupe guanidine. La molécule sapoote comme un « scavenger » des
composéxnf dicarbonyls limitant ainsi la formation des AGEstamment via la voie de
synthese du méthyl-glyoxarornalley PJ et coll., 2003.

Ces divergences pourraient résulter de protocotpgranentaux différents concernant les
doses utilisées, les durées de traitement, lesdisulaires étudiés. En effet les mécanismes
d’action de I'AG ne se limitent pas a la réductide synthése des AGEs. En fonction des
concentrations tissulaires, 'AG peut inhiber |e@3\Ipréférentiellement la NOS inductible et,
a un moindre degré, la NOS neuronale et endotbéhaire la NOS découplée limitant ainsi
le stress oxydantThornalley PJ et coll., 2003) ceci peut donc naturellement interférer et

expliquer partiellement les résultats contradie®ide I'AG sur la vasorelaxation.

2. OBJECTIF DE NOTRE TRAVAIL

Notre travail souleve I'hypothése d’'une implicatides AGEs et de RAGE dans un stade
précoce de complication vasculaire du diabete sgmtée par la dysfonction endothéliale.
Premiérement, nous avons déterminé [I'évolution aurs du diabéte de la fonction
endothéliale par analyse de la vasorelaxation cqaaatien chambre d’organe isolé sur un
modele expérimental de diabéte insulinoprive, abtpar injections de streptozotocine sur
des souris males C57B/6J. Nous avons évalué coefpent la cinétigue des AGEs
plasmatiques par technique ELISA et I'expressiontigwe de RAGE par technique de
Western Blot. Les anomalies fonctionnelles vascegabnt également été confrontées aux
données morphologiques de l'aorte. Enfin, I'effetld\G sur les anomalies vasculaires a été

analyse.

Le choix de la souris C57B/6J streptozotocine conmoeléle expérimental repose sur les
éléments suivants. Il s'agit d'un modele largeméhisé dans la littérature pour l'analyse des
complications vasculaires liées au diabete, sont @di faible, et la reproductibilité
relativement satisfaisante. Les données de vasmité@tartérielle chez la souris sont assez
parcellaires dans la littérature contrairemengtudle chez le rat, cependant le modele de la

souris a été retenu car d'une part la technique @&tguise au sein du laboratoire de



pharmacologie, et d'autre part l'analyse chez larisogpermet d'envisager par la suite
l'utilisation des modéles transgéniques.

3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Animaux

Toutes les manipulations animales menées dans étetle ont été conduites conformément
aux recommandations internationales concernarilisation des animaux d’expérimentation.

Des souris méles C57B/6J (Elevage Janvier, MayeAgégs de 6 a 8 semaines étaient
hébergées a I'animalerie de la Faculté de Médatenkille dans un environnement maintenu
a 21°C avec alternance jour/nuit de 12 heuresaux t’humidité de 50 a 60% et un acces
libre & l'eau et a la nourriture composée de gemustandards. Apres une période

d’acclimatation de quinze jours, les protocoleséexpentaux débutaient.

3.2. Protocole(Figure 19)

Le diabéte était induit par une injection intrap#téale de 180 mg.Kgstreptozotocine
(Sigma, S-0130) diluée dans un tampon citraté a4l Apres 72 heures, un contréle
glycémique était réalisé par prélevement sanguudalaa I'aide d’'un lecteur glycémique
(euroflash, lifescan). Si la glycémie était inférie a 200 mg/l, les souris étaient ré-injectées.
La durée du diabete en fonction des groupes valeah a 8 semaines.

Le jour du sacrifice, le poids, la glycémie a jelihémoglobine glyquée (HPLC) étaient
évalueés.

Le sacrifice était réalisé par anesthésie profotel€200mg/kg de thiopental (Pentobarbital
sodique a 2% ; Sanofi animal) en injection intraitpééale. Un prélevement sanguin
intracardiaque était pratiqué puis une incisionssdiephragmatique transversale et une

thoracotomie bilatérale étaient réalisées.
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Figure 19. Design de l'étude A.Etude de I'évolution de la dysfonction endothldi en
fonction de la durée du diabéte. B. Etude de ltefiie I'aminoguanidine sur la dysfonction

endothéliale liée au diabéte

3.3. Vasorelaxation aortigue

Pour évaluer les effets de diabete sur la foncgadothéliale, la réponse endothéliale a
I'acétylcholine des segments aortiques précontsaeti@ phényléphrine a été étudiée chez des
souris ayant 2, 4 et 8 semaines de diabéte.

L’effet du traitement par aminoguanidine a été @wagbres 4 semaines de traitement chez des
souris dont le traitement par aminoguanidine a t#lswit au moment de I'induction de

diabéte soit 4 semaines apres l'induction du deabet

Le protocole de vasoréactivité est identique ai@ffectué au cours de I'étude de la fonction

endothéliale liée a I'age (cf p 37).

3.3.1. Prélevement




Apres une anesthésie profonde induite par une tiojedntrapéritonéale de 0,3ml de
pentobarbital & 6% (Ceva Santé animal, Libournan€e), une incision sous diaphragmatique
transversale et une thoracotomie bilatérale étaiéalisées. Puis l'aorte thoracique était
prélevée cceur battant et immédiatement plongée daessolution de Krebs (en mM/l) :
NaCl 118 ; KCI 4.6 ; NaHC®27.2 ; MgSQ 1.2 ; KHbPO, 1.2 ; CaCk 1.75; Na EDTA
0,026, d-glucose 11.1, de pH compris entre 7.3b.40 et oxygénée (02 95% et CO2 5% ;
Air Liquide Santé™),

3.3.2. Préparation des anneaux aortiques

Apres avoir rapidement purgé le contenu de la luengtérielle avec la solution de Krebs,
une dissection minutieuse sous stéréomicroscopem({S200-C, Zeiss™) permettait de
séparer le segment artériel de son tissu conjangigisseux. Deux anneaux de 3 a 4 mm de

longueur étaient coupés a partir de la partie pnale de I'aorte thoracique.

3.3.3. Installation des anneaux

Chaque anneau était ensuite monté entre deuxsétniétalligues passés a travers la lumiére
vasculaire puis suspendu de maniere aléatoire daeschambre des 4 chambres d’organe
(Radnoti™ Glass Technology, Monrovia, CA, USA) @rant 20 ml de solution de Krebs
chauffée a 37°C et oxygénée (02 95% et CO2 5%jrietéinférieur était fixe ; le supérieur
mobile et relié a un transducteur de force (RadMhtiLes transducteurs étaient connectés a
une carte informatique (Flash 12™, Strawberry Trieeorporated) permettant la
transformation et 'amplification des signaux amgdmes en signaux digitaux. Ceux-ci étaient
convertis en gramme de tension et visualisés empgerel sous forme de courbes sur un
écran grace a un logiciel d’acquisition (WorkbeR&® Strawberry Tree Incorporated) et de

contrdle des données (enregistrement toutes Ie¥. 10

3.3.4. Protocole d’'étude de la vasomotricité

Une fois installés, les segments artériels étgieogressivement étirés en 20 a 40 minutes
jusqu’a obtenir une tension de repos optimale sting level (RL). Cette tension de repos a
été préalablement définie a 1.5 g et correspomadenision de base permettant une contraction

maximale en réponse a une solution de KCI 3mM. Emstes segments artériels étaient



stabilisés pendant 60 min au RL. Une contractidtiale était obtenue par administration
d’une solution dépolarisante de KCI &M qui permettait de vérifier la viabilité de I'arme
Chaque cuve était alors rincée 3 fois de suite &eolution de Krebs. La tension de chaque
anneau était ensuite ramenée au RL et maintenwdapeB0 min. Les anneaux étaient alors
exposés a des doses croissantes de phényléplyame,cantractant récepteur-dépendant’(10
a 3.10" M) pour établir une courbe dose/réponse en cditracPour chaque concentration
de phényléphrine, un plateau de contraction étwhdu avant de passer a la concentration
supérieure. Apres obtention d'un plateau de cotitracmaximale, des doses croissantes
d’acétylcholine (10 & 3.10° M), agent relaxant endothélium-dépendant récegtépndant,
étaient administrées pour tester la relaxation #mdiom-dépendante. Apres rincage
abondant et une stabilisation de la tension den€an au RL pendant 30 min, une seconde
contraction du segment était obtenue avec une dosgie de phényléphrine & 3:30La
relaxation endothélium-indépendante était étudigelppplication de doses croissantes de
nitroprussiate de sodium (SNP %4 3.10° M).

3.4. Etude anatomopathologigue de I'aorte

Le sacrifice a été réalisé par anesthésie profoaples injection intrapéritonéale de
Pentobarbital. Aprés le sacrifice, le coeur étaifyse par du sérum physiologique hépariné
(héparine choay® 5000 Ul/l). L'aorte thoraciqueitgbaélevée aprés décoloration des organes
puis était plongée dans une solution de formol & B&ctemps de fixation était de 48 H
minimum. Aprés déshydratation et enrobage dans utarraate (TP 1050 LEICA), les

échantillons étaient inclus en paraffine (Paraplast

3.4.1 Coupes

Des coupes de 4 um d'épaisseur ont été effectugesnsmicrotome LEICA N n° 2135.
Elles ont été étalées sur un bain d’eau distilidgiteonnée de Stick — on chauffé a 37°,
étalées sur des lames super- Flosis mises & sécher au four micro ondes pendantiiG
250 watts.

2 coupes étaient réalisées pour chaque coloraistochimique.

5 a 6 souris dans chaque groupe ont été analysées.

3.4.2. Colorations standards et histochimiques




Les colorations étaient effectuées apres dépaagiimu xylene et réhydratation.
Des Coloration hématéine, érythrosine, safran (HBS)rcéine, au Bleu alcian, au Rouge
Sirius, au trichrome vert de Masson ont été réals@on les mémes techniques que celles

employées dans I'étude du vieillissement artéigehll’'age. (cf p 41).

3.4.3 Techniqgues immunohistochimiques

L’étude immunohistochimique avec anticorps anttireclisse (DAKC MO8851) a été faite
selon une technique identiqgue a celle employée déngle du vieillissement artériel lié a
'age. (cf p 42).

3.5. Dosages plasmatiques des AGEs

Les principales étapes de ce dosage sont :

» la préparation des protéines glyquées : incubatibobscurité, a 37°C durant 60 jours
de serum albumine humaine avec une solution desguc

* Obtention d’anticorps polyclonaux anti AGE aprédtions répétées de la solution
précédente a des poules : IgY préparée par prawgritdifférentielle au polyéthyléne-
glycol puis purifiée par un traitement cryogénigigar l'alcool.

* Mesure des AGEs par méthode ELISA compétitive ultats exprimés en % de
densité optique (rapport de densité optique susitienptique étalon). Conversion des

unités en pg/mil.

3.6. Analyse en Western-Blot de I'expression de RAE

3.6.1. Extraction des protéines

L’extraction des protéines était réalisée par bgeyde I'aorte congelée avec un pilon et un
mortier puis la poudre obtenue est mélangée ardpda RIPA (1 mM EDTA, 1 % Triton X-
100, 1 % DOC, 0.1 % SDS, 150 mM NaCl, 50 mM Tristh®& 7.25 et du PMSF 1mM)
associé a des inhibiteurs de protéases et du Si§,spnification de la solution obtenue
(Sonifier 150, BRANSON).



3.6.2. Dosage des protéines

Le dosage des protéines était réalisé par la métdedPeterson. Les prélevements étaient

aliquotés pour des dépots de 25ug de protéinemseovés a -80°C.

3.6.3. Western-Blot
Les préléevements étaient déposés dans un gel dePBBE a 10% d’'acrylamide, apres

dénaturation par dfd mercapto-éthanol et chauffage a 95°C pendant Gitesn

Apres migration des protéines selon leur poids md#re dans un tampon de migration
(25mM Tris, 192mM Glycine, 0.1% SDS pH 8.3) a 18®hdant 1 heure, elles étaient
transférées sur une membrane de nitrocellulose @&@Giersham) dans un semi-dry blotter a
10V pendant 2h, avec un tampon de transfert (1@@#5mM Tris/192mM Glycine/pH 8.3,
200ml éthanol, 700ml d’eau désionisée).

Les protéines étaient révélées par un bain de r®ugeeau, puis les membranes étaient
découpées en 4 bandes selon leur poids molécalael'aide du témoin de masse (Bio-rad),
puis rincées dans du PBS. Les membranes étaianteimmergées pendant 30 minutes dans
du lait a 5%.

Une incubation avec I'anticorps primaire dilué daoslait a 5% étaient réalisée sur la nuit a
4°C.

Apres un lavage dans du PBS (3*15 minutes) puiblacage dans du lait a 5%, I'anticorps
secondaire (anticorps anti IgG conjugué a de laxyelase de radis noir (horse raddish
peroxydase : HRP)) était déposé et laissé a inibeures.

Apres rincage dans du PBS (5*10 minutes), la réw#actait réalisée par dépodt d’'ECL puis

exposition sur film (Hyperfilm ECL) en chambre reir

3.6.4. Analyse comparative des protéines

L’analyse comparative des protéines était effecud@ide du logiciel Perfectimage v7.1,
apres numérisation des films sur scanner AGFA. riéssiltats étaient exprimés en unités
arbitraires, sous forme de ratio par rapport gafegsion d’'actine.

3.6.5. Anticorps

Anticorps primaires :
-Anti-RAGE: rabbit polyclonal IgG ab3611 (Abcam L@dambridge, UK)
-Anti-Actine : rabbit universal polyclonal IgG @na)




Anticorps secondaires:
-Anti-goat : rabbit anti-goat HRP-conjugated IgG98D0 (Vector Labs)

3.7. Analyse statistigue

Les résultats ont été exprimés sous forme de potages ou de valeurs moyennes + I'erreur
standard. Les comparaisons de moyenne ont ététwefeer par une analyse de variance
(ANOVA) suivie, en cas de différences significaiyal’'une analyse post-hoc par le test
PLSD (rotected least significant differerjcde Fisher. Le seuil de significativité pour les

tests statistiques était de 5 % (p< 0,05). Lesngée® de vasoconstriction a la phényléphrine
étaient exprimées sur les courbes en pourcentagerdiaction par rapport a celle induite par
75 mM Kcl, les réponses de vasodilatation étaiequrimées par rapport a la contraction

maximale a la phényléphrine.

4. RESULTATS

4.1. Article : Endothelium-dependent vasodilatationimpairment is linked to

AGEs and RAGE expression in diabetic mice: benefial effect of aminoguanidine.

4.2. Etude histomorphologiqgue

* Souris agées de 10 semaines non diabétiques
Sur les coupes transversales réalisées au nivedlaalle médiane, les endothéliums sont
préserveés. L'intima-média n'apparait pas épaidgiare 20 a,d).
La média, bien objectivée par la coloration a l&@ne (figure 22 a), est constituée de 5 lames
élastiques. Ces lames sont paralleles et d’épaigggle et constante. Tout au plus, on peut
observer de trés petites zones ou les lames élast&pnt discretement désorganisées perdant
leur parallélisme.
Il n'existe pas de dépbts colorés par le bleu al¢igure 21 a). La coloration au rouge Sirius
qui objective les fibres de réticuline (collagéretgpe 1ll) est homogéne sur toute la paroi
vasculaire en un liseré continu appliqué contrddeges élastiques (figure 23 a).

L’'immunomarquage de I'actine lisse est fortemertififoet homogeéne (figure 25 a).



Conclusion :
Les souris agées de 10 semaines non diabétiguegprésentent pas d’anomalies

morphologiques significatives de la paroi aortique.

* Souris 4 semaines de diabéte
L’épaisseur de l'intima-média est significativemanigmentée par rapport a celle des souris
10 semaines (64+ 9 um versus 50+ 3 um, p=0.01)r¢igo).
Sur les colorations HES, I'endothélium est présesais altération de I'intima (figure 20 b,
c). On note 5 a 6 lames élastiques qui restentntajement paralleles et organisées (figure
22, b. Cependant, il existe des zones trés foealisé les lames perdent leur parallélisme et
de discretes zones de clarification de la matrideaecellulaire (figure 21 b). Les zones de
clarification correspondent a des dépots alciariephiien authentifiés par la coloration bleu
alcian (figure 21 b). La coloration au trichrome Bkasson objective quelques zones de
fibrose pariétale (figure 24 b).
Le réseau réticulinique est préservé apparaissamme un fin surlignement des lames
élastiques avec la coloration Sirus (figure 23 b).
Le réseau d’actine lisse perd son caractére honeogeéec un immunomarquage inégalement
réparti, une coloration hétérogeéne, des zonesadigichtion assez nettes (figure 25 b).

Conclusion :
Les souris 4 semaines de diabéte présentent :
- un épaississement de l'intima-média,
- des anomalies focales de la média caractériséesue désorganisation des fibres
élastiques,
- des dépbts alcianophiles dans la matrice extidage

- une altération focalisée du réseau actinique.



COLORATION HES (Figure 20)
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COLORATION BLEU ALCIAN (figure 21)

Yo I =
%\ WA S N S S0 S (Tl S
10semx25 4sem diabétex25 8sem diabétex25
‘ 2N ’f A ./
y ~ g _4’ 7
g 5 ’ s
7 & - e .
P S 1 ¢ 2 <A :4
~ " = d & ! 4 N..r*' ’a_" o%J e
R > S -

AMG 4semx25 AMG 8semx100

COLORATION ORCEINE (figure 22)
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COLORATION SIRIUS (figure 23)
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COLORATION TRICHROME DE MASSON (figure 24)
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IMMUNO MARQUAGE: ACTINE LISSE (figure 25)
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* Souris 8 semaines de diabéte
L’endothélium est préservé. La paroi aortiqgue gstl@ment épaissie par rapport aux souris
non diabétiques (62.5+ 3um, p=0<0.01, figure 2&) Bs colorations HES, il existe des
zones de clarification de la matrice extracell@aitus étendues que chez la souris 4 semaines
de diabéte (figure 20 c ? f). Ces zones se carsetdérégalement par des anomalies des lames
élastiques qui semblent gommées, plus fines, pertaur parallélisme parfois méme
anastomoseées (figure 22 c). Les dépots alcianapbiat présents (figure 21 c). Le réseau
réticulinique est fortement altéré prenant parioi® disposition perpendiculaire aux lames
élastiques, il disparait méme dans certaines zdresouge Sirius diffuse entre les lames
élastiques, le surlignement des lames élastiquedrrégulier (figure 23 c). La fibrose
observée aux colorations du trichrome de Massacesd#ue sur certains secteurs de la média
(figure 24 c). L'immunomarquage avec l'immun sémami actine lisse n'est positif que sur

certains secteurs de la média (figure 25 c).

Conclusion:



Les souris 8 semaines de diabéte présentent :
- un épaississement de l'intima-média,
- des anomalies plus étenduksla média caractérisées par une désorganisigmfibres
élastiques,
- une altération marquée du réseau réticulinigne, désorganisation du collagene, une
accentuation de la fibrose, des dépo6ts au blearglci

- une altération trés diffuse du réseau d'actigs®li

* Souris diabétiques 4 semaines et traitées par ansiguanidine
L’épaisseur de la paroi aortique est diminuée paport a celle des souris diabétiques 4
semaines de diabéte non traitées (53+2.4um verku9bm, p=0.05, figure 26). Il existe de
discrétes zones de clarification de la matriceamditulaire mais plus nettement focalisées
que chez la souris non traitée (figure 20 g, hY). I8s colorations par l'orcéine, il persiste
quelques zones d’altérations des fibres élastificasre 22 d). Il n’existe quasiment pas de
dépobts alcianophiles (figure 21 d). Le réseau utimue n’est pas altéré (figure 23 d), le
marquage d'actine lisse reste inhomogéne mais mamslans la série de souris diabétiques 4

semaines (figure 25 d).

Conclusion:
Les souris 4 semaines de diabete traitées parri@gunanidine présentent peu d’anomalies
pariétales :
- pas d’épaississement intima-média
- quelques anomalies focalisées de la média caisEds par une désorganisation minime
des fibres élastiques,

- désorganisation du réseau de I'actine lisse.

* Souris diabétiques 8 semaines et traitées par ansiguanidine
L’épaisseur de la paroi aortique est diminuée paport a celle des souris 8 semaines de
diabete non traitées (figure 26). Sur la coloratl®BS, il existe toujours des zones de
clarification de la matrice extracellulaire (figuB® |, k), et une désorganisation focale des
fibres élastiques (figure 22 e). Il existe quelgmeres alcianophiles (figure 21e). Les fibres
de collagéne sont modérément désorganisées. Laurékactine lisse est altéré mais moins
gue chez la souris non traitée (figure 25 e); égald la fibrose sur la coloration au trichrome

de Masson est moins prononcée (figure 24 d).



Conclusion:

Les souris 8 semaines de diabéte traitées pari@gnanidine présentent
- quelques anomalies de la paroi aortique qui sepéndant moins nettes en comparaison
avec les souris de 2 mois diabete non traitées
- un discret épaississement pariétal
- des anomalies focalisées de la média caractérizsge une désorganisation des fibres
élastiques,

- une désorganisation du réseau d'actine lisse

80 1

|

60 1

s | [

40

ND 4 sem diabéte 8 sem diabéte 4 sem diabete + AMG 8 sem diabéte + AMG

Figure 26. Epaisseur intima-média de I'aorte
en pum, *P<0.05 vs ND



Témoin 10s 4 sem diabéte 8 sem diabete
Etudes fonctionnelles

Vasorelaxation maximale

Endothélium-dépendante

Emax ACH(%) 76 52 34
Vasorelaxation maximale

Endothélium-indépendante

Emax SNP (%) 12145 16%16 15&21

Etude anatomo pathologique

Coloration HES paroi normale altération focale altération plus diffuse
Zone clarifiée
Coloration Alcian

dépots MPS 0 ++ +

Coloration Orcéine

désorganisation des LE 0 ++ +++

Coloration Sirius

Fibres collagenes normales normales épaissies, inhomogenes

perpendiculaires
Trichrome de Masson
Fibrose 0 + +++

Marquage Actine lisse +++ ++ +, inhomogene
Tableau 8. Récapitulatif des données de vasomotiiéiet d’histomorphologie

4 sem AMG 8 sem AMG
75 53
14&12 15%*16

pas d'altération quelques zones
focales clarifiées

0 0

+ +

normales onesjigplzomogénes

++ ++



5. DISCUSSION

Les complications vasculaires représentent la presrgcause de mortalité dans la population
diabétique ; améliorer la prévention vasculaire eé@m donc une nécessité. L'analyse des
stades initiaux du diabéte et de ses complicatieasculaires est indispensable pour
développer des marqueurs précoces tels que laraygfo endothéliale et potentiellement des
cibles thérapeutiques.

Nos résultats plaident en faveur d’'une altératimgpessive de I'artére diabetique tant sur le
plan fonctionnel et morphologique et d'une implioatdes AGEs dans ce processus. En effet,
la diminution de la relaxation endothélium-dépendarbservée a 4 semaines de diabéte dans
notre modele est associée a une augmentation isgjiie des AGEs et de RAGE et
'aminoguanidine, inhibiteur de la synthése des AGEestaure la dysfonction endothéliale
avec une diminution de I'expression de RAGE. L'aegtation des AGEs et de RAGE sur
'aorte au cours du diabete est conn8arn( M et coll., 1998. Notre travail établit le lien en
termes d'évolutivité entre d’'une part, des anonsalimorphologiques et fonctionnelles
aortiques et d'autre part, les AGEs plasmatiqued’eapression de RAGE. Ceci est
concordant avec I'étude de Tan et coll qui rappohtez des patients DT2 qu’un taux élevé
d’AGEs plasmatiques est significativement associ@edysfonction endothéliale évaluée par
echographie doppler sur I'artere humérdlan K et coll, 2003.

La controverse sur lI'implication des AGEs dansdesmalies de vasorelaxation est
alimentée par l'efficacité inconstante de I'AG dales études et par des cinétiques
potentiellement différentes entre les AGEs a |&tjue lente et la dysfonction endothéliale,
complication précoce. L’efficacité inconstante &3 peut étre expliquée, commme nous
'avons vu, par les doses utilisées, significatieamdifférentes en fonction des études. En
effet, l'influence de I'AG sur les NO Synthases (8)Oest concentration dépendante, une
concentration élevée est capable d’inhiber la Ne®téliale et par conséquent de diminuer
la disponibilité du NO. Concernant les differencde cinétique, les connaissances
biochimiques actuelles ont beaucoup évolué et seggé&ue la production des AGEs peut
étre trés rapide, en quelques heures, par les pf@rmes d’oxydationBrownlee M et coll,
2001 ainsi il n’y a plus vraiment d'incompatibilité #a la cinétique des AGEs et celle de la
dysfonction endothéliale.

Les mécanismes physiopathologiques pouvant expligu®le des AGEs dans les anomalies

de vasorelaxation sont d'une part, la participatims AGEs du sous-endothélium dans le



phénomene de quenching du NBu¢cala R et coll, 1991 et d’autre part, la contribution des
AGEs, via l'interaction AGE-RAGE au stress oxyddrd. formation de radicaux libres liée a
l'interaction AGE-RAGE est bien établie et faitemzenir la NADPH oxydaseNautier MP

et coll., 200). L'impact des radicaux libres sur la biodispohiéidu NO est fontamental et
c’est sans doute au vue des données récentes lit@riature via le stress oxydant que le
systeme AGE-RAGE agit principalement dans les atiemde vasorelaxation endothélium-

dépendante.

Les anomalies histomorphologiques observées dve nwodéele au décours
du diabéte comprennent I'épaississement intima-myédine augmentation des dépdts de
glycosaminoglycanes, un remodelage de la maticeaceltulaire avec fragmentation,
désorganisation des lames élastiques et augmentdés taux de fibres de collagene, et
désorganisation du réseau d'actine lisse. Il exjsa de données dans la littérature sur
'analyse histomorphologique de l'aorte chez |'aainstreptozotocine, les résultats sont
d’ailleurs parfois contradictoires. Notre travadrdontre que les anomalies de vasorelaxation
présentes a partir de 4 semaines de diabete sosdciéss a des anomalies
histomorphologiques significatives et qu’il existme excellente concordance entre ces
anomalies, de sorte que la souris diabétique 4isesarésente une dysfonction endothéliale
avec diminution de la vasorelaxation endothéliurpetélante, un épaississement intima-
meédia et des dépbts de glycosaminoglycanes acstique

L’épaississement intima-média résulte dans notralectessentiellement
d'une augmentation de la média car au microscopsopigue il n'a pas été possible
d’observer d’anomalies au niveau de I'intima. L'tsa en microscope électronique pourrait
étre utile pour compléter notre travail en souligngue I'analyse ultrastrucutrale d’aorte de
rat streptozotocine a objectivé des altérationsladecellule endothéliale, I'adhésion de
monocytes et 'augmentation du sous-endothéliGem(M et coll., 1998. L'épaississement
intima-média est décrit dans d’autres modéles dbélés expérimentaux en particulier chez
le rat Zucker Alderson N et coll.,, 2003 Considéré comme un marqueur précoce
d’athérosclérose, il est déja observé au niveaatidsen chez des adolescents DT1 apreés 5
ans de diabetelérvisalo M et coll., 2003.

Les dépobts de glycosaminoglycanes observés a daatioin au bleu alcian
sont également considérés comme des signes présumathérome Renard C et coll.,
2004) lIs sont observés dans la paroi vasculaire diemadliabétique tout particulierement au

niveau de la média. Il existe d'ailleurs une catiéh entre ces dépots en particulier d’acide



hyaluronique et la durée du diabéte chez des patl@hl Heickendorff L et coll., 1999.

Une augmentation des lésions d’athéroscléroseoestatée chez des souris transgéniques qui
surexpriment I'acide hyaluronique dans la médiagles vaisseauxChai S et coll., 2005),
'excés d’acide hyaluronique stimulerait les cadkilmusculaires lisses et le recrutement des
monocytes.

Le remodelage de la matrice extracellulaire carsgééar des phénomenes
de collagénése et d’élastolyse tels que nous apanke constater dans notre modele est
concordant avec les données de la littérat@eang K et coll., 2006 ; Forbes J et coll.,
2004) Ces anomalies sont aussi décrites dans le ssalinent vasculaire et semblent
expliquer les modifications des propriétés mécassqwasculaires telles que la rigidité
artérielle.

L’immunomarquage de I'actine lisse est diminué aurs du diabéete dans
notre modele. Ceci pourrait correspondre a uneghieode la cellule musculaire lisse liée a
'hyperglycémie Meng J et coll.,, 1998 Il est possible également d'évoquer une
modification du phénotype de la cellule musculéisge qui se caractérise par une perte de ses
capacités contractiles au profit de capacités d¢hege et de prolifération comme cela était
décritin vitro sur des cellules musculaires lisses issus desiBfs(Etienne P et coll., 1998
Cependant, sur un modéle de souris KO apo E rerdiabstiques par injection de STZ, il a
été rapporté une augmentation de 'immunomarquagBadtine Forbes J et coll., 2004
Outre les différences de modeles expérimentauxriGs®© apo E, 20 semaines de diabete
versus souris C57Black, 4 semaines de diabetegscdtat discordant peut résulter des limites
des études immunohistologiques en particulier dedaractére semi-quantitatif. Une analyse
des coupes via un logiciel de traitement d’imagegartie de nos perspectives de travail. Par
ailleurs, il est possible que I'hyperglycémie emteades phénomenes de glycation de 'actine
qui altérent la reconnaissance avec 'anticordsétet donc diminue le marquage dans notre
travail. Une analyse immunohistochimique des AG&snettrait de vérifier cette hypothese.

L’efficacité de 'AG dans les anomalies de vasoration a déja été décrite. Notre
travail démontre que le traitement par AG préviegdlement et simultanément les anomalies
histomorphologiques liées au diabete en particdésrlésions qui sont associées au stade
précoce d’athérosclérose : épaisseur intima-médémobts de glycoaminoglycanes et le
remodelage de la matrice extracellulaire. De nombréavaux expérimentaux rendent
compte de l'efficacite de 'AG dans les complicasovasculaires liées au diabéte en
particulier sur I'hypertrophie mésentériquBufnble J et coll., 1997, sur I'hypertrophie
cardiaque $tadler K et coll., 2005, sur la rigidité artérielleGhang B et coll., 200% Notre



travail montre que plus 'AG est administrée totatilleure est I'efficacité. L'efficacité de
I'AG procéde par I'inhibition des AGEs en parti@riau niveau du collagene limitant ainsi
des pontages intermoléculairé8h@ng B et coll., 200% L’activité anti oxydante de I'AG
pourrait également se montrer favorable sur le defage de la matrice extracellulaire
(Fiordaliso F et coll., 200%. Enfin, il a été rapporté récemment que I'AG rédit les lésions
d’athérosclérose chez la souris KO apoE diabétpnelant 20 semaines avec sur I'aorte une
diminution de I'accumulation des AGEs, du collagastede I'expression de RAGE. Des
résultats similaires sont obtenus avec des agenssseurs de ponts » tels que ALT 711
(Forbes J et coll.,, 2004) L’ensemble de ces données associées a nos tequdtanet de
positonner I'aminoguanidine et peut étre plus larget les molécules antiAGE comme des
agents capables potentiellement d'inhiber les uiffss stades de développement de
I'athérosclérose y compris les stades précocesldanaladie diabétique.

Pour compléter le travail, 'analyse des dépots AEEs et I'expression de
RAGE en immunohistologie sur notre modéle est pelisable. De plus, I'utilisation d’autres
molécules anti AGE est envisagée en particuliermemous l'avons vu des agents « casseurs
de ponts » tels que ALT 711 et la benfothiamineutilisation du RAGE soluble est
également séduisante dans la mesure ou le traitep@an RAGE soluble prévient
I'athérosclérose sur la souris KO apoE streptoZzn&g@ucune donnée sur les stades précoces
d’athérosclérose n’est a ce jour rapportée.



Conclusion générale

L’age avancé et le diabéte sont des facteurs resowmie survenue d’événements
vasculaires. Le nombre de sujets agés et la prsaledu diabéte augmenteront
considérablement dans les années a venir. La chensi®n des mécanismes impliqués dans
les anomalies artérielles liées a l'age et au deabgermettra douvrir de nouvelles
thérapeutiques pour limiter la survenue des actsdevasculaires, responsables de
dépendance, de perte d’autonomie avec des colismigues considérables.

Le travail que nous avons mené permet, dans uni@raemps, d'établir un parallélisme
entre les modifications morphologiques et les nicdifons fonctionnelles survenant dans
deux modeles d’altérations artérielles, I'un li€&ge, I'autre au diabéte. Dans un deuxiéme
temps et pour chacun des modéles, une moléculetilsde de restaurer ou de prévenir les
anomalies artérielles a été testée.

Les modéles étudiés se caractérisent par des taltérasimilaires tant sur le plan
morphologique que fonctionnel. Ainsi nous parloesvikillissement artériel lié a 'age et de
vieillissement artériel lié au diabéte. On note angmentation de I'épaisseur intima-média,
une désorganisation et des ruptures des lamesgékst des modifications de répartition de
lactine au sein des cellules musculaires lissas: 18 plan fonctionnel, la relaxation
endothélium-dépendante a été étudiée et s’altéeze Bavancée en age des animaux et la
survenue du diabéte. C’est la rapidité d’apparigbrd’évolution des Iésions artérielles qui
difféere dans ces deux modeéles. Les lésions surgr@nmes tét aprés l'induction du diabete,
des la quatrieme semaine, alors qu’elles appardigtese développent plus lentement avec
'avancée en age. C’est pourquoi le terme de sidiinent artériel accéléré est régulierement
mentionné pour qualifier le vieillissement artétiélau diabéete. La cinétique d’apparition des
Iésions artérielles et leur évolutivité est intémde a établir afin de déterminer a quel
moment un traitement doit étre instauré pour prigd@pparition des lésions artérielles dans
ces modeles.

Si les anomalies morphologiques et fonctionnelted bien décrites dans la littérature pour le
vieillissement artériel lié & l'dge, c'est I'évolom avec I'avancée en age et I'étude



concomittante de la fonction endothéliale dans wuéte murin qui fait l'originalité de ce
travail. Pour ce qui est du diabéte, les altératiomorphologiques sont peu détaillées
notamment dans un modele murin et la encore, égitke associée a I'étude fonctionnelle fait
I'originalité du travail.

L’analyse de la littérature permet d’émettre unpdilgése principale commune quant
a la survenue de la dysfonction endothéliale swameau cours du viellissement artériel lié a
'age et au diabéte, a savoir le stress oxydamtaMaurs, il est montré une augmentation des
AGEs avec I'avancée en age et une implication foete AGEs dans la physiopathologie des
complications du diabéte. La relation AGEs-stresglant est établie.
Dans le modéle du vieillissement artériel lié aaillissement, nous avons choisi d'étudier
'aspirine a faibles doses, en raison de l'effitdaile cette molécule dans la prévention
primaire et secondaire des accidents vasculairedeeson action sur le stress oxydant.
L’administration d’aspirine a faibles doses dansniedele de vieillissement artériel diminue
la survenue de certaines anomalies pariétalegjaegj notamment la répartition du contigent
collagénique et prévient la survenue de la dysfonatndothéliale étudiée par la relaxation
endothélium-dépendante chez des animaux d’age m@&amallelement, il est constaté une
diminution significative d’'un des marqueurs du strexydant aortique, le 8SOHdG.
Dans le modéle de vieillissement artériel lié abdie, 'aminoguanidine a été choisie étant la
molécule de référence dans l'inhibition de la sgsth des AGEs. Dans ce modéle,
ladministration d’aminoguanidine permet égalemdat diminution de survenue des
anomalies de la paroi aortique et la préventiotada dysfonction endothéliale étudiée par la
relaxation-endothélium-dépendante.
Ainsi, le premier modéle confirme le réle déternmndu stress oxydant dans la génése du
vieillissement artériel lié a I'age, le deuxiemerfde déterminant du systeme AGE-RAGE
dans la physiopathologie des complications du déalea prévention de certaines anomalies
artérielles induites par le vieillissement physgitpue lié a I'age ou accéléré lié au diabete
serait donc possible notamment la dysfonction dréliaie mais cela nécessite I'instauration
d’un traitement avant ou rapidement apres 'apjperite la dysfonction endothéliale. Dans
les 2 modeles étudiés, une instauration tardivetrdilement alors que la dysfonction
endothéliale est établie ne restaure pas cettéedern
Nos travaux apportent des éléments nouveaux positigmner la fonction endothéliale
comme cible thérapeutique. lls incitent dans leslées étudiés a traiter précocément voire
avant I'apparition de la dysfonction endothéligéress oxydant et systeme AGE-RAGE sont

intimement liés, sont impliqués dans la dysfonctemdothéliale et sont donc des cibles



thérapeutiques privilégiées pour la préventionrdatadies vasculaires. Les connaissances sur
les AGEs et le stress oxydant se précisent, peaimtesins doute de développer des agents
plus spécifiques ou de mieux comprendre le mécanidfaction de molécules déja trés

utilisées telles que l'aspirine.






Reéférences

Alderson NL, Chachich ME, Youssef NN, Beattie RJ, Bichtigal M, Thorpe SR, Baynes
JW. The AGE inhibitor pyridoxamine inhibits lipemiacxevelopment of renal and vascular
disease in Zucker obese rd{s&ney Int.2003;63:2123-33

Algotsson A, Nordberg A, Winblad B.Influence of age and gender on skin vessel raactiv
to endothelium-dependent and endothelium-indepandeasodilators tested with
iontophoresis and a laser Doppler perfusion imagdeGerontol A Biol Sci Med Sci
1995;50:M121-7

Angulo J, Rodriguez-Manas L, Peiro C, Neira M, Marn J, Sanchez-Ferrer CF.
Impairment of nitric oxide-mediated relaxationsaimaesthetized autoperfused streptozotocin-
induced diabetic rats. Naunyn Schmiedebéngs Pharmacal 1998;358:529-37

Angulo J, Cuevas P, Fernandez A, Gabancho S, Allorg, Martin-Morales A, Moncada

I, Videla S, Saenz de Tejada |.Diabetes impairs endothelium-dependent relaxatibn
human penile vascular tissues mediated by NO andFEBiochem Biophys Res Commun
2003;312:1202-8

Antiplatelet Trialists’ Collaboration. Collaborative meta-analysis of randomised tridls o
antiplatelet therapy for prevention of death, mydi infarction, and stroke in high-risk
patientsBr Med J.324,71-86, 2002

Appleton I, Tomlinson A, Willoughby DA. Induction of cyclo-oxygenase and nitric oxide
synthase in inflammation. Adv Pharmacol. 1996;35/87

Archer SL, Huang JMC, Hampl V, et al. Nitric oxide and GMP cause vasorelaxation by
activation of a charybdotoxin-sensitive K channgldisMP-dependent protein kinageroc
Natl Acad Sci1994;91:7583-7587

Archibald V, Cotter MA, Keegan A, Cameron NE. Contraction and relaxation of aortas
from diabetic rats: effects of chronic anti-oxidamd aminoguanidine treatments. Naunyn
Schmiedeberg#rch Pharmacol1996;353:584-91

Asai K, Kudej RK, Shen YT, Yang GP, Takagi G, Kudej AB, Geng YJ, Sato N,
Nazareno JB, Vatner DE, Natividad F, Bishop SP, Vaer SF. Peripheral vascular
endothelial dysfunction and apoptosis in old momskeyrterioscler Thromb Vasc Biol.
2000;20:1493-9

Atkinson J, Tatchum-Talom R, Capdeville- Atkinson C Reduction of endothelial function
with age in mesenteric arterial bed of the normsitenrat.Br J Pharmacol1994;111:1184-
1188

Awtry EH, Loscalzo J. Aspirin. Circulation. 2000;10:1206-18



Barton M, Cosentino F, Brandes RP, Moreau P, Shaw ,SLischer TF. Anatomic
heterogeneity of vascular aging: role of nitric dxi and endothelinHypertension.
1997;30:817-24

Bailey AJ, Paul RG, Knott L. Mechanisms of maturation and ageing of collagdech
Ageing Dev1998;106:1-56

Baynes JW. The role of AGEs in aging: causation or correlaticexp Gerontol.
2001;36:1527-1537

Becker BF, Heindl B, Kupatt C, Zahler S.Endothelial function and hemostastsKardiol.
2000;89:160-7

Berger JS, Roncaglioni MC, Avanzini F, Pangrazzi I;Tognoni G and Brown DL. Aspirin
for the primary prevention of cardiovascular evantsvomen and men: a sex-specific meta-
analysis of randomized controlled trialsAm Med Asso006; 295:306-313

Billiar TR. The delicate balance of nitric oxide and superexid liver pathology.
Gastroenterologyl1995;108:603-605

Bogatcheva NV, Garcia JG, Verin AD. Molecular mechanisms of thrombin-induced
endothelial cell permeabilitBiochemistry2002 ;67:75-84

Bohlen HG, Lash JM. Topical hyperglycemia rapidly supresses EDRF ntedia
vasodilation of normal rat arterioledm. J. Physiol1993;265:219-225

Bohlen HG, Lash JM. Endothelial-dependent vasodilation is preservednam-insulin-
dependent Zucker fatty diabetic radn J Physial1995;268:2366-74

Bolotina VM, Najibi S, Palacino JJ, et al.Nitric oxide directly activates calcium-dependent
potassium channels in vascular smooth musédure.1994;368:850-853

Boulanger C, Luscher TF. Release of endothelin from the porcine aorta. bitilbn by
endothelium-derived nitric oxidd.Clin Invest.1990;85:587-590

Brown NJ & Roberts LJ. Histamine, bradykinin and their antagonists In Goodman &
Gillman’s The Pharmacological Basis of Therapeut#)1;10th edn, ed. HARDMAN J &
LIMBIRD L, 645-669. McGraw Hill, New York, NY, USA

Brownlee M. Biochemistry and molecular cell biology of diabetiomplications.Nature.
2001;414:813-20

Bucala R, Tracey KJ and Cerami A Advanced glycosylation products quench nitricdexi
and mediate defective endothelium-dependent vasatin in experimental diabetekClin
Invest1991;87: 432-438

Bucciarelli LG, Wendt T, Qu W, Lu Y, Lalla E, Rong LL, Goova MT, Moser B,
Kislinger T, Lee DC, Kashyap Y, Stern DM, Schmidt AM. RAGE blockade stabilizes
established atherosclerosis in diabetic apolip@moE&-null mice.Circulation. 2002;106:
2827-35



Busse R, Mulsch A, Fleming I. & Hecker M.Mechanisms of nitric oxide release from the
vascular endotheliun€Circulation. 1993;87:18—-25

Cameron NE, Cotter MA. Impaired contraction and relaxation in aorta frstmeptozotocin-
diabetic rats: role of polyol pathwaiabetologia 1992;35:1011-9

Campbell WB, Harder DR. Endothelium-derived hyperpolarizing factors andsodar
cytochrome P450 metabolites of arachidonic acidthe regulation of toneCirc Res.
1999;84:384-8

Campbell CL, Smyth S, Montalescot G and Steinhubl B. Aspirin dose for the prevention
of cardiovascular disease: a systematic reviesm Med Asso@007;297:2018-2024

Celermajer DS, Sorensen KE, Spiegelhalter DJ, Geoagopoulos D, Robinson J,
Deanfield JE. Aging is associated with endothelial dysfunctiorhealthy men years before
the age-related decline in wome&nAm Coll Cardiol.1994;24:471-6

Cernadas MR, Sanchez de Miguel L, Garcia-Duran M, @nzalez-Fernandez F, Millas |,
Montdén M, Rodrigo J, Rico L, Fernandez P, de Frutosl, Rodriguez-Feo JA, Guerra J,
Caramelo C, Casado S, Lépez-FarréExpression of constitutive and inducible nitriciaex
synthases in the vascular wall of young and agatg €Circ Res.1998;83:279-86

Chai S, Chai Q, Danielsen CC, Hjorth P, Nyengaard R, Ledet T, Yamaguchi Y,
Rasmussen LM, Wogensen LOverexpression of hyaluronan in the tunica meuamotes
the development of atherosclerogi&.c Res 2005;96:583-91

Chan NN, Vallance P, Colhoun HM. Endothelium-dependent and -independent vascular
dysfunction in type 1 diabetes: role of conventiomsk factors, sex, and glycemic control.
Arterioscler Thromb Vasc Bio2003;23:1048-54

Chang KC, Hsu KL, Tseng CD, Lin YD, Cho YL, Tseng ¥. Aminoguanidine prevents
arterial stiffening and cardiac hypertrophy in ptozotocin-induced diabetes in rai&: J
Pharmacol 2006;147:944-50

Chauhan A, More RS, Mullins PA, Taylor G, Petch C,Schofield PM. Aging-associated
endothelial dysfunction in humans is reversed byrginine. J Am Coll Cardiol.
1996;28:1796-804

Chinellato A, Pandolfo L, Ragazzi E, Zambonin MR, Foldi G, De Biasi M, Caparrotta
L, Fassina G.Effect of age on rabbit aortic responses to relaeadothelium-dependent and
endothelium-independent agerB$ood Vesselsl991;28:358-65

Cipollone F, lezzi A, Fazia M, Zucchelli M, Pini B,Cuccurullo C, De Cesare D, De Blasis
G, Muraro R, Bei R, Chiarelli F, Schmidt AM, Cuccurullo F, Mezzetti A. The receptor
RAGE as a progression factor amplifying arachiderddpendent inflammatory and
proteolytic response in human atherosclerotic paquole of glycemic controCirculation.
2003;108:1070-7



Chung HY, Kim HJ, Kim KW, Choi JS, Yu BP. Molecular inflammation hypothesis of
aging based on the anti-aging mechanism of catestriction.Microsc. Res. Tecl2002;59:
264-272

Clarkson P, Celermajer DS, Donald AE, Sampson M, Sensen KE, Adams M, Yue DK,
Betteridge DJ, Deanfield JE.Impaired vascular reactivity in insulin-dependei@betes
mellitus is related to disease duration and lowsdgriipoprotein cholesterol leveld. Am
Coll Cardiol. 1996;28:573-9

Cohen RA, Vanhoutte PM. Endothelium-dependent hyperpolarization. Beyoritdcnoxide
and cyclic cGMPCirculation. 1995;92:3337-3349

Colden-Stanfield M, Schilling WP, Ritchie AK, Eskin SG, Navarro LT, Kunze DL.
Bradykinin-induced increases in cytosolic calciuma #nic currents in cultured bovine aortic
endothelial cellirc Res.1987;61:632-40

Collaborative Group of the Primary Prevention Project. Low-dose aspirin and vitamin E
in people at cardiovascular risk: a randomised tniageneral practice_ancet.2001;357:89-
95

Cosson E, Pham 1, Valensi P, Paries J, Attali JR, inberg A. Impaired coronary
endothelium-dependent vasodilation is associatéia mvicroalbuminuria in patients with type
2 diabetes and angiographically normal coronamyrigs Diabetes Care2006;29:107-12

Crijns FR, Struijker Boudier HA, Wolffenbuttel BH. Arteriolar reactivity in conscious
diabetic rats: influence of aminoguanidine treatmBPrabetes.1998;47:918-23

Cyrus T, Sung S, Zhao L, Funk CD, Tang S and Pratw D. Effect of low-dose aspirin on
vascular inflammation, plaque stability, and atlgeroesis in low-density lipoprotein receptor-
deficient miceCirculation. 2002;106:1282-1287

Cyrus T, Yao Y, Tung LX and Pratico D. Stabilization of advanced atherosclerosis in low-
density lipoprotein receptor-deficient mice by apiAtherosclerosis2006;184:8-14

Damme B, Darmerb D and Pankowa DInduction of hepatic cytochrome P450 2El in rats
by acetylsalicylic acid or sodium salicylafeoxicology1996;106: 99-103

Danthuluri NR, Cybulsky MI, Brock TA. ACh-induced calcium transients in primary
cultures of rabbit aortic endothelial cellan J Physiol1988;255:549-53

Davidge ST, Hubel CA, McLaughlin MK. Impairment of vascular function is associated
with an age-related increase of lipid peroxidationats.Am J Physiol1996;271:625-31

Deng S, Deng PY, Jiang JL, Ye F, Yu J, Yang TL, DenHD and Li YJ. Aspirin protected
against endothelial damage induced by LDL: rolemflogenous NO synthase inhibitors in
rats.Acta Pharmacol Sir2004;25:1633-1639

DeSouza CA, Shapiro LF, Clevenger CM, Dinenno FA, Mnahan KD, Tanaka H, Seals
DR. Regular aerobic exercise prevents and restoregedafed declines in endothelium-
dependent vasodilation in healthy m@irculation. 2000;102:1351-7



De Zwart LL, Meeman J, Commandeur JN and VermeulerNP. Biomakers of free radical
damage applications in experimental animals andiumans.Free Radical Biol & Med.
1999;26: 202—-226

De Vriese AS, Verbeuren TJ, Van de Voorde J, Lames&r NH, Vanhoutte PM. Endothelial
dysfunction in diabete®r J Pharmacal 2000;130:963-74

Diederich D, Skopec J, Diederich A, Dai FX.Endothelial dysfunction in mesenteric
resistance arteries of diabetic rats: role of feskcals. Am J Physiol1994; 266:1153-61

Dragomir E, Manduteanu I, Voinea M, Costache G, Maea A and Simionescu M.
Aspirin rectifies calcium homeostasis, decreasastiee oxygen species, and increases NO
production in high glucose-exposed human endothekdls. J Diabetic Complications
2004;18: 289-299

Drexler H, Zeiher AM, Meinzer K, Just H. Correction of endothelial dysfunction in
coronary microcirculation of hypercholesterolaempatients by L-arginine.Lancet.
1991;33:1546-50

Eisele G, Schwedhelm E, Schieffer B, Tsikas D andBer RH. Acetylsalicylic acid inhibts
monocyte adhesion to endothelial cells by an agtlakve mechanismJ Cardiovasc
Pharmacol 2004; 43:514-521

El Midaoui A, Wu R, De Champlain J. Prevention of hypertension , hyperglycemia and
vascular oxidative stress by aspirin treatment hinoically glucose-fed ratslournal of
hypertension2002;20:1407-1412

Enderle MD, Benda N, Schmuelling RM, Haering HU, Péhl M. Preserved endothelial
function in IDDM patients, but not in NIDDM paties)tcompared with healthy subjects.
Diabetes Carel1998; 21:271-7

Endo K, Abiru T, Machida H, Kasuya Y, Kamata K. Endothelium-derived
hyperpolarizing factor does not contribute to thecrédase in endothelium-dependent
relaxation in the aorta of streptozotocin-inducébdtic ratsGen Pharmacol1995;26:149-
53

Etienne P, Pares-Herbute N, Mani-Ponset L, Gabriod, Rabesandratana H, Herbute S,
Monnier L. Phenotype modulation in primary cultuk#saortic smooth muscle cells from
streptozotocin-diabetic ratBifferentiation 1998;63:225-36

Facchiano F, Lentini A, Fogliano V, Mancarella S, Rssi C, Facchiano A, Capogrossi
MC. Sugar-induced modification of fibroblast growtlttiar 2 reduces its angiogenic activity
in vivo. Am J Pathol2002;161:531-41

Félétou M, Vanhoutte PM. EDHF: new therapeutic target$#®harmacological Research
2004,49:565-580



Fénina A, Geffroy Y, Minc C, Renaud Th, Sarlon E, 8rmet C. Les dépenses de
prévention et les dépenses de soins par patholgi&rance.Bulletin d’'Information en
Economie de la Sant2006;111

Fiordaliso F, Cuccovillo I, Bianchi R, Bai A, DoniM, Salio M, De Angelis N, Ghezzi P,
Latini R, Masson S.Cardiovascular oxidative stress is reduced by @& Anhibitor in a rat
model of streptozotocin-induced diabete$e Sci.2006;79:121-9

Fishman AP. Endothelium: a distributed organ of diverse calitéds. Ann N Y Acad Sci.
1982;401:1-8

Fitzgerald SM, Kemp-Harper BK, Tare M, Parkington HC. Role of endothelium-derived
hyperpolarizing factor in endothelial dysfunctiomrithg diabetes.Clin Exp Pharmacol
Physiol 2005;32:482-7

Forbes JM, Yee LT, Thallas V, Lassila M, Candido RJandeleit-Dahm KA, Thomas
MC, Burns WC, Deemer EK, Thorpe SR, Cooper ME, Alle TJ. Advanced glycation end
product interventions reduce diabetes-accelerdtest@sclerosidDiabetes2004;53:1813-23

Forstermann U, Closs El, Pollock JS, Nakane M, Schavz P, Gath I, Kleinert. Nitric
oxide synthase isozymes. Characterization, putifina molecular cloning, and functions.
Hypertension1994;23:1121-31

Forstermann U, Kleinert H. Nitric oxide synthase : expression and expressiooatrol of
the three isoformdArch of Pharmacol1995;352:351-364

Foucaud L, Bennasroune A, Klestadt D, Laval-Gilly R Falla J. Oxidative stress induction
by short time exposure to ozone on THP-1 cé&kicol In Vitro.2006;20:101-8

Fukao M, Hattori Y, Kanno M, Sakuma I, Kitabatake A. Alterations in endothelium-
dependent hyperpolarization and relaxation in miesenarteries from streptozotocin-induced
diabetic ratsBr J Pharmacal 1997;121:1383-91

Fulton D, McGiff JC, Quilley J. Role of phospholipase C and phospholipase A2amttric
oxide-independent vasodilator effect of bradykimrhe rat perfused heat.Pharmacol Exp
Ther. 1996;278:518-26

Furchgott RF, Zawadski JV. The obligatory role of endothelial cells in thdaseation of
arterial smooth muscle by acetylcholitNature.1980;28:373-376

Gargon G, Zerimech F, Hannothiaux M, Gosset P, Maih A, Marez T and Shirali P.
Antioxidant defense disruption by polycyclic arommahydrocarbons coated onto ,Bg
particles in human lung cells (A549)oxicology2001a;166:129-137,

Gargon G, Gosset P, Garry S, Marez T, Hannothiaux M and Shirali P. Pulmonary
induction of proinflammatory mediators followingetiat exposure to benz)pyrene coated
onto FeO; particles.Toxicol Lett2001b;121:107-117,



Gazis A, White DJ, Page SR, Cockcroft JREffect of oral vitamin E (alpha-tocopherol)
supplementation on vascular endothelial functiomype 2 diabetes mellitu®iabet Med
1999;16:304-11

Giugliano D, Ceriello A, Paolisso G.Oxidative stress and diabetic vascular complicetio
Diabetes Care1996;19:257-67

Gokce N, Keaney JF Jr, Hunter LM, Watkins MT, Menzaan JO, Vita JA. Risk
stratification for postoperative cardiovascular r#ge via noninvasive assessment of
endothelial function: a prospective stu@jrculation. 2002;105:1567-72

Goto K, Hama H, Kasuya Y.Molecular pharmacology and pathophysiological igance
of endothelin. Jpn J Pharmacol. 1996;72:261-90

Goto K, Fujii K, Onaka U, Abe | and Fujishima M. Angiotensin-converting enzyme
inhibitor prevents age-related endothelial dysfiomctHypertension2000;36:581-587

Grosser N and Schroder H.Aspirin protects endothelial cells from oxidanthdege via the
nitric oxide-cGMP pathwayArterioscler Thromb Vasc Bio2003;23:1345-1351

Hajdu MA, McElmurry RT, Heistad DD et al. Effects of aging on cerebral vascular
responses to serotonin in radsn J Physioll993264:2136-40

Haidet GC, Wennberg PW, Rector TS Aging and vasoreactivity : in vivo responses ia th
beagle hindlimbAm J Physiol1995;268:92-9

Halcox JP, Schenke WH, Zalos G, Mincemoyer R, PragaA, Waclawiw MA, Nour KR,
Quyyumi AA. Prognostic value of coronary vascular endotheliafuhction. Circulation.
2002;106:653-8

Halcox JP, Donald AE, Ellins E, Witte DR, Shipley M, Brunner EJ, Marmot MG,
Deanfield JE Endothelial function predicts progression of catatitima-media thickness.
Circulation.2009;119:1005-12

Hansson L, Zanchetti A, Carruthers SG, Dahlof B, Einfeldt D, Julius S, Ménard J,
Rahn KH, Wedel H, Westerling S.Effects of intensive blood-pressure lowering and-lo
dose aspirin in patients with hypertension: priatipesults of the Hypertension Optimal
Treatment (HOT) randomised trial. HOT Study Grougncet.1998;351:1755-62

Hattori Y, Kawasaki H, Abe K, Kanno M. Superoxide dismutase recovers altered
endothelium-dependent relaxation in diabetic rateaém J Physial1991;261:H1086-94

Haut Comité de Santé PubliqueActualités et dossier en Santé publique. 2004
Heickendorff L, Ledet T, Rasmussen LM. Glycosaminoglycans in the human aorta in
diabetes mellitus: a study of tunica media fromaar&ith and without atherosclerotic plaque.
Diabetologia 1994;37:286-92

Heitzer T, Just H, Minzel T. Antioxidant vitamin C improves endothelial dysftioa in
chronic smokersCirculation. 1996;94:6-9



Heygate KM, Lawrence |G, Bennett MA, Thurston H. Impaired endothelium-dependent
relaxation in isolated resistance arteries of spuewusly diabetic rat8r J Pharmacal
1995;116:3251-9.

Higashi Y, Sasaki S, Nakagawa K, Kimura M, Noma KHara K, Jitsuiki D, Goto C,
Oshima T, Chayama K, Yoshizumi M. Tetrahydrobiopterin improves aging-related
impairment of endothelium-dependent vasodilatiomoulgh increase in nitric oxide
production.Atherosclerosis2006;186:390-5

Hink U, Li H, Mollnau H, Oelze M, Matheis E, Hartmann M, Skatchkov M, Thaiss F,
Stahl RA, Warnholtz A, Meinertz T, Griendling K, Harrison DG, Forstermann U,
Munzel T. Mechanisms underlying endothelial dysfunction iabegtes mellitusCirc Res
2001;88:E14-22.

Hongo K, Nakagomi T, Kassell NF, Sasaki T, Lehman MVolimer DG, Tsukahara T,
Ogawa H, Torner J. Effects of aging and hypertension on endotheliwpehdent vascular
relaxation in rat carotid arter§atroke.1988;19:892-7

Husain S, Andrews NP, Mulcahy D, Panza JA, QuyyumiAA. Aspirin improves
endothelial dysfunction in atherosclero€is.culation. 1998;97:716-20

Huxley R, Barzi F, Woodward M. Excess risk of fatal coronary heart disease agtauti
with diabetes in men and women: meta-analysis opr®@spective cohort studieBr.Med J.
2006;332:73-8.

Hwang ES and Kimb GH. Biomarkers for oxidative stress status of DNAjids, and
proteins in vitro and in vivo cancer research. Tology. 2007;229:1-10

Insee Premiére.2006;1089

Jarvisalo MJ, Putto-Laurila A, Jartti L, Lehtimaki T, Solakivi T, Ronnemaa T,
Raitakari OT. Carotid artery intima-media thickness in childrefth type 1 diabetes.
Diabetes 2002;51:493-8

Jensen-Urstad K, Johansson JGender difference in age-related changes in vascul
function.J Intern Med2001;250:29-36

Jung KJ, Kim JY, Zou Y, Kim YJ, Yu BP and Chung HY. Effect of short-term, low-dose
aspirin supplementation on the activation of prilaimmatory NF«xB in aged ratsMech
Ageing Dev2006;127:223-230

Kalgutkar AS, Kozak KR, Crews BC, Hochgesang GP Jr,Marnett LJ. Covalent
modification of cyclooxygenase-2 (COX-2) by 2-acsfohenyl alkyl sulfides, a new class of
selective COX-2 inactivatord.Med Chem1998;41:4800-18

Kalkman EA, van Suylen RJ, van Dijk JP, Saxena PR rad Schoemaker RG Chronic
aspirin treatment affects collagen deposition in-imdarcted myocardium during remodeling
after coronary artery ligation in the rdtMol Cell Cardiol1995;27:2483-2494



Kato T, Iwama Y, Okumura K, Hashimoto H, Ito T, Satake T. Prostaglandin H2 may be
the endothelium-derived contracting factor relealsgdicetylcholine in the aorta of the rat.
Hypertension1990;15:475-8

Keegan A, Walbank H, Cotter MA, Cameron NE. Chronic vitamin E treatment prevents
defective endothelium-dependent relaxation in diabat aortaDiabetologia.1995;38:1475-
8

Khan F, Cohen RA, Ruderman NB, Chipkin SR, CoffmanJD. Vasodilator responses in
the forearm skin of patients with insulin-dependaiabetes mellitusvasc Med1996;1:187-
93

Khan F, Cohen RA, Ruderman NB, Chipkin SR, CoffmanJD. Vasodilator responses in
the forearm skin of patients with insulin-dependaiabetes mellitusvasc Med1996;1:187-
93

Landmesser U, Hornig B, Drexler H Endothelial function: a critical determinant in
atherosclerosis@irculation. 2004;109:27-33

Kim HJ, Kim KW, Yu BP, Chung HY. The effect of age on cyclooxygenase-2 gene
expression: NF-kappaB activavation and lkappaBalpégradationFree Radic. Biol. Med.
2000;28:683-692

Koga T, Takata Y, Kobayashi K, Takishita S, Yamasha Y and Fujishima M. Ageing
suppresses endothelium-dependent relaxation andrajes contraction mediated by the
muscarinic receptors in vascular smooth muscle ofmotensive Wistar—Kyoto and
spontaneously hypertensive ratddypertens1988;(Suppl) 6: S243-S245

Koltai MZ, Hadhazy P, Posa |, Kocsis E, Winkler G,Rosen P, Pogatsa GQCharacteristics
of coronary endothelial dysfunction in experimerdalbetesCardiovasc Res1997;34:157-
63

King CF, Luscher TF. Different mechanisms of endothelial dysfunctiorthwaging and
hypertension in rat aortélypertension1995;25:194-200

Kuvin JT, Patel AR, Sliney KA, Pandian NG, Rand WM, Udelson JE, Karas RH.
Peripheral vascular endothelial function testingaaninvasive indicator of coronary artery
diseaseJ Am Coll Cardiol 2001;38:1843-9

Kuvin JT, Karas RH. Clinical utility of endothelial function testingeady for prime time?
Circulation. 2003;107:3243-7

Lakatta EG. Arterial and cardiac aging: major shareholderscardiovascular disease
Enterprises: Part Ill: Cellular and Molecular CluesHeart and Arterial AgingCirculation.
2003;107:490-497

Lambert J, Aarsen M, Donker AJ, Stehouwer CD. Endothelium-dependent and -
independent vasodilation of large arteries in naklmominuric insulin-dependent diabetes
mellitus. Arterioscler Thromb Vasc Biol996;16:705-11



Landmesser U, Hornig B, Drexler H. Endothelial function: a critical determinant in
atherosclerosis@irculation. 2004;109:27-33

Lefer DJ, Scalia R, Campbell B, Nossuli T, HaywardR, Salamon M, Grayson J, Lefer
AM. Peroxynitrite inhibits leukocyte-endothelial cdhteractions and protects against
ischemia-reperfusion injury in rat$ Clin Invest.1997;99:684-91

Lekakis J, Papamichael C, Anastasiou H, Alevizaki M Desses N, Souvatzoglou A,
Stamatelopoulos S, Koutras DA Endothelial dysfunction of conduit arteries irsuifin-
dependent diabetes mellitus without microalbumew@ardiovasc Resl997;34:164-8

Lerman A, Burnett JC Jr, Higano ST, McKinley LJ, Holmes DR Jr. Long-term L-
arginine supplementation improves small-vessel amnp endothelial function in humans.
Circulation. 1998;97:2123-8

Li SY, Du M, Dolence EK, Fang CX et al.Aging induces cardiac diastolic dysfunction,
oxidative stress, accumulation of advanced glycadndproducts and protein modification.
Aging Cell.2005;4:57-64

Li Z, Froehlich J, Galis ZS, et al.Increased expression of matrix metalloproteinageile
thickened intima of aged ratdypertension1999;33:116-123

Lin L, Nasjletti A. Prostanoid-mediated vascular contraction in noemsive and
hypertensive rat&ur J Pharmacol1992;220:49-53

Lindsay RM, Peet RS, Wilkie GS, Rossiter SP, SmitW/, Baird JD, Williams BC. In vivo
and in vitro evidence of altered nitric oxide metkdm in the spontaneously diabetic, insulin-
dependent BB/Edinburgh rd&&r J Pharmacal 1997;120:1-6.

Loeppen S, Koehle C, Buchmann A and Schwarz MA B-catenin-dependent pathway
regulates expression of cytochrome P450 isoformsause liver tumorsCarcinogenesis.
2005;26:239-248

Loft S, Deng XS, Tuo J, Wellejus A, Sgrensen M anBoulsen HE Experimental study of
oxidative DNA damage-ree Radical Res1998;29:525-539

Loll PJ, Sharkey CT, O'Connor SJ, Dooley CM, O'Brien E, Devocelle M, Nolan KB,
Selinsky BS, Fitzgerald DJ.O-acetylsalicylhnydroxamic acid, a novel acetylatingibitor of
prostaglandin H2 synthase: structural and functiameracterization of enzyme-inhibitor
interactionsMol Pharmacol.2001;60:1407-13

Ludmer PL, Selwyn AP, Shook TL, Wayne RR, Mudge GH Alexander RW, Ganz P.
Paradoxical vasoconstriction induced by acetylet®ln atherosclerotic coronary arteribs.
Engl J Med 1986;315:1046-51

Lyons CR, Orloff GJ, Cunningham JM. Molecular cloning and functional expression of an
inductible nitric oxide synthase from a murine nuogdrage cell line.J Biol Chem.
1992;267:6370-6374



MacAllister RJ, Calver AL, Collier J, Edwards CM, H erreros B, Nussey SS, Vallance P.
Vascular and hormonal responses to arginine: payvisf substrate for nitric oxide or non-
specific effect™lin Sci (Lond).1995;89:183-90

Magen E, Viskoper JR, Mishal J, Priluk R, London Dand Yosefy C.Effects of low-dose
aspirin  on blood pressure and endothelial functiof treated hypertensive
hypercholesterolaemic subjecisHum Hypertens2005;19: 667-673

Marnett LJ . Oxyradicals and DNA damaggarcinogenesis2000;21:361-370

Matz RL, Andriantsitohaina R. Age-related endothelial dysfunction : potentiaplivations
for pharmacotherapyrugs Aging.2003;20:527-50

Matz RL, Schott C, Stoclet JC, Andriantsitohaina R.Age-related endothelial dysfunction
with respect to nitric oxide, endothelium-derivegblrpolarizing factor and cyclooxygenase
productsPhysiol Res2000;49:11-8

Matz RL, de Sotomayor MA, Schott C, Stoclet JC, Andantsitohaina R. Vascular bed
heterogeneity in age-related endothelial dysfumctiith respect to NO and eicosanoiBs.J
Pharmacol.2000;131:303-11

May JM. How does acid ascorbic prevent endothelial dydfan ? Free Radic BiolMed.
2000;28:1421-9

Mayhan WG, Faraci FM, Baumbach GL et al. Effects of aging on responses of cerebral
arteriolesAm J Physiol1990;258:1138-43

Mayhan WG, Simmons LK, Sharpe GM. Mechanism of impaired responses of cerebral
arterioles during diabetes mellitlsm J Physial1991;260:319-26

McNally PG, Watt PA, Rimmer T, Burden AC, Hearnshaw JR, Thurston H. Impaired
contraction and endothelium-dependent relaxatiosotated resistance vessels from patients
with insulin-dependent diabetes mellit@in Sci (Lond).1994;87:31-6

The Medical Research Council's General Practice Rearch Framework Thrombosis
prevention trial: randomised trial of low-intensityal anticoagulation with warfarin and low-
dose aspirin in the primary prevention of ischaehmart disease in men at increased risk.
Lancet.1998;351:233-41

Meng J, Sakata N, Takebayashi S, Asano T, Futata TNagai R, Ikeda K, Horiuchi S,
Myint T, Taniguchi N. Glycoxidation in aortic collagen from STZ-inducdihbetic rats and
its relevance to vascular damageherosclerosis1998;136:355-65

Michel JB, Heudes D, Michel O, et al.Effect of chronic ANG I-converting enzyme
inhibition on aging processes: II: large arteris J Physiol1994;267:R124—R135

Minshall RD, Tiruppathi C, Vogel SM, Malik AB. Vesicle formation and trafficking in
endothelial cells and regulation of endothelial riear function. Histochem Cell Biol
2002;117:105-12



Mitchell JA, Warner TD. Cyclo-oxygenase-2: pharmacology, physiology, bématstry and
relevance to NSAID therapfr J Pharmacol1999;128:1121-32

Modena MG, Bonetti L, Coppi F, Bursi F, Rossi R.Prognostic role of reversible
endothelial dysfunction in hypertensive postmengphuwomen.J Am Coll Cardiol
2002;40:505-10

Mgller P and Wallin H. Adduct formation, mutagenesis and nucleotide éxcisepair of
DNA damage produced by reactive oxygen specieslipitt peroxidation productsMutat
Res.1998;410:271-290

Molnar J, Yu S, Mzhavia N, Pau C, Chereshnev |, Dasky HM Diabetes induces
endothelial dysfunction but does not increase ngnal formation in high-fat diet fed
C57BL/6J miceCirc Res2005;96:1178-84.

Moncada S, Palmer RM, Higgs EA. Nitric oxide: physiology, pathophysiology, and
pharmacologyPharmacol Rev1991;43:109-42

Moncada S, Higgs EA.Molecular mechanism and therapeutic strategiesta@lto nitric
oxide.FASEB J1995;9:1319-1330

Moncada S, Vane JRPharmacology and endogenous roles of prostaglardioperoxides,
thromboxane A2, and prostacycliPharmacol Rev1978;30:293-331

Moritoki H, Hosoki E, Ishida Y. Age-related decrease in endothelium-dependentodila
response to histamine in rat mesenteric arteay.J Pharmacol1986;126:61-7

Morrish NJ, Stevens LK, Head J, Fuller JH, Jarrett RJ, Keen H. A prospective study of
mortality among middle-aged diabetic patients (tbedon Cohort of the WHO Multinational
Study of Vascular Disease in Diabetics) I: Causesl aleath rates.Diabetologia
1990,33:538-541

Murray C.J.L., and Lopez A.D. Alternative projections of mortality and disahyliby cause,
1990-2020Global burden of disease studyancet. 1997;349:1498-1504

Narayanan S.Aldose reductase and its inhibition in the contrbldiabetic complications.
Ann Clin Lab Sci1993;23:148-58

Narumiya S, Sugimoto Y, Ushikubi F.Prostanoid receptors: structures, properties, and
functions.Physiol Rev1999;79:1193-226

Nitenberg A, Valensi P, Sachs R, Dali M, Aptecar EAttali JR. Impairment of coronary
vascular reserve and ACh-induced coronary vasaahlatin diabetic patients with
angiographically normal coronary arteries and ndriheét ventricular systolic function.
Diabetes 1993;42:1017-25

Nitenberg A, Valensi P, Sachs R, Cosson E, AttaliR] Antony |. Prognostic value of
epicardial coronary artery constriction to the cpitdssor test in type 2 diabetic patients with
angiographically normal coronary arteries and rieeotajor coronary risk factorBiabetes
Care 2004;27:208-15



Ogawa K, Imai M, Ogawa T, Tsukamoto Y, Sasaki FCaveolar and intercellular channels
provide major transport pathways of macromolecal@®ss vascular endothelial cellsat
Rec.2001;264:32-42

Oates PJ.Aldose reductase, still a compelling target foabditic neuropathyCurr Drug
Targets.2008;9:14-36

Otsuka Long-Evans Tokushima. Fatty rat, a model of spontaneous NIDDBiabetes.
1998;47:82-6

Ozyazgan S, Unlucerci Y, Bekpinar S, Akkan AG.Impaired relaxation in aorta from
streptozotocin-diabetic rats: effect of aminoguared AMNG) treatmentint J Exp Diabetes
Res.2000;1:145-53

Pacher P, Mabley JG, Soriano FG, Liaudet L, Komjati K, Szabo C. Endothelial
dysfunction in aging animals: the role of poly(ADBese) polymerase activatio®r J
Pharmacol.2002;135:1347-50

Pacher P, Szabo CRole of poly(ADP-ribose) polymerase-1 activatiarthe pathogenesis of
diabetic complications: endothelial dysfunction, agsommon underlying theméntioxid
Redox Signal2005;7:1568-80

Pannirselvam M, Verma S, Anderson TJ, Triggle CR.Cellular basis of endothelial
dysfunction in small mesenteric arteries from spoabusly diabetiadfp/db-/-) mice: Role of
decreased tetrahydrobiopterin bioavailabil®y.J Pharmacol2002;136:255-263

Papaioannou Gl, Seip RL, Grey NJ, Katten D, TaylorA, Inzucchi SE, Young LH,
Chyun DA, Davey JA, Wackers FJ, Iskandrian AE, Ratrer RE, Robinson EC, Carolan
S, Engel S, Heller GV.Brachial artery reactivity in asymptomatic patemith type 2
diabetes mellitus and microalbuminuria (from thetdd&on of Ischemia in Asymptomatic
Diabetics-brachial artery reactivity stud@m J Cardiol 2004;94:294-9

Park L, Raman KG, Lee KJ, Yan L, Ferran LJ, Chow WS, Stern D, Schmidt AM.
Suppression of accelerated diabetic atheroscletmsisoluble receptor for AGE (sRAGE).
Nat Med.1998;4:1025-1031

Patrono C, Coller B, FitzGerald GA, Hirsh J and Roh G. Platelet-active drugs: the
relationships among dose, effectiveness, and dfdet& the Seventh ACCP Conference on
Antithrombotic and Thrombolytic Therap@hest.2004;126:234S-264S

Patrono C, Garcia Rodriguez LA, Landolfi R and Baigent C. Low-dose aspirin for the
prevention of atherothrombosN.Engl J Med2005;353:2373-2383.

Pearson JD. Endothelial cell function and thrombosiBaillieres Best Pract Res Clin
Haematol.1999;12:329-41

Pelligrino DA, Koenig HM, Wang Q, Albrecht RF. Protein kinase C suppresses receptor-
mediated pial arteriolar relaxation in the diabedit Neuroreport.1994;5:417-20



Perticone F, Ceravolo R, Pujia A, Ventura G, lacopio S, Scozzafava A, Ferraro A,
Chello M, Mastroroberto P, Verdecchia P, SchillaciG. Prognostic significance of
endothelial dysfunction in hypertensive patie@sculation. 2001;104:191-196

Peto R, Gray R, Collins R, Wheatley K, Hennekens Clamrozik K, Warlow C, Hafner
B, Thompson E, Norton S, et alRandomised trial of prophylactic daily aspirin imit&h
male doctorsBr Med J (Clin Res Ed)1988;296:313-6

Pieper GM, Peltier BA. Amelioration by L-arginine of a dysfunctional arge/nitric oxide
pathway in diabetic endotheliu Cardiovasc Pharmacoll995;25:397-403

Pieper GM, Moore-Hilton G, Roza AM. Evaluation of the mechanism of endothelial
dysfunction in the genetically-diabetic BB rhife Sci.1996;58:147-52

Pieper GM, Langenstroer P, Siebeneich WDiabetic-induced endothelial dysfunction in rat
aorta: role of hydroxyl radical€ardiovasc Resl997;34:145-56

Pieper GM, Adams MB, Roza AM. Pancreatic transplantation reverses endothelial
dysfunction in experimental diabetes mellit8sirgery 1998;123:89-95

Pieper GM. Enhanced, unaltered and impaired nitric oxide-atedi endothelium-dependent
relaxation in experimental diabetes mellitus: intapnce of disease duratioDiabetologia.
1999;42:204-13

Podhaisky HP, Abate A, Polte T, Oberle S, Schroddfl. Aspirin protects endothelial cells
from oxidative-possible synergism with vitaminfEBS Letter.1997:417;349-351

Preissner KT, Nawroth PP, Kanse SM. Vascular protease receptors: integrating
haemostasis and endothelial cell functiahBathol.2000;190:360-72

Preli RB, Klein KP, Herrington DM. Vascular effects of dietary L-arginine
supplementatiormtherosclerosis2002;162:1-15

Pries AR, Secomb TW, Gaehtgens PThe endothelial surface layePflugers Arch
2000;440:653-66

Rahmani MA, Mangroo T, Neves M Bienaime M, Wiggins S Williams J et al. Effect of
aspirin on the contractility of aortic rings in nit from spontaneously hypertensive rats.
Artery 1993;20:135-146

Renard CB, Kramer F, Johansson F, Lamharzi N, Tannok LR, von Herrath MG, Chait
A, Bornfeldt KE. Diabetes and diabetes-associated lipid abnoreslitave distinct effects
on initiation and progression of atherosclerotgidas.J Clin Invest 2004;114:659-68

Richter C. Oxidative damage to mitochondrial DNA and itsateinship to ageingint J
Biochem Cell Biol1995;27:647-653

Rodriguez-Martinez MA, Alonso MJ, Redondo J, Salaies M and Marin J. Role of lipid
peroxidation and the glutathione-dependent antamtidsystem in the impairment of
endothelium-dependent relaxations with dyeJ Pharmacol1998;123:113-121



Rodriguez-Manas L, Angulo J, Vallejo S, Peiro C, Sachez-Ferrer A, Cercas E, Lopez-
Doriga P, Sanchez-Ferrer CF.Early and intermediate Amadori glycosylation adduc
oxidative stress, and endothelial dysfunction ie ttreptozotocin-induced diabetic rats
vasculatureDiabetologia.2003;46:556-66

Ross R.Atherosclerosis--an inflammatory diseaeEngl J Med1999;340:115-26

Rubanyi GM, Polokoff MA. Endothelins:molecular biology, biochemistry, phacology,
physiology, and pathophysiologyharmacol Rev1994;46:325-415

Rubanyi GM, Vanhoutte PM. Superoxide anions and hyperoxia inactivate endiathe
derived relaxing factorAm J Physial1986;250:H822-7

Rumble JR, Cooper ME, Soulis T, Cox A, Wu L, YousdeS, Jasik M, Jerums G, Gilbert
RE. Vascular hypertrophy in experimental diabetes. Rbladvanced glycation end products.
J Clin Invest 1997;99:1016-27

Saenz de Tejada |, Goldstein I, Azadzoi K, Krane RJCohen RA Impaired neurogenic
and endothelium-mediated relaxation of penile smowoiuscle from diabetic men with
impotenceN Engl J Med 1989;320:1025-30

Sakamoto S, Minami K, Niwa Y, Ohnaka M, Nakaya Y, Mzuno A, Kuwajima M, Shima

K. Effect of exercise training and food restrictiam @endothelium-dependent relaxation in the
Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty rat, a model ménsaneous NIDDM.Diabetes.
1998;47:82-6

Sanmuganathan PS, Ghahramani P, Jackson PR, WalliEJ, Ramsay LE Aspirin for
primary prevention of coronary heart disease: gadatl absolute benefit related to coronary
risk derived from meta-analysis of randomised sridkeart. 2001;85:265-71

Sarabi M, Millgard J, Lind L. Effects of age, gender and metabolic factors alo#elium-
dependent vasodilation: a population-based stilittytern Med.1999;246:265-74

Schachinger V, Britten MB, Zeiher AM. Prognostic impact of coronary vasodilator
dysfunction on adverse long-term outcome of corpnaeart disease.Circulation.
2000;101:1899-1906

Schmidt AM, Hasu M, Popov D, Zhang JH, Chen J, YargD, Brett J, Cao R, Kuwabara
K, Costache G, et al.Receptor for advanced glycation end products (AGtas a central
role in vessel wall interactions and gene activaiio response to circulating AGE proteins.
Proc Natl Acad Sci U S A994;91:8807-11

Schmidt AM, Horio O, Li Jf, Grandall J, Zhang J, Cao R, Yan Sd, Brett J, Stern D.
Advanced glycation endproducts interacting withrtleadothelial receptor induce expression
of vascular cell adhesion mollecule-l (VCAM-I) iultured human endothelial cells and in
mice. A potential mechanism for the accelerateccwapathy of diabetes] Clin Invest.
1995;96:1395-403.



Scotland RS, Morales-Ruiz M, Chen Y, Yu J, Rudic RDFulton D, Gratton JP, Sessa
WC. Functional reconstitution of endothelial nitric d&i synthase reveals the importance of
serine 1179 in endothelium-dependent vasomo@an. Res.2002;90:904-10

Seibold SA, Ball T, Hsi LC, Mills DA, Abeysinghe RD Micielli R, Rieke CJ, Cukier RI,
Smith WL. Histidine 386 and its role in cyclooxygenase aratogidase catalysis by
prostaglandin-endoperoxide H synthageBiol Chem2003;278:46163-70

Shestakova MV, Jarek-Martynowa IR, Ivanishina NS, Kuharenko SS, Yadrihinskaya
MN, Aleksandrov AA, Dedov Il. Role of endothelial dysfunction in the developmenht
cardiorenal syndrome in patients with type 1 diabemellitus.Diabetes Res Clin Pract.
2005;68:65-72

Shimizu K, Muramatsu M, Kakegawa Y, Asano H, Toki Y, Miyazaki Y, Okumura K,
Hashimoto H, Ito T. Role of prostaglandin H2 as an endothelium-deris@atracting factor
in diabetic stateDiabetes 1993;42:1246-52

Shimizu |, Toda N. Alterations with age of the response to vasodibatagents in isolated
mesenteric arteries of the beagi®s.J Pharmacol1986;89:769-78

Shimokawa H. Primary endothelial dysfunction: atherosclerdsief Mol Coll Cardiol.
1999;31,23-37

Shin WS, Sasaki T, Kato M, Hara K, Seko A, Yang WD Shimamoto N, Sugimoto T,
Toyo-oka T. Autocrine and paracrine effects of endotheliumyaer relaxing factor on
intracellular Ca2+ of endothelial cells and vascidmooth muscle cells. Identification by
two-dimensional image analysis in coculturdiol Chem1992;267:20377-82

Simionescu M, Gafencu A, Antohe F.Transcytosis of plasma macromolecules in
endothelial cells: a cell biological survaéyicrosc Res Tecl2002;57:269-88

Simons LA, von Konigsmark M, Simons J, Stocker R, €lermajer DS. Vitamin E
ingestion does not improve arterial endothelialfalystion in older adultsAtherosclerosis.
1999;143:193-9

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzano MD,
Fujimoto EK, Goeke NM, Olson BJ, Klenk DC. Measurement of protein using
bicinchoninic acid. Anal Biochem.1985 Oct;150(1):76-85. Erratum in: Anal Biochem
1987;163:279

Smits P, Kapma JA, Jacobs MC, Lutterman J, Thien T.Endothelium-dependent vascular
relaxation in patients with type | diabetE€sabetes.1993;42:148-53

Soriano FG, Virag L, Jagtap P, Szabo E, Mabley JGl.iaudet L, Marton A, Hoyt DG,
Murthy KG, Salzman AL, Southan GJ, Szabo CDiabetic endothelial dysfunction: the role
of poly(ADP-ribose) polymerase activatiddat Med.2001a;7:108-13

Soriano FG, Pacher P, Mabley J, Liaudet L, Szabo CRapid reversal of the diabetic
endothelial dysfunction by pharmacological inhiditiof poly(ADP-ribose) polymeras€irc
Res.2001b;89:684-91



Spinetti G, Wang M, Monticone R, et al.Rat aortic MCP-1 and its receptor CCR2 increase
with age and alter vascular smooth muscle cell tfanc Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2004;24:1397-402

Stadler K, Jenei V, Somogyi A, Jakus JBeneficial effects of aminoguanidine on the
cardiovascular system of diabetic rddsabetes Metab Res Re2005;21:189-96

Stamler JS.Redox signaling: nitrosylation and related taligegractions of nitric oxideCell.
1994;78:931-6

Steering Committee of the Physicians' Health Studfresearch Group.Final report on the
aspirin component of the ongoing Physicians' Heattidy N Engl J Med1989;321:129-35

Stoclet JC, Muller B, Gyorgy K, Andriantsiothaina R, Kleschyov AL. The inducible nitric
oxide synthase in vascular and cardiac tiseue.J Pharmacol1999;375:139-55

Sun M, Yokoyama M, Ishiwata T, Asano G.Deposition of advanced glycation end
products (AGE) and expression of the receptor f@EAiIn cardiovascular tissue of the
diabetic ratint J Exp Pathol1998;79:207-22

Suwaidi JA, Hamasaki S, Higano ST, Nishimura RA, Hbmes DR Jr, Lerman A. Long-
term follow-up of patients with mild coronary anedisease and endothelial dysfunction.
Circulation. 2000;101:948-954

Szabo C.Role of nitrosative stress in the pathogenesisaietic vascular dysfunctioir J
Pharmacol.2009 Feb 6. [Epub ahead of print]

Taddei S, Virdis A, Mattei P, Ghiadoni L, Gennari A, Fasolo CB, Sudano I, Salvetti A.
Aging and Endothelial Function in Normotensive St and Patients With Essential
HypertensionCirculation. 1995;91:1981-7

Taddei S, Virdis A, Mattei P, Ghiadoni L, Fasolo CB Sudano I, Salvetti A.Hypertension
causes premature aging of endothelial functioruimdns Hypertension1997;29:736-43

Taddei S, Virdis A, Ghiadoni L, Salvetti G, Bernini G, Magagna A, Salvetti A.Age-
related reduction of NO availability and oxidativ&ress in humansHypertension.
2001;38:274-9

Taddei S, Virdis A, Ghiadoni L, Versari D and Salvéti A. Endothelium, aging, and
hypertension.Curr Hypertens Re2006;8:84-89

Tan KC, Chow WS, Ai VH, Metz C, Bucala R, Lam KS.Advanced glycation end products
and endothelial dysfunction in type 2 diabef@sbetes Care2002;25:1055-9

Targonski PV, Bonetti PO, Pumper GM, Higano ST, Haines DR Jr, Lerman A Coronary
endothelial dysfunction is associated with an iasesl risk of cerebrovascular events.
Circulation. 2003;107:2805-2809



Taubert D, Berkels R, Grosser N, Schroder H, Grundmann D and Schomig E Aspirin
induces nitric oxide release from vascular endaih&l a novel mechanism of actioBr J
Pharmacol2004;143:159-165

Tauseef M, Sharma KK, Fahim M. Aspirin restores normal baroreflex function in
hypercholesterolemic rats by its antioxidative @ctEur J Pharmacol2007;556:136-43

Taylor PD, Wickenden AD, Mirrlees DJ, Poston L Endothelial function in the isolated
perfused mesentery and aortae of rats with streoin-induced diabetes: effect of
treatment with the aldose reductase inhibitor, pestat.Br J Pharmacol1994;111:42-8

Taylor PD, McCarthy AL, Thomas CR, Poston L. Endothelium-dependent relaxation and
noradrenaline sensitivity in mesenteric resistaateries of streptozotocin-induced diabetic
rats.Br J Pharmacol1992;107:393-9

Tesfamariam B, Cohen RA.Free radicals mediate endothelial cell dysfuncttansed by
elevated glucosém J Physial1992;263:321-6

Tesfamariam B, Palacino JJ, Weisbrod RM, Cohen RA.Aldose reductase inhibition
restores endothelial cell function in diabetic rnabborta. J Cardiovasc Pharmacol
1993;21:205-11

Ting HH, Timimi FK, Boles KS, Creager SJ, Ganz P, @eager MA. Vitamin C improves
endothelium-dependent vasodilation in patients with-insulin-dependent diabetes mellitus.
J Clin Invest1996;97:22-8

Toborek M, Kaiser S. Endothelial cell functions. Relationship to atlggpesisBasic Res
Cardiol. 1999;94:295-314

Thornalley PJ. Use of aminoguanidine (Pimagedine) to preventfthmation of advanced
glycation endproduct#irch Biochem Biophy2003;419:31-40

Toyokuni S, Tanaka T, Hattori Y, Nishiyama Y, Yoshda A, Uchida K, Hiai H, Ochi H
and Osawa T Quantitative immunohistochemical determination 8&thydroxy-2'-
deoxyguanosine by a monoclonal antibody N45.1agplication to ferric nitrilotriacetate-
induced renal carcinogenesis modelb Invest1997.76:365-374

Vallejo S, Angulo J, Peiro C, Sanchez-Ferrer A, Ceas E, Llergo JL, Nevado J,

Sanchez-Ferrer CF, Rodriguez-Manas L. Prevention of endothelial dysfunction in
streptozotocin-induced diabetic rats by gliclaziteatment.J Diabetes Complications.
2000;14:224-33

van der Loo B, Labugger R, Skepper JN, Bachschmid MKilo J, Powell JM, Palacios-
Callender M, Erusalimsky JD, Quaschning T, Malinski T, Gygi D, Ullrich V, Luscher
TF. Enhanced peroxynitrite formation is associatedhwiascular agingJ Exp Med.
2000;192:1731-44

Vane JR, Botting RM. Anti-inflammatory drugs and their mechanism ofi@tt Inflamm
Res.1998;47



Vanhoutte PM. Endothelium and control of vascular functibtypertension1989;13:658-67

Vanhoutte PM. How to assess endothelial function in human bleessels.J Hypertens.
1999;17:1047-58

Vecchione C, Brandes RP.Withdrawal of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyma
reductase inhibitors elicits oxidative stress amtlices endothelial dysfunction in mic&rc
Res.2002;91:173-9

Vlassara H, Fuh H, Makita Z, Krungkrai S, Cerami A, Bucala R. Exogenous advanced
glycosylation end products induce complex vascdiafunction in normal animals: a model
for diabetic and aging complicatioraroc Natl Acad Sci U S A992;89:12043-7

Waldman SA, Murad F. Cyclic GMP synthesis and functioRharmacol Rev1987;39:163-
196

Wang YX, Brooks DP, Edwards RM. Attenuated glomerular cGMP production and renal
vasodilation in streptozotocin-induced diabetisrAm J Physiol1993;264:952-6

Wautier JL, Zoukourian C, Chappey O, Wautier MP, Guillausseau PJ, Cao R, Hori O,
Stern D, Schmidt AM. Receptor-mediated endothelial cell dysfunction drabetic
vasculopathy. Soluble receptor for advanced glgoagind products blocks hyperpermeability
in diabetic ratsJ Clin Invest1996;97:238-43

Wautier JL, Schmidt AM. Protein glycation: a firm link to endothelial celysfunction.Circ
Res.2004;95:233-8

Wild S, Roglic G, Green A, Sicree R, King HGlobal prevalence of diabetes: estimates for
the year 2000 and projections for 20BGabetes Care2004;27:1047-53

Williams PC, Coffey MJ, Coles B Sanchez S, Morrow JD, Cockcroft JR, Lewis MJ and
O'Donnell VB. In vivo aspirin supplementation inhibits nitric dei consumption by human
plateletsBlood 2005.106:2737-2743,

Wolff SP, Dean RT. Glucose autoxidation and protein modification. Tgwential role of
autoxidative glycosylation' in diabetd&ochem J1987;245:243-50

Wu R, Lamontagne D and De CJ Antioxidative properties of acetylsalicylic acimh
vascular tissues from normotensive and spontangohgpertensive ratsCirculation.
2002;105:387-392

Xiong Y, Yuan LW, Deng HW, Li YJ, Chen BM. Elevated serum endogenous inhibitor of
nitric oxide synthase and endothelial dysfunctioraged ratsClin Exp Pharmacol Physiol.
2001;28:842-7

Xu B, Chibber R, Ruggiero D, Kohner E, Ritter J, Fero A. Impairment of vascular
endothelial nitric oxide synthase activity by adeeah glycation end product&ASEB J.
2003;17:1289-91



Yamagishi S, Fujimori H, Yonekura H, Yamamoto Y, Yanamoto H. Advanced glycation
endproducts inhibit prostacyclin production anduce plasminogen activator inhibitor-1 in
human microvascular endothelial cel8abetologia 1998;41:1435-41

Yamagishi S, Takeuchi M, Inagaki Y, Nakamura K, Imdzumi T. Role of advanced
glycation end products (AGEs) and their receptoA@E) in the pathogenesis of diabetic
microangiopathyint J Clin Pharmacol Re2003; 23:129 - 134

Yokokawa K, Kohno M, Murakawa K, Yasunari K, Takeda T. Effect of endothelin-1 on
cytosolic calcium ions in cultured human endothelels. J Hypertens1990;8:843-9

Zalba G, Beaumont FJ, San José G, Fortufio A, Fortusi MA, Etayo JC, Diez J.Vascular
NADH/NADPH oxidase is involved in enhanced supedexiproduction in spontaneously
hypertensive rat$dypertension2000;35:1055-61

Zhang QY, Dunbar D and Kaminsky LS. Characterization of mouse small intestinal
cytochrome p450 expressiddrug Metab Depositior2003;31:1346-1351

Zhang C, Hein TW, Wang W, Chang CI, Kuo L. Constitutive expression of arginase in
microvascular endothelial cells counteracts nitoxide-mediated vasodilatory function.
FASEB J2001;15:1264-6

Zhou Z, Wang K, Penn MS, Marso SP, Lauer MA, ForudiF, Zhou X, Qu W, Lu Y,
Stern DM, Schmidt AM, Lincoff AM, Topol EJ. Receptor for AGE (RAGE) mediates
neointimal formation in response to arterial injudyrculation.2003;107:2238-43

Zou Y, Jung KJ, Kim JW, Yu BP, and Chung HY. Alteration of soluble adhesion
molecules during aging and their modulation by kalcestriction FASEB J2004;18:320-2

Zou Y, Yoon S, Jung KJ, Kim CH, Son TG, Kim MS, Kim YJ, Lee J, Yu BP, Chung
HY. Upregulation of Aortic Adhesion Molecules Duringyifg. J Gerontol A Biol Sci Med
Sci2006;61:232-244

Zoukourian C, Wautier MP, Chappey O, Dosquet C, Roban T, Schmidt AM, Stern D,
Wautier JL. Endothelial cell dysfunction secondary to the ailhre of diabetic erythrocytes.
Modulation by iloprostint. Angiol.1996;15:195-200



ADDENDUM

P22
La migration des cellules musculaires lisses daddia vers l'intima

P 71.

Tiemann K, Weyer D, Djoufack PC, Ghanem A, Lewalter T, Drener U, Meyer R,
Grohe C, Fink KB. Increasing myocardial contraction and blood pressurC57BL/6 mice
during early postnatal developmeAm J Physiol Heart Circ Physio2003;284:464-74

Koga T, Takata Y, Kobayashi K, Takishita S, Yamashia Y and Fujishima M. Ageing
suppresses endothelium-dependent relaxation andrgjes contraction mediated by the
muscarinic receptors in vascular smooth muscle ofmotensive Wistar—Kyoto and
spontaneously hypertensive ratdlypertens1988;6: S243-S245

P 73.
Lakatta EG. Cardiovascular aging research: the next horizahsAm Geriatr Soc
1999;47:613-25.

Wang M, Lakatta EG. In situ imbalance of matrix metalloproteinase-2ivators and
inhibitors in age associated aortic remodeling. ¢ttgnsion. 2002;39:865—-873.

P 74.

Orlandi A, Marcellini M, Spagnoli LG. Aging influences development and progression of
early aortic atherosclerotic lesions in cholestéedl rabbits Arterioscler Thromb Vasc Biol
2000;20:1123-1136.

Owens GK. Regulation of differentiation of vascular smoottusule cells.Physiol Rev
1995;75:487-517.

Schwartz SM, Heimark RL, Majesky M. Developmental mechanisms underlying pathology
of arteriesPhysiol. Rev1990; 70: 1177-209

P 75.

Boulanger E, Wautier MP, Wautier JL, Boval B, PanisY, Wernert N, Danze PM,
Dequiedt P. AGEs bind to mesothelial cells via RAGE and stiatel VCAM-1 expression.
Kidney Int 2002;61:148-56

Schleicher ED, Wagner E, Nerlich AG. Increased accumulation of the glycoxidation
product N(epsilon)-(carboxymethyl)lysine in humassties in diabetes and aginh.Clin
Invest 1997;99:457-68

Cheng R, Lin B, Ortwerth BJ. Rate of formation of AGEs during ascorbate glyoatand
during aging in human lens tissigochim Biophys Acte2002;1587:65-74.



G Minch, B Kuhla, H-J Lith, T Arendt, S R Robinson. Anti-AGEing defences against
Alzheimer’'s diseasaBiochem Soc Tran2003; 31: 1397-1399

Schmidt AM, Hori O, Brett J, Yan, Wautier JL, Stern D. Cellular receptors for advanced
glycation end products. Implications for inductiohoxidant stress and cellular dysfonction
in the pathogenesis of vascular Iésionserioscler Thromb .1994 ; 14 : 1521-1528

Schmidt AM, Shi Du Yan, Wautier JL, Stern D. Activation of Receptor for Advanced
Glycation End Products A Mechanism for Chronic \dac Dysfunction in Diabetic
Vasculopathy and Atherosclerosirc Res 1999 ;84 :489-497

P 76.
Hamilton CA, Brosnan MJ, Mcintyre M et al. Superoxide excess in hypertension and
aging: a common cause of endothelial dysfunctitypertensior2001;37:529-34



